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I. Bevezetés, célkitiizések

Az Debreceni Egyetem Biologiai és Kémiai Intézetében nagy multra tekint vissza a
szénhidratok, illetve a  szénhidraitokon hatd6 enzimek tanulmanyozasa.
Kutatocsoportunkban olyan enzimek in vitro vizsgalata folyik, melyek aktivitdsanak
célzott megvaltoztatdsa a jovOben a cukorbetegség és elhizas prevencidjaban és/vagy
terapigjaban is hasznos lehet. Ennek megfeleléen a doktori disszertdciomban leirt
tudomanyos eredmények is ebben a témakorben sziilettek.

A miszeres analitika folyamatos fejlodésének eredményeképpen az olyan klasszikusnak
szamitd modszerek, mint a kalorimetria Gjra elterjedében vannak. Lavoisier elsd, jégbdl
készitett kaloriméterétol hosszu ut vezetett a mai modern, automatizalhato
mikrokaloriméterek kifejlesztéséig, melyek kis térfogatban képesek detektalni a fizikai-
kémiai reakciok folyaman bekovetkezd legkisebb hdvaltozasokat is. Napjainkban a
kalorimetria f6 alkalmazasi teriilete a molekuléris interakciok vizsgalata, de emellett
alkalmazzak enzimkinetikai vizsgalatokhoz és €16 sejtek anyagceseréjének vizsgalatara.
Az izotermalis titracios kalorimetria (ITC) izoterm koriilmények kozott méri az egyes
titralasok soran adagolt, ¢és egy adiabatikus testben talalhaté mérdcellaban 1évo
komponensek kozott kialakuld kdlesonhatas soran bekovetkezo hovaltozast, 0,001 °C
pontossaggal. Mivel minden fizikai és kémiai véltozast hdvaltozas kisér, az ITC
univerzalis detektornak tekinthetd. Optimalis koriilmények kozott a kotddési
vizsgalatok eredményeképpen a reakcid termodinamikai paraméterei (4H, AG, AS)
mellett a reakci6 sztéchiometridja (n) €s a kotddés erdssége (Ka, Ka) 1s megallapithato,
az enzimkinetikai vizsgalatoknal Ku €s vmax kalkulalhato.

Enzimkinetikai vizsgalatokra tobb ITC alapu modszert is fejlesztettek, melyeknél az
egyszeres vagy tobbszorods injektalassal kapott izotermakat mas-mas szempontok szerint
értékelik ki. Ezek a modszerek azonban, példaul rosszul oldodd szubsztratok
alkalmazasa esetében nem szolgaltatnak megfelel6 informaciokat. Abban az esetben, ha
korlatozott mennyiségli minta (enzim, szubsztrat vagy inhibitor) all rendelkezésre a
mobdszerek hosszas optimalizalasa tovabbi korlatja lehet a sikeres méréseknek.
Kutatasunk soran egy olyan, enzim vizsgalatokra univerzalisan alkalmazhato6 ITC alapu
modszert szerettlink volna kifejleszteni az irodalomban taldlhatdé egyszeres és
tobbszords injektaldsi modszerek eldnyds tulajdonsagainak kombindlasaval, ami az
emlitett hidnyossagokat kikiiszoboli, emellett gazdasagosan alkalmazhaté mind
Kinetikai, mind gatlasi vizsgalatokhoz. A vizsgalatokhoz egy jol ismert reakciot, a
human-nyal o-amildz katalizélta hidrolizis reakcidt hasznaltuk modellként. A
kidolgozott mddszer univerzalitasanak tesztelésére olyan méréseket terveztiink,
amelyek mas médszerekkel nehezen vagy egyaltalan nem kivitelezhetdek.

A modszerfejlesztés mellett szerettiik volna kihasznalni az ITC ,hagyomanyos”
felhasznalasi modjat is, fehérjék és szénhidratok interakcioinak vizsgalataira, valamint
az enzimes mérések sordn vizsgalt vegyiiletek kotddési tulajdonsdgainak
meghatarozasara.



