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1.	 Bevezetés 

A Földön található természetes szerves vegyületek közül a 
szénhidrátok fordulnak elő legnagyobb mennyiségben, és 
az elmúlt évtizedek kutatásai rámutattak, hogy kulcsfon-
tosságúak a biológiai folyamatokban. A monoszacharidok 
nagy sztereokémiai változatosságuk miatt olyan sokféle 
módon kapcsolódhatnak, hogy egy redukáló hexaszacha-
ridnak már több mint 1012 lehetséges izomerje írható fel1. Az 
élő szervezetek ezt a sokféleséget úgy hasznosítják, hogy 
oligoszacharidokat és poliszacharidokat használnak számos 
biológiai funkcióhoz, a tárolástól a nagyon specifikus jelát-
viteli szerepekig. A glikozidos kötések szelektív hidrolízise 
ezért döntő fontosságú az energiafelvétel, a sejtfal növeke-
dése és lebomlása, valamint a sejtfelszíni antigének felépí-
tése szempontjából. 

A szacharidok sokféleségének köszönhetően a glikozidos 
kötéseket hidrolizáló enzimek, az O-glikozil-hidrolázok (EC 
3.2.1.x) között is nagy a változatosság. A poliszacharidokat 
bontó enzimek sorába tartoznak az α-amilázok, amelyek a 
keményítő α-(1-4) glikozidos kötéseit képesek hidrolizálni. 
Megtalálhatók mikroorganizmusokban, növényekben és ál-
lati szervezetekben egyaránt és lényeges szerepet töltenek 
be a szénhidrát anyagcserében. A bakteriális és növényi ere-
detű amilázok ipari szempontból is fontosak. Egyrészt a sör-
gyártás egyik kulcslépése, a maláta előállítása évezredek óta 
az árpa csírázása közben termelődő α-amiláz izoenzimek 
részvételével zajlik. Másrészt a keményítő ipari méretű bon-
tásában (maltóz, glükóz szirup előállítás) kulcsszerepet ját-
szanak a hőstabil bakteriális eredetű amilázok. Emlősökben 
az α-amiláz enzimet külső elválasztású mirigyek termelik 
(nyál- és hasnyálmirigy) és ezek az enzimek a táplálékban 
található keményítő és a glikogén emésztésében játszanak 
szerepet. A humán α-amiláz enzimek célpontjai lehetnek 
különböző anyagcsere betegségek (diabétesz, fogszuvaso-
dás, kövérség/elhízás és hiperlipidémia) kezelésének. 

Az enzimek működési módjának, aktív hely szerkezetének 
megismerése alapvető fontosságú az ipari felhasználás, és 
az enzimek gátlása miatt is. A keményítő megkötődése az 
amiláz enzim felületén található aktív helyen történik. A 
szubsztrátkötő hely több alhelyből áll, amelyek mindegyi-
ke kölcsönhatást létesít a szubsztrát glükóz egységeivel. A 
különböző eredetű amilázok aktív helye eltérést mutat az 

alhelyek számában és a kölcsönhatások mértékében. Az ak-
tív helyek szerkezetének felderítéséhez meg kellett oldani a 
2-klór-4-nitrofenil (CNP) glükozidokból álló szubsztrát so-
rozat szintézisét. A ciklodextrinekből kiinduló kémiai mód-
szer2 enzimes kiegészítésével megvalósítottuk a 3-12 tag-
számú szubsztrátok kemoenzimatikus előállítását3,4. Ezen 
szubsztrátokkal történtek a humán nyál α-amiláz (HSA) és 
a Bacillus licheniformis α-amiláz (BLA) első bontási kép 
meghatározásai HPLC módszerrel5,6. 

