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1. Bevezeto

A Debreceni Egyetem Kémiai és Bioldgiai Intézeteiben nagy multra tekint vissza a
szénhidratok illetve a szénhidratokon haté enzimek tanulményozasa. Kutatécsoportunkban
olyan enzimek in vitro vizsgalata folyik, melyek aktivitdsanak célzott megvaltoztatasa a
jovében fogszuvasodas, cukorbetegség, elhizas és metabolikus szindroma prevencidjaban
leirt tudomanyos eredmények is ebben a témakorben sziilettek.

A WHO adatai szerint 2012-ben vilagszerte tobb mint 370 milli6 ember szenvedett elhizas
kovetkeztében kialakult 2-es tipusu cukorbetegségben, mig az elhizott emberek szama a 2
milliardhoz kozelit [1]. Ha ez a tendencia folytatodik az elhizas és az ezzel Gsszefliggésbe
hozhat6 betegségek bekeriilnek az 6t leggyakoribb halalozasi ok kozé [2]. Ebbdl is latszik, hogy
a szénhidrat és zsiranyagcsere szabalyozasara, az elhizds és a cukorbetegség kezelésére
iranyuld kutatasok jelentds aktualitassal birnak.

enzimek gatlasa, a taplalékbevitel utani (posztprandialis) vércukorszint emelkedés mérséklése
érdekében. Az egyik legrészletesebben vizsgalt szénhidrat emésztd enzim az a-amildz. Az altala
katalizalt folyamatok kovetésére tobb moddszert is taldlhatunk, melyek koziil a kiilonféle
kromogén szubsztratok alkalmazasa és a keletkezd termékek fotometrids modszerekkel torténd
detektalasa a legelterjedtebb.

A szénhidrat emésztd enzimek gatlasara jelenleg harom hatéanyag (akarboz, voglibdz, miglitol)
van kereskedelmi forgalomban, azonban ezeknek tobb nemkivanatos mellékhatasa is ismert.
Az 11j inhibitor molekulak keresése folyamatos, mely soran a szintetikus kismolekuldk mellett
a népi gyogyaszatban alkalmazott gyogyndvények is potencidlisan 0j hatéanyagok forrasaként
jelennek meg. Szamos gydgyndveény esetében sikeriilt mar tudoméanyosan igazolni a kiilonb6z6
betegségekre ¢€s tiinetekre gyakorolt jotékony hatdsokat, emellett a ndvények tovabbi
komponensei (vitaminok, antioxidans vegyiiletek) is pozitiv élettani hatasokkal birhatnak.

A miiszeres analitika folyamatos fejlédésének eredményeképpen az olyan klasszikusnak
szamitd modszerek, mint a kalorimetria is ujra elterjeddben vannak. Lavoisier elsd, jégbol
készitett kaloriméterétol hosszu Ut vezetett a mai modern, automatizalhaté mikrokaloriméterek
kifejlodéséig, melyek kis térfogatban képesek detektalni a fizikai-kémiai reakciok folyaman
bekovetkezd legkisebb hdvaltozasokat is. A modszerrel lehetdség nyilik a reakcidsebesség
kozvetlen mérésére, igy jol alkalmazhat6é enzimkinetikai és enzimgatlasi vizsgalatok esetében

is. Napjainkban a kalorimetria f6 alkalmazasi teriilete a molekularis interakciok vizsgalata. A



modszer nagy eldnye, hogy kelléen robusztus ahhoz, hogy a vizsgalt minta inhomogenitasa
vagy nagy viszkozitasa se zavarja, igy lehetéséget ad ilyen tulajdonsagokkal biré mintdk, de
akar €16 sejtek anyagcseréjének vizsgalatara is. Mivel minden fizikai és kémiai valtozast
hovaltozas kisér, az ITC univerzalis detektornak tekintheto.

A gybgyszerészeti kutatdsokban a jelolt molekuldk targethez és a matrixhoz valo kotddésének
erdssége fontos paraméter a varhatd bioldgiai hatds kialakuldsa szempontjabol. A kutatasok
egyik Uj iranya a fehérje alapu gyogyszerek fejlesztése, mely soran antitestekkel érik el a kivant
¢lettani hatast, mely esetében elsddleges fontossaghi a megfeleld kotddés. Az ITC modszer
lehetévé teszi a természetes, szervezetbeli in vivo koriilmények megfeleld modellezése mellett
a komponensek kolcsonhatasanak oldat fazisban torténd vizsgalatat anélkiil, hogy azokat
immobilizalni vagy moddositani kellene. Vizsgalataim soran antigén-antitest és ,,host-guest”
tipust kolesonhatasok termodinamikai és kotddési paramétereit hatdroztam meg.

Dolgozatom alapkutatas jellegli, méréseim megmutatjdk az ITC modszer fehérjék és
szénhidratok vizsgalataban rejlo széleskorti alkalmazasi lehetoségét, mely 11 alternativaként

szolgélhat a biokémiai kutatasok soran felmeriild problémak megoldésara.
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2. lrodalmi attekintés

A kalorimetria egy napjainkban reneszanszat €16 termoanalitikai technika, amit az 1970-es
években fedeztek fel wjra és a modszer fejlesztése napjainkig is toretlen. A moddszer
alkalmazésanak f6 elénye, hogy a hdmérséklet valtozasa olyan univerzalis szignal, mellyel a
fizikai, kémiai és bioldgiai valtozasok egyarant jellemezhetdek. Erre mar az 1780-as években
Lavoisier is rajott, aki megalkotta az els0 olyan kalorimétert, amivel egy ¢l6 allat
metabolizmusat vizsgalta (1. abra), igy a napjainkban elsésorban fizikai-kémiai modszerként
jellemzett technikat egy biolodgiai probléma hivta €letre.

1974-ben Lodwig és munkatarsa kezdte el Gjbol vizsgalni Lavoisier szerkezetét [3], felhivva a
figyelmet erre az elfeledett technikara. Ennek eredményeként 1979-ben leirtak az elsé titracios

kalorimétert [4] és 1989-ben jelent meg az elsé izoterm titracios kaloriméter [5].

Mérécella
Vizsgalt ,minta” (tengerimalac)
—l - Héérzékels (jég)

K A ) Adiabatikus test (jég)
Y 7\

Vizgylijté
edény

1. dbra: Lavoisier kaloriméterének sematikus abraja [6]

A kalorimétereket harom csoportba oszthatjuk, aszerint hogy a hdmeérsekletetvaltozas
detektalasa milyen mddon torténik. Ezek alapjan megkiilonboztetiink adiabatikus, hdvezetéses,
¢s ho (teljesitmény) kompenzacios kalorimétereket. Az adiabatikus kaloriméterekben nem
torténik hokicserélddés a reakcidtér és a kornyezet kozott (47 = 0), amit altaldban egy jo
szigeteld, adiabatikus réteg beiktatasaval valositanak meg. Ebben az esetben a mérdcellaban
kialakuldé homérsékletvaltozas id6 fiiggvényében vald vizsgalata szolgaltatja a mért jelet.

A hoévezetéses kaloriméterek esetében a reakcid soran bekdvetkezd hovéltozds nem egy
elszigetelt térben kovetkezik be, igy a hd elvezetddhet a rendszert koriilvevo nagy hdkapacitasu
kozeg (pl. hiitébordak) felé. A mérések soran a két rendszer kozti hdcserét tudjuk

szamszerisiteni, megfeleld érzékeldk segitségével. Lavoisier késziiléke tekinthetd az elsd
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hévezetéses kaloriméternek, ahol a jégpalast szolgélt h6 szenzorként és az elolvadd jégbdl
lecsopogd folyadék mennyisége a mért ,,jel”.

A hékompenzacios kaloriméterck esetében a hdvaltozast indirekt modon mérjiik, mivel a
Peltier effektust kihasznalva gyorsan és pontosan szabalyozhaté a reakciotér homérséklete,
ezaltal az egy eldre bedllitott homérsékleten termosztilhat6. Az az energia, ami ahhoz
szlikséges, hogy ezt az allandd (izoterm) koriilményt fenntartsuk, szolgal a hdvaltozas
detektalasanak alapjaul, igy a mért adat cal/s vagy J/s dimenzidban keriil meghatarozasra [6].

A mai modern kaloriméterek a felsorolt tipusok kombinacidjanak tekinthetdek.

2.1. Az izoterm titracios kalorimetria (ITC)

A kalorimetria két legdinamikusabban fejlodé formdja a differencial pasztdzo kalorimetria
(DSC) és az izotermalis titracios kalorimetria (ITC). Az el6bbi technika egy minta melegités
vagy hiités hatdsara bekdvetkezd, mig utdbbi elsdsorban molekularis interakciok és reakcidk
soran bekdvetkezd energiavaltozadsok leirdsara szolgdl. Mivel a dolgozatomban leirt
eredményeket ITC mddszerrel kaptam, igy a DSC jellemzésétdl eltekintek.

Az izoterm titracios kalorimetria esetében a mérések egy adiabatikus test belsejében talalhato,
lapos, pénzérme alaku mérdcellaban torténnek, ahol a hovaltozas detektalasa hOkompenzacids
eljarason alapul. A késziilék felépitését nézve, a mérdcella mellett egy azonos méretli és alaku
referencia cella is talalhato, illetve az adiabatikus testen kiviil 1athato a termosztalt injektor (2.

abra), ami mintaadagolason kiviil keverd funkciot is ellat.

0 5 10 15 20 25 0 ¥ 0 45 20

Time (mmbf

Kimenet

Adiabatikus
test

Allandé Teljesitmény a méré
teljesitmény a cellaban kialakulé

referencia cella hévaltozas

termosztalasédhoz ~_\/ 7 kompenzéldsahoz

2. abra. Az ITC késziilék felépitése [6]

12



A mérdcella referencia cellaval megegyez6 homérsékletének fenntartasat és a reakcid kozben
soran a Peltier cella altal felhasznalt energia id6beli valtozasa szolgaltatja azt a nyers adatot,
ami alapjan a kiértékelés elvégezheto.

Ahogyan az technika nevében is szerepel, a mérések sordn izoterm koriilmények kozott
vizsgaljuk a mérdcellaban talalhato és az injektorbdl kis térfogatokban adagolt komponensek
kozott kialakulo kolcsonhatas/reakeid soran fellépd hovaltozasokat.

A modszer f0 felhasznalasi teriilete a molekularis interakciok vizsgalata, mely soran két vagy
tobb komponens kotddésérdl kaphatunk informacidkat. Emellett a mddszert széles korben
alkalmazzdk enzimkinetikai vizsgélatokhoz. Ebben az esetben a mérések nem a kotddés soran
bekovetkez6 hévaltozasok detektalasra, hanem a reakcidsebesség hovaltozason alapuld
meghatarozasara iranyulnak. Egy harmadik, kevésbé elterjedt alkalmazas az €16 rendszerek
vizsgalata, mely sordn sejtek, sejtkultiradk vagy szovetek metabolizmusat lehet tanulmanyozni

az anyagcsere-folyamataik soran fellépd hévaltozasok alapjan [7, 8].

2.2. Az ITC alkalmazasa kotodési vizsgalatokban

2.2.1. A kotédési vizsgalatok alapjai

A kotédési egyensuly megallapitasanal két f6 megkozelitést alkalmazhatunk. Az els6 esetben
az ugynevezett szeparativ technikdk. A masik megkozelités szerint (nem szeparativ technikék)
a ligandum kotddése olyan mérhetd fizikai valtozast okoz, mely alapjdn meghatarozhat6 a
szabad és kotott ligandum aranya. Ez utobbi kategoriaba tartozik az ITC moddszer is [9]. A
gyogyszerfejlesztés folyamatdban a vizsgalt komponens kolcsonhatidsainak felderitése
els6dleges fontossagli, hiszen ez dontéen meghatdrozza a molekula farmakokinetikai és
farmakodinamikai tulajdonsagait, illetve a szervezetbdl valo kitirtilés idejét és modjat is. A 3.
abran lathat6, hogy ennek a problémanak a megolddsara szamos modszer alkalmazhato, koztiik
szeparativ (LC, CE, ED, UF) és nem szeparativ technikdk (ITC, SPR), annak fiiggvényében,

hogy milyen erds a két komponens kozti kdlesonhatés.
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3. dbra Fehérje-ligandum kolcsonhatds vizsgalatara alkalmas modszerek 6sSzehasonlitasa
érzékenységiik alapjan [10]
ED: egyensulyi dializis, UF: ultrasziirés, PAMPA: parallel mesterséges membran permeabilitasi
modszer, HPAC: nagy hatékonysagu affinitas kromatografia zona elticios (ZE) és frontal analizis (FA)
modszerrel, ACE: affinitas kapillaris elektroforézis, CE/FA: kapillaris elektroforézis, frontal analizis,

Spectro: spektroszkopia, DSC: differencial pasztazé kalorimetria, SPR: feliileti plazmon rezonancia

Az ITC f6 alkalmazasi teriilete a makromolekula-ligandum kolcsonhatasok vizsgalata, mely
leggyakrabban fehérje-kismolekula interakciot jelent (receptor-ligand, enzim-inhibitor,
antigén-antitest). Emellett mas makromolekulak (DNS [11], RNS [12], poliszacharidok [13],
lipidek [14]) kdlcsonhatasai is hatékonyan vizsgalhatdak a modszer alkalmazasaval. Ahhoz,

hogy egy kotddési (asszociacids) reakciot pontosan jellemezni tudjunk, meg kell adni:

- areakci6 sztochiometridjat (kdtéhelyek szama);

- akotés erdssegét minden kotdhelyre nézve;

- tobb kotohely esetében azt, hogy van-e azok kozott kooperativitas vagy sorrendiség a
ligandumok bekotddésében;

- hogyan befolydsoljak a kotést a kornyezeti, abiotikus tényezdk (pH, ionerdsség,
hémérseklet);

- ¢és a reakcid Gibbs szabadenergia valtozasahoz (4G) milyen ardnyban jarul hozza az

entalpia és az entropia valtozas.
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Optimalis esetben egy jol beallitott ITC mérésbol, megfeleld kiértékeléssel ezeknek az
adatoknak a toObbsége meghatarozhat6 vagy kovetkeztetheto.

0,05+ Nyers adat 1 Kiértékelés
] 1
=]
005 S
82
£ 0101 S5l | vorwdes < Affnités (K,)
a o mechanizmus
2 - (8H)
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X
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4. dbra: Egy exoterm kétodési reakcio nyers adata és kiértékelése, a szigmoid gérbe

Jjellegzetes pontjainak megjeldlésével [15]

A 4. dbran egy kotddési vizsgalat soran kapott nyers adat és annak kiértékelése lathat6. Az ilyen
tipusu vizsgélatok soran az altalanos elrendezés az, amikor a makromolekula talalhat6 a
mérdcellaban, mig a ligandum az injektorban. Ennek praktikus okai vannak, hiszen a
makromolekuldbol igy higabb oldatot kell késziteni, mig a kismolekuldabol 4altalaban
egyszerlibb egy toményebb oldat Osszeallitdsa. Ennek ellenére az irodalomban talalhatunk
példat a forditott elrendezésre is [16], s6t bizonyos esetekben javasolt a mérés mind a két
elrendezésben valo elvégzése, a pontosabb kiértekelés érdekében. A mérés soran az injektorbol
tetszOleges szamu injektalassal kis térfogatokat adagolunk a mérdcellaba €s mérjiik a kialakulo
hévaltozasokat. A mérések folyaman tobb kiilonb6z6 hdvaltozassal is szamolnunk kell. A
mérdcellaban 1évé minta homogenitasat és az injektalt komponens gyors elkeveredését az
injektor végén 1évo keverd biztositja, ami a mérés elején eldre beallitott keverési sebességgel
forog. Ennek kovetkeztében kialakul egy lamindris, orvényszerli aramlas a cella belsejében,
ami a folyadék és a cella fala kozt strlodast eredményez. Az ez altal kialakuld hévaltozast a
késziilék a mérés kezdeti szakaszaban kompenzélja. Az injektaldsok soran azonban olyan
hdvaltozasok is bekovetkeznek, melyeket a késziilék nem tud automatikusan kompenzalni, igy
azt a mérést kovetden, kontroll mérések felhasznalasaval, manualisan kell megtenni. Amikor
mértékl higulast szenvednek, mely az izoterman higulasi hdeffektus formajaban jelentkezik.

Szintén hasonl6 effektust tapasztalhatunk, ha a két reaktans nem ugyanolyan olddszerben vagy
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pufferben talalhato, hiszen ebben az esetben az eltéré ionerdsségii vagy pH értékii oldatok
illetve az olddszerek keveredése okoz hovaltozast, amit az irodalom ,buffer mismatch”
jelenségként emlit. Ennek a jelenségnek a kikiiszobolése a hatékony mérés alapkdvetelménye,
ezért a probléma megoldasara tobb modot is kifejlesztettek, mint példaul a dializis, vagy
puffercsere ultrasziiréssel vagy méretkizarasi kromatografiaval [17].

Az ITC mérések soran allanddé nyomason detektaljuk a hdvaltozast, ami a folyamattal jaro
entalpiavaltozassal aranyos. Minden injektalas hovaltozast okoz a mérdcellaban, amit az alabbi

egyenlettel lehet jellemezni:
Aq, =V X [AL]E x AH (1)

ahol a gx az x. injektalas soran kialakuld hévaltozas, a V a mérécella térfogata és az [AL]% az

injektalas eredményeként kialakul6 entalpia valtozas.

Ezek a kotddési események egy-egy csucsot eredményeznek az izotermdn, ahol a mérdcella
referencia cellaval azonos hdmérsékleten tartdsahoz (h6kompenzacio) sziikséges teljesitményt
(ncal/s vagy pl/s) lathatjuk az id6 fiiggvényében. Az injektalasok eredményeként a szabad
makromolekula koncentracidja egyre csokken, ezért a tovabbi ligandum hozzaadasa kisebb
hévaltozast eredményez. Ez a folyamat addig tart, amig az Osszes makromolekula (Mr),
ligandkotott formaba (ML) nem keriil (ML/Mt ~ 1), ami az izoterman egyforma kis csucsok
(higulasi effektus) megjelenésében mutatkozik meg.

A kiértékelés soran a csucsok integraljai adjak meg az egyes 1épések soran kialakuld hdvaltozas
(4H) értékét. Az Osszes csucs integralasa utan jutunk el azokhoz a pontokhoz, melyekre nem
linearis illesztéssel kapjuk meg 4. dbra bal oldalan lathaté gorbét. A gorbe inflexids pontjdhoz
tartozd molarany a reakcid sztdchiometridjat adja meg.

Az adatok kiértékelése €s a gorbeillesztés kiilonboz6 modellek segitségével torténik,
iteracioval, a legkisebb négyzetek elve alapjan, specialis szoftverek alkalmazasaval. Ezek a
szoftverek (pl. Origin, kinITC), tartalmazzak a leggyakoribb, az egy- és két kotShelyre
vonatkozo kotddési modelleket, de lehetdséget adnak az ettdl eltérd kolcsonhatdsokhoz sajat
modell létrehozasara is.

Az n értekbdl kovetkeztetni lehet a kialakuldé komplexek 0sszetételére, valamint a ligand és a
makromolekula ligand szamdara hozzaférhetd koncentraciojarol is informacidkat kaphatunk. A
gorbe két plato fazisa kozotti tavolsag adja meg a reakcio teljes entalpiavaltozasat (4H), mig a

két platod kozti szakasz meredekségébdl a kotddés erdssége (Ka) szamithato.
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Ha egy kotohellyel rendelkez6 makromolekula reverzibilis ligandum kotését vizsgaljuk a
megfeleld beallitasok mellett, az egyensulyi asszociacios allandot (Ka) az alabbi 6sszefliggés

segitségével kaphatjuk meg:

ahol az [M] és [L] a szabad makromolekula és ligandum koncentracioja, a Kp pedig a

disszociacios allando.

Termodinamikai szempontbol a késziilék belseje izolalt rendszernek tekinthetd, hiszen az
adiabatikus testnek koszonhetéen nem torténhet hdcsere a mérdcella és a kdrnyezet kozott. A
mérés tehat egy pontosan szabalyozott allandd hoémérsékleten (izoterm) ¢és allando
atmoszférikus nyomason (izobar) torténik, ennek megfeleléen a mérések sordn meghatarozhato
a rendszer Gibbs szabadenergia valtozasa, melynek eldjele megmutatja, hogy az adott reakcio
spontan végbemehet-e. A mérések soran a szabadentalpia valtozas (4H) és a disszociacios
alland6 (Kp) ismeretében AG meghatarozhatd, ezekbdl pedig az entropia valtozas is

kalkulalhat6 az ismert 3. egyenlet alapjan:
AG = AH—-TAS (3)

A Gibbs szabadenergia valtozas spontan lejatszodd reakciok esetében negativ eldjeld, értéke
kozvetleniil is informacidt ad a kotés affinitdsara: minél negativabb az értéke, annal erdsebb a

kolcsonhatas:
AG = —RTInK, = RT InK), 4

A 3. egyenletben lathato entalpia és entropia tagok eldjele és egymashoz viszonyitott értéke
tovabbi fontos informaciokkal szolgal a kolcsonhatasrol (5. abra). Meghatarozasukkal
kovetkeztetéseket lehet levonni az olyan, kdlcsonhatds soran kialakuld molekuléris szintl
torténésekrdl és valtozasokrol, mint a hidrogén kotések, elektrosztatikus, vagy diszperzids

kolcsonhatasok, illetve a konformacios valtozasok.
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5. dbra: Makromolekula-ligand kolcsonhatasok dltalanos termodinamikai profilja és a

beldliik nyerhetd informaciok [15]

Amennyiben a 4H negativ, a reakcié exoterm és ha nagyobb mint —74S a reakcié entalpia
vezérelt. AH tiikrozi a két kolcsonhatasba 1ép6 molekula kozotti kotési kolcsonhatasok
erdsségét az egyes komponensek olddszerrel mutatott affinitasahoz viszonyitva. Amennyiben
a A4S értéke pozitiv és —TAS nagyobb mint 4H a folyamat entropia vezérelt. A A4S megmutatja
egy szolvatalt komplex rendezetlenségét, két fliggetlen szolvatalt molekula rendezetlenségéhez
képest. A kotddés erdsségének novekedése csokkenti a rendszer rendezetlenségét, vagyis
negativabb -TAS értéket eredményez.

Az ITC mérésekre jellemzd, a kisérlettervezésben és a kapott szigmoid gorbe leirasdhoz
hasznalt paraméter a Brandts-féle ¢ érték [18]. Elviekben egy jol beallitott kotédési vizsgalat
esetében a fent leirt paraméterek akar egy méréssel is meghatarozhatok, azonban ez nem
minden esetben igaz. A mérések sziikséges, de nem elégséges feltétele, hogy a kialakulo
kolcsonhatas mérhetd hdvaltozassal jarjon (>0.1 pcal/s). Emellett a kapott gorbe meredeksége
¢s alakja szintén meghatarozo. Abban az esetben, ha a Ka értéke tal kicsi vagy tul nagy, a gorbe
meredeksége nem megfeleld, igy a kiértékelés soran nem hatarozhaté meg minden paraméter.
Ahhoz, hogy a kotddés soran mérhetd effektusokat kapjunk, megfeleldé makromolekula
koncentraciot kell valasztani. Ennek megbecslése érdekében vezették be a ¢ értéket, mely az

alabbi egyenlettel szamithatd, dimenzi6 nélkiili szam:

c= [Mtotal] X Ky XN (5)
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ahol az Myota1 az mérdeellaban 1évo szabad és komplexben 1évé makromolekula koncentracioja,

az N a kotéhelyek szama.

A c idedlis értékérdl szamos eltérd adatot lehet taldlni az irodalomban. Valahol 1 és 10000 kozti
tartomanyt tekintik idealisnak [18], van, ahol az ennél joval sziikebb 20-100 [19] kozti értéket
javasoljak, az altalunk hasznalt késziilék esetében a gyartd az 5-500 koz¢é es6 tartomanyt ajanlja.
Altalanossagban azonban elmondhat6, hogy amennyiben a ¢ értéke tilsagosan kicsi csak a Ka,
mig ha talsagosan nagy csak a sztochiometria és a AH értéke hatarozhatdé meg megfeleld

pontossaggal. Az eltéro c értékek hatdsat a gorbe lefutasara a 6. dbra szemlélteti.