Alkalmazott eszkozok és modszerek

A vizsgalt enzimeket és szubsztratokat a Sigma-Aldrichtol (St. Louis, MO, USA)
¢s a Serva-tol (Heidelberg, Germany) szereztiik be, mig a Pektinex Ultra AFP ipari
enzimkészitmény Novozyme termék. Mivel a megvasarolhato sertés hasnyalmirigy
a-amilaz (PPA) viszonylag sok szennyezdt tartalmaz, illetve a human nyal a-amilaz
(HSA) ammonium-szulfattal van stabilizalva, ezeket az enzimeket felhasznalas el6tt
Amicon 30K (Millipore, MA, USA) centrifugalis sziirdvel tisztitottuk.

Az ITC vizsgalatok soran MicroCal ITC20 (Northampton, MA, USA)
mikrokalorimétert hasznaltunk, mely 204 pl térfogati mintacellaval és egy 40 pl
térfogatu injektorral rendelkezik. A kapott izotermakat az Origin program ITC-hez
készitett bovitménye segitségével értékeltiik Ki.

Az ITC-vel kapott eredmények igazolasahoz, 2-klor-4-nitrofenil-4-O-63-D-
galaktopiranozil-maltozid (GalG.CNP) ¢és CNP.maltoheptaozid (CNP-G7)
szubsztratok felhasznalasaval parhuzamos méréseket végeztiink HPLC-vel és
spektrofotometriaval. Szintén spektrofotometrias mérésekkel tortént a berlini Freie
Universitit-en dolgozd partnereinknél szadmitogépes modellezéssel kivélasztott
vegyliletek gatlasi vizsgalatainak elsd kore. A folyadékkromatografias mérésekhez
manudlis mintaadagoloval, gazmentesitd6 modullal és diddasoros detektorral
felszerelt Agilent Infinity HPLC (Agilent, Santa Clara, CA) rendszert hasznaltunk.
A Kinetikai adatokat a kromatogramok kiértékelése soran, a keletkez6 f6 termék
csucs alatti teriiletének valtozasabdl nyertiik. A spektrofotometrids méréseket Jasco
V550 (Jasco Co., Easton, MD, USA) kétsugaras, termosztalhat6 spektrofotométeren
végeztiik, 37 °C homérsékleten, 400 nm hullamhosszon GalG.CNP (Sorachim SA,
Lausanne, Switzerland) szubsztrat alkalmazasaval. A kezdeti reakcidsebességeket a
kinetikai gorbe kezdeti linearis szakaszara illesztett egyenes meredekségebol
hataroztuk meg Jasco Spectra Manager szoftver segitségével. A kinetikai és ICso
gorbéket Grafit (Erithacus Software Ltd, Horley, UK) és Origin (Northampton, MA,
USA) programok segitségével illesztettiik.

A gyogy- és fliszernovényekkel végzett gatlasi vizsgalatokhoz a szaritott ndvényi
részeket a Herbaria Kft.-t0l szereztik be. Az elkészitett vizes extraktumok
osszetételét MALDI-TOF (Bruker, MA, USA) mérésekkel vizsgaltuk. A novények
vizoldhato antioxidans kapacitasat ACW modszerrel, PHOTOCHEM® késziilékkel
(Analytik Jena AG, Jena, Germany) hataroztuk meg, melyhez a gyarto altal
biztositott ACW kiteket hasznaltuk. A mérések soran kapott gorbéket a PCLsoft
(Analytik Jena AG, Jena, Germany) szoftverrel értékeltiik ki.



I11. Uj tudoményos eredmények

1. Meghataroztam kiilonb6z6 antigén-antitest, makromolekula-ligand és enzim-
inhibitor kolcsonhatasok eroésségét, sztochiometriajat és fobb termodinamikai
paramétereit izotermalis titracios kalorimetria alkalmazasaval.