Már a bontási képek alapján is következtetések vonhatók le 
a kötőhely szerkezetéről, az alhelyek számáról és a kölcsön-
hatások mértékéről. Az alhely és a szubsztrát monomer egy-
sége közötti kölcsönhatásoknak a számszerűsítése az alhely 
térkép7. Elkészítése során egy olyan diagramot hozunk létre, 
ami szemléletesen mutatja a kötőhelyek energia eloszlását 
és így megfoghatóvá teszi az enzim-szubsztrát kapcsolatot. 
Az alhely térkép kiegészíti, vagy helyettesítheti a röntgen-
diffrakciós méréseket, hiszen a megfelelő szubsztrát sorozat 
birtokában egyszerűen kivitelezhető, és az alhely-szubsztrát 
monomer egység közötti kötési energiáról is információt ad. 
Az endo hatásmechanizmusú α-amilázok mellett néhány 
exo enzim aktív helyét is sikerült jellemezni a megfelelő 
oligoszacharid szubsztrátokon végzett aktivitás mérések és 
bontási kép vizsgálatok segítségével. Az α-amiláz enzimek 
vizsgálata nem csak az alhely térképek meghatározására 
korlátozódott. Kísérleteket végeztünk amiláz enzimek szin-
tézisre való felhasználására és vizsgáltuk számos természe-
tes és szintetikus vegyület glikoenzimekre gyakorolt gátló 
hatását is, a későbbi esetleges terápiás felhasználást célozva. 

2.	Eredmények

2.1.	 Poliszacharid hidrolázok szerkezetének 
felderítése 

A poliszacharid hidrolázok szerkezetfelderítése során négy 
eltérő eredetű és hatásmechanizmusú enzimet tanulmá-
nyoztam. Az aktív hely energetikai viszonyainak leírásá-
hoz kifejlesztett SUMA (SUbsite Maping of Amylases) 
számítógépes program8 alkalmazásával endo enzimek al-
hely térképeinek számítása vált lehetővé. Ehhez a korábban 
szintetizált kromofor csoportot tartalmazó oligoszacharid 
szubsztrátok hidrolízisekor keletkező termékek eloszlását 
határoztuk meg HPLC módszerrel. Az ipari jelentőségű 
árpa α-amiláz izoenzimek és mutánsaik vizsgálatával az 
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aktív hely aminosavainak szerepe mellett a másodlagos 
kötőhelyek hidrolízisre, azon belül a termékeloszlásra gya-
korolt hatását is leírtuk. Emellett elvégeztük egy mezőgaz-
dasági szempontból fontos rovar, a burgonyabogár α-ami-
láz enzimének részletes vizsgálatát, elkészítettük az alhely 
térképét, rámutattunk az emlős amilázokkkal való hason-
lóságokra és különbségekre. Az exo hatásmódú enzimek 
közül az édesburgonya β-amiláz működését is a különböző 
hosszúságú szubsztrátok termékeloszlásával jellemeztük. 
A patogén kórokozók elleni védekezést megnehezítő bakte-
riális biofilm terjedésében és eltávolításában fontos szerepet 
játszó DispersinB enzim hatásmódját az általunk tervezett 
N-acetil-glükózamin oligomer szubsztrát sorozaton törté-
nő HPLC termékanalízissel vizsgáltuk. Az ezt kiegészítő 
NMR, MALDI-TOF MS mérések és kinetikai számítások 
alapján írtuk le a biofilm vázát jelentő poli-β-N-acetil-glü-
kózamin hidrolízisét végző enzim működését.

2.1.1.	 Árpa AMY1 izoenzim aktív hely és 
másodlagos kötőhelyen módosított változatainak 
vizsgálata

Alhely térképekkel igazoltuk az árpa AMY1 izoenzimé-
ben a Val47 és Ser 48 aminosavak meghatározó szerepét a 
szubsztrátok megkötésében és hidrolízisében. Célzott mu-
tációval létrehozott árpa AMY1 enzim variánsokkal oligo-
szacharid szubsztrátokon mért termékarány adatokból al-
hely térképeket számítottunk. Kimutattuk, hogy az AMY1 
V47D, V47F és S48Y valamint a V47K/S48G és V47G/
S48D csere a glikon kötőhely rövidülését és így a specifi-
citás változását okozza. A célzott mutációval létrehozott 
enzimekkel a tetramer szubsztrát hidrolízise nagyobb se-
bességgel történik mint a heptameré9,10.