£=500
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6. abra A c-erték valtoztatasanak hatasa a szigmoid gorbe alakjara [15]

2.2.2. Kotodési vizsgalatok a kutatasban

Az ITC mddszer hagyomanyosan egy viszonylag kis teljesitményli (low throughput) modszer,
mivel viszonylag nagy anyagmennyiségek alkalmazasaval, idéigényesen lehet a kotddési
paramétereket meghatarozni, ezért a modszert nem hasznaltak rutinszeri ,,screening”
mérésekhez. A fejlesztések eredményeként az twjabb késziilékek érzékenyebbek, kisebb
mintatérfogatokkal dolgoznak, ami a modszert koltség- és id6hatékonyabba tette [20]. Az ITC
modszer lehetdséget ad, hogy meghatarozzuk a kotddési szabadenergiat, a sztochiometriat és
affinitast tag tartomanyokon beliil (mM — pM), mindezt oldat fazisban, anélkiil, hogy barmelyik
komponenst jeldlni, immobilizalni vagy moddositani kellene. A mddszer kellden egyszerli €s
robusztus ahhoz, hogy a fenti 3 paramétert viszonylag gyorsan meghatarozzuk, és ezek
mindegyike rendelkezik olyan informaciotartalommal, melyet hatékonyan tudunk felhasznalni
kiilonb6z6 kotddé komponensek dsszehasonlitasara. Ennek eredményeként az utobbi években

az ITC-alapu szkrinelési technikak is elterjeddben vannak [21].
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A kifejlesztett modszerek a gydgyszerfejlesztés korai szakaszaban a potencidlis vegyiiletek
tervezésében (fragmens-alapu tervezés és célzott fejlesztés [22]) €s tesztelésében is sikeresen
alkalmazhatoak [23, 24]. Ezekben a mérésekben a kotddési allandé mellett, a ligand
hatékonysagot is sok esetben meghatarozzak, mely a ligand egy atomjara es6 kotési energiaként
definidlhatd. Ennek oka az a megfigyelés, hogy egy hatdanyag sorozat esetében a kotodési

(hatékonysagi) potencial sok esetben korreldl a molekulatomeggel.

AG 1,37
LE = —= (—
NNH NH

)*pICso (6)

ahol a 4G a kot6dés szabadenergia valtozasa, az Ny a ligandumban talalhat6 ,,nehéz” (nem

hidrogén) atomok szama, a plCsp inhibitorok esetében az ICso érték negativ logaritmusa.

A 4G a 4. egyenlet felhasznalasaval szamolhatd. Mivel a AG és a Kp kozott logaritmikus
Osszefliggés all fenn, ha elébbi -1.4 kcal/mol értékkel valtozik, az tizszeres eltérést eredményez
ligand potencial értékében [25]. Kuntz kb. 150 ligand felhasznalasaval meghatarozta az egy,
nem hidrogén atomra szamolt maximalis affinitas értékét, ami -1,5 kcal/mol értéknek adodott

[26].

2.2.2.1. Antigén-antitest reakciok vizsgalata

Az antigén-antitest reakciok specificitdsdnak és az antitestek affinitdsanak vizsgalata fontos,
antigén-antitest kolcsonhatas a természet legspecifikusabb felismerési és kotddési reakcidinak
egyike. Az antitestek jellegzetes epitopok felismerésére képes, specialis kotdhellyel rendelkezo,
globularis glikoproteinek. Szerkezetiikre jellemzd, hogy négy polipeptid lancbol allo
heterodimerek, melyek két-két azonos konnytli (LC) és nehéz lancbol (HC) allnak. A polipeptid
lancokat diszulfid hidak tartjak dssze és stabilizaljak. Az Y-alaku antitest két rovidebb aganak
végén, az N-terminalison talalhatdak a konnyli és nehéz lancbol 1étrejové  specifikus

antigénkoto helyek (Fab régio).
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7. abra: Az antitestek dltalanos szerkezete és jellegzetes régio [27]

Az antitestek antigénkotd affinitdsa az immunizalas idétartamanak figgvényében valtozik,
iddvel folyamatos ndovekedést mutat. Ezt a folyamatot nevezziik affinitas érésnek [28]. Ennek
a folyamatnak a mikrokalorimetrids vizsgalata megmutatta, hogy az antigénkotd régio
valtozasabol kifolydlag a folyamat sordn az antitestek affinitdsa akar két nagysagrenddel is
novekedhet. Az antigén kotésnél elsésorban hidrogén kotések és van der Waals kdlcsonhatasok
a meghatarozoéak, de az ¢érés soran a polaritasi viszonyok megvaltozdsa hidrofob
kolcsonhatasok kialakulasat és erésodését is eredményezheti. A kiilonb6z6 natrium-Klorid
koncentracid6 mellett végzett vizsgdlatok kimutattak, hogy a kotddésben elektrosztatikus
kolcsonhatasok is szerepet jatszanak, de ezek hozzajarulasa a kotédéshez csekély [29]. A
fehérjéhez kapcsolodd vizmolekuldk stabilizaljdk a kdlcsonhatast, az oldoszer-medialt
hidrogénkotések kialakuldsa miatt. Annak ellenére, hogy az antitestek hipervariabilis
régidiknak kdszonhetden szamos antigén kotéséhez tudnak specializalddni, tobb vizsgalatban
is arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a kotddési reakcio elsdsorban entalpia vezérelt, és a fent
leirt kdlcsonhatasokon alapul [30].

Napjainkban a biotechnoldgiai ton eldallitott gydgyszerek mutatjdk a legnagyobb fejlédést.
Ezekben a hatdéanyagok altalaban peptidek, vagy fehérje természetli molekuldk, monoklonaris
antitestek [31]. Az antitestek kot6dési allandoja a hatdanyag jellemzésének fontos paramétere
[32], melynek meghatarozasahoz ELISA, RIA, SPR és ITC modszereket széles korben
alkalmaznak [33]. Azonban fontos megjegyezni, hogy a tobbi mddszerhez képest, az ITC nem
csak az affinitasrol ad informacidt, oldat fazisban bedllithatoak a majdani alkalmazasi
kornyezetnek megfeleld fizikai paraméterek, illetve nem igényel jel6lést vagy immobilizaciot,

ami befolyasolhatna a kot6dést és ezzel egyiitt a kapott adatokat [34]. Az antitesteket nem csak
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gyogyaszati célokra haszndljak, affinitas kromatografias tolteteken és kiilonféle immunoassay

eljarasoknal is megtalaljuk ezeket [35].

2.2.2.2. Ciklodextrin ligandum kotése

A ciklodextrinek kiilonboz6 szamu, a(1,4) glikozidos kotéssel kapcsolodo gliikoz egységekbol
allo, ciklikus oligoszacharidok. A leggyakrabban vizsgalt és alkalmazott ciklodextrinek a 6,7
¢és 8 glikkdzbal alld a-, B- és y-ciklodextrin. Széleskorti alkalmazasuk oka, hogy a kialakuld
gylris szerkezet kiilsé fele a hidroxil-csoportoknak kdszonhetéen hidrofil tulajdonsagt, mig a
gylriiben taladlhatdo belsé iireg hidroféb. Ennek kovetkeztében a ciklodextrinek apolaros
molekuldkkal zarvany komplexet képeznek ¢és novelik azok oldékonysagat vizes
rendszerekben, igy gyogyszerhordozoként alkalmazva novelik az apolaros anyagok biologiai
hasznosithatosadgat és stabilitdsat. Ezt a tulajdonsagot kihasznalva a ciklodextrineket a
gyogyszeripar mellett, az élelmiszer-, kozmetikai- és vegyipar is széles korben alkalmazza.

A szabad CD, szabad ligand ¢és a keletkez6 zarvany komplex kozti dinamikus egyenstly akkor
alakulhat ki, ha a CD {iiregének mérete, a ligandum mérete és tulajdonsagai ezt lehetové teszik,
¢s ezek a tulajdonsagok hatarozzak meg a komplexben a CD:ligand aranyt. Erre mutat példakat
a 8. adbra. A két komponens kozott mdsodrendli kolcsonhatdsok alakulnak ki, mely

leggyakrabban hidrofob, és/vagy van der Waals kdlcsonhatas.

1:2 drug-CD compl lex

8. abra Kiilonbozdé aranyu ligand-CD komplexek [36]
A: 1:1 ardnyu komplex, B: 1:2 aranyu komplex, C: prosztaglandin E2 komplexei a: a-CD-nel,
b: p-CD-nel, ¢: y-CD-nel

A ciklodextrinek eldallitasa, vizsgalata és alkalmazasa hosszu multra tekint vissza, ezzel

kapcsolatban szamos publikaciot talalhatunk [37, 38]. Az utobbi években a kiilonféle felszini
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csoportokkal médositott, ionos ciklodextrin szarmazékok vizsgalata is eldtérbe keriilt, melyek
jobb vizoldékonysaguk mellett, pH-fliggd reverzibilis komplexek kialakitasara képesek [39]. A
toltéssel rendelkezd ciklodextrineket leggyakrabban kapillaris elektroforézis vizsgalatoknal
kiralis szelektorként alkalmazzak [40, 41]. Az irodalomban anionos ciklodextrin szarmazékokat
talalunk nagyobb szamban [42]. Kationos ciklodextrineket elsdsorban molekuléris bioldgiai
Ezeknél a vizsgalatoknal a hatékonysag (megfeleld elvalasztas, biologiai aktivitds) az adott
kolcsonhatast jellemzéd mérdszam, igy a kotddési affinitasrol viszonylag ritkan talélni
szamszerll adatot. Kivétel ez aldl egy 2001-ben megjelent tanulmény, ahol kalorimetrids
vizsgalatokkal bizonyitottak, hogy a kiilonb6z6, pozitiv toltésli trimetilamino-ciklodextrinek
egy nagysagrenddel hatékonyabban kotik a negativ toltésti kirdlis aminosav szarmazékokat,
mint a hagyomanyos ciklodextrinek, de a kotédésben a ligandum hidroféb részeinek
elhelyezkedése és pozicidja is meghatarozd szerepet tolt be. Mas tanulméanyok is arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy habar az ellentétes tOltésti csoportok kozott kialakuld
elektrosztatikus kolcsonhatas képes stabilizalni és erdsiteni a két komponens kotodését,
O6nmagéban nem elegendd, sziikség van a polaros felszinnel vagy az apolaros iireggel kialakulo
kolcsonhatasra is [44]. Ezt tamasztja ala az a tanulmany is, ahol t6ltés nélkiili ciklodextrinekkel
kimutattdk, hogy pozitiv korrelacié all fenn a ligandok novekvo lipofil jellege és a kdtodési
allando kozott [45].

A ciklodextrinek dipdlus molekuldk, parcialis pozitiv toltéssel rendelkeznek a primer
vegytiletek a primer pozitiv, mig a kationos komponensek az ellentétes oldal iranyaba
orientalodnak, utobbi gyengébb kolcsonhatés kialakuldsat eredményezi. Azonban a dip6l-dipol
kolcsonhatasok csak kismértékben jarulnak hozzd a kotés kialakuldsdhoz, az elsddleges
Osszetarto erdk toltott ciklodextrinek és ligandumok k6zott a Coulomb erdk. Fontos figyelembe
venni az ilyen jellegli koltédések vizsgalatdnal, hogy bioldgiai rendszerekben a kozeg

ionkoncentracidja és pH-ja is jelentdsen befolyasolja az ionos kdlcsonhatasok kialakulasat [46].

2.3. ITC alkalmazasa enzimkinetikai és gatlasi vizsgalatokban

Az ITC-t kotédési vizsgalatok mellett leggyakrabban enzimkinetikai vizsgalatokra
alkalmazzak, koszonhetéen annak, hogy a modszer robusztussaga olyan méréseket is lehetové
tesz, amelyek mas modszerekkel nem, vagy csak jelents kompromisszumokkal végezhetdk el.
A modszer ilyen iranya alkalmazasa, a kotédési vizsgalatokhoz képest rovidebb multra tekint

vissza [47], de elterjedOben van. Mar a bevezetOben is ramutattam, hogy a moddszer altal
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detektalt hévaltozas olyan univerzalis szignal, amivel a reakciokat jellemezni lehet, igy a
modszer a ,label-free” technikdk kozé tartozik. Ez az enzimreakcidk soran leggyakrabban
alkalmazott optikai modszerekkel szemben (pl. spektrofotometria) jelentds eldnynek szamit
[48]. Mivel az enzimkinetikai és gatlasi vizsgalatok soran a reakcidsebességet kozvetleniil a
reakciohd valtozasabol szadmitjuk, ami nagysagrendekkel nagyobb hdvaltozas a kotddési
héeffektushoz képest, a moddszer kellden érzékeny még kis szubsztrat koncentracid
tartomanyban is. Emellett ezzel a moddszerrel a reakciosebességet és annak valtozasait
kozvetleniil tudjuk mémi. Az alkalmazott enzim, amennyiben a szubsztrat vagy inhibitor
kotédése nem irreverzibilis, visszanyerhetd és a szennyezOk eltavolitdsa utdn tjra
felhasznalhatd, vagyis a modszer nem destruktiv. A mérések soran a rendszer inhomogenitasai
csak olyan mértékben vannak hatdssal a kapott eredményre, melyek megfeleld kontroll
mérésekkel korrigalhatéak. Ennek kovetkeztében olyan, méréstechnikailag ,,nem ideélis”
rendszerekben is torténhetnek mérések [49], melyek az adott enzim természetes kozegét jol
utanozzdk. Ez jelentheti komplex, rosszul definidlt mintdk hasznalatat ugyantgy, mint
sz¢€lsdséges pH, hdmérséklet vagy ionerdsség alkalmazasat. Ezzel részben kikiiszobolhetd az
az Ur, ami az in Vvitro és in vivo mérések kozott sok esetben fennall, és ami a sokszor
ellentmondasos eredményekhez vezet. Emellett az Gjabb kisérletek bizonyitottak, hogy az ITC
elényeit kihasznalva ipari szempontbol fontos reakciok is jol vizsgalhatoak, mint példaul

biomassza [50] vagy ipari hulladékok enzimes bontasi reakcioi [51].

2.3.1. A mérések enzimkinetikai alapjai

Az enzimreakciok leirdsara a Michaelis-Menten Osszefiiggést hasznaljak, ami kapcsolatot
teremt a szubsztrat koncentracid és a reakcidosebesség kozott és olyan kvantitativ adatokat
kaphatunk meg bel6le, mint a Michaelis konstans (Kw) és az atviteli szam (Kcat), melyek aranya
az enzim katalitikus hatékonysagat jellemzd paraméter. Egy altalanos enzim katalizalt reakcid
sordn az enzim €s a szubsztrat kolcsonhatasabol 1étrejon az enzim-szubsztrat komplex, melybdl
egy atmeneti, eltérd eneergiaszintli allapoton keresztiil kialakul a termék, ami disszocidl az

enzimrol (7. egyenlet).

Ky .
E+S—=ES = gup

™

pedig a termék képzédésének sebességi allandoja (ko) [52].

A fenti séma értelmében, az enzimreakci6 sebessége az alabbi 0sszefiiggéssel adhatdé meg:
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kcarX[E]X[S] Vinax X [S]

v = = (8)

Km+[S] Kp + [S]

ahol a vmax a reakciosebesség felsd hatarértéke, Kv az a szubsztrat koncentracio, ahol V= Vmax/2.

A kinetikai mérések soran leggyakrabban alkalmazott mddszerek alapja, hogy a szubsztrat
fogyasa vagy a termék keletkezése altal okozott abszorbancia valtozast mérjiik
spektrofotometridsan.  Eltér6  szubsztrat  koncentraciok  alkalmazéasaval, = azonos
enzimkoncentracié mellett meghatarozott kezdeti sebességekbdl kapjuk meg a jol ismert
Michaelis-Menten gorbét. Ha azonban a szubsztrat és/vagy a termék ilyen modon nem
detektalhat6, alternativ modszerekhez kell folyamodni. Ilyen alternativ médszerek lehetnek
példaul a szines terméket eredményezd kapcsolt reakciok, de tomegspektrométerrel vagy
folyadékkromatografias modszerekkel is kovethetjiik a reakcid lefutdsat, a szubsztrat vagy
termék mennyiségének szakaszos, kvantitativ meghatarozasaval.

Az ITC mérések soran lehetdségiink van a reakcidsebesség kozvetlen meghatarozasara azaltal,
hogy a folyamat sordn tapasztalt hvaltozés aranyos a reakcidé molaris entalpia valtozédséaval, ez
pedig aranyos a keletkezd termék koncentracio valtozasaval. Ahogyan az 9. egyenletbdl is
latszik, ahhoz, hogy meghatdrozzuk egy enzimreakcio sebességét, nem elegendd csupan a
hdévaltozast mérniink, meg kell hataroznunk a reakcid entalpiajat is. Ezt legegyszeriibben ugy
tehetjiik meg, ha az enzimreakciot hagyjuk teljesen végbemenni, majd meghatarozzuk a

termogramon talalhato cstics alatti teriiletet, ami a reakcio entalpiajaval egyenl6 [48].

2= AHxV X2 (9)
At At

ahol a AH a kisérletesen meghatarozott szabadentalpia valtozas, V a mérdcellaban talalhato

oldat térfogata, P a keletkezd termék koncentracioja.

Amint azt kordbban a kutatdcsoportunkban igazoltdk, az amilazok hatdsara a reakcid soran
keletkez6 termékek is szubsztratjai lehetnek a reakcidonak, vagy mas reakcido utak is
megnyilhatnak [53], ilyenkor a modszer annyiban eltérd, hogy a reakcid entalpiavaltozasa csak
ezek figyelembevételével hatdrozhatdé meg. Goldberg és munkatdrsai mikrokalorimetria
segitségével megmérték a kiilonbozd tagszdmu oligoszacharidok hidrolizis reakcidinak
entalpiavaltozasat €s azt talaltdk, hogy azonos koriilmények kozott, amennyiben az oligomer
azonos kotésekkel kapcsolodo egyforma monomerekbdl épiil fel, az additivitas elve érvényesiil.
Ebbdl adododan az adott kotéshasitasi entalpia értékébdl a tagszam ismeretben meghatarozhatd
a teljes folyamat entalpiavaltozasa, illetve ennek a forditottja is lehetséges: egy oligomer

tagszamara is kovetkeztetni lehet a folyamat entalpiavaltozasabol [54]. Olyan reakcidk esetén,
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ahol a katalizis soran proton atmenet torténik, a kalorimetridval meghatarozott entalpia értékét

az alkalmazott puffer ionizacids entalpiavaltozasa is befolyasolhatja [55].

2.3.2. Enzimkinetikai mérések ITC méodszerrel

A kinetikai paraméterek meghatarozasahoz sziikséges 9. egyenletben lathatd AH és sebesség
adatokat lehetdség van egy mérésen beliil vagy két kiilonallé méréssel meghatarozni. Itt kiiloniil
el egymastol az ITC alapu kinetikai modszerek két nagy csoportja, az egyszeres és tobbszoros
titralasos technikak (9. abra). Az egyszeres titralasi modszerek esetében az egyik komponens
nagyobb térfogatat injektaljuk a mérdcellaba, ahol az enzimreakcid teljesen végbemegy. Ennek
megfeleléen a gorbe integraldsaval a reakcio entalpia valtozasa is meghatarozhaté ugyanazzal
améréssel. Az egyszeres injektalasi modszereknél altalaban a szubsztrat oldatahoz adjak hozza
az enzimet, majd az enzim aktivitasatol, és a hasithat6 kotések szamatol fiiggden 0,5-1 ora alatt
végbemegy a reakcid [56]. Ahhoz, hogy a Michaelis-Menten gorbét megkapjuk, a kiértékeld
program minden iddépillanatban, az adott pillanatban bekdvetkezd hdvaltozasbol meghatarozza
a mérdcelldban a reakciosebességet és az aktudlis szubsztrat koncentraciot, amig a reakcio
teljesen le nem zajlik. Ennek eredményeként egy folyamatos [S]-v adatsorozatot kapunk, amire

a Michaelis-Menten egyenlettel gorbe illeszthetd [57].

Ezzel szemben a tobbszoros titralasi modszerek esetében, hasonldan a kdtddési vizsgalatokhoz,
a szubsztratot kis mennyiségben injektaljuk a mérdcellaba. Itt azonban a kiértékeléshez sziikség
van egy kiilon mérés soran a AH meghatarozasara is. A tobbszoros titralasi modszereknél
altalaban egy hig enzim oldatot titralnak a szubsztrat oldataval, igy a kialakuld hdvaltozas a
cellaban 1évé aktualis szubsztrat koncentriciora jellemzd sebességet adja. Az injektalasok
kozott eltelt id6t Ggy hatarozzdk meg, hogy kialakuljon a ,,steady state” allapot, azonban két
injektalas kozott a szubsztrat koncentracid csokkenése ne haladja meg az 5 %-ot. A mérések
soran azt az iddtartamot tekintjiik ,,steady state” fazisnak, amikor a termogram y értéke allando,
vagyis a reakcid az adott enzimkoncentracionak megfeleld legnagyobb sebességgel zajlik.

Azokban az esetekben, amikor a szubsztrat injektalasa jelentds hovaltozast okoz, sziikséges egy
harmadik mérés végrehajtasa is, amivel a kapott adatsorunkat a higulasi hdvaltozas értékével

korrigalhatjuk [55].
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9. abra: Az egyszeres és tobbszoros titralasi modszerek séemai, az altalanosan alkalmazott
elrendezések (S — szubsztrat, E — enzim) és a beldliik kapott kinetikai gorbék lefutdsa [6, 15]

Az irodalomban a két alap mddszerbdl is tobb varidciot talalhatunk, melyek a kisérleti
Osszeallitasban vagy a kiértékelésben kiilonboznek egymastol. A tobbszoros titralasi modszer
esetében Bohlin és munkatarsai [58] tigy kiiszobolték ki a higulasi effektus torzito hatasat, hogy
a mérések soran nem az injektalas utan, az alapvonaltdl szamitott legnagyobb A4Q/A¢ kitérést
vették alapul, hanem a cstics utan kovetkezo plato rész (steady state szakasz) és a kontroll mérés

alapvonala kozti tdvolsagot hataroztak meg (10. abra).
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10. dbra: Bohlin és munkatarsai altal enzimkinetikai mérésekhez kidolgozott t6bbszorés
titraldasi modszer sémdja [58]
Karim és munkatarsai [59] egyszeres injektalasi modszerrel kapott adatokhoz olyan uj
kiértékelési modellt dolgoztak ki, mellyel mar az injektalas kdzben is kinetikai adatokhoz
juthatnak ¢€s sikeriilt megmérniiik az inverzids enzimek reakcidja sordn a mutarotacid okozta
hévaltozast és annak hémérséklet és pH fliggését. Emellett Poduch és munkatarsai ugy

modositottak a hagyoményos egy injektalasos technika soran alkalmazott kiértékelést, hogy a
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kapott termogram visszatérd szakaszdnak meredekségét hasznaltdk fel a kinetikai gorbe
létrehozasahoz [60].

Meglepd a felismerés, hogy az irodalomban taldlhatdé ITC-vel végzett kinetikai vizsgalatok
jelentds széazaléka szénhidraton hatd enzimekkel tortént, ami jelen irodalmi attekintés
elkészitése szempontjabol egy szerencsés véletlen. Ez azonban nem jelenti azt, hogy a mddszer
mas enzim katalizalta folyamat vizsgdlatara kevésbé alkalmazhatd, ahogy ezt a vizsgalt
enzimek nagy valtozatossaga is mutatja. Az altalanosan vizsgalt hidrolazok mellett talalhatunk
példakat oxidoreduktaz [61, 62], transzferaz [63], lidz [60], izomeraz [64] és ligaz [65]
katalizalta reakcidok ITC-s vizsgalatara is.