Az ITC ,klasszikus” alkalmazasa az egymassal kolcsonhatasba 1épd komponensek
kotodési tulajdonsagainak (kotédési allando, sztéchiometria és termodinamikai
paraméterek) meghatarozasa a reakcid soran tapasztalhatd hdévaltozasok
detektalasabol. A leggyakoribb alkalmazasok kozé tartoznak az antigén-antitest,
makromolekula-ligand és receptor-ligand kélcsonhatasok vizsgalatai.

1.1.ITC segitségével meghataroztam a human szérum albumin és egy albumin
specifikus antitest kotodésének sztochiometriajat és asszociacios allandéjat.

Az albumin az emberi szérumban legnagyobb koncentracioban jelen 1évo fehérje.
A szérumban 1év0 egyéb fehérjék és peptidek meghatarozdsa soran az albumin nagy
koncentracioja jelentds zavaro hatassal bir, amit az albumin hatékony ¢€s szelektiv
eltavolitasaval lehetne kikiiszobolni. Ennek érdekében olyan specifikus antitesteket
termeltettek, melyek TiO2 kromatografias toltethez kovalensen kotott formaban
képesek szelektiven eliminalni az albumint a szérummintabdl. Vizsgalatunk sordn
kapillaris zonaelektroforézissel (CZE) és ITC-vel is meghataroztuk az antigén-
antitest kotddés sztochiometriajat, ami mindkét modszer esetében 1:2-nek adddott,
vagyis egy antitest két albumint képes megkotni. Affinitds kapillaris
elektroforézissel (ACE) és ITC-vel a két kdtOhelyre kotddd albuminok disszociacids
allandoit (Kg) hataroztuk meg, melyek ACE esetében 4,45x108és 1,08x107" M, mig
az ITC esetében 2,74x1078 és 1,04x107" M-nak adddtak.

1.2. Mérésekkel igazoltam egy véralvadasgatloként alkalmazott szénhidrat
szarmazék és egy kationos vy-ciklodextrin szarmazék kolcsonhatasat, és
jellemeztem a kotodést.

A fondaparinux egy, a klinikumban alkalmazott szintetikus, szelektiv Xa faktor
gatlo, antikoagulans pentaszacharid. A szervezetbdl torténd kitiriilése a veséken
keresztiil torténik (féléletideje 17-21 ora), de bizonyos esetekben sziikséges lehet az
ennél gyorsabb eltavolitasa. Ennek egyik lehetséges modja a ciklodextrinnel torténd
komplexalas, ami meggyorsitja a szervezetbdl vald kitiriilést. Kotddési vizsgalatok
segitségével, ITC moddszerrel vizsgaltam, hogy egy amin funkciés csoportokat
tartalmazo kationos y-ciklodextrin (yCD*) képes-e megkdtni a fondaparinuxot,
meggyorsitva ezzel a szervezetbdl valo kiiiriilést. A kapott disszociacios allando (Kg
=0,125+7 mM) alapjan a vizsgalt yCD" képes ugyan megkétni a fondaparinuxot, de
a kotés erdssége jelentdsen elmarad a fondaparinux — Xa faktor kozti kotddés
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erdsségétdl (Kp= 32 nM). A kotddést koncentracid fiiggéen tovabb gyengiti a
vérszérumban jelen 1évé NaCl is, igy a vizsgalt kolcsonhatas a véraramban
varhatéan nem fog 1étrejonni.

Vizsgaltam az ugyanolyan funkcids csoportokkal rendelkez6 maltooktadz (G8™) és
a yCD fondaparinux kotddését is, eldbbi esetben csak gyengébb kolcsonhatast (Kp
= 3,57 mM) sikeriilt kimutatni, mig utobbi esetben nem tapasztaltam kotodést. A
kapott Kp értékek arra utalnak (1. tablazat), hogy a koétédéshez mind a yCD™
feliiletén talalhatd ionos csoportokra, mind az apolaros karakterli belsd iiregre
szlikség van. A termodinamikai paraméterek alapjan a yCD™ fondaparinux kotése
entalpia és entropia vezérelt exoterm folyamat, melyben ionos és hidrofob
kolcsonhatasok, valamint deszolvatacio jatszanak szerepet.