Megállapítottuk, hogy az árpa AMY1 másodlagos kötőhely 
(Secondary Binding Site - SBS) aminosavainak cseréje is 
hatással lehet a termékarányokra. A vizsgált SBS1 kötőhely 
mutációk nem befolyásolták az alhelyek kötési energiáját. 
Ezzel szemben az SBS2 kötőhelyen végrehajtott aromás-ali-
fás csere (Y380A mutáció) jelentős kötési energia növeke-
dést, míg a H395A csere energia csökkenést eredményezett, 
a kettős mutáns esetén a hatások kiegyenlítődtek, a vad tí-
pusú enzimmel megegyező aktivitást és termékarányt ered-
ményezve. Egyidejűleg aktív és másodlagos kötőhelyen is 
mutációt hordozó variáns (Y105A/Y380A) esetében az ak-
tív hely mutáció módosító hatása érvényesült11,12.

2.1.2.	 Burgonyabogár (Leptinotarsa 
decemlineata) α-amilázának (LdAmy) 
szerkezetvizsgálata

Elsőként írtuk le a burgonyabogár szénhidrát emésztésében 
létfontosságú α-amiláz enzim (LdAmy) alhely szerkeze-
tét13. Megállapítottuk, hogy az aktív centrum 4 glikon és 2 
aglikon kötő alhelyet tartalmaz, így szerkezete hasonlít az 
emlős és a Tenebrio molitor rovar amilázéhoz. Az alhely 
energiákban jelentkező különbségeket a fehérjék szekven-
cia és szerkezet összevetése alapján értelmeztük. A -2 gli-

konkötő hely kisebb energiája az LdAmy-ban azzal magya-
rázható, hogy az alhely környezetében két savas aszpartát 
található, ellentétben az emlős amilázok azonos helyzetű 
bázikus hisztidinjével14. 

2.1.3.	 Édesburgonya (Ipomea batatas) 
β-amiláz enzim működési mechanizmusának 
tanulmányozása 

Az exo hatásmódú édesburgonya β-amiláz enzimre igazol-
tuk a nem redukáló láncvégi maltóz hasítást és transzfert, 
valamint a processzív működést15. A kromofort tartalma-
zó maltooligoszacharid szubsztrátok lehetővé tették, hogy 
a páros tagszámú szubsztrátokra is végezzünk számításo-
kat, így a lánchossz növekedésével növekvő processzivitást 
tudtunk igazolni, hosszú (11 tagú) szubsztrátra 3,3 átlagos 
processzív lépéssel. Elsőként írtuk le a maltóz transzferét 
inverziós glikozidáz esetén, mely a reakciók kezdeti sza-
kaszában figyelhető meg valamennyi processzíven bontott 
szubsztrát esetén15.

2.1.4.	 Biofilmeket bontó DispersinB enzim 
működésének leírása

Szubsztrát sorozatokat terveztünk és szintetizáltunk a 
DispersinB enzim szisztematikus vizsgálataihoz16,17. A 
PNP-β-GlcNAc monomer szubsztrát hidrolízisét követ-
ve 1H NMR mérésekkel bizonyítottuk az enzim retenciós 
mechanizmusát. Igazoltuk az aktív hely aromás aminosa-
vainak (Y187 és Y278 és W237) szerepét a hidrolízisben. 
Az aminosavak alaninra történő cseréje megszüntette 
(W237A) vagy jelentősen csökkentette az enzim aktivi-
tását16. MALDI-TOF MS eredményeink alátámasztották, 
hogy az enzim több produktív kötőmódot tud létesíteni az 
oligomer szubsztrátokkal, de a teljes hidrolízis egymást 
követő lépéseket is igényel. Ezek kombinálásával modellt 
állítottunk fel az enzim működésére18.