Emellett az ITC modszert olyan specialis feladatokra is felhasznaltdk, mint a sejtek
energiatermeléséért felelds Na*/K* ATPaz antiporter enzim aktivitdsanak a vizsgalata, magas
oldhatatlan szarazanyag tartalmu (< 29 m/m %) biomassza enzimes bontasanak kovetése [66],
vagy az oldhatatlan kitin polimerek bontasanak tanulmanyozasa [67], illetve megmérték

hogyan befolyasoljak a matrix fehérjéi a hexokindz enzim miikodését [66].

2.3.3. Gatlasi vizsgalatok ITC-vel

Annak ellenére, hogy kinetikai vizsgalatokra egyre szélesebb korben alkalmazzdk, a
mikrokalorimetria gatlasi vizsgalatokban még mindig egy ritkdn alkalmazott moédszer. A
legtobb fellelhetdé publikacidban a szubsztrat [67] és termék gatlasra [61] vonatkozod
kovetkeztetéseket vonnak le ugyan a kinetikai adatokbol, de a kozvetleniil inhibicio
vizsgalatarol szol6 irdsok csak az utdbbi néhany évben jelentek meg.

Kiilonb6z6 inhibitor koncentracioknal —meghatarozott reakciosebesség  értékekbdl
meghatarozhat6 az inhibitor hatékonysaga ¢€s a kinetikai paraméterek valtozasaibol a gatlas
tipusara is kovetkeztetni lehet. Az egyik els6 publikaciot, ami ilyen témaban irddott és részletes
leirast ad a modszer gatlasi vizsgalatra valo alkalmazasarol, Benini [68] és munkatarsai jegyzik.
A mérések soran egy korabbrol mar leirt gatlasi vizsgalatot ismételtek meg ITC alkalmazésaval.
Ebben a fluorid ionok ureaz gatld hatasat igazoltdk, és meghataroztdk, hogy a gatlas tipusa
kompetitiv és unkompetitiv is lehet, amit a pH befolyasol. Maximova [69] és munkatarsai
nevéhez flizédik az egyik elsd olyan vizsgélat, ahol a tripszin enzim reverzibilis és irreverzibilis
inhibitorait tobbszords titralasi modszer segitségével vizsgaltak, majd a gatlas tipusara a Kw és
Vmax €rtékek valtozasaibol kovetkeztettek. A fenti eredmények mindkét tanulmany esetében
megegyeztek a korabban leirt mechanizmusokkal, ezzel igazolva a moddszer ilyen tipusu

vizsgalatokra valo alkalmazhatosagat.
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Az enzimmikddés szabalyozéasanak specidlis esete az allosztérikus szabalyzas, ahol az aktiv
helytdl tavol esé szabalyzd helyre kotddik a reguldtor molekula, ezzel olyan tavolhatd
valtozasokat hozva 1étre, ami az enzim miikodését alapvetéen befolyasolja [70]. A human
farnezil-pirofoszfat szintaz enzim specialisan szabalyozott, mert a reakcidé soran keletkezé
termék (farnezil-pirofoszfat) nem a hagyomanyos termék gatlas révén fejti ki a hatasat, hanem
egy masik, allosztérikus kotOhelyre kotddve. Park és munkatarsai [65] irtak le ezt a
mechanizmust izotermalis titracios kalorimetria segitségével, a hagyomanyos egy injektalasos
modszert és kotddési méréseket is felhaszndlva.

Az inhibitorok hatékonysagat leggyakrabban az 1Cso vagy K értékkel jellemzik. A két érték a
gatlas tipusanak és az enzim méréshez hasznalt szubsztrat Kv értékének ismeretében, a Cheng-
Prusoff Osszefliggések [71] felhasznalasaval egymasba atszamolhato [72]. A K értéke
¢s ilyen koriilmények kdzott hatdrozzuk meg a reakcidsebesség értékét, majd a kapott adatokat
kiértékeljiik, példaul Dixon modszerrel [73]. A Ki érték megadéasaval tobb esetben lehet
talalkozni [74, 75], hiszen példaul kalorimetrias vizsgalatokkal egyszer(ibb egy disszociacios
allandd6 meghatdrozasa, mint egy tobb mérésbdl allo kinetikai méréssorozat megfeleld
Osszeallitasa és értékelése [69]. Az ICso értékek helyett egyre tobb helyen a plCso értéket adjak
meg (-loglCso) [76]. Olyan esetekben, ahol tobb, jelent6sen eltéré hatasit komponens
Osszehasonlitdsa a cél, a logaritmikus értékek konnyebben értelmezhetévé ¢és
Osszehasonlithatova teszik az eredményeket, mintha tobb nagysagrend tartomanyban valtozo
ICs0 értékeket kellene Osszevetni. Emellett elfedi a mérés bizonytalansagabol eredd kisebb

hibékat, ezaltal konnyebben értelmezhetdek az adatokban 1év6 valodi kiillonbsegek.
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2.4 Vizsgalt enzim rendszerek

2.4.1. Alfa-amilaz

Az alfa-amilazok (EC 3.2.1.1) vagy mas néven 1,4-a-D-gliikan gliikanohidrolazok a glikozid
hidrolazok csoportjaba tartozé (GH13) szénhidratbontd enzimek, melyek a keményitdben és
maltooligomerekben talalhaté o(1,4) glikozidos kotések hidrolizisét végzik. Az alfa-amilazok
harom doménbdl allo kalciumko6to fehérjék, melyek kdzponti motivuma egy 8-8 B-redobdl és
a-hélixbdl allo (B/a)s TIM-hordé struktara [77]. Ennek C-terminalis oldalan talalhat6 az enzim
aktiv helye ¢és a katalitikus aminosavak (Asp, Glu). A keményitd az arokszerii szubsztratk6to
helyre kotddik, ahol a hasitdshoz megfeleld pozicié felvételét egy szubsztratkdtd modul (CBM)
segiti eld. Az enzim miikodéséhez Ca®" és Cl ionokra van sziikkség. A Ca®" negativ toltésii
aminosavakkal alakit ki kolcsonhatast, ami az enzim strukturajat stabilizalja [78], mig a Cl” az
enzimet allosztérikusan képes aktivalni [79]. A klorid ion mas egyértékii anionnal is
helyettesithetd, amivel az enzimaktivitas tobbszorosére emelhetd, azid ion alkalmazasanal akar

OtszOros aktivitas novekedés is elérhetd rovid kromogén szubsztrat alkalmazasa esetén [80].

A hasitas soran a katalitikus helyen 1évé Asp és Glu aminosavak nukleofilként és proton
donorként viselkednek. A reakci6 eredményeként keletkezd termékek megtartjdk anomer
konfiguraciojukat, vagyis az enzim retencidos mechanizmus szerint miikodik (11. abra). Az
enzim nevében 1évo ,,alfa” jelolés nem a hasitott kotésre, hanem a reakcidé eredményeként

crer

torténik (endo-enzim), a hasitas eredményeként redukalo oligoszacharidok keletkeznek.
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11. abra: Az a-amildzoK retencios mechanizmusa [81]
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A dolgozatban taldlhaté mérések két eltérd eredetli a-amilaz enzimmel torténtek, emberi nyél
(HSA), és sertés hasnyalmirigy eredetli (PPA) a-amilazzal. Leggyakrabban ezt a két enzimet
alkalmazzak az emlds a-amilazok modell enzimeként, mivel konnyen €s olcson beszerezhetdk,
illetve a human hasnyéalmirigy a-amildzzal 97 % illetve 91 % aminosav homol6giat mutatnak
(blastp [82]). Az emberi szervezetben a két jol ismert mirigy (nyal- és hasnyalmirigy) mellett
tobb helyen is termelddik a-amilaz. Kis mennyiségben megtaldlhaté a majban, belekben,
méhben, herékben és a vazizmokban is [83]. A majban termel6dé a-amilazt ugyanaz a gén
kodolja, mint a nyal a-amilazt, azonban a termelddését két eltérd erdsségli promoter aktivalja
[84]. A majban termelédé a-amildz nagy affinitassal koti a glikogént, a termelédésében

bekdvetkezd valtozas az elhizas és cukorbetegség korai markereként alkalmazhato [2].

2.4.1.1. a-Amilaz aktivitas mérésére alkalmazott rendszerek

Az a-amilazok az egyik legjobban vizsgalt enzim csoport, hiszen nemcsak orvosi, de ipari
(élelmiszer-, bio lizemanyag-, textil, papiripar) szempontbol is jelentések [85-86]. Az emlds
amilazok alhely szerkezetének részletes vizsgalata kutatocsoportunkban is az enzim
gyogyaszati jelentdsége miatt indult [85]. Emellett, az utdébbi években idegrendszeri ¢és
pszichologiai kutatasokban is mérik a HSA aktivitds valtozéasait, mivel a szimpatikus
idegrendszer miikodésének konnyen vizsgalhaté markere, amibdl kiilonféle stresszfaktorok
hatésai és az ezzel 6sszefliggd idegrendszeri folyamatok jol vizsgalhatoak [87].

A szertedgaz6 alkalmazasi teriiletek miatt fontos, hogy az enzimaktivitas mérésére hasznalt
modszer pontos és megfelelden robusztus legyen, azonban az alkalmazott mddszerek sok
esetben nem alkalmasak arra, hogy egy rosszul jellemzett rendszeren megbizhatd eredményt
szolgaltassanak, illetve nem modellezik megfeleléen az enzim in vivo koriilményeit [88]. Az
irodalomban megtalalhatd modszerek és a kinetikai vizsgalatoknal alkalmazott szubsztratok
nagy valtozatossdgot mutatnak. A szubsztratok kozott megtaldlhaté az enzim természetes
szubsztratja a keményité [89], a modositott keményitd [90], a kiilonb6z6 hosszisagn
maltooligomerek [91] és ezek kromogén- vagy fluoreszcens csoportokat [92] tartalmazo
szarmazékai. Utobbi csoportba tartozik a klinikai tesztekben hasznalt 2-klor-4-nitrofenil-4-O-
a-D-galaktopiranozil-maltozid (GalG.-CNP) [93], a 2-klér-4-nitrofenil-maltotriozid [94] és
maltoheptadz szarmazékok [95] is. Fluoreszcens csoportot tartalmazd szubsztratot a
kutatocsoport munkatarsai is allitottak eld, mutans amilaz katalizalta transzglikozilezéssel [92].
Az alkalmazott mérési modszer, gyorsasaga és egyszerlisége miatt, altalaban valamilyen
kolorimetrias teszt. Keményité szubsztrat esetében Lugol [89], kék keményité [96] vagy

redukalo cukor teszteket hasznalnak. Ezek koziil is a leggyakoribb a 3,5-dinitroszalicilsav teszt

31



(DNS) [97], ami jol mérhetd, de nem szdchiometrikusan keletkezd szines terméket produkal.
Diagnosztikaban a kromogén szubsztratok alkalmazasa terjedt el, ahol az enzimreakci6 soran
felszabadul6 szines kromofor csoportok altal kivaltott szinvaltozast mérik spektrofotometriasan
[98]. Korabban kapcsolt enzim reakciokat hasznaltak a keletkezé termék detektalasara, ilyen
volt példaul az oxidaz-peroxidaz rendszer, ahol a gliikdz oxidacidja soran keletkezd hidrogén-
peroxidot mutattak ki [99]. Olyan szubsztrat alkalmazasakor, amikor a redukal6 végéhez, az
enzim szamara nem hasithato B-glikozidos kotéssel kapcesolddik a kromofor csoport, az a-
amilaz katalizalta reakcido HPLC modszerrel is kovetheto, a keletkezo termékek elvalasztasaval
¢s aranyaikban bekdvetkezo valtozasok id6fiiggd meghatarozasaval. Ez a kutatocsoportunkban
kidolgozott modszer alkalmas az enzim aktiv hely szerkezetének és a hasitasi tulajdonsagainak
a meghatarozasara is [100]. Tovabbi alternativ modszerként Farias [101] agar diffuzios
modszert hasznalt aktivitasmérésre, mely soran a keményitobdl keletkezd rovidebb oligomerek
ki tudnak diffundalni az agardz gélbdl, annak mérhetd feltisztulasat okozva. Talalhatunk
kalorimetrias példat is a-amilazok kinetikai vizsgalatara, D’ Amico és munkatarsai pszikrofil a-
amilazok kinetikdjat vizsgaltak, mely soran tobbek kozott egyszeres €s tobbszords injektalasi

modszereket is hasznaltak [102].

2.4.1.2. Az a-amilazok inhibitorai (természetes és szintetikus)

A szajon at adhato diabétesz elleni szerek egyik csoportjat az enzim inhibitorok alkotjak,
melyek gatld hatdsuk révén lassitjak a gliikkoz felszivodasat és csokkentik a posztprandialis
gliikoz szint emelkedését [103]. Jelenleg harom a-glikozidaz (EC 3.2.1.20) gatld hatbanyag van
kereskedelmi forgalomban, ezek koziil hazankban az akarboz érheté el, ami az o-amilaz
enzimnek is inhibitora. Az akarboz egy mikrobialis eredetli oligoszacharid szarmazék (12.
abra), mely atmeneti allapot analogként az emésztdrendszerben eléforduld poliszacharidbontd
enzimeket gatolja. A gatlasi hatékonysag tekintetében az a-gliikkoziddz > a-amiladz > szacharaz
> maltdz > izomaltaz sorrend figyelheté meg, mig a laktdz és trehaldz enzim esetében nincs

mérhet6 gatlo hatasa [103].
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12. abra: Az akarboz szerkezete [104]
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Az enzimaktivitds csokkenése miatt emésztetlen oligoszacharidok jutnak a vékonybél alsobb
lassitja a gyomor Kkiiirlilését €s szabalyozza a normdl vércukorszint fenntartasaért felelds
gliikagon ¢és inzulin termelését, ezéltal az akarbdz terdpia hosszu tavu hatdsa tilmutat az
enzimgatlas altal kivaltott rovidtava hatason [105]. Azonban az enzimgatlason alapuld
gyogyszerek hatékony mitkddése miatt a bélrendszer késObbi szakaszaiba nagy mennyiségben
keriilnek részlegesen emésztett szénhidratok, és ez gyakran kedvezdtlen bélrendszeri
mellékhatasok (puffadas, hasmenés) kialakulasahoz vezet [106].

A cukorbetegség és elhizas, valamint az ezekhez kapcsolddd metabolikus szindroma rohamos
terjedése miatt az elmult évtizedekben jelentds figyelmet kapott az 0j a-amilaz és a-glikozidaz
inhibitorok keresése. Mivel a gatolni kivant enzimek az emésztérendszerben miikddnek, a
gatloszerek ¢€lelmiszerekkel vald bejuttatdsa az alkalmazéds egyik lehetdsége. Egy 2012-es
Osszefoglald szerint [107] koriilbeliil 800 novényfajrol irtak le, hogy rendelkezik kisebb-
nagyobb antidiabetikus hatdssal és ez a szam azoéta is emelkedik. A legtobb ndvény esetében
még nem vizsgaltdk, mi az antidiabetikus hatds mechanizmusa. A vizsgélt novényi kivonatok
jelentés része oldoszeres extrakcioval késziilt, ami leggyakrabban alkoholos [108, 109],
kloroformos [110] vagy hexanos [111] kivonast jelent. Ezekkel a modszerekkel az apolaros és
enyhén polaros komponensek vonhatéak ki, amelyek jellegzetes és gyakran vizsgalt képviseldi
a kiilonbozd ndvényi szinanyagok és szekunder metabolitok. A fenolos vegyiiletek, ezen beliil
is a flavonoidok, az egyik legtobbszor vizsgalt vegyiiletcsalad, ami bizonyitott a-amilaz gatld
hatassal rendelkezik. A flavonoidok véza (13. abra) két aromas gyliriibdl és egy oxigén tartalmu
heterociklusbol all és szamos bioldgiailag aktiv vegyiilet alapjat képezi [107]. Lo Piparo és
munkatarsai [112] vizsgaltak a HSA enzim és a flavonoidok ko6zott kialakuld kolcsonhatast, a
gatlo hatés hatterének megallapitasa érdekében. Azt talaltak, hogy részben a B gyliriin talalhato
hidroxil-csoportok szama hatarozza meg a gatlasi hatékonysagot, az enzim aktiv helye és az
OH-csoportok kozott kialakuld hidrogénkotések miatt, részben az aktiv hely aromas

aminosavai ¢s az aromas gytiriik k6zott kialakulo kdlesonhatasok.

13. dbra: A flavonoidok dltalanos szerkezete [113]
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A polifenolok masik, a-amilaz gatlas szempontjabol jelentds csoportjat a tanninok alkotjak. A
tannin gylijtonév a ndvényvilagban sok helyen megtalalhato, heterogén vegyiiletcsoportra utal,
melynek két 6 tipusat a hidrolizalhat6 és kondenzalt tanninok alkotjak. El6bbi csoport (gallo-
¢s ellagitanninok) egy kdzponti poliolbol és a hozza kapcsoldodo galluszsav egységekbdl, mig
utdbbi katechinhez kapcsoldédd proantocianidin oligomerekbdl épiil fel. A tanninok altaldnos
enzim gatloszernek tekinthetdek, hatdsmechanizmusuk valdsziniisithetden erds fehérjekotd
képességiikkel magyarazhatd, ami akar fehérje denaturacidhoz és oldhatatlan fehérje-tannin
aggregatumok kialakulasahoz is vezethet [114].

A poléaros komponensek kivonasahoz vizes (pufferes) [115] vagy vizes alkoholos extrakciot
[116] hasznalnak. Ezekben az esetekben a kivonatok foként kiilonféle glikozidokat, szerves
savakat és szarmazékait és fehérje természetii anyagokat tartalmaznak [117].

De nemcsak ndvényi kivonatok enzimgétld tulajdonsagait vizsgaltdk, hanem olyan anyagokét
is, amik a hétkoznapi életben az emberi szajba vagy emésztérendszerbe juthatnak. Ennek
példaja a dohanyfiist komponenseinek igazolt HSA aktivitast csokkentd hatdsa. Kimutattak,
hogy a dohanyfiistben 1évo telitett és telitetlen aldehidek is képesek csokkenteni az
enzimaktivitast, a nyalban 1évé fehérjék tiol csoportjaival valo reakcidjuk révén [118]. Emellett
szintetikus kismolekuldkat is terveztek ¢&s vizsgaltak inhibitorként, melyek kozott
megtalalhatoak szintetikus oligopeptidek [119], szénhidrat szarmazékok [120] és
heterociklusos vegyiiletek is [121].

2.4.1.3. Uj o-amilaz inhibitorok keresése in silico médszerekkel

A szerkezetvizsgdlo moddszerek fejlddésének eredményeként egyre pontosabb fehérje
szerkezetek kerlilnek fel az online adatbazisokba (pl.: PDB). Ezzel parhuzamosan olyan
modellezd szoftverek is elérhetévé valtak, amik lehetdvé teszik a potencidlis inhibitor
molekulak kotddésének szamitdgépes modellezését. Ez gyorsitja és koltséghatékonyabba teheti
a szerkezet-alapi gyogyszertervezést és a jeldlt vegyiiletek gyors tesztelését. Igy anélkiil
szlirhetéek ki a hatékony molekulak, hogy nagyszamu, sokszor koltséges in vitro mérést is el
kellene végezni. A dokkoléasi vizsgalatok célja kettds, egyrészt szerkezeti modellezést
végeznek, ezzel kisziirve azokat a komponenseket, melyek képesek az enzim aktiv helyére vagy
mas szabalyozo6 régidhoz kotddni, masrészt a kialakulo kdlesonhatasok alapjan megbecsiilik a
komponens varhatd bioldgiai aktivitasat. A szamitogépes modellezésnél szamos kiilonféle
algoritmus hasznalhato, melyek a fehérje és kismolekula szerkezete és flexibilitdsa mellett
altalaban a sztérikus tényezoket, elektrosztatikus, van der Waals és hidrogén kotéseket valamint

a Ka értéket veszik figyelembe és ezeknek megfeleléen vagy egy pontszamot vagy egy becsiilt
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kotodési energia (AG) értéket adnak eredményiil [122]. Az igy kapott eredmények azonban nem
minden esetben tiikrozik megfeleléen a komponensek in vitro és in vivo hatékonysagat, hiszen
a komponensek rossz oldékonysaga, az oldatbeli viszonyok és a matrix komponensei mind
megvaltoztathatjak a kotddést [123].

Az utébbi években megszaporodtak az olyan publikaciok, melyek szamitogépes dokkolasi
modszerekkel sziirik ki a Iehetséges inhibitor molekuldkat, melyek kozott tobb a-amildzzal és
a-gliikkozidazzal kapcsolatos tanulmanyt is talalhatunk. Jhoung [124] ismert inhibitorokat
modellezett human és bakterialis a-amilaz és a-gliikkoziddz enzimekhez, majd az itt kapott
pontszamokat hasznalta fel 47 novényi komponens gatld hatasanak becslésére. Hyun [125],
Mohapatra [126] és Rasouli [127] szintén névényi komponenseket tesztelt. A fenti négy cikk
mindegyikében fenolos vegyiiletek bizonyultak a legjobb gatlé komponenseknek, fliggetleniil
a kiindulasi novényfajtél. Siow egy Uj tobblépcsés folyamatot dolgozott ki, melyben
koménymag eredetli fehérje hidrolizatumdbdl azonositott, izolalt és tesztelt gatldo hatasu

oligopeptid szakaszokat [128].

2.4.2. Pektinaz

A pektin novények sejtfaldban el6fordulo, eldgazasokat tartalmazd heteropoliszacharid,
melynek vazat o(1,4) kotésekkel kapcsolodo galakturonsav egységek alkotjak. A ndvényekben
a pektin el6fordulhat a normal poligalakturonsav forman kiviil metilészter, vagy acetilezett
formaban is. Az acetil csoportok jelenléte és az elagazasok szama jelentésen befolyasolja a
pektinek gélesedési tulajdonsagait.

A pektindz megnevezés poligalakturonsav bontd enzimek dsszefoglald neve, mely tobb eltérd
hatdsmoddal miikodd enzimet foglal magaban. A 14. abran lathat6 a harom legfontosabb pektin
bontdé enzim a poligalakturondz (EC 3.2.1.15), a pektin-lidz (EC 4.2.2.10) és a pektin
metilészteraz (EC 3.1.1.11) [129], melyek k6zo6tt endo- és exo hatasmodu, savas és bazikus
pektindzokat is talalhatunk.

A funkciondlis valtozatossag ellenére, az enzimek szerkezete nagyfoku hasonlésagot mutat, az
enzim egy hurkokkal 6sszekotott paralell B-reddkbdl felépiild henger alaki doménbdl all,

melynek oldalan talalhat6 a szubsztratk6té hely [130].
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14. abra: A pektin enzimatikus lebontdasanak harom fo tipusa
a: poligalakturondz (PG) és polimetilgalakturondz(PMG), b: pektin metilészterdz (PE), c:
pektin liaz(PL) és pektat liaz (PGL) altal katalizalt reakcio sémaja [131]

A pektin oldhat6, de az emberek szaméra emészthetetlen élelmi rostok kozé tartozik, melynek
nagy vizmegkoto képessége sziikséges a megfeleld bélmiikodéshez. Ez a vizmegkotd képesség
ipari szempontbol hatranyt jelent, mivel a z6ldségek €s gylimolcsok levének kinyerését gatolja.
Emiatt a pektinbontdé enzimek f6 felhasznalasi teriilete az ¢€lelmiszeripar, ahol mikrobialis
eredetli, tobbféle aktivitdssal rendelkezd enzimkészitményeket hasznalnak a ndvényi
alapanyagok eldkezelésére [132]. A pektindz enzimek miikodésének vizsgalata a vizben
oldhatatlan, gélesedd szubsztrat, a tobbféle lehetséges enzimaktivitds €s a reakcid6 nyomon
kovetésének nehézségei miatt nem trivialis feladat. Ipari kortilmények kozott nem a hattérben
miikodé folyamat pontos leirasa, hanem a bontds hatékonysaganak a novelése és a folyamat
monitorozasa az elsddleges cél. A folyamatot altalaban a pektin tartalm(i minta viszkozitas
csokkenésének mérésével [133], vagy a folyamat soran keletkezé redukald szénhidratok

kimutatasaval (pl. DNS modszer) kovetik [134].