1. tablazat: A fondaparinux és a kationos oligoszacharidok disszociacios allandoja és a
kotodési termodinamikai paraméterei

FP+yCD* FP+Gs* FP+yCD
Kb (mM) 0,125 3,57
AH(cal/mél) -1686 -4422
Nem mérhetd
-TAS (cal/mol) -3844 948
AG (cal/mél) -5530 -3473

A Kkorabbi izotermalis titracios kalorimetria (ITC) alapu moédszerek elonyos
tulajdonsagainak kombinalasaval kidolgoztam egy moédszert, mely alkalmas
enzimkinetikai és enzim gatlas vizsgalatok elvégzésére.

A korabban publikalt ITC alapi modszerek, az egyszeres €s tobbszords injektalast
alkalmazok egyarant, tilsdgosan hosszadalmasak, nehezen optimalizalhatoak és az
altaluk szolgéltatott adatok kiértékelése 1is sokszor nehézkes. Ezeket a
negativumokat kiiszoboli ki az altalam alkalmazott modszer, melynél egy
injektalassal, gyorsan lehetséges a kezdeti reakcidsebesség meghatdrozasa. A
szakaszos mérés soran, az enzim oldat egyszeri, kis térfogati injektaldsa
gazdasagossa teszi a mérést €s az injektalds utdn rogton meghatarozhatd a
reakciosebesség, igy egy-egy mérés idOtartama 2-3 perc (1. abra).
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1. abra: A reakciosebesség meghatarozasara alkalmazott ITC modszer termogramja,
kiértékelése és a Km meghatarozasa (A). A belsé képen (B?) HSA katalizalta
maltoheptadz hidrolizise soran kapott pontokra illesztett Michaelis gorbe lathato.

Egy adott mérési feladat esetében a rendszer gyorsan optimalizalhat6 egy egyszerii
stratégiat kovetve. A tetszéleges szamu kiilonallé6 mérés eredményeire szoftveres
gorbe illesztéssel kaphatdak meg a kinetikai paraméterek, illetve gatlas vizsgalatok
soran az ICsg és/vagy K értékek.

2.1. HSA Kkatalizalta hidrolizis reakciok segitségével meghataroztam a kinetikai
mérésekre hasznalhat6 fo paraméter tartomanyokat.

Human nyal a-amilaz (HSA) €s maltoheptadz, illetve keményitd rendszert vizsgalva
meghataroztam az értékelhetd és reprodukalhatd mérésekhez sziikséges f6 mérési
paramétereket: injektalt enzim mennyisége €s koncentracidja, injektalas sebessége,
a rendszer kevertetési sebessége, a mérés kozben alkalmazott referencia
teljesitmény. A paraméterek optimalizaldsaval egy gyors, gazdasigos és érzékeny
modszert sikeriilt beallitani, ami széles korben alkalmazhaté olyan rendszerek
esetében 1s, ami mas modszerekkel nem vagy csak nehezen vizsgélhato.

2.2. A mddszer altal szolgaltatott adatok pontossagat harom fiiggetlen médszerrel
és irodalmi adatokkal valo osszevetés segitségével igazoltam.

A moédszer alkalmazasaval kapott értékek  helyességét parhuzamos
spektrofotometrids ¢s HPLC mérésekkel igazoltam, melyekhez CNP-G7 és rovid
GalG2CNP szubsztratot hasznaltam. Az ITC-vel kapott értékek jo egyezést mutattak



a kontrollmérésekkel kapott és a szakirodalomban megtalalhat6 értékekkel egyarant
(2. tablazat), nagysagrendi eltérést egyik mérés soran sem tapasztaltam.

2. tablazat: A CNP-G7 és GalG2CNP HSA katalizalta hidrolizis reakciojanak
parhuzamos modszerekkel meghatarozott Kw értékei (mM) dsszevetve irodalmi adatokkal

Szubsztrat ITC UV-VIS HPLC Irodalom
GalG,CNP 2.8 1,0 ND 0,0t
CNP-G7 0,6 ND 0,9 0,32

3. Kihasznalva a technika univerzalitisit ¢és robusztussagat, olyan
enzimreakciokat tanulmanyoztam, melyek mas modszerekkel nehezen
vizsgalhatok.

