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Ifa-amylazy [4-glukanohydrolazy a-1,4-glukanu, EC 3.2.1.1], czyli endo-

hydrolazy rozktadajace wigzania a-1,4-glikozydowe w skrobi i pokrewnych

a-glukanach, stanowig grupe enzyméw szeroko rozpowszechnionych w przy-
rodzie. Wytwarzajg je organizmy zwierzece, roslinne oraz drobnoustroje. Stru-
ktura a-amylaz, pochodzacych z réznych zrodet jest zr6znicowana, podobnie
jak ich masy czasteczkowe, warunki optymalne dla aktywnosci, stabilno$¢
oraz sktad i wzajemne proporcje matootigosacharydow, bedacych produktami
hydrotizy skrobi przez te enzymy (1-3).

Mimo réznic, wszystkie a-amytazy wykazuja wiete podobnych cech mote-
kulamych, do ktérych naleza: wielodomenowa struktura, zblizona konforma-
cja domeny katalitycznej oraz mechanizm dziatania tych enzymow.

1. Molekularna struktura a-amylaz

Badania strukturatne a-amylaz i innych enzymoéw amylolitycznych sg zaawan-
sowane. Kilka z nich, tj. a-amylaze trzustki wieprzowej (4), Taka-amylaze As-
pergillus oryzae (5) i a-amylaze Aspergillus niger (6) poddano szczeg6towej anatizie
rentgenograficznej, dzieki ktdrej stato sie mozliwe okre$lenie ich konformaciji.
Dla ponad pietnastu bakteryjnych enzyméw amylolitycznych ustalono peing
strukture pierwszorzedowa (7-15). CzeSciowg stmkture przestrzenng okreslono
dla izoamylazy [EC 3.2.1.68], pululanazy [EC 3.2.1,41], oligo-l,6-glukozydazy
[EC 3.2.1.10], glukanotransferazy cyklodekstiyn [EC 2.4.1.19], a-glukolydazy [EC
3.2.1.20], kompleksu a-amylaza-pululanaza, neopululanay, a takze enzymow
syntetyzujacych wigzania a-1,6-gliko*dowe w glikogenie oraz amylopektynach
ziemniaka i ryzu [EC 2.4.1.18]. Wszystkie wymienione enzymy, podobnie jak
a-amylazy, atakujac wigzania a-1,4- badz a-1,6-gliko*dowe w substratach skro-
biowych, zachowujg w produkcie hydrolizy a-konfiguracje hydroksylu zwigzane-
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go Z anomeiycznym weglem (Ci). Wykazano, ze czagsteczki enzjnnéw amyloli-
tycznych o takiej specyficznosci posiadajg pewne zblizone cechy strukturalne
(15.16), wyraznieje odrézniajace od drugiej grupy enzsméw amylolitycznych,
np. glukoamylaz i (3-amylaz, ktore hydrolizujac wigzanie a-glikozydowe, zmie-
niajg potozenie hydroksylu przy Ci z a- na (3- (17,18).

Wszystkie dotgd scharakteryzowane enzymy amylolityczne nalezg do biatek
zawierajagcych w czasteczce liczne domeny strukturalne, ktorych liczba jest
zmienna i zalezna od rodzaju i pochodzenia enzymu. Do tej pory opisano
okoto dziesieciu strukturalnych domen tych enzymoéw, ktore przyjeto oznaczaé
symbolami literowymi od A do J. Funkcja wiekszosci tych domen jest stabo
zbadana lub nieznana.

Nastepng charakterystyczng prawidtowos$cig budowy molekularnej enzy-
mow amylolitycznych jest wystepowanie w ich czgsteczkach stmktury nad-
dmgorzedowej (ang. supersecondary stnuctare), zorganizowanej w posta¢ zwa-
na (a/P)8 walcem [(a/pig-barrel]. Identycznego typu naddmgorzedowe stm-
ktury wykryto réwniez w innych, niehydrolitycznych enzymach, np. w izome-
razie triozofosforanowej [EC 5.3.1.1], aldolazie fruktozo-1,6-bisfosforanowej
[EC 4.1.2.13] i Kinazie pirogronianowej [EC 2.7.1.40] (19), co wedtug niekto-
rych autoréw sugeruje mozliwos¢ biosyntezy wielu biatek z gotowych, wspol-
nych modutéw (19).