2.2.	 Enzimes szintézisek

Az enzimek szintézisre való felhasználhatóságát az árpa 
amiláz mutánsok és a rovar amiláz esetében vizsgáltam. 
Az aktív hely közelében elvégzett mutációk megnövelik az 
árpa α-amiláz transzferáz aktivitását, miközben a hidroláz 
aktivitás lecsökken. A burgonyabogár α-amiláz enzimének 
transzfer aktivitását a mindkét végen védőcsoportot hordo-
zó maltooligomer szubsztrátokon mutattuk ki. 

2.2.1.	 Fluorofor metil-umbelliferon aglikont 
tartalmazó α-amiláz szubsztrátok szintézise. 

Árpa α-amiláz AMY1 V47F aktív hely mutáns enzim ka-
talízisével valósítottuk meg a szubsztrátok szintézisét. A 
donor és akceptor koncentráció, a pH és a szerves oldószer 
koncentráció értékének optimálása után három eltérő hos�-
szúságú maltooligomer (DP 2, 3, 5) preparatív szintézisét 
valósítottuk meg. A szubsztrátok alkalmasak eltérő hos�-
szúságú glikonkötő hellyel rendelkező amilázok szelektív 
aktivitásmérésére, amit Bacillus licheniformis, humán nyál 
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és Bacillus stearothermophilus eredetű α-amilázokkal tör-
ténő mérésekkel igazoltunk19.

2.2.2.	 Burgonyabogár α-amiláz transzglikozilezési 
aktivitásának vizsgálata mindkét végén aromás 
védőcsoportot tartalmazó szubsztrátokkal. 

Bár az észlelt jelentős transzfer aktivitás tovább javítha-
tó szerves oldószer hozzáadásával, maltooligomer donor 
és kromofort tartalmazó akceptor jelenlétében így is csak 
kismértékű a termékképződés. A szekvencia és szerkezet 
analízisek alapján a rovar amilázokból hiányzó 304-310 po-
zíciójú glicin gazdag hurok, a His101Asp csere, valamint az 
aglikonkötő régió poláris aminosavai helyett az LDAmy-
ban jelen levő több Phe miatti nagyobb hidrofóbicitás fe-
lelősek a transzglikozilezésért. Ezek a megfigyelések fel-
használhatók megnövelt szintetikus aktivitású amilázok 
fehérjemérnökséggel való létrehozására20.

2.3.	 Glikoenzimek új aktivitásmérési módszerei

Az enzimek és gátlásuk lehetőségeinek tanulmányozásá-
hoz több saját fejlesztésű aktivitásmérést alkalmaztunk a 
rutinszerűen használt egyszerűbb fotometriás mérések ki-
egészítésére. Az izotermikus titrációs kalorimetria (ITC) 
biztosította általános detektálást kihasználva megvalósítot-
tuk az α-amiláz és a glikogén foszforiláz különböző termé-
szetes és szintetikus szubsztrátokon való aktivitásmérését. 
Sikerrel alkalmaztunk fordított fázisú HPLC módszert 
α-amiláz enzim aktivitásmérésére.

2.3.1.	 ITC alkalmazása α-amiláz enzim 
aktivitásmérésére és gátlásvizsgálatára.

A hőmennyiség változás mérése biztosította univerzális re-
akciósebesség meghatározást alkalmaztuk emlős α-amilá-
zok szabad maltooligomereken és keményítő szubsztráton 
történő aktivitás mérésére. Az egyszeres és többszörös tit-
rálás előnyeit kombináló módszerben az enzim kis részletét 
titráltuk a szubsztrát megfelelő koncentrációjú oldataiba. 
A készülék maximális mért kitéréséhez tartozó hőmennyi-
ségváltozás arányos a rekciósebességgel21. Kék keményítő 
szubsztráton HSA és sertés pankreász α-amiláz (PPA) en-
zimmel is szubsztrátgátlást tapasztaltunk. A módszer alkal-
mas az amilázok természetes szubsztrátján történő gátlás 
vizsgálatra akkor is, ha az inhibitor színe nem teszi lehetővé 
a spektrofotometriás mérést22.