2.4.3. Cellulaz

A cellul6z a ndvényi sejtfalat felépitd, oldhatatlan, linearis poliszacharid, melyben a gliik6z
egységek B(1,4) glikozidos kotéssel kapcsolodnak egymashoz. Mivel a sejtfal egyik f6
felépitdje, a celluloz a Foldon legnagyobb mennyiségben eléforduld poliszacharid, ezzel a
keletkez6 biomassza és az ipari folyamatok soran keletkezé novényi hulladékok legnagyobb

aranyu alkotdja. A cellul6z lebontasat végzd enzimrendszer (15. dbra) egyik legfontosabb tagja
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a cellulaz (EC 3.2.1.4) enzim, ami a poliszacharid lancon beliil a glikozidos kdtéseket
hidrolizalja. Az enzimcsalad tobb kiilonb6z6 endo- és exo hatasmoda enzimet foglal magéaban,
utobbiak kozott redukald és nem redukald végi specificitast mutatdak is talalhatdak, melyek

szinergisztikusan egyiitt miikodve jarulnak hozza a celluloz gyors lebontasahoz [135].

EGS CBH7 CBHé6 BGL3 CEL6I

15. dbra: Cellulolitikus enzimek szinergisztikus miikodése [135]
EG: 3(1,4)endogliikanaz, CBH: cellobiohidrolaz, BGL.3-gliikozidaz, CEL: celluloz monooxigendz

A cellulaz enzim aktivitdsdnak vizsgalatanal is a pektinaz aktivitdsmérésénél leirthoz hasonld
problémak meriilnek fel. A szubsztrat oldhatatlan, és eltér6 méretii polimerek keveréke,
valamint a folyamat nyomon kovetése csak specidlis modszerekkel lehetséges. A cellulaz
esetében is elterjedten alkalmazzak a redukald cukor meghatarozasi modszereket, mint a DNS
vagy a Somogyi-Nelson modszer (SN), de a turbiditas mérésén alapuld modszert is leirtak
[136]. Azonban a redukald cukor meghatarozasi eljarasoknak és koztiikk a DNS modszernek is
megvannak a korlatai, amit a cellulaz enzimmel kapcsolatban irtak le Gusakov €s munkatarsai
[137]. Négyféle B-glikozidos kotésekre specifikus szénhidratbontd enzim vizsgalatakor
megfigyelték, hogy az eredmények, amiket DNS és SN modszerekkel kaptak akar tizszeres
kiilonbségeket is mutattak, ezzel felhivtdk a figyelmet az irodalomban ilyen modszerekkel
meghatarozott értékek bizonytalansdgara. Ezek az aktivitasmérési modszerek nem tesznek
kiilonbséget a kiilonboz6 hatdsmoda enzimek kézott, hiszen vagy a hidrolizis soran keletkezd
uj glikozidos hidroxil csoportokat, vagy a szubsztrat rovidiilésébdl eredd oldékonysag

novekedést detektaljak.
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3. Célkituzések

Az ITC modszer két f6 felhasznaldsi teriilete a kotddési paraméterek meghatarozasa és
enzimkinetikai vizsgalatok végzése.

Els6dleges célunk volt egy enzim vizsgalatokra univerzalisan alkalmazhato ITC alapa modszer
kidolgozasa. Az irodalomban talalhaté egyszeres ¢és tobbszOrds injektalasi modszerek
hianyossagait kikiiszobolve, a pozitiv tulajdonsagok kombinalasaval kinetikai és gatlasi
vizsgalatokhoz gazdasagosan alkalmazhat6 eljaras leirasat terveztiik. Modellként egy jol ismert
reakciot, a human-nyal a-amilaz katalizalta hidrolizis reakciot valasztottuk. Az ITC modszer
robosztussaganak tesztelésére olyan méréseket is terveztiink, ami mas modszerekkel nehezen
vagy egyaltalan nem kivitelezhetéek, példaul a kiilonféle maltooligoszacharidok hidrolizisének
kovetése és a reakcid fo kinetikai paramétereinek meghatdrozésa. Egy kromofor csoportot
tartalmazé maltooligomer sorozat segitségével célom volt vizsgdlni az aromds kromofor
csoportok befolyasold hatasat az enzim reakcidra. A pektin €s celluldoz lebontds soran egy
gomba eredetll illetve egy iparban alkalmazott enzim elegy (Pektinex Ultra AFP) segitségével
kivantam bemutatni a moddszer alkalmazhatésagit erdsen viszkozus szubsztrat, és tobb
enzimaktivitas egyiittes miikodése esetén.

Gatlasi vizsgalataink célja a népi gyogyaszatban cukorbetegség kezelésére javasolt novények
vizes kivonatainak a HSA katalizalta hidrolizis reakciora kifejtett gatlé hatdsanak tesztelése.
Emellett, ezeken a méréseken keresztiil annak a kérdésnek az eldontése, hogy lehetséges-e egy
sokkomponensii minta gatld hatdsanak vizsgalata ITC modszerrel. A HSA gatlasi vizsgalatok
kiterjesztéseként, apolaris, nem szénhidrat alapu szintetikus vegyiiletek tesztelését is terveztiik,
németorszagi partnereink altal szamitégépes modellezéssel kivalasztott, vizben rosszul,
DMSO-ban azonban jol oldodé vegyiiletekkel.

Az ITC moddszer altal nyuajtott lehetdségeket kihasznalva tobbféle kotodési vizsgalatot is
terveztiink antigén-antitest illetve ciklodextrin komplexek felhasznalasaval.

Munkdmmal célom volt, hogy a mddszert és alkalmazési lehetdségeit megismertessem a
szlikebb és tagabb kutatéi kdrnyezetemmel, hogy a jovében hatékonyan tudjdk alkalmazni

kiilonb6z6 biologiai és kémiai feladatok megoldéasa soran.
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4. Vizsgalati eredmények és értékelésiik

4.1. Molekularis interakciok vizsgalata izoterm titracios kalorimetriaval

41.1. Human szérum albumin és egy albumin specifikus monoklonaris antitest
kotodésének vizsgalata

Az albumin a vérben legnagyobb mennyiségben talalhato fehérje, proteomikai vizsgéalatokhoz
gyakran sziikséges, szelektiv eltavolitasanak egyik Ilehetséges modszere az affinités
kromatografia. Vizsgalataim soran egy humén szérum albuminra specifikus monoklonaris
antitest albumink6td tulajdonsagait hatdroztam meg. Az antigén-antitest kotodés
tanulmanyozasdhoz harom eltér6 elven mikodé moddszert alkalmaztunk és a kapott
eredményeket 0sszevetettiik. A kapillaris zona elektroforézissel a kotddés sztdichiometriajat,
mig az affinitas kapillaris elektroforézissel a kotédés erdsségét tudtuk meghatarozni. A mérések
soran az emberi vérre jellemz6 koriilményeket valasztottunk. Ennek megfeleléen a pH értékét
50 mM foszfat pufferrel pH 7,4-re, mig a hdmérsékletet 37 °C-ra allitottuk be. Az ionerdsség
az emberi vérnél alacsonyabb volt, ez kedvez az antigén-antitest kdlcsonhatés kialakulasanak
[138]. Az ITC mérés f6 limitalod tényezdje a kdlcsonhatas soran kialakuld hdvaltozas viszonylag
1év0, limitaltan rendelkezésre 4116 antitestet (8 uM).

A 16. dbran az ITC mérések soran kapott izoterma és ennek kiértékelése lathatd. Az izoterma
kis effektusokat mértiink, a modszer érzékenységének also hatarait feszegetve. Az izoterman
két jol elkiilonithetd rész figyelheté meg. A mérés elsé szakaszaban negativ eldjelii csucsok
a csucsok mérete folyamatosan csokken, amig eldjel valtds kovetkezik be. Ez a mintazat
altalanosan eléfordul tobb kotéhelyes reakciok esetében [139], ami a kiértékelés soran be is
igazolodott. A csucsok integralasa és a megfeleld korrekciok utan a kapott pontokra
szekvencialis két kotéhelyes modellel tudtunk gorbét illeszteni. Az ilyen tipust kotddések soran
1:2 sztdoichiometria alakul ki, ez jelen esetben azt jelenti, hogy egy antitest két albumint kot

meg, azonban a kotddés sorrendje nem véletlenszerti.
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16. ébra: A human szérum albumin és az albumin specifikus monoklonaris antitest kétodesi
izotermdja és kiértékelése
Ez a sorrendiség latszik a két kotohely esetében szamitott Kp értékeken is (1. tdblazat), mivel a
masodik kotéhelynél a kotddés egy nagysagrenddel gyengébb, mint az elsé kdtdhely esetében.
Ez azt jelenti, hogy a masodik kotOhelyre nagy valoszinliséggel csak akkor fog bekotddni az
antigén, ha a szabad els6 kotéhely koncentracidja kelléen lecsokken. A  kapillaris
elektroforézissel kapott adatok jo egyezést mutatnak az ITC-vel meghatarozott értékekkel,
ahogyan az az 1. tablazatban is lathato.

1. tablazat: A human szérum albumin és a human szérum albumin specifikus monoklonaris
antitest kotodési paraméterei

ACE CZE ITC
8 -8
Ko 44510 M 2,74x10 M
-7 -7
Ky 1,08x10 M 1,04x10 M
n 1:2 1:2

A modszerek tekintetében, azonban fontos megjegyezni, hogy kapillaris elektroforézissel két

modszerrel elvégzett tobb mérés sziikséges, hogy meghatarozzuk a fenti paramétereket, mig az
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ITC-vel viszonylag rovid optimalizalds utdn ezek egy méréssel (+ kontroll mérések)
meghatarozhatéak. Az ITC tovabbi elénye, hogy a kotddés termodinamikai paramétereibdl a

kialakulo kolcsonhatasra is kovetkezetni tudunk.
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17. dabra: A vizsgalt antigén-antitest kotédés 1TC-vel meghatdrozott termodinamikai
paraméterei. A: az elso kotohely adatai B: a masodik kotéhely adatai

A 17. dbran abrazolt termodinamikai paraméterek is mutatjak, hogy az els6 koétdhely ligandum
kotése exoterm, mig a masodik endoterm folyamat, ami az izoterma eldjelvaltasan is lathato. A
-TAS értéke is mutatja, hogy az elsé kotdhelyhez nagyobb affinitassal kotddik az antigén, mivel
nagyobb mértékben csokken a rendszer rendezetlensége. A hdrom paraméter egymashoz
viszonyitott értéke alapjan az elsé kotddésben hidrogén kotések €s hidrofob interakcidk is
szerepet jatszanak, mig a masodik kotohely esetében elsGsorban utdbbiak jatszanak szerepet. A

AS pozitiv értéke a kotddés soran felszabadulo felszini vizmolekuldkra utal.

4.1.2. Kationos y-ciklodextrin és a Fondaparinux kolcsonhatasanak vizsgalata

A véralvadasgatloként alkalmazott fondaparinux (FP) egy szintetikus heparin analog vegyiilet
(18. abra), aminek Osszetétele és szekvenciaja nagyon hasonl6 a természetes heparinhoz, annyi
kiilonbséggel, hogy ez 5 monomerbdl all, metil aglikonnal [140]. Fizioldgias koriilmények
kozott, az amid szulfat csoportok deprotonalddnak, igy a molekula negativ toltésti (pKa ~2.3-
3.3). A szervezetbdl valo szelektiv eltavolitasara probaltuk ki a kationos ciklodextrinnel valod
komplexaldst. Méréseim soran vizsgaltam, hogy egy kationos amin funkcids csoportokat
tartalmazd y-ciklodextrin (yCD"') képes-e¢ fiziologids koriilmények kozott megkdtni a
fondaparinuxot, és ez az erdsség elegendd-e ahhoz, hogy a molekula a Xa faktor helyett a

ciklodextrinhez kotodjon.
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18. abra: A fondaparinux szerkezete [141]

A vizsgalt ciklodextrin szarmaz¢k pontos jellemzoéit szabadalmi okokbol nem tilintethetem fel.
A molekulan talalhatd pozitivan toltott csoportok szdma nem egységes, az eldallitds soran
kiilonb6z6 termékek keletkeznek. A vizsgalatokhoz hasznalt yCD* és az ugyanilyen funkcios
csoportokkal szubsztitudlt maltooktadz (Gg*) atlagos molekulatomege MALDI és NMR
vizsgalatok alapjan 1700 g/mol. A mérések soran a yCD* mellett, a nyiltlanci Gs* molekulaval
és kontrollként hagyomanyos y-ciklodextrinnel (yCD) is elvégeztem a kisérleteket. A mérések
els0 szakasza desztillalt vizben tortént, semleges pH-n, hogy a rendszerben 1év6 ionok ne
zavarjak a kialakuld elektrosztatikus kolcsonhatdsokat. A mérések eredményei a 19. abran
lathatoak.

A két izotermabdl lathato, hogy a kotddés, mind a yCD* ciklodextrin, mind a Gs* esetében
exoterm folyamat. Az integralas soran kapott pontokra illesztett gérbe nem a szabalyos
szigmoid format mutatja, ennek az oka, hogy kisebb injektalt térfogatok vagy higabb oldat
kellett volna ahhoz, hogy a gorbe elso részét is lassuk, azonban ebben az esetben vagy a kapott
héeffektusok nem voltak mérhetdek, vagy nem sikeriilt elérni a telitéshez sziikséges vagy azt
kozelitd oligoszacharid koncentracidt a mérdcellaban. A gorbét egy kotéhelyes modellel tudtam
illeszteni. A kapott eredmények alapjan a reakcid széichiometriaja mindkét esetben 1:1, az ett6l
vald kismértékli eltérés legfobb oka az atlagos molekulatomegbdl szamolt koncentracid

bizonytalansaga.
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19. dbra: A yCD" és FP, a Gg* és FP illetve a hagyomdnyos yCD és FP kotédési
izotermdja és kiértékelése
A yCD esetében nem volt mérhetd kdlcsonhatés a fondaparinuxxal, még igen nagy 100 mM y-
ciklodextrin koncentracié esetén sem. Abbdl, hogy Gs* maltooktadz a fondaparinuxot a yCD*-
nél hasznalt aranynal (~1:5) nagyobb arany esetében (~1:7) sem tudta teliteni, kdvetkeztetni
lehet a gyengébb kotddésre. Ezt mutatjak a kapott eredmények is, melyeket a 2. tablazatban
foglaltam Ossze.

2. tablazat: A fondaparinux és a kationos oligoszacharidok disszociacios allandodja és a
kotodesi termodinamikai paraméterei

FP+yCD* FP+Gg* FP+yCD
Ko (mM) 0,125 3.57
AH(cal/mél) -1686 -4422
Nem mérheto
-TAS (cal/mol) -3844 948
AG (cal/mél) -5530 -3473

A fenti eredményekbdl azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy dnmagaban a ciklodextrin nem,
vagy csak nagyon kis affinitassal képes megkotni a fondaparinuxot, vagyis a felszini polaros és
a belsd apolaros feliilet oGnmagaban nem elegendé a mérhetd kolesonhatas kialakuldsdhoz. A
nyiltldncu kationos forma esetében mar mérhetd a kialakuld kolcsonhatés, de ez viszonylag
gyenge. Ennek kovetkeztében a kiértékelés soran a gérbe csak manudlisan volt illeszthetd, ami

noveli az eredmények bizonytalansagat. Az igy kapott Kp érték egy nagysagrenddel elmarad a
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gyliris formanal mért értéktdl. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy dnmagiban sem a
gylriis forma sem a t61tott csoportok nem elegendéek egy erdsebb kolcsonhatas kialakitasahoz,
a kettd egylittesen jatszik szerepet a kotédésben. A yCD* esetében a disszocidcios allandora
kapott 125 uM érték jol mérhetd, azonban jelentdsen elmarad a fondaparinux Xa faktorhoz valo
kotodésének erdsségétol (Kp = 32 nM) [142]. Ez azt jelenti, hogy habar a kolcsonhatas egy

izolalt rendszerben ki tud alakulni, a vérben ahol a Xa faktor is jelen van, ennek val6sziniisége

nagyon Kicsi.
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20. dbra: A FP kotddésének termodinamikai paraméterei A) yCD* és B) Gg* esetén

A kapott termodinamikai adatokbol (20. abra) is kovetkeztetni tudunk a kotodés hatterében 1évo
kolcsonhatasok tipusara. A kapott termodinamikai paraméterek alapjan a kotédés a yCD*
esetében egyiittesen entalpia és entropia vezérelt exoterm folyamat, melyben részben hidrofob
kolcsonhatasok részben ionos kdlcsonhatasok €s deszolvatacio jatszik szerepet. A nyilt lanca
formanal entalpia vezérelt a folyamat, vagyis az ionos kdlcsonhatasok dominalnak, ami érthetd,
hiszen hidnyzik a ciklodextrinnél meglévd apolaris lireg.

Mivel a kolcsonhatas kialakuldsa soran az elektrosztatikus kolcsonhatds hozzajarulasa a
legnagyobb, vizsgaltam a kotddést nagyobb ionerdsség alkalmazasaval is. Ebben az esetben a
vizsgalt komponenseket fiziologids sodoldatban oldottam fel. Ebben a rendszerben is
megismételtem a fentiekben legjobbnak talalt yCD* - FP kotédési vizsgalatot, azonban nem
sikeriilt mérhetd kolcsonhatdst kimutatni. Ez valdsziniileg abbol adodik, hogy a rendszerben
1év6 klorid ionok lekotik a yYCD™ pozitiv toltéseit, enélkiil pedig, ahogyan a hagyomanyos yCD
esetében lattuk nem alakul ki mérhetd erdsségli kolcsonhatas. Az eredmények azt mutatjak,
hogy a fondaparinux eltdvolitisa a vérbdl ezzel a megkozelitéssel nem lehetséges. Habar az
elektrosztatikus kolcsOnhatds erdsségét mas pozitivan toltott csoportok alkalmazasaval
valoszintileg lehetne fokozni, a vérben 1évd ionok varhatéan ekkor is jelentdsen csokkentenék

a kotés erdsségét, ami nem tenné lehetévé a fondaparinux eltavolitasat Xa faktor jelenlétében.
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4.2. Enzimkinetikai vizsgalatok izoterm titracios kalorimetriaval

4.2.1. A kidolgozott médszer jellemzdi és dsszevetése korabbi ITC-alapu technikakkal
Az altalunk hasznalt modszer alapelvét D’ Amico 2004-es pszikrofil a-amilazok vizsgélatarol
sz0106 cikkében [102] mar leirta, azonban a modszer részleteirdl, teljesitoképességérol és egyéb
vizsgélatokban valo alkalmazhatdsdgarol nem taldltunk hivatkozast. Ebbdl adodoan tgy
gondoltuk, hogy a modszer pontosabb korbejarasa €s leirasa, illetve az alkalmazasi teriiletek
kibdvitése egy hatékony, jol alkalmazhatdé modszert eredményez.

A mérések sordn az enzim oldata talalhaté az injektorban, amibdl egy alkalommal kis térfogatot
injektalunk a szubsztrat oldatat tartalmazé mérdcellaba, majd mérjiik a reakcié eredményeként
detektalhatd legnagyobb hdvaltozas értékét (21. abra). Ezt, az injektalas utan bekodvetkezo
maximalis hdvaltozds (teljesitmény valtozas) értéket tekintjiik az adott szubsztrat
koncentracidhoz tartozé reakcidsebességnek. Szigorian véve ez csak a reakcidsebességgel
aranyos mennyiség, de egy adott kisérleti Gsszeallitasban az aranyossagi tényezé (AH x V)
allando. Az ITC moddszer kiilonlegessége, hogy kozvetleniil tudunk sebességet detektalni,
hiszen az y-tengelyen sebesség van abrazolva, pcal/s vagy pJ/s dimenzidban, beallitastol

fliggden. EbbAl kovetkezden a 10. Osszefiiggés felhasznalasaval, kozvetleniil a reakciosebesség

értékéhez jutunk.
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21. abra: A reakciosebesség meghatarozasara alkalmazott ITC modszer termogramja,
kiértékelése és Km meghatarozasa. A belsé képen a HSA katalizalta maltoheptaoz hidrolizis

soran kapott pontokra illesztett Michaelis gorbe lathato
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A 21. dbréan egy HSA katalizalta hidrolizis reakci6 tipikus termogramja lathatd, amit 6 mM
maltoheptadz koncentraci6 alkalmazasaval kaptunk. A mérés elején 60 masodperes
késleltetéssel torténik meg az injektalas, ami azért sziikséges, hogy amennyiben valamilyen
eltérést, bizonytalansagot vagy jelentds elmozdulast tapasztalunk az alapvonalban, a mérés még
az enzim injektalasa elott ledllithatd. A termogrambol lathaté, hogy a glikozidos kotés
hidrolizise exoterm folyamat. Az injektalas utan kialakulé éallandé teljesitmény az a ,,steady
state” allapot, amikor az enzim-szubsztrat komplex koncentracidja allando. Az id6
elorehaladtaval ez az érték csokkenni kezd, ami a szubsztrat fogyadsanak illetve bizonyos
esetekben a felhalmoz6do termékek gatld hatasanak tudhatoé be.

A moddszer szamos eloényds tulajdonsaggal rendelkezik az éltaldnosan alkalmazott egy- és
tobbszords titralasi modszerekhez képest. Ez a modszer a két klasszikus modszer
kombinéciojanak tekinthetd, mivel a két mdodszer eldnyds tulajdonsagait 6tvozi. Az alkalmazas
soran egy titralas torténik, ami az egyszeres injektalasi modszerekbdl jol ismert, viszont az
injektalt térfogat a tobbszoros titralasi modszerekre jellemzé modon csupan 1-2 pl. A mérés a
fenti két modszerrel ellentétben nem tesz lehetévé folyamatos mérést, hanem szakaszosan
hatarozhatdak meg a sebesség adatok. Ez az adott rendszernek megfeleld modszer kidolgozasa
szempontjabol is kedvez0, hiszen az optimalizalas viszonylag gyorsan elvégezhetd és a tobbi
modszerrel szemben, nem kell a teljes, altaldban hosszadalmas mérést megismételni 1-1
paraméter valtoztatdsakor, csupan egy mérést, ami a mddszert igen koltség- és 1d6 hatékonnya
teszi. Emellett, mivel a kiértékelés alapjaul szolgalod adatpontok egymastol fliggetleniil mért
értékek, barmikor, barmelyik mérés megismételhetd néhany perc alatt, illetve akar plusz mért
pontok is beilleszthetdek a pontosabb kiértékelés érdekében.