a-amylazy plesniowe, a takze enzym trzustkowy, ktérych stmktury roz-
wigzano pod koniec lat osiemdziesigtych, maja tr6jdomenowe czasteczki: za-
wierajg domeny A, B i C (4,15,16,20). Najwiekszg sposrod nich jest domena
A, obejmujaca np. w a-amylazie z trzustki wieprzowej okoto 330 reszt ami-
nokwasowych, tj. — poczawszy od N-korica molekuty — reszty od 1 do 100
oraz od 169 do 407, zorganizowane w stmkture (a/pis walca (rys.la i b)
(5.15.16). W Taka-amylazie A. oryzae domena ta obejmuje reszty 1-118 i 182-
379 (5), rowniez tworzace (a/{3)8 walec.

Stmktura naddmgorzedowa, bedaca odmiana (a/(3)8 walca, wystepuje row-
niez w P-amylazach, tworzac tzw. domene A" (17), natomiast w glukoamylazach
wystepuje inna odmiana walcowatej struktury, zbudowanej z dwunastu odcin-
kow a-helisy, z ktérych sze$¢ tworzy warstwe wewnetrzng walca, sze$¢ nato-
miast jego warstwe zewnetrzng (rys. 2). Zostata ona nawana domeng J (18).

Domena B jest w a-amylazach niewielka. Obejmuje kilkadziesiat reszt ami-
nokwasowych tanicucha polipeptydowego (w a-amylazie trzustki wieprzowej
reszty 101-168, w Taka-amylazie: 119-181) (5), zlokalizowanych pomiedzy
trzecim odcinkiem fancucha o stmkturze P-faldowej (Np3) i trzecim — o stm-
kturze a-heUsy (No3), wchodzacymi w skiad (a/p)8 walca domeny A (rys. la).

Mercier i Colonna (20) okreslajg domeny A i B omawianych a-amylaz wspol-
nym tenninem domeny ,,N-terrainalnej”.

Domena A sasiaduje nie tylko z domeng B, lecz réwniez z domeng C,
obejmujaca okoto 100 reszt aminokwasowych (w a-amylazie trzustki wieprzo-
we] — reszty 408-496, w Taka-amylazie: 380-478), przylegtych do C-konca
tanhcucha polipeptydowego enzymu (5). Domeny B i C sg natomiast w a-amy-
lazach przestrzennie rozdzielone.
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a) elementy strukturalne (a/P)g walca,

N — N-koniec czasteczki enzymu; C — C-koniec czasteczki enzymu; T — fragment o
strukturze [3-faldowej; I — fragment o strukturze a-helisy.

Cyframi 1-8 oznaczono ,petle”, tj. fragmenty taricucha polipeptydowego o nieperiodycznej
strukturze drugorzedowej.

B — domena B a-amylaz (petla 3, zlokalizowana miedzy segmentami N(33 i Na3 (a/P)g walca);

b) poprzeczny przekréj struktury (a/P)g
walca w a-amylazach,

N — N-koniec czgsteczki enzymu;

C — C-koniec czasteczki enzimiu;

O — fragment o strukturze a-helisy;

O — fragment o strukturze P-fatdowej.

Cyframi 1-8 oznaczono petle (por.
z rys. la). Strzatki wskazujg kierunek tan-
cucha polipeptydowego (od N- do C-konca).

1| — petle zaangazowane w tworzenie
podmiejsc 0-6 (por. z rys.Ic);

Il — petle zaangazowane w tworzenie
podmiejsc 7-9 (por. z rys.Ic);
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c) usytuowanie czgsteczki substratu (maltodekaoza, S) wzgledem obszaru centrum aktywnego
a-amylazy (E). Cyframi od 0 do 9 oznaczono kolejne podmiejsca wigzace reszty glukopiranozy
) substratu.

K — oznacza obszar miejsca katalitycznego.
Atakowane wigzanie glikoi*dowe zaznaczono strzatka.
Jltoh — oznacza redukujacag reszte glukozy.

Rys. 1. Schemat struktury katalitycznej domeny A a-amylaz i pokrewnych enzymoéw (16,19).

biotechnologia 2 (33) '96



168 Edward Galas, Halina Kalinowska, Marianna Turkiewicz

Ffys. 2. Przekrdj poprzeczny strukturalnej domeny J (kata-
Utyczna domena glukoamylaz (18)). 12 odcinkéw a-helisy two-
rzy ala-walec, skiadajgcy sie z dwoch wspotosiowych
warstw (po 6 rownolegtych wzgledem siebie fragmentéw
w jednej warstwie).