2.3.2.	ITC alapú módszer a két szubsztrátos, 
megfordítható reakciót katalizáló glikogén 
foszforiláz enzim aktivitásmérésére. 

A nyúl vázizom foszforiláz b (rmGPb) és glikogén szubszt-
rát reakciójának irányát a második szubsztrát (foszfát vagy 
glükóz-1-foszfát) tízszeres feleslegével biztosítottuk. Az 
azonos reakciókörülményeket lehetővé tevő módszer alkal-
mazásával gátlás vizsgálatokat végeztünk ismert kompeti-
tív (glikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin) és allosztérikus 
(koffein) gátlószerek jelenlétében. Igazoltuk, hogy a kom-

petitív gátlószer esetében az IC50 megegyezik a reakció 
mindkét irányában mérve, míg az allosztérikus gátlószer 
esetében a fiziológiás lebontási irányban kisebb az IC50 
értéke23. 

2.3.3.	Humán nyál α-amiláz aktivitásmérése 
és gátlásvizsgálata HPLC elválasztás és 
UV detektálás alkalmazásával. 

Az aktivitás méréséhez 2-klór-4-nitrofenil-β-maltohep-
taozid szubsztrát HSA katalizálta hidrolízis termékeinek 
koncentráció változását követve határoztuk meg a kezdeti 
sebességeket. A szakaszos mérés, és az elválasztástech-
nika alkalmazása lehetőséget biztosít olyan kivonatok 
gátlásának vizsgálatára, ami spektrofotometriásan nem 
megvalósítható24.

2.4.	 α-Amilázok gátlása

A korábbi emlős α-amiláz vizsgálatokat inhibitor kutatá-
sokkal egészítettük ki, melyekhez természetes eredetű és 
szintetikus, vegyületkönyvtárakból származó anyagokat is 
felhasználtunk. Az elhízás és a cukorbetegség megelőzé-
sében és kezelésében felhasználható vegyületek keresése 
során gyógynövények és fűszerek kivonatai mellett szá-
mos szintetikus vegyület esetében igazoltuk az amiláz gát-
ló hatást. Egyes esetekben a kivonatok HSA gátló hatását 
in vitro és molekulamodellezési vizsgálataink is kimutat-
ták, majd azt később in vivo humán kísérletben is sikerült 
megerősíteni. 

2.4.1.	 Táplálék összetevők (gyógynövények, 
fűszerek, gyümölcsök kivonatai) HSA gátló 
hatása. 

Az aktivitásméréseket a kivonatok tulajdonságaitól függően 
ITC, HPLC vagy spektrofotometriás módszerrel végeztük. 
Megerősítettük a zöld tea és a fahéj kivonat hatékonyságát 
α-amiláz gátlására25. A szamóca, szeder, áfonya levelek 
kivonatának gátló hatását állatkísérletben26, a meggy an-
tocianinok nyálban mért HSA aktivitást csökkentő hatását 
humán kísérletben27 igazoltuk. A malvidin-3,5-diglükozid 
antocianin jó illeszkedését a HSA aktív centrumába mole-
kulamodellezési vizsgálatok is megerősítették28.