A szénhidratokon hat6 enzimek vizsgalata soran nehézséget okoz a szubsztratok €s
keletkezd termékek érzékeny detektaldsa €s ezaltal reakcioik tanulmanyozasa.
Mivel az ITC moddszer a reakcid soran fellépd hdvaltozast méri, a kordbban
alkalmazott modszereknél fellépd detektalasi nehézségek elimindlodnak, igy
lehetdség van az enzim természetes szubsztratjaival torténd vizsgalatara, a
természetes koriilményeket jol szimulald kornyezetben.

3.1. Osszevetettem kromofor csoportot tartalmazo és szabad oligoszacharidok HSA
katalizalta hidrolizis reakciéinak, azonos mddszerrel meghatarozott f6
kinetikai paramétereit.

A kinetikai allandok 6sszehasonlitdsanal dontd fontossadgl, hogy az adatok azonos
korilmények kozott keriiljenek meghatdrozasra. A kidolgozott moddszer
segitségével meghataroztam a rovid kromogén szubsztrattél (GalG2CNP), a
kiiléonboz6 hosszusagu szabad és kromofor csoportot tartalmaz6 maltooligomereken
(G3-Gg) at amildz, hagyomanyos- és kék keményit6 HSA-val torténd hidrolizis
reakcidinak kinetikai paramétereit. A kapott K értékek (3. tablazat) jol mutatjak,
hogy az aromas kromofor csoport jelenléte segiti a reakciot, az enzim aktiv helyen
talalhaté aromas aminosavakkal valo kdlcsonhatasnak kdszonhetden, illetve, hogy
a G7 vagy az ennél hosszabb oligomerek alkalmasak a keményit6-HSA reakcid
modellezésére.

1 Kandra L, Zajacz A, Remenyik J, Gyémant G. Kinetic investigation of a new inhibitor for human salivary a-
amylase. Biochemical and biophysical research communications. 2005;334:824-828.

2 Ramasubbu N, Ragunath C, Sundar K, et al. Structure-function relationships in human salivary a-amylase: role
of aromatic residues. Biologia 2005;16:47-56.



3. tablazat: Kiilonbozé hosszusagu szabad és kromofor csoportot tartalmazo
maltooligoszacharidok HSA katalizalta hidrolizisének Kw értékei

Gs G4 Gs G Gs  Amiloz Keményito
mM 3,4 2,4 1,4 1,2 11
mg/ml 1,7 1,6 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
GalG2CNP  CNP-Gs4 CNP-Gs CNP-G7 CNP-Gs Kék keményito
mM 2,9 2 1 0,6 0,6
mg/ml 1,9 1,6 1,1 0,8 0,9 0,7

Emellett vizsgaltam a hokezelés hatasat a keményité emészthetdségére human és
sertés pankredsz eredetli a-amilaz (PPA) enzim bevondsaval. A mérések soran
kapott reakciosebesség értékek azt mutatjak, hogy a hokezelés jelentdsen javitja a
keményitd emészthetdoségét.

3.2. Osszehasonlitottam a keményité és kék keményité HSA és PPA katalizilta
hidrolizis reakciojat, és az eredmények alapjan javasolom a kék keményitovel
végzett kinetikai vizsgalatok gyari ajanlasanak modositasat
A kék keményité kompromisszumos megoldast jelent a természetes kemeényitd
szubsztrat és a jol detektalhato kromofor aglikonnal ellatott oligomer szarmazékok
alkalmazésa kozott. A HSA és PPA katalizalta hidrolizis reakcidk vizsgalata soran
szubsztrat gatlast figyeltink meg, ami mar a gyartd altal javasolt szubsztrat
koncentracio (18 mg/ml) mellett is jelentkezhet. A kapott sebességi adatokra
Haldene egyenlet alapjan gorbét illesztve (2. abra) meghataroztam a kék keményito
Ki értékét, ami a PPA esetében 16,4 mg/ml, a HSA esetében 49 mg/ml. Az el6zd
tézispontban leirt hdkezelés érzékenység noveld hatdsa €s a kapott szubsztrat
gatlasra vonatkozo informdaciok alapjan javasoljuk a gyartod (Sigma) altal ajanlott,
keék keményitdvel végzett kinetikai vizsgalatok modszerének modositasat.
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2. abra: A HSA (piros) és PPA (kék) katalizalta hidrolizis reakcio sebességének szubsztrat
koncentrdcio fiiggése keményito (A) és kék keményito (B) szubsztrat esetén.