Domena C, zwana czasem ,,C-terminalng”, charakteryzuje sie strukturag
P-warstwowg {"-sandwich), zwang inaczej strukturg greckiego klucza (ang.
Greek key), ze wzgledu na podobienstwo do motywu geometrycznego czesto
spotykanego w antycznej ceramice (15,19). Skiada sie ona z oSmiu P-faldo-
wych odcinkdéw, lezacych w dwdéch plaszczyznach, po cztery w kazdej (rys. 3).
Sasiadujgce w domenie C fragmenty tancucha polipeptydowego sa utozone
przeciwréwnolegle. Domena ta wystepuje w wiekszosci enzyméw amylolitycz-
nych, rozszczepiajacych wigzania a-1,4-glikozydowe, natomiast nie ustalono
dotad, czy zawierajg ja enzymy hydrolizujace, badz syntetyzujgce wigzania
a-1,6-glikozydowe w skrobi i pokrewnych polisacharydach (15,16).

W obrebie domeny A jest zlokalizowane aktywne centrum a-amylaz i wielu
innych enzyméw amylolitycznych (15,16). Kilka reszt aminokwasowych do-
meny B uczestniczy w wigzaniu strukturalnego jonu wapniowego (6), a takze
substratu (5); wchodzg one zatem w sktad miejsca wigzacego aktywnego cen-
trum a-amylaz.

Funkcja domeny C nie jest wyjasniona, cho¢ mutacje w obrebie tej domeny

Rys. 3. Schemat struktury domeny C (P-warstwo-
wa, Greek key] w czgsteczkach a-amylaz i pokrewnych
enzymow amylolitycznych (15,19) (objasnienia poda-
no w tekscie).
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w a-amylazie Bacillus stearothermophilus prowadzity do inaktywacji enzymu,
co sugeruje istotny udziat domeny C w utrzymaniu aktywno$ci enzymow
amylolitycznych jg zawierajgcych (21).

W czgsteczce glukanotransferazy cyklodekstiyn Bacillus sp., oprécz domen
A, B i C, podobnych jak w a-amylazach, wykryto za pomocg rentgenowskiej
analizy strukturalnej dodatkowg domene D (reszty aminokwasowe 492-570)
0 nieznanej funkcji (15,16). Prawdopodobnie réwniez w maltogennej a-amy-
lazie B. stearothermophilus wystepuje taka domena (reszty 491-564), bowiem
odpowiednie fragmenty tancuchéw polipeptydowych obu enzyméw wykazujg
znaczng homologie sekwencji aminokwaséw. W enzymach tych jest obecna
jeszcze inna domena, oznaczona symbolem E (reszty odpowiednio, 571-664
1 565-684), znaleziona réwniez w |3-amylazie Clostridium thermosuljurogenes,
w glukoamylazach A. niger i A. oryzae, a takze w maltotetrahydrolazie Pseu-
domonas saccharophila (15). Domena E bierze udziat w adsorpcji glukoamylaz
na powierzchni granul surowej skrobi, umozliwiajac tym samym atak enzymu
na nierozpuszczalny substrat (15).

W niektorych enly*mach amylolitycznych, np. w izoamylazie Pseudomonas
amyloderamosa i w pululanazach B. stearothermophilus i Klebsiella pneumo-
niae, domene A poprzedza dodatkowa krotka domena F o nieznanej funkcji
(15,22-25). Molekularng odmiana tej domeny jest prawdopodobnie domena
G, stwierdzona w czagsteczkach neopululanazy i kompleksu a-amylaza-pulu-
lanaza C. thermosulfuricum (26,27). W tym ostatnim enzymie przy N-koncu
czasteczki wystepuja takze dwa odcinki tarcucha polipeptydowego, okreslane
jako domeny H (15).

Domene | znaleziono wytacznie w enzymach amylolitycznych o wysokich
masach czasteczkowych. Stwierdzono jg np. w a-amylazie alkalofilnej gram-
dodatniej bakterii (15), w kompleksie a-amylaza-pululanaza i w kompleksie
P-amylaza-a-amylaza, wytwarzanym przez B. polymyxa (15,28). Aktywnosci
tego drugiego kompleksu ulegajg rozdzieleniu w procesie potranslacyjnej ogra-
niczonej proteolizy, zachodzacej wiasnie w obrebie domeny | (28).