2.4.2.	Nem cukor alapú inhibitorok α-amiláz 
gátló hatásának vizsgálata. 

In vitro vizsgálatokkal igazoltuk molekulakönyvtárak-
ból származó, ismert α-amiláz fehérje szerkezetekbe tör-
ténő modellezéssel kiválasztott vegyületek, úgynevezett 
„drug-like” molekulák több szakaszban kiválasztott cso-
portjainak α-amiláz gátló hatását. Sikerült azonosítani több 
vegyületet az akarviozin-glükóz, a flavonoid és a floroglu-
cin modell használatával, melyek képviselői in vitro mikro-
mólos koncentrációtartományban gátolták a HSA enzimet. 
A hatékony inhibitorokról megállapítottuk, hogy minde-
gyik tartalmaz aromás csoportot és közöttük több tiazolidin 
származékot azonosítottunk29,30. 
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2.4.3.	Gallotanninok promiszkuitásának 
vizsgálata 

A gallotannin gátol több, teljesen eltérő reakciót katalizáló 
enzimet, ami felveti a promiszkuitás lehetőségét. A vizsgált 
gallotannin PPA enzimen meghatározott IC50 értéke érzé-
kenynek bizonyult a detergens jelenlétére, az enzim-inhibi-
tor előinkubálásra, valamint az enzimkoncentráció változ-
tatására. A közvetett módszerrel kapott eredményeket, az 
aggregátumok jelenlétét a fényszórás vizsgálatok is meg-
erősítették. Ezzel igazoltuk a gallotanninok promiszkuitá-
sát és aggregáció alapú gátló hatását31.

2.4.4.	2-tioxo-4-tiazolidinon származékok 
α-amiláz gátló hatásának vizsgálata

A több célponton is ható 2-tioxo-4-tiazolidinon vázú ve-
gyületek között azonosítottunk specifikus és aggregáció 
alapú inhibitorokat is. Bár közvetett módszerrel a vizsgált 
koncentrációtartományban aggregáció alapúnak találtunk 
több származékot, ez nem zárja ki, hogy a vegyületek az 
aldóz reduktáz enzimen specifikusan hatnak, mivel a nagy-
ságrendekkel kisebb koncentrációban nem képződnek 
aggregátumok32.

3.	 Kísérleti rész

A dolgozatban összefoglalt eredmények kísérletes munkán 
alapulnak, melyhez a hozzáférhető módszerek széles körét 
használtuk. A megjelent, hivatkozott közleményekben az 
alkalmazott technikák és kísérleti körülmények részletei 
leírásra kerültek. A kísérletekben használt fehérjék egy ré-
szét vásároltuk, másokat (a vad típusú és mutáns változato-
kat) együttműködő partnereink állították elő és biztosítot-
ták a kísérletekhez. Egyes esetekben a fehérjék kinyerését 
és további tisztítását a szokásos elválasztási módszerek 
alkalmazásával végeztük (méretkizárási és affinitás kro-
matográfia, ultraszűrés). Aktivitás és kinetikai méréseink 
főként direkt módszerrel, a termék vagy a szubsztrát kon-
centráció változását követve történtek, folyamatos vagy 
szakaszos megközelítést alkalmazva. Elsősorban kromofor 
felszabadulással járó reakciók spektrofotometriás követé-
sén alapuló módszereket használtunk, kiegészítve a saját 
fejlesztésű kromatográfiás (HPLC) és kalorimetriás (ITC) 
aktivitásmérési módszerekkel. A szerkezetvizsgálatokhoz 
és minőségi analitikai feladatok megoldására tömegspekt-
rometriai (MALDI-TOF és ESI) és NMR spektroszkópiai 
módszereket alkalmaztunk. Mennyiségi analitikai mérése-
inket, és a bontási kép meghatározásokat általunk beállított, 
többnyire fordított fázisú HPLC elválasztási módszerekkel, 
UV detektálást alkalmazva végeztük. 
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Structure, Catalytic Mechanism, and Inhibition of Carbohydrate-Active Enzymes

Carbohydrates constitute the most abundant class of organic 
molecules on Earth and play crucial roles in a broad spectrum 
of biological processes, ranging from energy storage to molec-
ular recognition and signal transduction. Their exceptional ste-
reochemical diversity gives rise to an equally diverse set of en-
zymes—carbohydrate-active glycoside hydrolases—capable of 
selectively cleaving glycosidic bonds. Among these, α-amylases 
occupy a central role in the hydrolysis of α-(1→4) linkages in 
starch and related polysaccharides. A detailed understanding of 
their catalytic mechanisms and structure–function relationships 
is fundamental for both industrial biocatalysis and the rational de-
sign of therapeutic agents targeting metabolic disorders such as 
diabetes and obesity.