A modszer egyik fontos eldnye a gyorsasdg. Az egy injektalas és az a tény, hogy nem kell
megvarnunk a szubsztrat teljes hidrolizisét, azt eredményezi, hogy a moddszerrel jelentdsen
gyorsabban lehet meghatarozni a {6 kinetikai paramétereket. Utobbi tényezd azért is 1ényeges,
mert a hagyomanyos egy injektaldsos modszernél fontos a szubsztrat és enzim ardnyanak
megfeleld beallitasa annak érdekében, hogy egy teljes, értékelhetd kinetikai gorbét kapjunk, ez
pedig hosszabb optimalizalassal jarhat, nem beszélve a hosszi mérési idordl, ami nagy
szubsztrat koncentracio esetén a teljes hidrolizishez sziikséges. Az egyszeres injektalas masik
problémaja, hogy csak alacsony vmax/Km értékli reakcioknal hasznalhatd, ahol az enzim
konnyebben telithetd, akar egy alacsonyabb szubsztrat koncentracio alkalmazasaval. Ellenkezd
esetben el6fordulhat, hogy egy rossz oldékonysaggal rendelkezd szubsztrat esetében nem

tudjuk elérni a kivant (10*Kwm) koncentraciot.
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A modszeriink alkalmazasakor az éltaldnos elrendezés, hogy a szubsztrat oldata illetve a
szubsztrat ¢s inhibitor keveréke taldlhaté a mérdcellaban. Ezzel az elrendezéssel
kikiiszobolhetove valik a tobbszords injektalasi modszereknél gyakran jelentkezd két probléma,
a megfeleld koncentracio elérésének ¢és a higulasi effektusnak a problémaja. Mivel a
késziilékekben talalhato injektor térfogata jelentdsen kisebb, mint a mintacella térfogata,
barmelyik reaktans kertil is bele, viszonylag nagy koncentracidéban kell lennie, hogy egy teljes
kinetikai gorbét kapjunk a kiértékelés sordn. A tObbszords titralds soran alkalmazott
leggyakoribb elrendezés, amikor a szubsztrat oldata talalhaté az injektorban, amit hig enzim
oldatba injektalnak. Rosszul 0ld6d6 szubsztratoknal, vagy nagy Kwm értékkel rendelkezd enzim-
szubsztrat paroknal azonban sok esetben nem lehet biztositani azt a szubsztrat koncentraciot az
injektorban, hogy az a cellaba keriilve és meghigulva is megfeleld koncentraciot érjen el. A
masik probléma, hogy ha egy nagyon koncentralt mintat egy hig rendszerhez adunk, az nagy
higulasi effektust okoz (22. 4bra), ami akar el is fedheti az enzimreakcié altal okozott
hoévaltozast, illetve annak egy részét. A harmadik probléma, hogy a tobbszoros titralasi
hogy a szubsztrat fogyas két injektalas kozott ne legyen jelentés (<10 %), illetve hogy

kiértékelhetd legyen a mérés. Ennek beallitasa is optimalizalast és tobb mérést igényel.
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22. abra: Higulasi effektus mértéke 1 ul 10 mM Gz szubsztrat (piros) illetve 1 ul 1,13 uM
HSA enzim injektaldasakor (fekete)

Az éltalunk leirt és hasznalt mddszer esetén a modszer kidolgozésa és optimalizalasa a
megfeleld enzimkoncentracio bedllitasdra korlatozddik. Ezt gy kell bedllitani, hogy az

enzimreakcio ne legyen tul gyors, de még kis szubsztrat koncentracid esetén is mérhetd jelet

crer
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fel, amihez az enzimet adjuk, igy ideélis esetben telitjiik az enzimet. A mérés soran egyre higabb
szubsztrat oldatokkal végezziik el a mérést, egészen addig, amig mérhetd jelet kapunk. A

modszer rugalmassaga abban rejlik, hogy a higitasok és a mérések szama tetszélegesen, az adott

crer

“ ey

oldatot, kikiiszobolhetd a higulasi effektus. A mérdcella térfogata a mi késziilékiink esetében
OtszOorose az injektor térfogatanak, igy ebben az elrendezésben kikiiszobolhetd a szubsztrat
esetében az a legalabb 6tszoros, de akar kétszazszoros higulasi tényez6, amivel a forditott
elrendezésben szamolni kellene. A mérések soran a Transtrum altal irt [56], az injektor
szivargasabol adodd mérési problémaval nem taldlkoztunk. Az igy elvégzett mérések soran a
higulasi effektus és a szubsztrat enzimhez valé kotddésébdl szarmazd hovaltozas

elhanyagolhat6 az enzimreakcio altal okozott hdvaltozashoz képest.

4.2.2. Mddszerkidolgozas a HSA-katalizalta hidrolizis reakciok ITC vizsgalatara

Az emberi nyal a-amildz mind kinetikai mind gatlasi vizsgalatok szempontjabol az egyik
legrészletesebben tanulmanyozott enzim. Ebbdl adoddan az irodalomban jelentds mennyiségii
adat és informéacio all rendelkezésre, igy a modszer beéllitasa és a kapott eredmények értékelése
szempontjabol megfeleld modellrendszer.

A modszer reprodukalhatosagat és a kiillonboz6 miiszeres paraméterek hatasat HSA-katalizalta
hidrolizis reakcidkkal vizsgaltam. Mivel az optimalizdcid elsdsorban a megfeleld
enzimkoncentracio beallitasat jelenti, vizsgaltam ennek hatdsidt a kapott reakcidsebesség
értekekre €s meghataroztam a mérések soran hasznalhatdo koncentraciot, maltoheptadz
szubsztraton. Olyan enzimkoncentraciot valasztottam, ami még kis szubsztrat koncentracid
esetében is mérhetd értéket ad, ezért a méréseket a maltoheptadz Kwm értéke kozelében (1 mM)
és egy kisebb koncentracion (0,1 mM) is elvégeztem. A 23. abra bal oldalan az 1 mM szubsztrat
koncentracional kapott izotermak lathatoak, mellette a ndvekvd enzimkoncentraciokkal kapott
effektusok a két eltérd szubsztrat koncentracid esetén. A mérések alapjan 5 nM
enzimkoncentraciot valasztottam a HSA katalizalta hidrolizis reakciok és gatlasi vizsgalatok

elvégzéséhez.
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23. abra: A mérésekhez hasznalt enzimkoncentrdacio meghatarozasa. A:20 nM, 10 nM, 5 nM,
2,5 nM HSA-val felvett termogramok. B: I mM maltoheptacz (m) és a 0,1 mM maltoheptaoz
(A ) koncentracional kapott effektusok enzimkoncentracio fiiggése

A vizsgalataim soran sok esetben GalG2.CNP szubsztratot hasznaltam, ami egy a klinikai
diagnosztikéban alkalmazott rovid, kromogén szubsztrat. Azonban mivel a molekula tal rovid
hogy megfelelden illeszkedjen az enzim aktiv helyére, kiilonb6z6é egyértékii aniont kell a
rendszerhez adni, ami segiti a molekula megfelelé pozicionalodasat és lehetévé teszi az aglikon
hasitasat hidrolizissel [143]. Ennek érdekében az alkalmazott rendszer 152 mM NaN3z-ot
tartalmazott. Végeztem méréseket azidmentes pufferben is, ekkor a maltotrioz esetében 30 mM
koncentracional sem sikeriilt elérnem a maximalis reakciosebességet és még a legnagyobb
koncentraciondl is csak a késziilék érzékenységének alsé hatarat sirold effektusokat kaptam.
Ebben az esetben nem sikertilt pontos Km értéket meghatarozni, de becsléseim szerint az a 10
MM -os nagysagrendben mozog. Az ettd] hosszabb oligomerek esetében és a keményiténél sem
tapasztaltam szamottevo eltérést a Km értékekben, igy a méréseket az azidot tartalmazé a
rendszerben végeztem.

A kovetkezOkben vizsgaltam a kiilonb6z0, specialisan az ITC mddszerre jellemz6é miiszeres
paraméterek hatasat a kapott effektusokra. Ilyen paraméterek a keverés sebessége, a referencia
teljesitmény, a ,,feed back™ maod beéllitasa és az injektalasi sebessége.

A keverés sebessége meghatarozo tényezd a mérés soran. Idedlis esetben az injektalt anyagot
pillanatszertien kell eloszlatni a mérdcellaban 1évé oldatban, ellenkez6 esetben ez torzithatja a
kapott reakcidsebesség értéket és negativan befolyasolja a kapott izoterma alakjat.

Ahogy az 24. abran lathaté a keverés sebességének hatasa telitést mutat, vagyis 750 rpm f6lott
nincs hatasa a kapott sebesség értékére. A keverési sebesség €rtékét az alapvonalzaj miatt is

kortiltekintéen kell beallitani, a nagyobb keverési sebesség zajosabb alapvonalat eredményez.
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24. abra: Keverési sebesség hatdsa a kapott sebesség értékekre, keményito szubsztraton
mérve (37 °C, 2 % keményito, 5 nM HSA)

Méréseim alapjan az injektalas sebességének (0,25-4 pl/s) tartomanyban nincs hatasa a kapott
sebesseg értékre.

A referencia teljesitmény ¢és a ,,feed back” mod beadllitasa a kiindulési teljesitményt és a
héeftektus kialakuldsa utdni kompenzacié érzékenységét hatdrozza meg. Keményitd
szubsztraton vizsgaltam a két paraméter hatasat, de a kapott értékek 5 %-os hibahataron beliil
ingadoztak, tendenciat nem mutattak. Ez abbol adédhat, hogy a kdtddési vizsgalatokhoz képest
itt jelentdsen nagyobb ¢és hosszabb hdéeffektusok alakulnak ki, amikre ezeknek a
finomhangolasra szant paramétereknek nincs érdemi hatasa.

Az ITC alapt modszerek elénye a nagy érzékenység, azonban ez bizonyos esetekben
hatranynak is tekinthetd. Mivel a méréseim tobbségében a vizsgalt rendszer 0,5 % keményitd
szubsztratot tartalmaz, a modszerrel kapott sebesség értékek reprodukalhatésagat 5 nM HSA-
katalizalta 0,5 % keményit6é hidrolizis reakcion vizsgaltam. Az 5 parhuzamos mérés alapjan
kapott értékek RSD%-a 4,1 %-nak adddott, ami megfelel a modszerrel szemben tamasztott
+5%-o0s elvarasoknak. Az értékek szorasat inhibicios vizsgalatok soran is meghataroztam. A
0,5 % keményitd hidrolizisének malna levél kivonattal (1,25 mg/ml) vizsgalt gatlasakor a mért
sebesség értekek szorasa 2,86 %-nak adodott. Ebbdl arra kovetkeztetek, hogy a mdodszer még
egy ismeretlen Osszetételli, tobb komponenst tartalmazd rendszer esetén is megbizhato

eredményeket szolgaltat.

4.2.3. HSA Kkatalizalta hidrolizis reakcié vizsgalata harom ortogonalis (fiiggetlen)
modszerrel
Miutan meghataroztam az ITC-nél alkalmazott f6 miliszeres paramétereket és a modszer néhany

teljesitményjellemzdjét, parhuzamos HPLC és spektrofotometrias vizsgalatokat végeztem,
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hogy az ITC-vel kapott eredmények valddisagat és helyességét ellenérizzem. A HPLC
mérésekhez CNP-G7 szubsztratot és egy HPLC modszert hasznaltam, ami sordn a f6 termékként
keletkez6 CNP-G3 teriiletének valtozasa segitségével kovettem a reakciot és ez szolgalt a
kiértékelés alapjaul is. A spektrofotometrias mérés soran egy korabban mar sokszor alkalmazott
rovid kromogén szubsztratot GalG2CNP-t hasznaltam, ahol az enzimreakci6 soran felszabaduld
kromofor csoportot detektaltam 400 nm-en. A két moddszerrel kapott és az irodalomban
megtalalhato eredményeket vetettem 0ssze, az ITC altal szolgaltatott adatok megfeleldségének

igazolasa céljabol (3. tablazat).

3. tablazat: A CNP-G7 és GalGoCNP HSA katalizalta hidrolizis reakciojanak parhuzamos
modszerekkel meghatarozott Kw értékei (mM) dsszevetve irodalmi adatokkal
Szubsztrat ITC UV-VIS HPLC Irodalom
GalG2CNP 2,8 1,0 ND 0,9 [143]

CNP-G7 0,6 ND 0,9 0,3 [95]

A CNP-G7 esetében az ITC-vel kapott adatok jo egyezést mutatnak az irodalmi és a HPLC-vel
meghatarozott adatokkal. A heptamer esetében az irodalmi adatot a-nitrofenil glikozid
szubsztrattal, kapcsolt enzim reakcioval mérték. A GalG2CNP esetében jelentdsebb eltérést
kaptam a kalorimetrids mérés soran. Ez azzal magyarazhatd, hogy az irodalmi adatok is a
kutatdcsoportunkban kordbban, azonos koriilmények kozott elvégzett spektrofotometrias
mérésekbdl szdrmaznak, emiatt a két adat nagyon hasonld. A kovetkezd fejezetben lathatd,
maltooligomer sorozat vizsgalatakor kapott tendenciaba azonban teljesen beleillik ez az érték,
igy az eltérést a két modszer jelentds kiillonbozdségével és a vizsgalati modszerek kozotti

eltérésekkel magyarazom.

4.2.4. HSA katalizalta hidrolizis reakciok Kmv értékének meghatarozasa

Az a-amilaz természetes szubsztratja a keményitd, azonban a klinikai diagnosztikaban és a
kutatasban is sok esetben maltooligomerek segitségével vizsgaljadk az enzim aktivitasat és
aktivitdsaban bekovetkezd valtozdsokat. A nativ, kromofor-csoportokat nem tartalmazo
oligomerek esetében a detektalas nehézségei, mig a kromogén szubsztratoknal az aromads
csoportok modositd hatdsai befolydsoljak a kapott értékeket. Emellett a rovid szubsztratok
eltér6 kotddése is jelentds hatissal bir. Ezeket az eltéréseket és befolyasold hatasokat
hatdroztam meg a leirt ITC modszerrel, ami potencidlis alternativat jelenthet az eddig

alkalmazott modszerek mellett.
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Vizsgalataim soran kezdeti reakciosebességet mértem, amikor a szubsztrat fogyasa nem éri el
a 10 %-ot. Ezt igazoland6 2-klor-4-nitrofenol kromofor csoportot tartalmazé maltoheptadzzal,
(12 %

elorehaladasat 260 percen keresztiil és vizsgaltam a keletkezd termékek aranyat (25. 4bra), az

CNP-maltooktaozidot tartalmazott) HPLC segitségével kovettem a reakcio

ITC mérésekben is hasznalt koncentracid aranyok mellett.
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25. abra: A termékaranyok valtozasa 2 MM CNP-G7 HSA katalizalta hidrolizise soran,
forditott fazisu HPLC modszerrel mérve

Egy atlagos mérés az ITC-vel az injektalastol szamitva 2-5 percig tart. Ezen beliil, a maximalis
effektus eléréséhez sziikséges 1d6, az injektalastdl szamitott néhany masodperctdl koriilbeliil
fél percig terjed, a szubsztrat koncentraciotol fliggden. A fenti abran lathatd, hogy a kiindulasi
Osszetételhez képest, 2 perc utan a keletkezd termékek Osszmennyisége kb. 2 %. A 10 %
konverzio eléréséhez sziikkséges id6 kb. 10 perc. Ezek az értékek 2,6 mg/ml (CNP-Gr-re
szamolva 2 mM) koncentraciondl lettek meghatarozva, azonban ennél kisebb koncentracio
esetében is megmarad a konverzi6 értéke 10 % alatt, mivel ott a maximalis effektus beallasdhoz
szilikséges 1d6 is rovidebb (<10-15 masodperc). Az abra segitségével jol megfigyelhetd az a-
amilaz miikodése, az endo hatasmod. Erdekesség a sargaval jelolt CNP-Gs szintjének a
valtozasa, ami a reakcid eldrehaladtaval lassu novekedést mutat, holott a hidrolizis reakcidban
nem keletkezik. Ennek oka, hogy az a-amilaz megfeleld koncentracié viszonyok mellett
nemcsak hidrolizis reakciot katalizal, hanem ennek forditottjat is. A transzglikozilezés

kovetkeztében a novekvo mennyiségii rovid termékbdl hosszabb oligomerek keletkeznek, amik
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viszont Ujra szubsztratjai lesznek az enzimnek, és kialakul egy dinamikus egyensuly. Ez is
korlatja lehet az egyszeres titralason alapuld modszer alkalmazasanak, hiszen tobb reakcio is
zajlik parhuzamosan a celldban. A transzglikozilezés az 4altalam hasznalt konverzio
tartomanyban elhanyagolhato.

4. tablazat: A kiilonbozo szubsztratok HSA-katakizalta hidrolizis reakcioinak ITC modszerrel
meghatarozott Kw értékei

Gs Ga Gs Ges Gr Gs Amiloz  Keményito

Km

(MM) 3,4 2,4 0,9 14 1,2 11

K 1,7 1,6 0,75 14 14 14 14 14
(mg/ml)

GalG2CNP CNP-G4 CNP-Gs CNP-G7 CNP-Gs Kék keményito

Kwm

(MM) 2,9 2,0 1,0 0,6 0,6

Ku 19 16 11 08 0,9 07
(mg/ml)

A fent emlitett befolydsolo tényezdk vizsgalatdhoz szabad- és kromofor csoportot tartalmazo
szubsztrat sorozatot vizsgaltam €és meghataroztam az egyes hidrolizis reakciok Km értékét. Az
igy kapott értékeket az 4. tablazatban foglaltam Ossze. Mind a szabad, mind a kromofor
csoportot tartalmazd sorozat esetében megfigyelhetd egy csokkend tendencia Km értékében az
oligomer tagszam ndvekedésével, ami arra utal, hogy a hosszabb oligomerek kotddése
kedvezdbb. A szabad oligoszacharidok esetében az értékek a maltoheptadztdl kezdve nem
csokkennek tovabb, még az amiléz és a keményitd esetében sem, ami arra utal, hogy
viselkedésében €s a reakcid paramétereit tekintve a maltoheptadz a természetes szubsztrathoz
hasonloan viselkedik. Ezek alapjan a maltoheptadzzal végzett vizsgalatok eredményei
Osszevethetdek a keményitdvel végzett vizsgalatok eredményeivel. A szabad oligoszacharidok
esetében a tendenciabol a maltopentadz 16g ki, a tobbszor megismételt mérés soran is jelentdsen
kisebb K értékeket kaptam. Ennek oka, hogy az emberi nyal a-amilaz aktiv helyére az 6t
gliikozbol allo oligomer illeszkedik a legjobban, ami a jelentdésen jobb kinetikai adatok
formdjaban nyilvanul meg. Az enzim aktiv hely szerkezetérél tobb tanulmany is késziilt.
Nagamine [145] kinetikai adatai alapjan az HSA és HPA aktiv hely szerkezete nagyon hasonlo,
5 gliikoz egység befogadasara alkalmas. Ez alatdmasztja a tdblazatban is lathat6 adatokat. A
termékaranyok és 3D szerkezet alapjan késObb a kutatocsoportban elkészitett alhelytérkép

szerint az enzimnek legalabb hét alhelye van az aktiv centrumban [100], ami egybevag az
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adatok maltoheptadztol allandosuld értékeivel. A két sz€Is6 alhely energiai viszont 1ényegesen
kisebbek, mint a tobbi 5 alhelyé.

Az enzim aktiv helyén 1év6 aromds aminosavak szubsztrat kotddésben ¢és a katalizisben jatszott
szerepét Ramasubbu és munkatarsai irtak le [95], nativ és mutans HSA enzimmel katalizalt
CNP-G7 hidrolizis esetében. Ez a pozitiv hatés a tablazat adataibol is latszik, hiszen az aromas
kromofor csoportot tartalmazo szubsztratok rendre kisebb Kwm értékeket mutatnak, mint a
szabad oligomer megfeleldik. A polimerizacios fokkal csokkend Km értékek ebben az esetben
is megfigyelhetoek egészen a CNP-Gr-ig, ahol a természetes szubsztratnal is kisebb K
értéknél allandosulnak az értékek. Ez is mutatja, hogy a megfeleld hossz esetében a kromofor
csoport jelenléte akar a természetesnél is ,,jobb” szubsztratot eredményezhet.

A GalG2CNP esetében kapott Km érték kb. dupldja a maltoheptadznal vagy a keményiténél
kapott értéknek, még gy is, hogy a puffer nagy koncentracidban tartalmazott NaNs-ot. Ebbdl
kifolyolag ez a szubsztrat csak megfeleld koriiltekintéssel és megkotésekkel alkalmazhatd
gatlasi vizsgalatokra, mivel a kapott értékek a természetes szubsztrathoz képest akar
nagysagrenddel nagyobb/jobb gatlast is jelezhetnek. Erre a problémara a késdbbiekben, a
gatlasi vizsgalatoknal még visszatérek.

A természetes szubsztrattal torténd vizsgalatok esetében a kék keményiton torténd mérések jo
kompromisszumot jelentenek, hiszen a reakcid ebben az esetben spektrofotometriasan
kovethetd. A kék keményitd egy specialis, vizben rosszul 0ldddo, reaktiv antrakinon festékkel
(Remazol Brilliant Blue R), hidroxil csoportokon kovalensen modositott keményit6 (26. dbra),
amibdl az enzimreakci6 soran oldhat6 oligomerek keletkeznek, az oldat szinének megvaltozasat

okozva [146].
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26. dbra: A kék keményito szerkezete [146]
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A kék keményitd szubsztraton végzett kinetikai vizsgalatoknal nincs egységes leiras arrdl, hogy
a keményitd szuszpenzion kell-e elvégezni a méréseket vagy fel kell forralni a szuszpenziot,
ezaltal duzzasztva a keményité szemcséket. Az emberi taplalkozds szempontjdbdl a nyers

keményité kevésbé relevans, mivel a magas keményitd tartalmi novényeket (pl. burgonya,

54



gabonafélék) altalaban hokezelés utdn fogyasztjuk. A kék keményitét felhasznalva
spektrofotometrids modszerrel (A = 595 nm) vizsgaltam, hogy az emberi nyal a-amilaz és a
sertés hasnyalmirigy o-amildz esetén van-e mérhetd hatdsa a keményitd forraldssal vald

elokezelésének az enzimreakcid sebességére.
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27. abra: A forralassal torténd elokezelés hatasa a 2 % kék keményito szubsztrat HSA és PPA
katalizalta hidrolizisére

A két enzim esetében fotometridsan mértem a reakcid soran az abszorbancia valtozasat 595 nm-
en, majd meghatdroztam a reakcio kezdeti sebességét mind forralt mind szobahdmérsékleten
készitett kék keményité oldat esetében. A vizsgalat sordn nyert adatok a 27. dbran lathatoak.
Ahhoz, hogy a forralt mintdkhoz hasonlo, mérhetd abszorbancia valtozast kapjak a forralas
nélkiili mintdk esetében huszszoros koncentraciojii enzimet kellett alkalmazni. A kezdeti
reakcidsebességet a gorbék kezdeti linearis szakaszanak meredekségébdl hatdroztam meg az
eltérd koncentraciokkal vald korrekcid utdn. A kapott kezdeti reakcidosebesség értékek azt
mutatjak, hogy a HSA esetében hatszazszorosa, mig a PPA esetében szaznegyvenszerese a
forralt keményitdn a hidrolizis reakcid sebessége a forralas nélkiili mintaknal szamitott
értékekhez képest. Ez 6sszhangban van azzal, hogy emészthetdség szempontjabol a hokezelt
¢lelmiszerek jobban hasznosithatéak, mint azok, amikben a keményité szemcsék nincsenek
duzzasztva [147]. Mivel az ITC-t nem zavarjak a rendszer inhomogenitasai a hagyomanyos
keményitével forralas nélkiili mintakat is vizsgaltam, azonban ebben az esetben nem kaptam
mérhetd valtozast az SnM HSA katalizalta hidrolizis reakcio sordn. Ezeket az eredményeket
felhasznalva, a dolgozatban szerepld Osszes tovabbi mérést felforralt keményité oldaton

végeztem, az igy kapott eredmény lathato a 4. tdblazatban is.
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ITC-vel vizsgaltam tovabba, hogy van-e eltérés a hagyomanyos ¢és kék keményitd
viselkedésében, vagyis a kromofor csoportokhoz hasonléan a kék keményitoben alkalmazott
festék is befolyasolja-e a reakciot. Az 6sszehasonlitast a Km értékek alapjan végeztem el. A
kapott adatok alapjan az latszik, hogy a PPA katalizélta reakcidoban a kapott Km értékek
valamennyivel kisebbek, 0,72 és 0,65 mg/ml a keményit6 és kék keményitd esetében. A HSA
esetében ez az érték 1,4 illetve 0,7 mg/ml. Ezek alapjan a kék keményitd viselkedése nem tér

el jelentdsen a hagyomanyos keményit6étol.

0ed A -:.-15-_ B

v (pcalfs)
1
v (ucalfs)

R

Kemél;'y'l'tﬁ (mag/ml) ) Kék kem‘én'y'itﬁ [mgs’ml-j:
28. abra: A HSA (piros) és PPA (kék) katalizalta hidrolizis reakcio sebességének szubsztrat
koncentracio fiiggése keményito (A) és kék keményito (B) szubsztrat esetén
Azonban a 28B. abran lathat6, hogy a kék keményité esetében a reakcidosebesség nagy

koncentracional csokkenni kezd, vagyis szubsztrat gatlas figyelhetd meg, amit a hagyomanyos

keményité esetében, ebben a koncentraci6 tartomanyban nem lehetett kimutatni.