Niektére a-glukozydazy ssakow, drozdzy i plesni, a takze bakteryjna 4-a-
glukanotransferaza [EC 2.4.1.25] nie zawierajg w czasteczkach zadnej z opi-
sanych domen strukturalnych enzymoéw amylolitycznych. Wykazano jednakze,
ze wystepuje w nich krétka sekwencja, analogiczna do sekwencji petli zlo-
kalizowanej po drugim odcinku (3-fatdowym (Np2) w strukturze (a/pig walca
domeny A a-amylaz opisanych w tym rozdziale (rys.la) (29). Petla ta bierze
udziat w wiazaniu substratu.

Wystepowanie zblizonych strukturalnie domen u enzymoéw amylolitycznych,
wykazujacych wyrazne réznice w specyficznosci katalitycznej, mozna uznac za
dowadd istnienia wspdlnej drogi ewolucyjnej tej gi*upy biatek enzymatycmych.
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2. Struktura domeny katalitycznej a-amylaz

Katalityczna domena A posiada charakterystyczng budowe przestrzenna,
okres$lang jako (a/pis walec (16,19). Skiada sie on z dwoch warstw o wspolnej
osi (lys.la i b). Warstwe wewnetrzng stanowi osiem utozonych réwnolegle
wzgledem siebie fragmentéw tancucha polipeptydowego o strukturze P-fatdo-
wej, przedzielonych o$Smioma segmentami a-helisy, tworzacymi zewnetrzng
powtoke walca. SzoOsty segment a-helisy dzieli sie na dwie krétsze czesci
(lys.la). C-koncowy aminokwas kazdego obszaru P-fatdowego i N-koncowg
reszte odcinka a-helisy taczy petla, bedaca fragmentem tancucha polipeptydo-
wego 0 nieperiodycznej strukturze drugorzedowej. Przypuszcza sie, ze cen-
trum aktywne enzymoéw amylolitycznych, a zwiaszcza a-amylaz, zbudowane
jest z niektérych aminokwaséw nalezgcych do tych nieregularnych petli (16).

Centra akt)rwne enzyméw hydrolizujacych skrobie skiadajg sie z miejsca
katalitycznego i kilku podmiejsc wigzacych, czyli obszar6w centrum aktyw-
nego zdolnych do oddziatywania z okre$lonymi resztami glukopiranozowymi
substratu (16,20,30). Odmienna specyficzno$¢ substratowa, wykazywana
przez te biokatalizatory, wynika z réznej liczby podmiejsc w centrum aktyw-
nym oraz natuiy reszt aminokwasowych, wchodzacych w sktad kazdego z nich,
determinujacych powinowactwo do substratu. Model centrum aktywnego hy-
drolaz glikozydowych z grupy a-amylaz przedstawiono na lys. lc. Kazde
z podmiejsc oznaczone cyfra od 0 do 9 oddziatuje z jedna resztg glukopirano-
zowg substratu, jakim jest w tym przypadku (lys. Ic) maltodekaoza, ktéra
zostaje roztozona do maltoheptaozy i maltotriozy.

Poréwnanie specyficznosci i struktury przestrzennej réoznych a-amylaz i in-
nych pokrewnych enzyméw, pozwolito na sformutowanie pewnych ogélnych
wnioskoéw, charakteryzujacych ich akt3rwne centra (15,16,20,31):

1. Podmiejsca 0-6 wigzace substrat od konca nieredukujacego sg w a-amy-
lazach zbudowane z aminokwasow nalezacych do petli 1,2,3,7 i 8 domeny A.

2. Podmiejsca 7-9 wigzace substrat od jego konca redukujacego, tworzg
reszty aminokwasowe umiejscowione na petlach 3-6 tej domeny.

3. Petla 3, czyli domena B a-amylaz, jest dtuzsza od pozostatych i skiada
sie z ponad 40 reszt aminokwasowych, dzieki czemu dostarcza aminokwasow
wigzacych do dwdch podmiejsc centrum aktywnego.