The present research focused on elucidating the structural and 
mechanistic features of various α-amylases and other glycoen-
zymes through the kinetic and thermodynamic analyses, and 
inhibition studies. Some series of chromophore-labelled oligo-
saccharide substrates were synthesized using classical carbohy-
drate chemistry and chemoenzymatic approach, enabling precise 
monitoring of hydrolytic activity applying high-performance liq-
uid chromatography (HPLC). The resulting product distributions 
allowed the construction of quantitative subsite binding energy 
maps, providing detailed insight into enzyme–substrate interac-
tions. This methodology offers a versatile alternative for charac-
terizing enzyme specificity.

Comprehensive investigations were performed on enzymes of 
distinct biological origin and catalytic mode. In barley α-amylase 
(AMY1), site-directed mutagenesis established the critical roles 
of Val47 and Ser48 in substrate binding and catalytic efficien-
cy. Mutations in secondary binding sites (SBS1 and SBS2) were 
shown to modulate both product distribution and binding energet-
ics. The α-amylase from the Colorado potato beetle (Leptinotarsa 
decemlineata, LdAmy) was characterized for the first time; its 
subsite architecture revealed notable similarities but also some 
electrostatic differences compared with mammalian α-amylases. 
Studies on the exo-acting β-amylase from sweet potato (Ipomoea 
batatas) confirmed its processive cleavage of maltose units from 
the non-reducing chain end and revealed a previously unrecog-
nized maltose-transfer mechanism in this inverting glycosidase. 

Furthermore, mechanistic elucidation of the biofilm-degrading 
enzyme DispersinB was achieved using a series of tailor-made 
N-acetyl-glucosamine oligomers combined with NMR, MALDI-
TOF MS, and kinetic analyses. These studies confirmed a reten-
tion-based catalytic mechanism and identified the essential roles 
of key aromatic residues within the active site.

Beyond hydrolytic catalysis, several α-amylases (LdAmy, bar-
ley AMY1) exhibited transglycosylation potential. Engineered 
AMY1 variants facilitated the preparative synthesis of fluoro-
phore-conjugated methyl-umbelliferril oligosaccharid glycosides, 
expanding the toolkit for selective amylase assays.

To enhance the precision and versatility of activity and inhibi-
tion assays, novel analytical methodologies were developed. 
Isothermal titration calorimetry (ITC) was adapted as a univer-
sal, label-free technique for monitoring α-amylase and glycogen 
phosphorylase reactions and inhibition kinetics. A complemen-
tary reversed-phase HPLC-based assay provided the opportunity 
for kinetic analysis even in complex or colored inhibitors from 
natural origin.

Extensive inhibition studies identified both natural and synthetic 
α-amylase inhibitors. Plant-derived extracts from tea, cinnamon, 
and various berries exhibited potent inhibitory effects, corrob-
orated by in vitro, in vivo, and molecular modelling studies. In 
parallel, a series of “drug-like” synthetic molecules—including 
thiazolidinone derivatives—were identified as efficient amylase 
inhibitors within the micromolar concentration range. The pro-
miscuous, aggregation-based inhibition of gallotannins was also 
demonstrated, highlighting the necessity of distinguishing specif-
ic binding interactions from nonspecific aggregation effects dur-
ing inhibitor characterization.

In summary, this research integrates synthetic organic chemistry, 
enzymology, and molecular modelling to advance the structural 
and mechanistic understanding of carbohydrate-active enzymes. 
The findings provide fundamental insights into enzyme specific-
ity, catalysis, and inhibition, thereby contributing to the develop-
ment of improved biocatalysts for industrial processes and novel 
inhibitors for therapeutic applications.