A szubsztrat gatlast mutatd kék keményitd esetében az ORIGIN szoftver alkalmazéaséaval, az
alabbi, szubsztrat gatlast leird, Haldane egyenlet [148] felhasznalasaval végeztem nem linearis
illesztést:

v =- Umaxx[f;]z (11)
KM+[S]+Ti

A kapott Ki értékek a HSA esetében 49 mg/ml mig a PPA esetében 16,4 mg/ml. Ez azt jelenti,
hogy az a-amilaz aktivitasdnak vizsgalatdhoz a gyarto (Sigma) altal javasolt koncentracié mellett
(20 mg/ml kék keményit torzsoldat, 18 mg/ml kék keményit6 a mintaban) a szubsztrat gatlas
mar befolyédsolhatja a kapott értékeket. Emiatt javasoljuk a kék keményitds aktivitismérésre
hasznalt protokoll mddositasat az alabbiak szerint. Emlds a-amilazok aktivitas vizsgalata soran
5 mg/ml koncentracidban alkalmazzdk a felf6zott keményitd szuszpenzidt, majd az enzim
aktivitastol fliggéen 5-15 perc inkubacié utdn mérjék az abszorbancia valtozéasat. Ezzel a

valtoztatassal a mdodszer érzékenyebbé valik és az enzimkinetikai mérések soran a detektalhato
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szinvaltozas eléréséhez kisebb enzimaktivitas is elegendd, a keményité lanc jobb
hozzaférhetésége miatt. Az 5 mg/ml szubsztrat koncentracioval a HSA és PPA enzim esetében a
maximalis reakciosebességet kozelitjiik, ahol a szubsztrat koncentracidban jelentkezd kisebb
eltérések az adatokban nem okoznak jelentds hibat, ugyanakkor ennél a koncentraciondl még

nem jelentkezik a szubsztrat gatlas torzitd hatasa.

4.2.5. Pektinaz és cellulaz aktivitas mérése ITC-vel

A celluloz és pektin enzimes lebontasa az élelmiszeriparban a kiilonb6z6 novényi alapanyagok
feldolgozasa soran gyakran a kezdd 1épések egyike. Azonban a hatékonysagot tobb tényez6 is
befolyasolhatja, ezért a reakciot alkalmazas elétt optimalizalni kell, ami a szubsztrat rossz
oldékonysaga, a nagy vizmegkotd képesség miatti gélesedés és a detektalas nehézségei mellett
nehezen kivitelezhetd. Ezen kiviil a lebontashoz legtobbszor nem egy enzimet, hanem enzim
elegyet hasznélnak, és nem az egyes enzim komponensek, hanem azok egyiittes hatasa érdekes.
Eredményeimmel az ITC mddszer robusztussagat szeretném bemutatni, amivel lehetévé valik
egy ilyen rosszul definidlhat6 enzimreakcid hatékony kovetése.

Vizsgalataim soran a Pektinex Ultra AFP nevi ipari enzimkészitményt hasznaltam (PU-AFP,
Aspergillus aculeatus Aspergillus niger), ami egy tobbféle enzimaktivitassal rendelkezd
keverék. Az ehhez hasonlo kevert enzimkészitmények alkalmazasa azzal indokolhatd, hogy
korabban kimutattak a pektinaz és cellulaz enzimek kozti szinergizmust, vagyis hogy egymas
aktivitasat el6segitik [149]. Az ipari készitmény mellett egy kutatasi célra forgalmazott, szintén
Aspergillus eredetii pektinazt (tovabbiakban pektinaz) is vizsgaltam. A PU-AFP-r6l és a
pektinazrol készilt gélkép lathatdo az 29. abran. Ezen latszik, hogy a PU-AFP szamos

komponenst tartalmaz, mig a pektinaz esetében harom sav kiilonithetd el.

29. abra: A sztenderd fehérje elegy (1) PU-AFP (2) és a pektindz (3) elektroforetikus
elvalasztasarol kesziilt gélkép
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Mivel mind a pektinaz, mind a késébb targyalt cellulaz esetében tobb kiillonbdzd enzimaktivitas
jarul hozzé a mért értékhez, igy Km érték helyett latszolagos Km értéket (Km”) hatdroztam meg.
Méréseimet az enzimkészitmény gyartdjanak javaslata és az irodalmi adatok alapjan 45 °C-on
végeztem. ElsOként a pektindz enzimet vizsgéaltam, meghataroztam a katalizalt reakcio Km’
értékét és vizsgaltam, hogy ez a készitmény rendelkezik-e pektin lidz aktivitassal. A Ky’ érték
meghatdrozasdhoz 4 % pektin oldatot hasznaltam, aminek az oldddasat szachar6z
hozzaadéasaval noveltem. A mérdcella tartalmazta a pektin szuszpenziot, majd a reakcidt az
enzim hozzaadésaval (7 pg/ml) inditottam. A kapott sebesség értékeket és az illesztett gorbét

az 30. abra mutatja. Ezek alapjan a pektinaz Km’ értéke 45 °C-on 4,86 %, vagyis 48,6 mg/ml.
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30. dbra: A pektindz Kv’ értékének meghatdrozasa 1TC-vel 0,1-4 % pektin szubsztrdton

Az enzim rendelkezik lidz aktivitassal is, amit spektrofotometridsan igazoltam. Ehhez a 0,3
oldathoz (végtérfogat 500 ul, pufferrel kiegészitve), majd a kettds kotést tartalmazod termék
elnyelési maximuman, 235 nm hulldmhosszon kdvettem a keletkezd termék mennyiségét (31.
abra).
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31. abra: A pektinaz pektin liaz aktivitasanak vizsgalata 0,6 % pektin szubsztraton
spektrofotometriasan, 235 nm hullamhosszon
kontroll,— 15 ul és — 50 ul enzim
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A PU-AFP esetében a gyartdi leirds alapjan a f6 enzim aktivitds a pektin liaz és a
poligalakturoniddz. A készitmény tisztitds utan is s6tétbarna szinli, ami nem tette lehetévé a
lidz aktivitas fent leirt spektrofotometrids vizsgalatat. A készitmény pektinaz és cellulaz

aktivitasat 25 és 45 °C-on, 0,1 — 4 % koncentracié tartomanyban ITC-vel vizsgaltam (32. 4bra).

v (ucal/s)

Pektin (%)

32. abra: A PU-AFP dltal katalizdlt pektin lebontads sebességének szubsztrat koncentracio
fiiggése 25 °C (kék) és 45 °C-on (piros)

Jol lathato, hogy az enzim a gyartd altal ajanlott 45 °C-on sokkal nagyobb sebességgel
mikodik, mint szobahémérsékleten. Ha a két hdfokon kapott Km’ értékeket hasonlitjuk dssze,
azt lathatjuk, hogy az alacsonyabb héfok esetében a maximalis reakciosebesség 50 %-nak
eléréséhez 0,2 % (2,1 mg/ml) szubsztrat koncentracié is elegendd, azonban a maximalis
sebesség is joval alacsonyabb (1 pcal/s). A 45°C-on végzett mérések esetében a K’ értek 1 %
(10,1 mg/ml), de a szamitott maximalis reakciosebesség Otszor nagyobb (5,4 pcal/s).
Osszevetve a PU-AFP és a pektinaz K’ értékeit, az latszik, hogy az ipari enzimkészitmény
esetében mar 6tod akkora szubsztrat koncentracional elérheté a legnagyobb reakciosebesség,
ami a hatékonysag szempontjabol kedvezd. Ezt a kiilonbséget okozhatja, hogy a PU-AFP
készitményben tobb eltérd aktivitassal rendelkezd pektin bontd enzim is megtalalhato, mig a
kutatasi célra szant, tisztitott pektindznal kimutathatdé ugyan lidz aktivitds, de ennek a
hozzajarulasa a reakcidhoz valdsziniileg csekély. Emellett az ipari enzimkészitményben
lehetnek tovabbi olyan enzimek, amik segithetik a pektin lebontésat.

Az egyik ilyen kiegészitd enzim a cellulaz, aminek az aktivitasa szintén jol detektalhat6. Ennek
a jelenléte az irodalmi dsszefoglaloban emlitett szinergizmus miatt indokolt, illetve mivel a
celluloz a novényi sejtfal egyik f6 alkotdja, ennek megbontisa szintén hozzdjarul az ipari
folyamatok (pl. a gylimdlcslé kinyerésének) magasabb hatékonysagahoz. A cellulaz aktivitast

ugyanabban az ITC rendszerben vizsgaltam, mint a pektin lebontasat, a celluléz szubsztrat
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oldatot a mérdcella tartalmazta, amihez a PU-AFP enzimkészitményt adtam. A vizsgalt celluloz
koncentraci6 tartomany 0,1-5 % (1-50 mg/ml) volt, ahol szintén 25 és 45 °C-on végeztem a
méréseket. A Km’ értékek meghatarozasahoz ebben az esetben is szubsztrat koncentracio —

sebesség grafikont készitettem (33. abra).

4
3 r +
5 T .
©
s ?r
> =
1 L
=3
0+|||\||||||
0 2 4 6

Celluléz (%)

33. dbra: A Pektinex Ultra AFP enzimkészitmény dltal katalizalt celluloz hidrolizis
sebességének szubsztrat koncentrdcio fiiggése 25 °C (kék) és 45°C-on (piros)

Hasonldan a pektin bontasnal kapott eredményekhez, itt is jelentds eltérés figyelheté meg a 25
¢€s 45 °C-on kapott sebességi és Ku értékek kozott. 25 °C-on mérve a reakcido Km’ értéke 0,39
% (3,9 mg/ml) volt, azonban a rendszer a maximalis reakcidsebességet mar 1 % celluldz
koncentraciondl elérte (0,6 pcal/s). Ezzel szemben, 45°C-on a 5 % celluldz koncentracid esetén
sem sikertilt elérni a maximalis sebességet (~4,2 pcal/s), a Km’ értéke a Grafit program alapjan
1,83% (~18,3 mg/ml). A gorbeillesztések alapjan a két rendszer maximalis sebessége kozott
koriilbeliil hétszeres sebességkiilonbség van.

Ezeket a méréseket annak demonstralasa céljabol végeztem el, hogy ITC alapti modszerrel jol
kovethetdk az inhomogén viszkozus rendszerekben torténd reakciok is. Mind a pektin, mind a
celluloz esetében volt olyan koncentracio, ahol szobahdmérsékleten nem lehetett elvégezni a
mérést, annyira viszkozus volt a szubsztrat (5. tablazat) oldata. A pektin esetében 2 % folott,
mig a celluloz esetében 3,3 % folott a cella feltdltésére szolgald fecskenddvel nem lehetett
felszivni a st gélt, igy ekkor sem a késziilek paraméterei akadalyoztdk a mérés elvégzését.

5. tablazat: A vizsgalt gélesedd szubsztratok Ostwald-Fenske viszkoziméterrel meghatdrozott
viszkozitasa 25 és 45 °C-on

Viszkozitas (mPas)
4 % Pektin 5 % Celluléz 2 % Keményitd
25°C 102.5 158 1.7
45°C 59.3 103.7 1.3
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4.3. Enzimgatlas vizsgalata izoterm titraciés kalorimetriaval

Az enzimgatlas vizsgalatakor az enzimreakcio sebességében bekovetkezd valtozasokat
hatarozzuk meg kiilonb6z6 inhibitor molekuldk jelenlétében, a kinetikai méréseknél leirt
modszerek segitségével. Annak ellenére, hogy az ITC esetében a sebesség meghatarozasara
kozvetleniil van lehetdség, kevés ilyen tipust tanulmanyt irtak eddig. Az enzimgatldsi
vizsgélataim soran 1j, potencidlis human nyal a-amildz inhibitorokat kerestem, amihez az
eléz6ekben leirt modszert és 0,5 % keményitd szubsztratot hasznaltam. Ebben az esetben is
elvégeztem a modszer altal szolgdltatott adatok ,.ellendrzését”, amihez egy kereskedelmi
forgalomban 1évQ inhibitort, akarbdzt hasznaltam. Az alkalmazott modszer a kinetikai
mérésektdl annyiban tér el, hogy a mérdcella a szubsztrat mellett az inhibitort is tartalmazza, a

reakcié ebben az esetben is az enzim hozzdadasaval indul (34. abra).
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34. abra: Az akarboz ICsp értékének meghatarozasa 0,5 % keményité szubsztraton.
A: A gatlasi vizsgalat nyers adatai ([I]= o: 0 uM, x: 7,75 uM, +: 25,8 uM, 52 uM,
155 uM) B: az akarboz dozis-hatas gorbéje

Az 34. abran lathato a reakcidsebesség, inhibitor koncentracid novekedésével parhuzamos
csokkenése. A kiindulési értéket az ilires korokkel jelolt adatsor mutatja, melyet inhibitor
hozzaadasa nélkiil 0,5 % keményitd oldaton régzitettem. A 0,5 % keményitd koncentracid
hasznélatat az indokolta, hogy a kinetikai mérések alapjan az enzim itt mar kézel maximalis
reakcidsebességgel dolgozik, vagyis a koncentracio kismértékli megvaltozasa nem befolyasolja
jelentdsen a kapott sebesség értékeket.

A moddszer alkalmazhatosaganak és a kapott adatok helyességének ellendrzésére keményitd
mellett G7 és GalG2CNP szubsztratokon is meghataroztam az akarb6z ICso értékét, ehhez ITC
¢és spektrofotometrids modszereket hasznédltam. Ezeket az eredményeket a 6. tdblazatban

foglaltam Ossze.
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6. tablazat: Az akarboz kiilonbozo modszerekkel meghatdrozott ICso és Ki értékeinek
osszehasonlitasa eltéro hosszusagu szubsztratok esetében

Szubsztrat ICs0 (uM) pICso Ki (uM)
0,66 uv 6,15 0.24 Szamitott
GalG2CNP
0,88 ITC 6,04 0.28 Szamitott
G 18,55 ITC 4,73 5.43 Szamitott
Keményito 29 ITC 4,53 8 Meért

A GalG,CNP esetében a két modszerrel elvégzett parhuzamos mérések eredményei mutatjak,
hogy az ITC-vel kapott eredmények realisak. Ha megfigyeljik a novekvé hosszisagh
szubsztratok esetén kapott ICso és plCso értékek valtozasat, megfigyelhetd az egyértelmii
tendencia. Ennek oka, hogy az akarbdz atmeneti allapot analog, kompetitiv inhibitor, vagyis a
kotddése soran a szubsztrattal verseng. Minél jobb a szubsztrat kotédése az enzim aktiv helyén,
annal nagyobb koncentracidban kell alkalmazni az inhibitort. A GalG2CNP kotddésérdl tudjuk,
hogy gyenge, mivel mar a kotés hasitashoz sziikséges megfeleld illeszkedéshez is egyértéki
anionokra (pl. azid ion) van sziikség, igy nem meglepd a kapott Kis 1Cso érték. A maltoheptadz
(G7) esetében az illeszkedés megfeleld az aktiv helyen, ami két nagysagrenddel nagyobb ICso
érték formdjaban jelentkezik. A G7 és a keményité kotddése kozott nincs jelentds kiillonbség,
ahogy az a kinetikai mérések eredményeibdl is lathatdé volt. A nagyobb ICso érték azzal
magyarazhat6d, hogy a keményité lancdnak megfeleld illeszkedéséhez a szénhidrat kotd
modulok is hozzdjarulnak, ami hatékony pozicionalast tesz lehetdvé. Masrészt a keményitd
hidrolizis termékei is szubsztratjai az enzimnek (konszekutiv reakcid) igy a Gr-tel ellentétben
a hasithato kotések szama csak a reakcid késObbi szakaszaban indul fogyasnak, ami tovabbi
kompetitorok jelenlétét jelenti az oldatban.

Az irodalmi adatokkal vald Osszevetés gatjat az irodalomban taldlhaté adatok diverzitdsa
jelenti. Az akarbozt a klinikai felhasznalasan kiviil széles korben alkalmazzak in vitro
kutatdsokban is, mivel a hatdsmechanizmusa ismert €és jo gatlasi hatékonysaggal rendelkezik.
Annak ellenére azonban, hogy szamos kutatasnal pozitiv kontrollként hasznaljak, példaul az
irodalomban az HSA és PPA katalizdlta keményité bontasi reakciéra meghatarozott 1Cso
értékek jelents eltéréseket mutatnak (0,9 uM [112], 40,7 uM [150], 128 uM [124], 1 mM
[151]), melyek a mérési koriilmények (szubsztrat tipusa, koncentracidja) eltérésével csak
részben magyarazhatoak.

ifS=Kn, K =1Cs5/2
L= if'S >> K, K << IC
1 S/K 1 If m» 1 ) 50
(S/Km +1) ifS<<Kn K =ICy (12)

IC
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Az inhibitorok jellemzésére hasznalt masik paraméter a Ki, ami az inhibitor disszociacios
allandoja. A fenti tdblazatban feltlintettem a hdrom szubsztrat esetében a Kj értékét is, amit a
rovid szubsztrat esetében a Cheng-Prusoff Osszefiiggéssel (12. egyenlet) szamitottam, mig a

keményitd esetében Dixon mddszerrel hataroztam meg (35. abra).
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35. abra: Az akarboz K értékének meghatarozasa Dixon modszerrel keményité szubsztraton
(x:0,05 % A :0,126 % +: 0,5 %). A: a HSA B: a PPA enzimmel elvégzett kisérlet eredménye

Ehhez eltérd szubsztrat koncentracioknal mértem az akarboz koncentracid sorozat sebesség
csOkkentd hatasat. Az 1/v értékeket az inhibitor koncentracid fliggvényében abrazolva az
illesztett egyenesek metszéspontjanak abszolut értéke adja az inhibitor konstans értékét.

A Ki érték meghatarozasa a Dixon modszer mellett egy hagyomanyos ITC kotédési vizsgalattal
1s elvégezhetd. A HSA esetében nem allt rendelkezésiinkre elegendd fehérje egy kotddési
vizsgalat elvégzéséhez, igy PPA-val dolgoztam. Annak érdekében, hogy Osszevethetd
eredményeket kapjak, a PPA esetében is elvégeztem a Dixon-féle Ki meghatarozast is.

A PPA esetében a két modszerrel meghatarozott Ki értékek kozott egy nagysagrend kiilonbség
mutatkozott. A Dixon abrazolas alapjan a Ki érték 12 uM értéknek adodott, ami jo egyezést
mutat a HSA esetén meghatarozott 8 pM-os értékkel. Az ITC kotddési vizsgalat esetében
azonban 0,85 uM értéket hataroztam meg a kapott izoterma kiértékelése soran. Habar a Dixon
modszernél az eltérd szubsztrat koncentracidk alkalmazasa kikiiszoboli a szubsztrat befolyasolo
hatasat a kapott értékre, ennek ellenére a kiilonbség mégis részben erre vezethetd vissza. Az
eltérés masik okozoja a linearizalas hibaja, ami noveli a kapott érté¢kek bizonytalansagat. Ezekre
a megallapitasokra jutott Karrar is [152], amikor harom eltéré kiértékelési modszer

Osszehasonlitdsa sordn nagysagrendi eltérést tapasztalt a Dixon mddszerrel kapott érték
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esetében. Az ITC mddszernél a rendszer csak az enzimet és az inhibitort tartalmazza, igy a
zavard hatasok jelentdsen csokkenthetdek.

Az inhibitorok vizsgalatinak masik jelent6s teriilete a gatlas tipusanak meghatarozasa. ITC-vel
kapott eredményeket azonban nem talalni az irodalomban, leszamitva a szubsztrat és termék
gatlassal kapcsolatos irdsokat. A gatlas tipus meghatarozasanal klasszikusnak szamitod
Lineveawer-Burk kett6s reciprok modszer a linearizalas hibaja miatt manapsag mar nem
tekinthetd elég megbizhatonak, igy ebben az esetben is nem linedris regressziot hasznalnak,
ahol a paraméterek (Km, Vmax) valtozasabol lehet kovetkeztetni a gatlas tipusara. A fent leirt
ITC moddszer analég modon haszndlhaté a gatlas tipusanak meghatarozasadhoz, mint a
klasszikus spektrofotometrias modszer, vagyis kiilonboz6 inhibitor koncentraciokat alkalmazva
mértem a reakcid szubsztrdt koncentracid fliggését, majd meghatdroztam a kinetikai

paramétereket, a kinetikai méréseknél leirt modon (36. abra).
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36. dbra: A GTH gatlas tipusanak meghatarozasa ITC modszerrel, 1-20 mM GalG2CNP
szubsztrat alkalmazasaval

A gatlas tipusok meghatirozasat két, kordbban jellemzett inhibitorral, akarbozzal ¢és
glitkopiranozilidén-spiro-tiohidantoinnal (GTH) végeztem el, emellett egy tobb komponenst
tartalmazo vizes novényi kivonat (sztivia) gatlasi tipusat is vizsgaltam. Az akarb6z esetében a
korabban is hasznalt GalG2CNP mellett G7 szubsztraton, a GTH-t és sztivia esetében csak
GalG2CNP szubsztraton vizsgaltam a gatlas tipusat spektrofotometriasan és ITC-vel. Az egyes

inhibitorok kiilonb6zd szubsztratokon kapott gatlasi tipusai a 7. tablazatban lathatoak.
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7. tablazat: A vizsgalt inhibitorok kiilonbozo szubsztratokon UV-VIS és ITC modszerekkel
meghatarozott gatlds tipusa

Inhibitor Szubsztrat Moédszer Gatlas tipusa
UV-VIS kompetitiv
Akarboz GalG2CNP
ITC vegyes
Akarboz G7 ITC vegyes
UV-VIS vegyes [100]
GTH GalG,CNP
ITC vegyes
ivi UV-VIS kompetitiv
Sztivia GalG,CNP P
kivonat ITC vegyes

Az akarbdzt, mint atmeneti allapot analdg inhibitort az irodalomban kompetitiv inhibitorként
tartjak szdmon. Azonban a tablazatban lathato, hogy a két modszerrel kapott gatlas tipusok nem
egyeznek meg egymassal. A kordbban taglalt akarb6z kotddési vizsgalat eredményébdl kideriil,
hogy az inhibitor nem csak az aktiv helyre tud bek6tddni, emiatt térhet el a gatlés tipusa a vart
kompetitiv formatol. A GTH esetében a korabban leirt gatlasi tipussal megegyezd eredményt
kaptam az ITC modszerrel elvégzett vizsgalat soran. A sztivia kivonat esetében is
megfigyelhetd eltérés a két modszer kozott. A sztivia f6 alkotoi a szeviol glikozidok, koztiik
legnagyobb mennyiségben a szteviozid és a rebaudozid A talalhatbak meg a ndvényben,
amelyek a kereskedelmi forgalomban is kaphato, természetes édesitészerek. A sztivia gatlasi

tulajdonsagairol a késdbbiekben még részletesebben is lesz szo.

4.3.1. Gyogy- és fliszernovények HSA gatlé hatasanak vizsgalata

Az el6zd fejezetben lathatd volt, hogy a modszer alkalmas enzim gatlas vizsgalatara, jol
definialt rendszer esetében helyes eredményeket szolgaltat. Ennek fényében vizsgaltam olyan
vizes novényi kivonatokat, melyek Osszetétele nem meghatarozott €s fizikai jellemzdik (pl.
szin, rossz oldékonysag) nem teszik lehetové a hagyomanyos spektrofotometrias modszerek
alkalmazasat.

A célom az volt, hogy minél pontosabban modellezzem a taplalkozassal bevitt ndvények
emésztd enzimre gyakorolt gatldo hatasat. 0,14 % forralt keményitd szubsztratot (HSA-
keményité reakcid Km értéke) hasznaltam a mérésekhez. Vizsgalataim sordn szdraz ndvényi
részekbdl  készitett forrd vizes extraktumokat (tea) vizsgaltam, melyeket az
Osszehasonlithatdsdg és a koncentracid meghatarozéasa érdekében liofilizaltam. Az igy kapott

szaraz kivonatokat, minden tovabbi minta el0készités nélkiil vizsgaltam és meghataroztam a
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HSA enzim gétlo tulajdonsagaikat. A vizsgalt novények kozott megtaldlhatdak a leggyakrabban
alkalmazott fliszerek, a népi gyogyaszatban cukorbetegség és emésztérendszeri panaszok
kezelésére javasolt gyogynovények, az édesitOszerként hasznalt sztivia és néhany egyéb,
altalanosan ismert, Kozép-Europaban Oshonos gyogyndvény. Az igy kapott ndvényi
kivonatokat 0-15 mg/ml koncentracio tartomanyban vizsgaltam és meghataroztam az ICsp
értékiiket illetve a maximalis gatld hatasukat.