4. Roznice w liczbie podmiejsc w centrum aktywnym a-amylaz sa wynikiem
zmiennej dtugosci i odmiennego sfatdowania petli fgczacych odcinki o stru-
kturze (3-faldowej i a-helisy. Zablokowanie jednego z koncéw centrum aktjrw-
nego przez pofatdowang petle powoduje, ze enzym wykazuje aktywnos$¢ eg-
zoamylazy. Jesli wynikiem budowy petli sg tylko dwa podmiejsca wigzace
w centrum aktywnym, tj. szoéste i siddme, enzym wykazuje aktywno$¢ wobec
maltozy, czyli jest a-glukozydaza.

5. Wszystkie a-amylazy zawierajg podmiejsca od 4 do 8, natomiast réznig
sie posiadaniem podmiejsc 1-3 i 9-11. W a-amylazie trzustki wieprzowej wy-
stepuja tylko podmiejsca 4-8. a-amylazy ssakow i Bacillus subtilis sg pozba-
wione podmiejsca 1. a-amylaza Bacillus amyloliquefaciens posiada to pod-
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miejsce. W a-amylazach jeczmienia wystepuje co najmniej 10 podmiejsc wig-
zacych, w tym podmiejsce 1.

6. Odmienny skfad mieszaniny produktéw uwalnianych w wyniku ataku
réznych hydrolaz glikozydowych na te same substraty skrobiowe jest rezulta-
tem nie tylko réznic w liczbie podmiejsc centrum aktywnego, ale takze obec-
nosci innych reszt aminokwasowych w podmiejscach. Na przykiad a-amytazy
zawierajg reszty Arg oraz Lys w petli 4 i czesto sasiadujgcy z tg ostatnig reszte
His, zas w petli 5 posiadajg hydrofobowg reszte alifatyczng, ktéra w czastecz-
kach glukanotransferaz cyklodekstiyn jest zastgpiona resztg Phe. W przypadku
izozymOw a-amylazy ludzkiej, subtelne rdznice w specyficznosci substratowej
i sktadzie produktow amylolizy sg wynikiem niewielkich zmian sekwencji ami-
nokwasowej w podmiejscu 4.

7. Enzymy zdolne do hydrolizy i syntezy obu typéw wigzan, tj. a-1,4-
i a-1,6-glikozydowych, takie jak neopululanaza, kompleks a-amylaza-pulula-
naza i enzymy rozgateziajgce, nie posiadaja charakterystycznych dla a-amylaz
i glukanotransferaz cyklodekstiyn reszt Lys i His w petli 4. Dotad nie wykryto
zadnej cechy strukturalnej, w3Ardzniajacej te grupe biatek.

Zmiane specidicznosci dziatania niektérych enzyméw amylolitycznych moz-
na osiggnaé¢ dokonujgc pewnych szerszych zmian w obrebie ich czasteczek
na drodze proteolizy. Degradujac, np. przy udziale proteinaz, czasteczki
a amylaz i glukoamylaz rozktadajacych surowg skrobie wykazano, ze domena
C-konicowa tych hydrolaz glikozydowych petni wazng funkcje w wigzaniu nie-
rozpuszczalnego substratu. Prawdopodobnie enzymy te zawierajg w obrebie
obszaru C-koricowego domene E (32-35) juz omoéwiona.

3. Sposob wigzania jonéw wapniowych w czasteczkach
a-amylaz

a-amylazy zawieraja silnie zwigzany jon wapniowy (najczesciej w proporcji
molamej [enzym : Ca"*"] jak 1:1), niezbedny zaréwno dla stabilizacji struktury
wtornej enzymu, jak i jego aktywnosci katalitycznej. Podobnie jak w przypadku
innych biatek enzymatycznych, nadmiar jonéw wapniowych w $Srodowisku
reakcji powoduje spadek aktywnosci a-amylaz (36).

Aby wyjasni¢ ten dwojaki wpltyw jondbw wapniowych na czgsteczki tych
enzyméw, podjeto badania krystalograficzne kwasnej a-amylazy A. niger oraz
Taka-amylazy A, oryzae (6). W obecnosci 20 mM CaM*' pierwszy enzym za-
chowuje tylko 1% wyjsciowej aktywnosci, za$ drugi okoto 50%.