3.3. Egy ipari szempontbol fontos enzim elegyet modellként hasznalva igazoltam,
hogy a modszer alkalmas rosszul oldodo, gélesedd szubsztratokon hato
enzimek aktivitasanak meghatarozasara.

Mivel a mérést nem zavarjak a vizsgalt minta inhomogenitasa, nagy viszkozitasa
vagy erdteljes szine, igy rosszul oldodd és/vagy szines szubsztratok reakcidinak
vizsgalatara is alkalmas.

Ennek szemléltetésére egy erésen viszkozus, gélesedd rendszerben vizsgaltam egy
gombabdl izolalt és egy iparban alkalmazott kevert pektindz enzimkészitmény
(Pectinex Ultra AFP) pektin bontasi reakcidjanak szubsztrat-koncentracio fliggését.
Mindkét vizsgalt enzim minta tobbféle enzimaktivitassal rendelkezett, igy az
Osszehasonlitas alapjaul a két hémérsékleten meghatarozott latszélagos Michaelis
allando értekek (Kwm’) szolgaltak. Az ipari enzimkészitmény a pektinazzal
szinergizmusban miikodd cellulaz enzimet is tartalmaz, ezért a celluldz esetében is
vizsgéaltam a szubsztrat-koncentracido fiiggést azonos koriilmények kozott és
meghataroztam a Km’ értéket a két eltérd hdmérsékleten. A 4. tablazatban lathatoak
a kapott eredmények, amin megfigyelhetd6 a homérséklet valtoztatasanak
reakciosebességre és Km’ értékekre gyakorolt hatasa. Az enzim reakciok Kw értéke
altalaban nd a hdmérséklet novelésével, jelezve, hogy a nagyobb hdmozgéas miatti
konforméacids valtozasok gyengitik a szubsztrat kotddését.

4. tablazat: A Pectinex Ultra AFP enzimkészitményben lévé pektindz és celluldz enzim
katalizalta reakciok Km’ és vmax’ értékei 25 és 45°C-on

Homérséklet | Cellulaz Pektinaz
45 °C 18.3+£2.5 10.1+3.5
Km” (mg/ml)
25°C 39+ 0.4 2.1+£0.3
45 °C 4,2+0,4 5,4+0,1
Vmax” (pcal/s)
25°C 0,6+0,1 1+0,3

4. Igazoltam, hogy a miodszer méréstechnikailag lehetévé teszi komplex oldatok
és apolaros karakteri (,,drug-like”) anyagok enzim gatlé hatasanak
meghatarozasat.

A cukorbetegség terapidjanak egyik lehetdsége a szénhidratbontod enzimek gatlasa
révén valosul meg. Az ilyen elven miikodé hatdanyagoknak azonban szadmos
nemkivanatos mellékhatdsa ismert. Emiatt kutatasok folynak olyan természetes és
szintetikus hatéanyagok utdn, melyekkel hasonlo hatast lehet elérni, vagy a mar
alkalmazott terapiat ki lehet egésziteni.



4.1.Egy ismert glikozid-hidrolaz inhibitor alkalmazasaval, eltéré6 modszerekkel
valo parhuzamos mérések segitségével igazoltam a modszer gatlasi
vizsgalatokra valo alkalmassagat.