A vizsgalt 25 fiiszernovény koziil 22 esetben volt mérhetd a reakcidosebesség csokkenése (37.
abra), mig a voroshagyma, mustarmag ¢és a szerecsendid esetében a kontroll értékt6él magasabb
reakcidsebesség értéket mértem, ami a vizes kivonat jelentds, az enzim szamara bonthato
szénhidrat tartalmanak a kovetkezménye. A petrezselyem, koriander, anizs, fiiszerkdmény,
fokhagyma, lestyan és turbolya esetében a vizsgélt koncentracio tartomanyban nem sikertilt
elérni az 50 %-os gatlast, igy ezekben az esetekben nem hataroztam meg ICso értéket. A 15 ICso
értékkel rendelkezé novény koziil a fahéj és a szegflibors gatlasi tulajdonsagai bizonyultak a
legjobbnak, melyek 1Csq értékei 1 mg/ml érték alatt maradtak (0,6 illetve 0,8 mg/ml), mig 2,5
mg/ml koncentracional 80 % feletti aktivitas csokkenés volt megfigyelhetd. Tovabb ndvelve a
koncentraciot, az enzim aktivitasat teljesen sikeriilt gatolni.

A fahéj esetében taldlhatunk a kapott eredményeket alatamasztd korabbi irodalmi adatokat.
Keményitd szubsztraton, DNS mddszerrel vizsgaltak tobbféle fahéj vizes kivonatdnak ao-
amilaz, maltaz és szacharaz gatlo hatasat [153]. Eredményeik alapjan a kivonatok ICsp értékei
az o-amilaz esetében 1,2-4 mg/ml, a masik két enzim esetében 1 mg/ml alattiak voltak. Az
akarbozzal egyiitt alkalmazva, ebben az esetben is megfigyelhetdé volt a szinergizmus. A
fahéjjal kapcsolatban tobb in vitro és in vivo tanulmany sziiletett, melyet egy Osszefoglald
cikkben sszegeztek [154]. Ennek f6 megallapitasa a mi eredményeinkkel azonos, a fahéj jo
kiegészitje lehet a hagyomanyos diabétesz vagy elhizéds elleni terapidnak. A szegflibors
esetében joval kevesebb irodalmi elézményt taldlni. Egy 2016-os publikdcioban etanolos
szegflibors kivonat hatdsat tesztelték keményitd szubsztraton DNS modszerrel, és 148 pg/ml-
es ICsp értéket mértek. Ez nagysagrendileg megegyezik az altalunk, vizes kivonat esetében
kapott 800 pg/ml értékkel.

A szegfliszeg és oregand is 90 % folotti maximalis gatlast ért el, azonban az ICsp értékiik
elmaradt az el6z6 két novényétdl. A maradék 11 ndvény esetében 50-75 % kozotti gatlas volt

megfigyelhetd a vizsgalt koncentraci6 tartomanyban.
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37. abra: A HSA katalizalt keményito hidrolizis folyamatara gatlo hatast kifejto
fuiszernovenyek ICso értékei

A gyogyndvények esetében 33 novénybdl 35 minta késziilt, ezeknél is a fent leirt mddon jartam
el a gatlasi vizsgalatok sordn. A 35 gyogyndvény kivonat mindegyikénél volt mérhetd
csokkenés a hidrolizis sebességében, azonban 8 minta (gyermeklancfii levél és gyokér, csalan,
malyva levél, fehér babhéj, rebarbara gyokér, bibor kasvirag, kecskeruta) esetén nem tudtam
ICs0 értéket meghatdrozni. A fehér babhéj mintanal a kontroll értékhez képest nagyobb
reakciosebességi értéket mértem, ami ebben az esetben is a kivonat hidrolizalhato

szénhidrattartalméaval magyarazhato.
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38. abra: A HSA katalizalt keményité hidrolizis folyamatara gatlo hatast kifejto
gyogynovények ICso értékei
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A vizsgalt 35 mintabdl a zold tea kivonat és a kiillonbdz6 bogyds gyiimolesok levelei (mélna,
szeder, szamoca) rendelkeztek a legnagyobb gatlo hatassal (38. dbra). A zold tea 0,4 mg/ml,
mig a bogyosok levele 1,1-1,2 mg/ml koncentracioban a reakciosebességet a felére csokkenti.
A fenti 6t mintabol a zdld tea és a szamdca levél kivonata teljesen képes volt meggétolni az
enzim miikodését, de a szeder és malna levél esetében is 90 % folotti gatlast figyeltem meg. A
ribizli levél (ICso: 2,5 mg/ml) és az orbancfli (ICso: 3,5 mg/ml) kivonatok is jelentds gatlo hatést
mutattak, 98 illetve 97 % maximalis gatlassal, de a gatlas kialakuldsdhoz sziikséges
koncentracio az el6zéekhez képest nagyobb.

McDougall és kutatdcsoportja tobb izben vizsgalta a kiilonféle piros bogyos gylimolesokbdl és
szines novényekbdl (pl. vords kaposzta) késziilt magas tannin tartalmu vizes kivonatok
enzimgatld hatésat, tobbek kozt az o-amildz és a-glilkoziddz esetében is. Az a-amildz
vizsgalatok soran, hozzank hasonldan felforralt keményitd szubsztratot hasznélva, a fent leirt
eredményeinkhez hasonld, jelentds enzimgatld hatast detektaltak [155, 156]. Ennek a
vizsgélatnak a folytatdsaként Grussu €s munkatarsai a gatlasért felelds antocianinok azonositasa
céljabol dsszehasonlitottdk a piros €s sarga bogyds gyiimdlesok a-amildzra gyakorolt hatasat.
Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a piros szin kialakulasaért felelds komponensek allnak a
gatlas hatterében, mivel az azonos névények (pl. méalna) sarga variansai jelentdsen kisebb gatld
hatassal rendelkeztek. A kapott eredményeik alapjan a malna, és madarberkenye rendelkezik a
legjobb gatlasi tulajdonsagokkal, ICsg értékiik 21és 4,5 pg/ml [157]. Mar Grussu is felfigyelt a
kivonatok akarbozzal kozos alkalmazédsa soran fellépd szinergisztikus hatdsra, amit egy
kovetkezé cikkiikben [158] a berkenye és a fekete ribizli esetében igazolni is tudtak.
Eredményeink tobb ponton jol megfeleltethetdek a fenti irodalmi el6zményekkel. Az altalunk
kapott I1Cso értékek jelentésen nagyobbak, ez abbol adodik, hogy a névények levelei joval
kevesebb a fenti vizsgalatok soran aktivnak bizonyult antocianin vegyiiletet tartalmaznak [159].
Az elkésziilt vizes kivonatokrol MALDI-TOF spektrumokat vettiink fel annak érdekében, hogy
meghatarozzuk a benniik 1évé komponenseket és az aktiv hatdéanyagokat. A meleg vizes
kivonds eredményeként a poldros anyagok mellett az enyhén apoldros anyagok is kivonasra
keriiltek, igy a legtobb kapott tomegspektrum szadmos csucsot tartalmaz (39. 4bra). A
komponensek azonositdsdt online adatbdzisok ¢és az irodalomban taldlhaté adatok
felhasznalasaval kiséreltem meg. Az azonositast nehezitette, hogy az aktiv komponensek
keresése soran altalaban apolaros oldoszeres illetve alkoholos extrakciot alkalmaznak, igy az
ezekben a mintakban azonositott komponensek kis atfedést mutattak az én mintdimban talalhaté
komponensekkel. Tovabbi problémat jelentett, hogy az azonositott komponensek kozott tobb

izomer is talalhato, igy a tomeg alapjan nem lehet dket egyértelmiien beazonositani.
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Egy minta, a kisviragu flizike esetében sikeriilt meghatdrozni a f6 komponenst, ami az
oenothein B nevii ((M+K]*: 1607) hidrolizalhato ellagitannin (Fiiggelék, 3F. abra). Az esetek
tobbségében azonban a komponenseknek csak kis szadzalékat sikeriilt beazonositani. A bogyds
gyiimolcsok levelében tobb, a termésben is megtaldlhatdo vegyiiletet azonositottam, melyek
bizonyitott HSA gatld hatassal rendelkeznek [149]. llyen vegyiiletek quercetin, kampferol,
delfinidin, petunidin és ezek glikozidjai, valamint az ellagi sav, katechin és galluszsav, melyek

a kiilonbozo tanninok €pitd egységei.
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39. dbra: A malna levél kivonat MALDI-TOF tomegspektruma

A szaritott gyogynovények hatékony felhasznaldsdhoz a Magyar Gyogyndvény Szovetség €s
Terméktanacs 2-4 g szaritott ndvényi rész 2-3 dl vizzel torténd forrazasat javasolja [160]. A
vizes extraktumok liofilezése és a szilard anyag mennyiségének meghatarozdsa utan
megkaptam az egyes novények vizoldhat6 szarazanyagtartalmat (Fliggelé€k, 1F tablazat). Ebbol
¢és a kapott ICsp értékekbdl kiszdmoltam, hogy az ajanlasnak megfeleld elkészités esetén
bevihetd-e a szervezetbe a gatlas kialakulasdhoz sziikséges koncentracid. Szamitdsaimhoz 2 g
szaritott novény 2 dl vizzel torténd elkészitését vettem alapul. Eredményeim alapjan a
leghatékonyabbnak talalt gyogy- és fliszernovények (fahéj, szegflibors, zold tea, szamodca-,
szeder-, malna levél) esetében a fenti recept alapjan késziilt forrazatban 1évé ,hatéanyag”
koncentracidja meghaladja a gatlasi vizsgalatok soran meghatarozott ICso értéket. Ebben a
szamitasban csak az elkésziilt kivonat koncentracidja szerepel, és nem kalkuldl az
emésztorendszerben a hatdéanyag higulasaval. A hatékonysagrél pontosabb adatokat csak egy
in vivo kisérlet adna. Az azonban az in vitro vizsgalataink eredménye és a tomegspektrumok

alapjan elmondhat6, hogy az elkészitett forrazatok tartalmaznak aktiv komponenseket, igy ezek

69



az akar hazilag is elkészithetd kivonatok hatékony kiegészitoi lehetnek egy diabétesz terdpianak

vagy egy sulycsokkentd diétanak.

4.3.1.2. Sztivia Kivonatok vizsgalata

A novény komponensek HSA gatldé hatdsanak vizsgalatdba bevontuk az édesitOszer
alapanyagként hasznalt sztiviat (Stevia rebaudiana). A novény leveleiben eddig azonositott
nyolcféle szteviol glikozid a szachardézhoz képest tobbszoros édesitd hatassal rendelkezik.
Szerkezetiiket tekintve egy diterpén szarmazék aglikonhoz a szteviolhoz kapcsolédnak a
kiilonbozo gliikkdz és szofordz szarmazékok. Szerkezeti felépitésiikbol adoddéan az emberi
szervezetben nem bontddnak le, ezaltal fogyasztasuk esetén nem emelkedik a vércukorszint,
igy idealisak cukorbetegek részére. A sztividban talalhato glikozidok koziil legnagyobb
mennyiségben a szteviozid és a Rebaubiozid A (RebA) talalhaté [161], ezek a-amildzra
gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A németorszagi Freie Universitate kutatocsoportjaban in silico
modellezték a két komponens aktiv helyre valo bekotddését, aminek eredménye az 40. dbran

lathato.
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40. dbra: A szteviol, szteviozid, és rebaudiozid A altal kialakitott kotések és az utobbiak
illeszkedése a HSA aktiv helyén
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Harom komponens, a szteviol, a szteviozid és a rebaudiozid A illeszkedését vizsgaltak HSA
enzim aktiv helyéhez, melyhez az akarb6z dokkolasa adta a referenciat. Az IMFV kodjelii PDB
adatbazisban megtalalhatd HSA szerkezetet hasznaltak fel az akarboz illeszkedésének
vizsgalatahoz, amit LigandScout 3.1 program segitségével végeztek el [162].

A steviol esetében nem volt kimutathato olyan illeszkedés, ami in vivo koriilmények kozott
kialakulo kotédésre utalna. A szteviozid és a rebaudiozid A orientalodtak a koté helyhez, és
hasonléan az akarbozhoz -3-t6l +2 alhelyekhez illeszkedtek. A szteviozid és a rebaudiozid A
esetében is a G2-es gliikkoz egység hidroxil csoportjai tudnak H-kotést l1étesiteni a -1 és +1
alhelyhez kozeli aminosav oldallancokkal. A szteviozid esetében harom H-kotés alakul ki a 3-,
4- és 6-OH csoport és az aminosav oldallancok (Asp197, Glu233 és Asp300) kozott. A
rebaudiozid A esetén az Asp300 és a 4-OH csoport kozott jon létre H-kotés. Mind a két
komponens esetében megfigyelhet6 két H-kotés kialakulasa a 4- és 6-OH csoportok (G2) és az
Argl95 kozott. Hidrofob kolesonhatasok is megfigyelhetdek a triptofan €s tirozil oldallancok
¢s a komponenseken talalhaté metil csoportok kozott.

A kotodést elosegitd kolesonhatasként a szteviozid esetében a G1 glikoz és a -3 alhely
kozelében talalhato Serl63, illetve a G3 gliikdz 3- és 4-OH és a Tyr151 és Lys200 aminosavak
kozott feltételeznek H-kotés kialakulast. A rebaudiozid A-nal G3 gliik6z 4-OH és a Lys200 és
His201 aminosavak, valamint a disztalis G4 gliikkoz 4-OH ¢s az Ala307 aminosavak esetében
1étesiilhet H-hid kotés.

A dokkolasi vizsgalatok alapjan arra jutottak, hogy a szteviozid in vitro inhibicios hatasa
varhatéan jobb, mint a tobbi vizsgalt komponensé. Esetében 1étrejohet az Osszes gatlashoz
sziikséges kolcsonhatas, jol illeszkedik a kdtdhelyhez és kdlesonhat a -3-t61 +2 alhelyekkel.

A dokkolasi vizsgalat soran HSA enzim aktiv helyéhez val6 kotddést modelleztek, azonban
ebbdl nem allt rendelkezésiinkre a kotddési vizsgalatokhoz sziikséges mennyiség. A HSA-val
90 % folotti aminosav homologiat mutatd PPA enzimmel tudtam elvégezni az ITC kotddési
vizsgalatot, hogy alatamasszam a dokkolasi vizsgélat soran kapott eredményeket. A vizsgalat
makromolekula ligandum ardnyig, azonban a higulasi effektuson kiviil nem sikeriilt kotddést
detektalni.

Ezutan in vitro vizsgalatok soran hataroztam meg a dokkolasnal jo illeszkedést mutatd két
szteviol glikozid, valamint a vizes és metanolos sztivia kivonatok gatlasi hatékonysagat, amihez
spektrofotometrids és ITC modszert, illetve GalG2CNP ¢és keményitd szubsztratot is

hasznaltam. A két vizsgalt kivonat kdziil a metanollal késziilt mutatott hatékonyabb gatlast, ami
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arra utal, hogy a novényben olyan gatl6 hatassal rendelkezé komponensek talalhatoak, amik
vizzel nem, vagy csak kisebb hatékonysaggal vonhatoak ki.

A szteviozid ¢és a rebaudiozid A 6nmagukban nem rendelkeznek jelentds enzim gatlo hatassal
(8. tablazat). Rovid kromogén szubsztraton vizsgalva a szteviozid ICsg értéke 5 mM volt, mig
a rebaudiozid A esetében nem sikeriilt pontosan meghatarozni. Keményité szubsztraton ITC
modszerrel vizsgalva a sztevioziddal ~35 % gatlast sikertilt elérni. A rebaudiozid A esetében
az inhibitor koncentracio novelése kis mértékben novelte a mért effektust annak ellenére, hogy
a HSA nem tudja hidrolizalni a benne 1évo B(1,2) és B(1,3) glikozidos kotéseket. Egy 2015-06s
tanulmany alapjan, a jelenséget a HSA katalizélta transzglikozilezési reakcidval lehet
magyarazni, amit Ye és munkatarsai [163] is kimutattak Aspergillus eredetli a-amilaz és
rebaudiozid A esetén.

8. tablazat: Sztivia kivonatok és szteviol glikozidok kiilonbozé modszerekkel meghatdarozott
ICso értékei

UV-VIS ITC
Vizes kivonat 0.42 mg/ml 4 mg/ml
(keményitd)
Metanolos kivonat 0.3 mg/ml 0.36 mg/ml
(GalG2CNP)
1.25 mg/ml (G,)
2.5 mg/ml
(keményitd)
Szteviozid 5mM Nem gétol
Rebaubiozid A >10 mM Nem gatol

4.3.1.3. Antioxidans mérések

A szervezet oxidativ stresszel szembeni védekezését is tamogatni kell, ezért egyre nagyobb
hangsulyt kap az antioxidans vegyiiletek vizsgéalata. Cukorbetegség sordn a magas
vércukorszint hatasara a poliol utvonal aktivitasa jelentdsen megndvekszik. A poliol ttvonalon
aldoz reduktdz enzim katalizalta reakcidban a gliikoéz vagy galaktoz fruktdozza torténd
atalakitasa torténik szorbitolon keresztiil. A folyamat soran reaktiv oxigén gyokok keletkeznek,
emellett a szorbitol ozmotikus hatdsa, a NADPH igény miatt megvaltozé redox koriilmények
és tovabbi tényezok [164] is szerepet jatszanak a cukorbetegség soran kialakulo szem-, vese-
és idegrendszeri karosodasokban [165]. Ezek a tények és a vizsgalt ndvények esetében
azonositott, ismerten antioxiddns hatdsu vegyiiletek indokoltak, hogy meghatdrozzam az 58

novény vizoldhat6 antioxidans kapacitisat.

72



1200

1000
£ 800
]
x
> 600
o
£
< 400
S~
o
3
- IIII||
0 __-........._..uu|||||II||||||
T (© ~o:*’~L>mkcwuomw:5w=3mwcmmm\—&\—\— > 00 00O W by, XD¥5G W M5 © QRS (U (0 (O (O-XT5 >3
EECoegc oG ial P an8lG 532000l PemelnCepaCdrcgeSA2ORgITTse
SETNOE R SRS R CA o E R a0 EV QLU SRS RREVS L0 GEX VR EE 205D EN
W BEY X T X0 0L o NC B o o= g N 2 U SR oR0 52 =N D=0N¥ 5.8
© © o0¥o=20 £ 2 VO N0 @ gpo=4% © © O 5.0 200 5% € o®% cQon
«n ~X ON 0S¥ O O._ © = o
<ol o2 225~ ©2%0eh8y P L 2N oo hEFS0AYESES 8 N N S2Z6Y
WS O 5¥vo ENEEs o2 V2O g EN W5wg O~ Jolx gy o (SEIVES
588 SRTEL L3 S58x% 8L LSS A= N < SHE
L 3 aQou3 = 2> "U o S [t wn " ®
o S A © £ & x{g
i = o € = <
5’(9 = o = < [3]
S s ] a® u-
poz = o< >
O]

41. abra: A vizsgalt névenyi kivonatok ACW modszerrel meghatarozott vizoldhato
antioxidans kapacitasa, aszkorbinsavhoz viszonyitva

A kapott adatokat a 41. diagramon abrazoltam illetve a fiiggelékben talalhato 1F. tablazat
tartalmazza. Kiemeltem a viszonyitas alapjaul szolgal6 aszkorbinsavat, igy jol lathato, hogy a
novények tobbsége gyengébb antioxidans, mint a referencia vegyiilet. Az aranyvesszofil
esetében azonban magasabb antioxidans értéket kaptam. A flszerek altalanossagban kisebb
antioxidans hatassal rendelkeznek, mint a gyogynovények. A bazsalikom, babérlevél, boroka
¢és fahéj esetében nem tudtuk meghatdrozni a vizoldhaté antioxidéns kapacitds értékét, a
mintaban talalhato valamilyen zavar6 komponensek jelenléte miatt. A szines vegyiiletekben
talalhatd kettds kotések altalanossagban novelik az antioxiddns hatast, azonban a
varakozasunkkal ellentétben a szines részeket tartalmazé novények (mariatovis, koromvirag,
galagonya) nem mutattak nagyobb antioxidans kapacitast, mint a zold ndvényi részek. A kapott
eredményeket nem lehet kozvetleniil a vizsgalt névényekre vonatkoztatni, mivel nem tudjuk,
hogy a meleg vizes extrakcid soran mennyire bomlottak el az antioxidans hatasu vegyiiletek.
Azonban a gatlasi vizsgalatoknal jobb eredményt elérd kivonatok rendre magasabb antioxidans
aktivitast mutattak. Mivel a bogyosok esetében antioxidans hatasu vegyiileteket sikeriilt
azonositani megvizsgaltam, hogy van-e 0Osszefliggés a két paraméter kozott, vagyis az

antioxidans vegyiiletek milyen mértékben tehetdk feleldssé az enzimgatlas kialakuldsaért.
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42. abra: Novényi kivonatok antioxidans kapacitasa és HSA-kemenyito rendszeren mért 1Csp
értékei kozti korrelacio vizsgalata Pearson-analizissel

A diagramon (42. abra) abrazolt adatpontokban szemmel jol lathato tendencia figyelhetd meg.
Ennek szamszerisitése érdekében Pearson-féle korrelacios statisztikai analizist végeztiink. A
kapott R? = 0,411 érték alapjan megallapitottuk, hogy valdban fennall egy gyenge negativ
korrelacié a két adatsor kozott, vagyis a nagyobb antioxidans kapacitassal rendelkez6 novényi
kivonatok jobb o-amildz gatlo hatdssal rendelkeznek (kisebb ICsp értékkel). Ez azt mutatja,

hogy az antioxidans vegyiiletek is szerepet jatszhatnak az enzimgatlas kialakulasaban.

4.3.2. Rossz oldékonysaggal rendelkezd, apolaros inhibitor vegyiiletek vizsgalata

A németorszagi Freie Universitit-en mukodé partner kutatocsoport kidolgozott egy
szamitogépes dokkoldsi modszert, amivel rovid id6 alatt nagyszamu vegyiilet HSA enzimhez
vald kotddését lehet modellezni. Szénhidrat részt nem tartalmazd a-amildz inhibitorokrol
viszonylag kevés informacio all rendelkezésre, igy ebben a kisérletsorozatban apolaros, ,, drug-
like” kismolekulakat teszteltek in silico, egy farmakofor alapti szamitogépes modszer
segitségével (43. dbra). A tesztek soran kémiai adatbazisokban talalhato vegyiiletek szkrinelését
veégezték el, majd kivalasztottadk azokat, amik jo affinitdst mutattak az a-amilaz aktiv helyén
1év6 aminosavakhoz. A vizsgalat sordn tobb ezer vegyiiletet teszteltek a szamitdégépes modell

segitségével, melyek koziil kb. 50 esetben tapasztaltak megfelel? illeszkedést.
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43. dbra: Az in vitro vizsgadlt komponensek kivdlasztasanak folyamata [162]

Az igy kiszirt vegyiiletek tesztelését végeztem el in vitro spektrofotometrias modszerrel
GalG2CNP szubsztrat alkalmazasaval. A legjobb ICso értékkel rendelkezé vegytileteket (ICso
<100uM) keményité szubsztraton ITC mddszerrel is teszteltem. A mérést nehezitette, hogy a
vizsgalt vegyiiletek rosszul oldédnak vizben, ezért DMSO-ban feloldva készitettem minden
vegyiiletbdl torzsoldatot. A spektrofotometrids vizsgalatok soran az inhibitor higitasokat
szintén DMSO-val készitettem oly modon, hogy a DMSO a vizsgalt reakcidelegyben mindig
alland6 koncentracioban legyen jelen.