Badania te wykazaty, ze w czasteczkach obu enzymoéw jon wapniowy wigze
sie z oSmioma Ugandami, przy czym poréwnanie obu miejsc Mdazacych wapn
w omawianych a-amylazach wskazuje na ich daleko posunietg analogie. Geo-
metria przestrzenna uktadu przypomina przekrecong podwdjng piramide pen-
tagonalng (ang. a distorted pentagonal bipyramid\, w ktérej 3 czasteczki wody,
karbonylowe atomy tlenu z reszt Glul62 i Asnl21 tworzg 5-cztonowy pier-
scien, za$S punktami szczytowymi sg karbonylowy tlen Glu210 w A. niger
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(His210 u A. onjzae) i grupa karboksylowa (obydwa karboksylowe atomy tle-
nu) Aspl75. Silna sie¢ wigzan wodorowych wiaze dodatkowo wszystkie ucze-
stniczace w koordynacji czasteczki wody, potaczone bezposrednio z atomami
biatka.

Miejsce wigzace jon wapniowy w obu a-amylazach Aspergillus tworzg za-
tem reszty nalezace do dwdch domen: A (fragment o strukturze (j-faldowej)
oraz B. Jon wapniowy faczy je i utrzirmuje strukturalna integralno$¢ akt}rw-
nego centrum omawianych enzymow.

W przedstawionym modelu, miejsce wiazace jon Ca** mozna okresli¢ jako
motyw typu: [odcinek P — petla]. Jest to struktura odmienna od struktury
miejsca wigzacego wapn w innych biatkach, np. w katmodulinie i proowo-
albuminie (19). Jon wapniowy wigze sie w nich z miejscem o motywie stru-
kturalnym typu: a-helisa (tzw. E) — petla — a-helisa (tzw. F), a Scislej uj-
mujac, z petla tej struktury. Czasami ta struktura jest okreslana w literaturze
mianem struktury ,EF — reki”, poniewaz utozenie a-helisy E wzgledem F
przypomina uktad palca wskazujacego i kciuka w rece cztowieka.

Na mapie gestosci elektronowej a-amytazy A. niger mozna wyodrebnic tylko
jeden duzy pik odpowiadajacy opisanemu, gtdbwnemu miejscu koordynacji jo-
nu wapnia, odznaczajgcemu sie wysokim do niego powinowactwem. Inhibicja
enzymu przez nadmiar Ca+ sugeruje obecno$¢ drugiego miejsca koordynacji
w czgsteczce a-amytazy, o0 mniejszym powinowactwie do tego jonu. Metody
krystalograficzne pozwolity ustali¢, ze drugi jon wapniowy jest przylgczany
w dolnej czesSci szczeliny wigzacej substrat przez reszty Asp206 i Glu230,
obnizajac w ten spos6b aktywno$¢ enzymu (6).

4. Mechanizm dziatania a-amylaz

Mimo roznic w budowie i koncowym skiadzie produktéw hydroliy sub-
stratu, wszystkie enzymy amylolityczne i to zaréwno atakujace wigzania a-1,4-,
jak i a-1,6-glikozydowe w glukanach, katalizujg te samg reakcje, przebiega-
jaca przez stadia posrednie, ktérych wykrycie utrudnia krétki czas ich ist-
nienia. Aby wyjasni¢ strukture hipotetycznego zwigzku posredniego, Koshland
zaproponowat model amylolizy przebiegajacej wedtug nukleofilowego mecha-
nizmu podwdjnego podstawienia (37). Zgodnie z tym modelem, reakcja hy-
drolizy wigzan glikozydowych wymagataby powstania zwigzku posredniego,
w ktérym czagsteczka enzymu tworzy wigzanie kowalencyjne o konfiguracji P-
z weglem Ci pierScienia D-glukopiranozy przy hydrolizowanym wigzaniu. Wy-
niki uzyskane przy uzyciu magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR) (38)
potwierdzity istnienie kowalencyjnego estru p-karboksylowego, utworzonego
przez czasteczke enzymu i reszte glikozylowg substratu.

Poréwnujac sekwencje aminokwasowe enzymow amylolitycznych i doko-
nujgc mutacji punktowych, ustalono réwniez, ze spos$réd reszt aminokwaso-
wych w tancuchach potipeptydowych a-amylaz, bezposredni udziat w akcie
katalizy biorg trzy grupy boczne aminokwasow kwasnych, tj. dwoch reszt Asp
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i jednej reszty Glu (Aspl97, AspSOO i Glu233 w a-amylazie trzustki wieprzo-
wej oraz Asp206, Asp297 i Glu230 w czasteczee Taka-amylazy A. oryzae) (5).