Az akarboz kereskedelmi forgalomban is elérhetd Glucobay tabletta hatdanyaga,
melyet cukorbetegség kezelésére hasznalnak. Hatasat a szénhidratbontd enzimek
(a-gliikkozidaz és a-amildz) gatlasa révén fejti ki, ezaltal csokkentve a felszivodo és
véraramba keriild monoszacharidok mennyiségét. GalG2CNP-, CNP-G7- ¢és
keményit6-HSA, illetve keményit6-PPA rendszeren meghataroztam az akarb6z ICsg
értékeit €s Osszevetettem a kapott eredményeket a spektrofotometriaval ¢s HPLC-
vel kapott, illetve a szakirodalomban megtalalhat6 értékekkel, melyek jo egyezést
mutattak. Keményit6-HSA és keményit6-PPA rendszerek esetében Dixon-modszer
segitségével meghataroztam az inhibitor Kj értékét, ami 9 uM illetve 14 pM-nak
adodott. Az akarboz kotddési allandojat ITC kotddési vizsgalattal meghataroztam,
ami a PPA esetében 0,85+0,56 uM-nek adodott.

4.2. Meghataroztam hatvan Kkiilonb6zo gyoégy- és fliszernovény tisztitatlan vizes
extraktumanak o-amilaz gatlo tulajdonsagait és vizoldhatéo antioxidans
kapacitasat.

A népi gyogyaszatban szamos kiillonbozd gyogy- és fliszernovényt haszndlnak a
vércukorszint szabalyozasara. Vizsgéalataim soran ezen ndvények vizes
kivonatainak HSA gétlé hatdsat vizsgaltam 0,14 % keményitd szubsztraton, a fent
leirt technika segitségével. Eredményeim (3. abra) azt mutatjak, hogy a kiilonféle
bogyos gylimolesok levelei, a zold tea, a fahéj és a szegflibors olyan vizoldhaté
hatéanyagokat tartalmaznak, melyek jelentds a-amilaz gatlohatassal rendelkeznek
(ICs0< 1,2 mg/ml).
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3. dbra: A HSA katalizalta keményité hidrolizisre legjobb gatldast mutato névenyek 1Cso
értékei.

ACW modszer segitségével meghataroztam a vizsgalt novények C-vitaminra
vonatkoztatott antioxidans kapacitasat. A kapott antioxidans kapacitasok és a gatlési
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tulajdonsagok kozott megallapitottam egy gyenge korrelaciot, ami valdsziniileg a
kivonatokrol késziilt tomegspektrumokon is azonosithato fenolos komponenseknek
tulajdonithat6 hatés.

4.3.Vizben rosszul oldodo, apoliaros Kkarakterii vegyiiletek HSA gatlasi
tulajdonsagainak vizsgalatara alkalmaztam ITC médszert, szerves oldoszert
tartalmazo vizes rendszerben.

A vizzel elegyedd szerves olddszerek hasznalata ITC mérések soran alacsony
forraspontjuk, illékonysaguk és az elegyedés soran fellépd (jelentds) hévaltozas
miatt csak szlik korlatokon beliill valosithatd meg. A fent emlitett németorszagi
kutatocsoporttal vald egyiittmiikodés keretében potencidlis a-amildz inhibitorokat
teszteltiink spektrofotometrias és ITC modszer segitségével. A vizsgalt koriilbeliil
50 vegyiiletet szamitogépes modellezés segitségével valasztottak ki, melyek
tobbsége vizben rosszul oldodott. Igy vizsgilatainkat 2% DMSO-t tartalmazé
pufferelt rendszerben 2 lépesben végeztiik. Az els6 1épésben egy rovid kromogén
szubsztrat (3,75 mM GalG2CNP) HSA (5 nM) katalizalta hidrolizisének gatlasat
vizsgaltuk spektrofotometridsan, majd az itt megfeleld gatlast mutato inhibitorokat
ITC-vel 0,14% keményitd szubsztraton is teszteltikk. A modellezéssel kivalasztott
vegyiiletek koziil 8 mutatott érdemi gatlast GalG2CNP-vel szemben (ICso <
100 uM), azonban a természetes keményitd szubsztraton mérve gyengébb gatlast
mutattak (5. tablazat). Ez az eredmény is mutatja, hogy a klinikai diagnosztikdban
aktivitdismérésre alkalmazott rovid kromogén szubsztratokkal végzett gatlasi
vizsgalatok nem adnak valos informaciot az inhibitorok természetes kozegben
kifejtett hatékonysagardl.
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5. tablazat: A kivadlasztott ,, drug-like” inhibitorok GalG2CNP és keményitd szubsztrdton mért
I1Cs0 értékeinek osszehasonlitasa

