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Téma a sylaby inauguraénej prednasky

Amylolytické enzymy: tisice sekvencii, stovky Struktur,
desiatky Specificit — a ¢o evolucia...?

Amylolytické enzymy predstavuju velku skupinu Skrobovych hydrolaz a im pribuznych enzymov,
ktoré katalyzuju hydrolyzu alfa-glukozidovych vazieb v Skrobe, glykogéne a dalSich alfa-glukanoch.
Okrem hydrolyzy vsak tieto vazby aj tvoria, pripadne modifikuju, t.j okrem hydrolaz (EC 3) k nim
patria aj transferazy (EC 2) aizomerazy (EC 5) [1]. V CAZy systéme klasifikacie enzymov
aktivnych  vo€i  sacharidom  (http://www.cazy.org/; [2]), zalozenom na podobnosti
aminokyselinovych sekvencii, su amylolytické enzymy zaradené do viacerych rodin glykozidovych
hydrolaz (GH). Tieto enzymy uplatiiuju pri svojom pdsobeni dva typy reakénych mechanizmov [3]:
(i) retenujuci — zachovanie konfiguracie produktu; a (ii) invertujici — zmena konfiguracie. Uginkom
alfa-amylazy (retenujuci enzym) vznikaju alfa-glukany, kym produktami ucinku beta-amylazy
a glukoamylazy (invertujuce enzymy) su beta-glukany [4]. Kedze v CAZy databaze je hlavnym
kritériom pre klasifikaciu sekvenéna podobnost, do spolo¢nej CAZy rodiny sa mdzu dostat enzymy
rézne z pohladu ich klasického rozdelenia do enzymovych tried (EC Cisla) [2]. Prave z tohto
dévodu boli tri najznamejSie amylolytické enzymy — alfa-amylaza, beta-amylaza a glukoamylaza —
klasifikované hned pri vzniku klasifikacie do svojich samostatnych rodin GH13, GH14 a GH15 [5].

V sucasnosti je enzymova Specificita alfa-amylazy pritomna okrem hlavnej alfa-amylazovej
rodine GH13 aj v rodinach GH57 a GH119, a pripadne aj v GH126 [4]. Popri koncepte klasifikacie
zalozenej na sekvenciach [5] sa vitom istom d¢ase vyvijal koncept alfa-amylazovej rodiny
vychadzajuci z mnozstva experimentalnych a teoretickych tudii. Na ich zaklade bolo jasné, Ze
okolo alfa-amylazy sa zoskupuju aj iné pribuzné amylolytické enzymy, ako napr. alfa-glukozidaza,
pululanaza, cyklodextringlukanotransferaza, izoamylaza, ako aj mnohé dalSie [6]. Za jeden
z milnikov  mozZno povazovat objav neopululanazy ako univerzalneho enzymu schopného
katalyzovat hydrolyzu aj tvorbu alfa-1,4- aj alfa-1,6-glukozidovych vazieb [7]. Rovnako délezité
vSak boli aj mnohé in silico analyzy identifikujuce Crty alfa-amylaz v pribuznych enzymoch [8,9].

Dnes hlavna alfa-amylazova rodina GH13 obsahuje viac ako 105 tisic ¢lenov a viac ako 30
réznych enzymovych 3$pecificit [2]. Okrem enzymov su v rodine GH13 klasifikované aj tazké
retazce transportnych proteinov rBAT a 4F2 [10]. Typické €rty rodiny su triada zvyskov katalytickej
masinérie, TIM-barelova katalytickd doména, 4-7 konzervovanych sekvenénych regionov
a retenujuci mechanizmus [1,4,6]. Na vys8ej urovni CAZy hierarchie tvori rodina GH13 s rodinami
GH70 a GH77 tzv. klan GH-H [1,10]. Na niz8ej urovni hierarchie CAZy bola rodina GH13 oficidlne
rozdelena do 43 podrodin [11,12]. Mnohé podrodiny su si evolucne blizSie pribuzné [10], napr.
GH13_ 6 a GH13_7 (alfa-amylazy zrastlin a archeénov), pripadne GH13_15, GH13_24
a GH13_ 32 (alfa-amylazy z hmyzu, Zivocichov a aktinobaktérii).

V poradi druha alfa-amylazova rodina GH57 je ovela menSia — v su€asnosti ma viac ako
3000 c¢lenov a menej ako 10 enzymovych Specificit z hydrolaz a transferaz [2]. Katalyticka
masinéria je tvorena iba dvojicou zvySkov a katalytickd doména adoptuje tzv. nekompletny TIM-
barel [4]. Sekvencie zdielaju 5 konzervovanych sekvenénych regidnov [13,14], pricom rodina je
pribuzna k dalSej, t.j. tretej alfa-amylazovej rodine GH119 (iba 32 ¢lenov a jedna Specificita) [15].

Potencialne zatial poslednou, t.,j. Stvrtou mozZnou rodinou, v ktorej by bola klasifikovana
Specificita a-amylazy, je rodina GH126 [2,4], ktora bola etablovana v roku 2011 na zaklade
vyrieSenia terciarnej Struktury amylolytického enzymu CPF_2247 z Clostridium perfringens [16].
Tento enzym je sice aktivny voCi glycogénu a amyléze, avSak z hfadiska sekvencie a Struktury je
podobny s invertujucimi $-1,4-glukanazami z rodin GH8 a GH48 [16]. V suasnosti rodina GH126
obsahuje okolo 1100 bakterialnych sekvencii, prifom taxonomicky pokryvala iba kmen Firmicutes
[2,17], aj ked podla nedavnej in silico analyzy boli identifikované ako mozné GH126 sekvencie aj
z kmeniov Proteobacteria, Actinobacteria and Bacteroidetes [18].
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Okrem katalytickej domény mézu amylolytické enzymy obsahovat aj rozne dalSie Strukturno-
funkéné moduly. Zaujem je dlhodobo sustredeny najma na tzv. Skrob-viazuce domény [19].
V databaze CAZy boli klasifikované do rodin CBM ako tzv. sacharid-viazuce moduly [2]. Z doteraz
88 etablovanych CBM rodin [2] je 15 povaZovanych za Skrob-viazuce domeény, priCom niektoré
Z nich zdiefaju evoluénu histériu [19]. NavySe, je to prave spolo¢na pritomnost tychto
nekatalytickych vazbovych domén, ktora spaja amylolytické enzymy s inymi neamylolytickymi
enzymami a proteinmi, vyznamnymi z biotechnologického aj medicinskeho hladiska, napr.
glukanfosfatazy laforin (Laforov typ epilepsie) a protein SEX4, ako aj dalSie [20].

Amylolytické enzymy takto predstavuju atraktivny predmet pre ich celkové Stadium.
V suc€asnosti, ked su dostupné obrovské mnozstva dat tykajuce sa ich sekvencii z genédmovych
sekvenacnych projektov, ale chyba ich biochemicka charakterizacia, su bioinformatické pristupy
prvym a esencialnym krokom na ceste kich experimentalnemu Stidiu. Vdaka relevantnym
vysledkom ziskanymi in silico pristupmi moze byt tato cesta skutoéne lacnejSia a kratsia.
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