Poniewaz mechanizm hydrolizy wigzan a-l,4-glikozydowych pod dziata-
niem a-amylaz zaproponowany przez Koshlanda (37) nie ttumaczy udziatu
tych trzech grup karboksylowych w akcie katalizy, w oparciu na badaniach
krystalograficznych a-amylazy trzustki wieprzowej i Taka-amylazy A. oryzae
opracowano inny model przebiegu omawianej reakcji (39). Ro6zni sie on za-
sadniczo od modelu katalizy z udziatem lizozymu, jednego z pierwszych en-
zyméw, ktérego mechanizm dziatania poznano na poziomie atomowym. Roz-
szczepia on wigzania glikozydowe, utworzone miedzy weglem Ci reszt kwasu
N-acetylomuraminowego (NAM) a weglem C4 reszt N-acetyloglukozaminy
(NAG) w polisacharydowym sktadniku sciany komérkowej niektorych bakterii,
co w efekcie prowadzi do ich tizy.

Jednym z najwazniejszych etapOw hydrolizy wigzania glikozydowego
z udziatem tizozymu jest etap protonacji gltikozydowego atomu tlenu, prowa-
dzacy do powstania jonu karboniowego. Wykazano, ze podczas amylolizy sta-
dium to nie wystepuje, natomiast hydroliza wigzania a-l,4-glikozydowego,
katalizowana przez trzy grupy karboksylowe, tworzace miejsce katalityczne
a-amylaz, rozpoczyna sie od nukleofilowego ataku czasteczki wody, rwigzanej
z tym miejscem i przebiega z otwarciem pierscienia piranozowego reszty glu-
kozowej przy anomerycznym weglu Ci (rys. 4).

Funkcja grupy karboksylowej Aspl97 w czasteczce a-amylazy trzustki wie-
przowej polega na utworzeniu wigzania wodorowego z cyklicznym tlenem re-
szty glukozowej, zwigzanej w podmiejscu bezposrednio poprzedzajgcym miej-
sce katalityczne (stan 1, rys.4). Poniewaz w tym obszarze brakuje protonu
niezbednego do powstania mostka wodorowego, jest on dostarczany do miej-
sca pomiedzy cykliczndrm tlenem reszty glukozowej, a zjonizowang ujemnie
grupa karboksylowg Aspl97 (stan protonowy o niskiej energii) przez tak zwa-
ny tancuch przeniesienia protonu. Poszczegblne a-amylazy r6znia sie miedzy
sobg zaréwno skladem (odmienne reszty aminokwasowe), jak i dtugoscig (li-
czba reszt aminokwasowych) tego tancucha.

Stwierdzono, ze w Taka-amylazie A. oryzae tahcuch przeniesienia katality-
cznego protonu jest stosunkowo krotki i obejmuje reszty His296, Tyr82,
Aspll7 i Arg204, dostarczajgce proton na Asp206. Znacznie bardziej ztozong
budowe posiada ten tarncuch w a-amylazie trzustki wieprzowej. Tworzaca go
skomplikowana siatka wigzan wodorowych obejmuje: cztery czasteczki wody
schowane we wnetrzu czasteczki enlymu, dwie reszty Arg zlokalizowane na
powierzchni molekuty blisko regionu wigzacego substrat, dwie czasteczki wo-
dy nalezgce do warstwy hydratacyjnej biatka, czgsteczke wody na powierzchni
enzymu oretz reszty Tyr62, Asp96 i Arg195, przekcizujgce proton na Aspl97.
Nalezy tu podkresli¢, ze wkasnie uktad tych czterech reszt, tj. lyr-Asp-Arg-Asp
jest prawdopodobnie zachowany we wszystkich sekwencjach a-amylaz.