Vizsgalt komponens 1Cs0 (M)
GalG2CNP Keményito
Kéd Szerkezet
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IV. Eredmények hasznositasanak lehetéségei

Kutatasaink sordn egy 1) mddszerrel bdvitettiik az egyetemen folyd szénhidratkémiai és
biokémiai kutatasok soran alkalmazhatd technikak korét. A mikrokalorimetria, a
késziilek magas ara és a moddszer viszonylag limitalt felhasznalasi lehetosége miatt
ugyan nem szamit rutin eljarasnak, ennek ellenére a szakirodalomban egyre novekszik
az ITC meéréseket is tartalmazo kozlemények szama. Eredményeink alapjan azonban
elmondhato, hogy a modszer joval talmutat a ,,klasszikus” felhasznalasi lehet6ségeken,
amit az is igazol, hogy folyamatosan novekszik az enzim kinetikai ITC modszerek
fejlesztésére fokuszald tanulmanyok szama. Ennek egyik f6 oka, hogy az enzimes
kutatasok soran a mintakomponensek €s termékek érzékeny detektaldsa jelenti az egyik
fo problémat, amire az ITC késziilek, mint univerzalis detektor megoldast jelenthet. Az
altalunk kidolgozott modszer hasznos alternativat jelenthet az irodalomban
megtalalhato, sokszor koriilményesen alkalmazhaté vagy nehezen optimalizalhato
modszerek kivaltasara. A technika kelléen robusztus ahhoz, hogy kiilonféle, akar
inhomogén enzimes rendszerek esetében is alkalmazhatd legyen, és hasznalataval, a
korabbiaknal rugalmasabban, 1d6- ¢és koltséghatékonyabban lehet elvégezni az
enzimkinetikai és gatlasi vizsgalatokat. A moddszer lehetdséget ad tovabba, hogy az
enzimeket természetes szubsztratjaik segitségével vizsgaljuk. Az ilyen mérések
pontosabb informécidt adnak az inhibitorok természetes koriilmények kozott kifejtett
hatékonysagarol is, amit a HSA esetében az inhibitorok keményitével és rovid
kromogén szubsztrattal kapott ICso értékeinek dsszehasonlitasa jol szemléltet.

Az 1j inhibitorok keresése tobb fronton zajlik, ehhez kapcsolodik a ndvényi
kivonatokkal és apolaros komponensekkel kapcsolatos vizsgalatunk. Ismerve a vizsgalt
novények ICso értékeit és vizoldhatd szarazanyag tartalmat arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a legjobb gatlast mutatdé novények hétkoznapi felhasznaldsa sordn
elérhetd a gatlashoz sziikséges koncentracid, igy diabétesz terapia kiegészitéjeként valo
alkalmazésuk is lehetséges. A vizsgalt apoldros inhibitorok keményitd szubsztraton
vizsgdlva nem mutattak megfeleld hatékonysagot, emellett a vizes kézegben mutatott
rossz oldékonysaguk sem teszi lehetové a jovobeni in vivo alkalmazast.

Az antigén-antitest kotddés soran kapott eredmények egy 1) albuminkotd oszlop
kifejlesztésében jatszanak szerepet, ami a jovoben megkdnnyitheti a szérumbdl izolalt,
kis mennyiségben el6forduld fehérjék vizsgélatat. Szintén egy 1) alkalmazas
reményében torténtek a ciklodextrinnel kapcsolatos kotddési vizsgalatok is. A mérések
soran kapott 1) informéciok, segiteni fogjak 1j, hatékonyabb komplexald funkcidval
rendelkezé molekulak kifejlesztését.
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