Po zblizeniu sie cyklicznego tlenu reszty glukozowej substratu do zjonizo-
wanej grupy karboksylowej Aspl97 a-amylazy trzustki wieprzowej (fancuch
boczny Aspl97 rotuje wokot wigzania Ca-CP), pomiedzy dwoma atomami te-
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Rys. 4. Gtdwne etapy hydrolizy wigzania a-1,4-glikozydowego pod dziataniem a-amylazy trzu-
stki wieprzowej (39) (objasnienia w tekscie). Cyframi arabskimi zaznaczono kolejne stany reagu-
jacych czasteczek; cyfry rzymskie okre$lajg etapy reakcji.

nu tworzy sie stan protonowy o niskiej energii, umozliwiajacy ruch protonu,
zwiazanego kord3macyjnie pomiedzy Aspl97 a Argl95 (stan 1, iys.4), w Kie-
runku utworzonego minimum energetycznego. Réwnocze$nie niedobér jonu
wodorkowego pomiedzy Aspl97 i Argl95 uzupetnia ukiad transferu protonu.
Zwigzanie reszty a-D-glukopiranozy substratu za pomocg powstatego wigzania
wodorowego z Aspl97 ufatwia nukleofilowy atak tlenu (etap 1 rys.4), nale-
zacego do czgsteczki wody, zwigzanej koordynacyjnie z Glu233, na wegiel Ci
rozpatrywanej reszty cukrowej (stan 2, rys.4). Jest to przyczyng pekniecia
wigzania hemiacetalowego w tej reszcie (etap Il, iys.4), a zatem otwarcia pier-
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Scienia glukozy (stan 3, rys.4), zmieniajgcego tym samym miejscowg konfor-
macje substratu i wzmacniajacego jego wigzanie z czasteczka enzymu, co
z kolei stanowi sile napedowa dalszych reakciji.

Rotacja wokot wigzan Ci-O i O-C4 (wegiel C4 poprzedzajacej reszty glukozy)
umozliwia utworzenie mostka wodorowego pomiedzy tlenem rozrywanego wia-
zania glikozydowego a tlenem grupy karboksylowej Glu233 oraz ekspozycje
nowo wprowadzonej do reszty cukrowej gi*upy hydroksylowej, zwigzanej z jej
weglem Ci w Kierunku grupy karboksylowej Asp300 (etap 111, rys.4), dajaca
w rezultacie powstanie kolejnego mostka wodorowego (stan 4, rys.4). Wyni-
kiem obu tych protonacji jest rozpad wigzania a-1,4-glikozydowego (etap 1V,
rys.4). Nowo powstaty nieredukujacy koniec jednej z dwéch uwolnionych cza-
steczek produktéw pozostaje chwilowo zwigzany wigzaniem wodorowym
z Glu233 (stan 5, rys.4). Wegiel Ci utworzonego konca redukujacego drugiej
z czasteczek produktéw, zaangazowany w powstatg na skutek rozpadu wig-
zania glikozydowego grupe karbonylowg, zwigzang wigzaniem wodorowym
z Asp300, ulega nukleofilowemu atakowi atomu tlenu zwigzanego z weglem
C5 (etap V, rys.4), co doprowadza do ponownego zamkniecia pierscienia glu-
kopiranozy (stan 6, rys.4). Ustalona pozycja atomu tlenu zanikajgcej w ten
sposob grupy karbonylowej (zwigzanej mostkiem wodorowym z Asp300) gwa-
rantuje wiasciwy kierunek ataku nukleofilowego oraz konfiguracje reduku-
jacego konca uwolnionej czasteczki produktu.

Przedstawiona hipoteza przebiegu hydrolizy wigzania glikozydowego, opra-
cowana na podstawie wynikéw badan krystalograficznych, jgdrowego rezo-
nansu magnetycznego (NMR), eksperdmientdéw kinetycznych oraz mutacji pun-
ktowych w obrebie centrum aktywnego niektorych a-amylaz, jak sie wydaje
w najpetniejszy sposob ukazuje zarowno funkcjonowanie poszczegdlnych reszt
aminokwasowych tancucha polipeptydowego tych enzyméw w akcie katalizy,
jak i zmiany zachodzgce w czasteczce substratu.

Ustalenie budowy przestrzennej a-amylaz innych niz dotagd poznane, by¢
moze wykaze uniwersalnos¢ proponowanego mechanizmu hydrolizy wia*an
a-l,4-glikozydowych pod dziataniem tych enzimiow, niewatpliwie zas pozwoli
ustali¢ réznice struktury faricuchow przeniesienia protonu w obrebie oma-
wianej grupy hydrolaz glikozydowych.
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The structure and the catalytic mechanism of a-amylases

Summary

The review presents the results of recent studies on the multidomain structure of a-amylases
and the mechanism of splitting of a-1,4-glycosidic bond catalysed by these enzymes. The model

of the catalytic domain A of a-amylases as well as the localisation and the way of binding of
calcium ions are also described.
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