A vizsgalt 56 db inhibitorbol 11 db hatastalannak bizonyult mar GalG2CNP szubsztraton is, 37
db inhibitor mutatott mérsékelt gatld hatast (ICso> 100 uM) és 8 esetben mértem 100 pM-nal
kisebb értéket (9. tablazat). A spektrofotometrias mérések soran, a rossz oldékonysag mellett
tobb potencialis inhibitor szine akadalyozta a mérést azaltal, hogy interferalt a felszabadulo
kromofor csoport szinével, ami a mérési tartomanyt meghaladé abszorbancia értékeket

eredményezett.

75



9. tablazat: A spektrofotometrias vizsgalatok soran legjobb gatlast mutato inhibitorok (ICso <
100 uM) GalG2CNP és keményito szubsztraton mért ICsg és ligandum hatékonysag értékei
(LE = (1,37/HA)*pICsp)

GalG,CNP Keményité
(UV-VIS) ITo)
IC,, LE IC,, LE
(uM) (nM)

AKarbéz 0,5 0,13 29 0,22
18a 85 0,21 650+ <0,17
20a 70 0,17 400+ <0,14
20h 100 0,16 N.A. N.A.
26 100 0,24 800+ <0,18
27 100 0,24 1000+ <0,18
30 50 0,23 300+ <0,23
31 62 0,24 400+ <0,26
38 40 0,30 400+ <0,3

A 8 leghatékonyabb vegyiiletet vizsgaltam tovabb a természetes keményitd szubsztraton, a
kordbban mar leirt ITC rendszerben. Az ITC mérés soran a szerves oldoszertartalom jelenti a
legnagyobb problémat, mivel a késziilékben maximum 5v/v % szerves oldoszer tartalmu
mintdk vizsgalhatoak. Emellett a szerves oldoszerek jelentds higulasi effektust okozhatnak,
ezért a mérések soran az injektorban 1évé enzimoldatnak is a mérdcelldban 1évé mintaval
azonos koncentracidban kellett tartalmaznia DMSO-t. A minta az ITC mérések soran, a
spektrofotometrias mérésekhez hasonléan ~2 % DMSO-t tartalmazott, igy azt az enzim
oldathoz és a referencia celldban talalhat6 pufferhez is ilyen aranyban adtam. A 9. tdblazatban
lathatd, hogy a keményitén meghatarozott ICso értékek jellemzden egy nagysagrenddel
nagyobbak, de oldékonysagi problémak miatt csak kozelitd értékek adhatok meg. Hasonld
nagysagrendi kiilonbséget tapasztaltak kutatocsoportunk korabbi mérései soran Kandra és
munkatarsai [143] akarviozinil-glikkopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (PTS-GTH) inhibitor
vizsgalatakor, GalG2CNP ¢és amiloz szubsztrat alkalmazasaval. A nagysagrendi eltérés oka,

hogy GalG2.CNP nem idedlis szubsztratja a HSA enzimnek, ahogyan az a kinetikai és az
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akarbdzzal végzett inhibicids mérések esetében is latszik, igy a hidrolizis gatlasa kisebb
inhibitor koncentracidoval vagy kevésbé hatékony inhibitor alkalmazasaval is elérhetd.

A 9. tdblazatban feltlintettem a ligandum hatékonysag értékeket is, ami a molekula méretének
(nehéz atomok szamdanak) figyelembevételével korrigalja a kapott ICso értékeket, ezaltal
pontosabb Osszehasonlitast tesz lehetdvé. Jol lathatod, hogy habar a kontrollként alkalmazott
akarbdznal még a legjobb 8 komponens esetében is magasabb ICso értékeket kaptunk, a
GalG2CNP esetében a ligandum hatékonysag értékek rendre alacsonyabbak a molekulak kisebb
mérete miatt. Mivel a keményitovel végzett vizsgalatok esetében nem sikeriilt pontos ICsg
értékeket kapni, ezért az ebbdl szamolt ligandum hatékonysag értékek is csak kozelitéek, de a
tablazat utolsé harom komponense (30, 31, 38) esetén itt is az akarboznak megfeleld vagy annal
jobb értéket kaptunk.

Ezek az eredmények mutatjak, hogy az in silico farmakofor alapti szamitogépes modellezés
hatékony eszkoz 1j inhibitor komponensek felkutatasaban, abban az esetben, ha a gatolni kivant
enzim haromdimenzids szerkezete kelld felbontasban rendelkezésre all. Ebben a vizsgalatban
tobb adatbazisbol, millids nagysagrendii vegyiilet tesztelése tortént meg, melybdl végiil a fent
leirt 56 inhibitor jutott el az in vitro vizsgalatokig. Ezek olyan apolaros kismolekulak és
szarmazékaik, amiket eddig még nem irtak le a-amilaz inhibitorokként, és szemben a legtobb
inhibitorként ismert kismolekulaval, nem rendelkeznek szénhidrat egységgel vagy flavonoid
tipust alapvazzal. Az in vitro vizsgalatok eredményei ramutatnak arra, hogy a révid kromogén
szubsztratok széles korll alkalmazéisa ellenére, az ezekkel végzett gatlasi vizsgélatok
eredményei nem adnak valos informacidt az inhibitorok természetes kozegben kifejtett
hatékonysagarol. Mivel fizikai-kémiai tulajdonsagai jelent6s eltérést mutatnak a keményit6tol,
az ilyen szubsztratok az egyszerli felhasznalas és jo érzékenység miatt szkrinelésre jol
hasznalhatoak, de a kapott eredmények nem felelnek meg a természetes koriilmények kozott
lejatsz6dod folyamatok adatainak. Az ITC moddszer segitségével a szines oldatok illetve a
csapadék zavard hatasat sikeriilt kikiiszobolni és a keményitd alkalmazasaval a vizsgélati
paramétereket kozeliteni az in vivo koriilményekhez. Azonban ebben a rendszerben vizsgalva
az inhibitorok rendre hatastalannak, vagy gyenge hatékonysagunak mutatkoztak. A rossz
oldékonysag méréstechikai oldalrol fellépd problémait az ITC alkalmazasaval részben ki tudtuk
kiisz6bolni, de azok az inhibitorok, amelyek egy 2 % DMSO tartalmt rendszerben sem
tarthatoak oldatban, in vivo tesztekre ilyen formaban mindenképpen alkalmatlanok.

Két inhibitor esetében (26, 39) torténtek kisérletek az inhibitor oldatban tartdsara

ciklodextrinnel képzett zarvany komplex formdjaban. A mérések soran a vegyiiletek
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komplexaladsdhoz B-ciklodextrint valasztottam, melynek megfelelé méretli a belsd lireg
atmérdje a vizsgalt komponensek befogadasara.

A 39 inhibitor esetében nem sikeriilt kotddést detektalnunk. A 26 inhibitor esetében a gyenge
kotédés miatt nagy koncentraciok alkalmazasaval vizsgaltam a kdlcsonhatast. 15 mM BCD és
0,9 mM inhibitor esetén sikertilt jol mérhetd hdeffektusokat és értékelhetd izotermat kapni (44.
abra). A mérés igazolta, hogy a BCD képes komplexalni az inhibitort, bar a kotddés gyenge (Kp
=3,3mM).
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44. abra: A 26 inhibitor fCD-hez valo kétodésének izotermaja és kiértékelése
Az igy kapott eredmények alapjan osszeallitottam egy spektrofotometrias rendszert a BCD-t is
tartalmazo inhibitor oldat gatlasi vizsgéalatahoz. Az elézetes kontroll mérések soran a BCD még
nagy koncentracioban sem befolyasolta az enzim miikodését, igy a gatldsi vizsgalatokban
kapott eredményekre nincs kozvetlen hatdssal. Az inhibitor gatlasi hatékonysaganak valtozasat
a BCD nélkiili GalG2CNP szubsztrattal kapott ICso értékhez (100 uM) viszonyitottam. A
mérések sordn azt tapasztaltam, hogy az inhibitor oldékonysdga a BCD jelenlétében sem
valtozott jelentdsen, azonban a mérések soran kapott ICso értékek az alkalmazott BCD
kétszeres, mig 15 mM BCD esetében kozel 6tszoros ICso értéket eredményezett. A gatlasi

vizsgalat eredménye azt mutatja, hogy a BCD valdban képes az oldatban 1év6 inhibitor egy

crer
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Alkalmazott pufferek

HSA puffer

Az kétféle a-amilazzal kapcsolatos vizsgalatokhoz és az enzimek tisztitdsahoz 50 mM MES
puffert hasznaltam (pH = 6,0), ami 5 mM kalcium-acetatot €s 51,1 mM natrium kloridot és 152
mM natrium-azidot tartalmazott [ 142]. A pH beallitasahoz NaOH-ot és HCl-at alkalmaztam. A
PPA-val végzett kotddési vizsgalatok esetében ugyanilyen Osszetételli és pH értékii, de

azidmentes puffert hasznaltam. A puffereket felhaszndlasig htitdszekrényben taroltam.

Acetat puffer

Az kutatasi célu pektinaz és az ipari enzimkészitmény (Pektinex Ultra AFP) tisztitasahoz és az
ezekkel kapcsolatos kinetikai mérésekhez 1 mM magnézium-acetatot 0,2 M natrium-acetatot
¢s 0,2 M ecetsavat tartalmazo acetat puffert készitettem (pH = 4,8), amit felhasznéldsig 5°C-on

taroltam.

5.2. Felhasznalt enzimek

Humdan nydl a-amildz (HSA)

A vizsgalatok soran alkalmazott liofilezett human nyal a-amilazt a Sigma gyartotta (type XIII,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A forgalmazott enzim fehérjetartalma 5-15 % kozotti,
amit ammonium-szulfattal és natrium-citrattal stabilizaltak. Ezeket a stabilizatorokat a sikeres
ITC mérések érdekében el kell tdvolitani, amit 30 kDa porusméretii centrifugas filter egység
(Amicon 30K, Millipore, MA, USA) segitségével tettem meg. A torzsoldat elkészitéséhez egy
doboz, 1 KU aktivitdst humén nyal a-amilazt 10 ml azidos HSA pufferben feloldottam, a
centrifugas filter egység segitségével tobb lépésben eltavolitottam a szennyezd sdkat és a kapott
oldatot 1 ml térfogatira toményitettem. Az igy kapott és a vizsgalatokhoz hasznalt tisztitott

enzim torzsoldat koncentracidja: 11,3 uM volt, Bradford médszerrel meghatarozva [166].

Sertés hasnydlmirigy o-amilaz (PPA)

A felhasznalt sertés hasnyalmirigy o-amilazt szintén a Sigma-Aldrich-tol vasaroltuk (Type 6B,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Ez a készitmény laktdzt tartalmaz stabilizatorként, igy a
HSA-hoz hasonléan ezt is tisztitottam 30 kDa pérusméretli centrifugéas filter egység
segitségével. Ehhez 1 g sertés hasnydlmirigy a-amildzt 15 ml HSA pufferben 15 percig
szobahOmérsékleten kevertettem, majd 30 percig 5000 rpm fordulatszamon centrifugaltam. A

feliiliszot a centrifugéas filter egység segitségével tobb Iépésben tisztitottam, majd 1 ml
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térfogatra toményitettem. A kotddési vizsgalatokhoz készitett PPA torzsoldathoz azidmentes
HSA puffert hasznaltam, az igy kapott enzimoldat koncentracioja 312 uM volt. A kinetikai

mérésekhez hasznalt térzsoldatot azidos HSA pufferrel készitettem, ez a térzsoldat 140 uM

crer

Pektinaz

A vizsgalatokhoz Aspergillus niger eredetli pektinaz enzimet hasznaltunk (Pektinaz 5S, Serva
GmbH, Heidelberg, Germany). A gyari adatok alapjan az enzim aktivitas értéke 0,8 U/mg, mely
tobb kiilonbozo aktivitast is magaban foglal (pektin hidroldz: EC 3.2.1.15; pektin lidz: EC
4.2.2.10). A tobb eltérd aktivitasu enzim jelenlétét az SDS-PAGE mérések soran kapott tobb
fehérje sav is alatamasztja. Az ITC-vel tortént vizsgalatokhoz 40 mg enzimet 10 ml acetat
pufferben oldottam, majd tobb Iépésben 30 kDa porusméretii centrifugas filter egység (Amicon
30K, Millipore, MA, USA) alkalmazasaval megtisztitottam a kisméretii szennyezokt6l. A
kapott oldatot toményitettem, majd 1 ml-re egészitettem ki acetat pufferrel. Az igy kapott és a

crer

koncentracié meghatarozasa a tobb 0sszetevd miatt nem volt lehetséges.

Pektinex Ultra AFP®

A Pektinex Ultra AFP (Novozymes, Franklinton, NC, USA) egy, az élelmiszeriparban hasznalt
enzimkészitmény, melyet foként a gyiimolcsokben taldlhatd pektin lebontasara hasznalnak. A
gyari adatok alapjan, a keverékben a f6 enzimalkoto a pektin lidz (EC 4.2.2.10), de emellett
pektin hidroldz (poligalakturoniddz, EC 3.2.1.15) ¢és cellulaz (EC 3.2.1.4) aktivitassal is
rendelkezik. Mivel a készitmény nem kutatdsi célokra lett kifejlesztve, szdmos szennyezd
anyagot tartalmaz. A felhasznalas eldtt ezeknek a szennyezdknek a mennyiségét a mar tobb
izben leirt 30 kDa centrifugés sziir6 egység segitségével csokkentettem. A mérésekhez hasznalt,
a kiindulasi enzimoldat hatszoros térfogatanak megfeleld mennyiségii acetat puffer segitségével

puffer cserét hajtottam végre és a kiindulasi térfogat negyedére toményitettem a mintat.

5.3. Felhasznalt szubsztratok

A 2-klor-4-nitrofenol kromofor csoportot tartalmazé maltooligomer B-glikozid szubsztratokat
korabban, a kutatocsoport munkatarsai allitottak eld, kemo-enzimatikus szintézissel, B-
ciklodextrinbdl kiindulva [167]. A 3-6 gliikozbol allo oligomereket és a hétnél nagyobb
polimerizacids fokt maltooligomereket nytl vazizom glikogén foszforildz b enzim reakcidjat
hasznalva allitottak eld. Elsé esetben a glikogén foszforilaz exo foszforolitikus hatasmodjat

hasznaltak fel a kiindulasi oligomer roviditéséhez, mely soran lancvégi gliikoz egység szabadul
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fel [168]. Utobbi esetben reakciokoriilmények valtoztatasaval gliikkoz-1-foszfat jelenlétében
elérhetd, hogy az enzim a forditott irdnyl reakciot katalizalja, ezéltal meghosszabbitva a
kiindulasi maltooligomert [169]. A spektrofotometrias méréseknél rovid, kromogén 2-klor-4-
nitrofenil-4-O-B-D-galaktopiranozil-maltozid (GalG2CNP) szubsztratot (Sorachim SA,
Lausanne, Switzerland) hasznaltunk. A 2-klér-4-nitrofenil koromofor csoport abszorpcios
maximuma kotott forméaban 302 nm, mig szabad formaban 400 nm hullimhosszon van, igy a
vizsgalatok soran ezeken a hullamhosszokon tortént a detektalas.

A szabad maltooligomereket, a burgonya keményit6t, kék keményitét (Remazol Brilliant Blue
R festékhez kotott oldhatatlan kukorica keményitd) és cellulozt a Sigma-Aldrichtdl, mig a

pektinaz aktivitasméréseknél hasznalt pektint a Serva-tdl szereztiik be.

5.4. Vizsgalt a-amilaz inhibitorok

A modellrendszerként vizsgalt HSA katalizalta hidrolizis reakciok soran tobbféle olyan
inhibitort vizsgaltunk, melyekrdl rendelkezésilinkre allt informacid a gatlasi hatékonysagrol és
a gatlas tipuséarol. A vizsgélatok soran alkalmazott akarbozt a Glucobay® tablettabol nyertiik ki,
vizes extrakcidval, majd liofileztiik. Ehhez 5 db 50 mg hatdéanyag tartalmti Glucobay tablettat
poritottuk, majd 20 ml hadromszor ioncserélt vizzel elkeverve 45 percig ultrahangos flirdében
tartottuk. Az oldhatatlan hordozd anyagokat centrifugalassal (2x15 perc, 10000 rpm)
tavolitottuk el, majd a feliiluszot 0,45 pm porusméretii fecskenddsziiron tovabb tisztitottuk. Az
igy kapott tiszta oldatot liofilizaltuk, majd felhasznalasig fagyasztva taroltuk. Az igy extrahalt
akarboz MALDI-TOF MS spektruma a 45. abran lathato.
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45. abra: A Glucobay tablettabol kivont akarboz MALDI-TOF tomegspektruma
A harom f6 csucs az akarboz protonalt (646,4 Da), natriummal (668,4 Da) és kaliummal
(684,4 Da) ionizalt formdjahoz tartozik
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Torténtek gatlasi vizsgalatok a Somsdk Laszlo ¢és kutatdcsoportja altal szintetizalt
glitkopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (GTH) vegyiilettel is [170], mely egy ismert glikogén-
foszforilaz inhibitor [171]. a-Amildz gatldo hatasat kutatocsoportunk mutatta ki [172] és
kemoenzimatikus szintézisssel egy hatékonyabb inhibitort is sikeriilt bel6le eldallitani [173].
58 kiilonbozd novénybdl késziilt 60 kivonat HSA gatld hatasat vizsgaltam ITC modszer
segitségével. A novényekbdl késziilt kivonatok adatainak tdblazatos Osszefoglaldsa a
fliggelékben talalhato.

A vizsgalt apoléros karakterti (,,drug-like”) inhibitorokat a német Freie Universitdt bocsajtotta
a rendelkezésiinkre. A gatlasi vizsgélatok soran a vegyliletekb6l DMSO-val telitett oldatokat
készitettiink, majd a vizsgalatok sordn is DMSO-val higitottuk. A vizsgalt inhibitorok
kodszamai, szerkezetiik és a GalG2CNP szubsztraton végzett HSA gatlasi vizsgalatok soran
kapott 1Cso értékek a fliggelékben (2F. tablazat) talalhatoak. Az eredményekbdl sziiletett

publikacidban talalhaté kédszamok és a dolgozatban szerepld kddszamok eltérnek egymastol.

5.5. Kotédési vizsgalatok ITC modszerrel

Vizsgélatainkat egy MicroCal ITCz00 (Malvern, Worcestershire, UK) mikrokaloriméterrel
végeztiik. A késziilékben egy 204 pl térfogata referencia, illetve mérd cella, valamint egy 40 pl
térfogatu termosztalt injektor talalhatd. A késziilék érzékenysége a gyartd altal megadott adatok
alapjan 0,1 pcal/s, igy a vizsgalatoknal ezt az értéket tekintettiik a detektalhatdsag alsod
hataranak (LOD). A mérések sordn a referencia cella, minden esetben a vizsgélt komponensek

oldoszerét, az alkalmazott puffert tartalmazta.

Human szérum albumin és albuminra specifikus antitest kétédésének vizsgalata

A vizsgalat soran a specifikus monoklondlis antitest (Biosystem International) €s az albumin
(Sigma-Aldrich) 50 mM foszfat pufferben (pH = 7,4) oldottuk fel (Sigma-Aldrich). A mérés
kozben kialakulo, esetleges szennyezok vagy oldoszer maradékok miatti higulasi héeffektus
elkeriilése érdekében az antitest oldaton puffercserét hajtottunk végre a vizsgalatok soran
alkalmazott foszfat pufferrel, melyhez egy 30 kDa porusatmérdjii Amicon Ultra 30K
centrifugas filter egységet hasznéltunk. A tisztitas soran a kiindulési mintatérfogatot haromszor
higitottuk meg 2 ml-re (az egység maximalis térfogata), majd toményitettiik vissza a kivant
koncentraci6 eléréséig. A pontos fehérje koncentraciot Bradford modszerrel hataroztuk meg. A
mérés soran a mérocella tartalmazta az antitestet (§ uM, 204 ul), melyhez az injektorbol 38-

crer

hozzéadott albumin gyors elkeveredését a mérdcella 400 rpm sebességgel vald kevertetésével
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biztositottuk. A keverési sebesség viszonylag alacsony, a minta habzasa, és a megndvekedett
alapvonalzaj alacsonyan tartdsa miatt. A mérések, az emberi testhomérsékletnek megfeleléen,
37 °C-on torténtek. A kapott termogramot az Origin szoftver ITC-hez késziilt bovitményével
értékeltiik ki. Az integralas soran kapott pontokat a szekvencialis két kotOhelyes modell

segitségével illesztettiik.

yCD™, G8" és yCD fondaparinux kotésének vizsgalata

A kiilonboz6 ciklodextrinek, ciklodextrin szarmazékok és a heparin szarmazék fondaparinux a
Cyclolab Kft-t6l szarmaznak. A heparin szarmazék kot6dését kationos vy-ciklodextrinnel
(yCD"), ennek nyilt lanca formajaval (G8™) és y-ciklodextrinnel (YCD) végeztiik el, vizben és
fiziologias sdoldatban. A mérések soran a fondaparinux oldataval toltottiik fel a mérd cellat,
melyhez az oligoszacharidokat injektaltuk. Az eltéré erésségii kolcsonhatasok miatt, a
kiilonbozd vegylileteknél mas-mas koncentracidviszonyokat kellett hasznélni az értékelhetd
termogramok eléréséhez. Ennek megfeleléen a 13,25 mM yCD™, 33,14 mM G8" illetve 100
mM yCD oldatokkal toltottiik fel az injektort, melybdl a mérésektdl fiiggéen 48-78 injektalas
soran 0,5-0,8 ul térfogatokat adtunk a rendre 0,56 mM, 1,08 mM ¢és 1,08 mM koncentracidju
fondaparinux oldathoz. A mérések 37 °C-on torténtek. A mérdcellaba injektalt komponensek
gyors elkeveredését 800 rpm sebességli keveréssel értiik el. A fiziologias sooldatban tortént
mérések esetén a kotddé komponenseket a fentiekkel megegyez6 koncentracioban 0,9 % NaCl
oldattal készitettiik el, majd azonos koriilmények alkalmazasaval vizsgaltuk. A termogramok
kiértékeléséhez az Origin szoftverben, az integralds utdn kapott pontokra egy kotdhelyes

modellel illesztettiink gorbét.

Az akarboz kétodésének vizsgalata sertés hasnyalmirigy eredetii a-amilazhoz

A sertés pankredsz o-amildz (PPA) és az akarbdz kozti kotddés vizsgalata soran 3,75 mM
amilaz mérésekhez hasznalt azidmentes MES pufferben lettek feloldva és higitva. A titralasok
soran 25-sz0r 1,5 pl akarbozt injektaltunk, 180 masodperces kiilonbségekkel. A mérés 37 °C-
on tortént, 600 rpm kevertetés mellett. A kapott adatokra az Origin szoftver egy kitOhelyes

modelljével illesztettiik gorbét.
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5.6. Kinetikai és gatlasi vizsgalatok I'TC médszerrel

Enzimkinetikai méresek ITC modszerrel

ey

megfeleld pufferben oldott szubsztrat oldatokkal toltottem fel. Az 6sszedllitott mintak térfogata
minden esetben 300 pul volt, melybdl 204 ul sziikséges a cella feltdltéséhez. A mérések soran a

referencia cella minden esetben az alkalmazott pufferrel lett feltoltve.

a-Amilaz (HSA, PPA) katalizdlta hidrolizis reakciok vizsgalata

crer

torzsoldatbol azidos HSA pufferrel higitva készitettem. A mérések soran, 60 méasodperces
késleltetés utan 2 masodperc alatt 1 pl enzimet injektaltam a mérdcellaba, ami az azidos HSA
pufferben oldott szubsztrat oldatot tartalmazta. A mérés soran az oldatot a cellaban 800 rpm
sebességgel kevertem. A késziilék beallitasai koziil a hémérsékletet 37°C-ra, az injektalas
sebességét 0,5 ul/s-ra, a referencia teljesitményt 5 pcal/s-ra, a ,,feed back moédot” ,,alacsony”
értékre allitottam, mig az adatvételezés gyakorisaga 2-3 masodperc volt. A mérések id6tartama
az adott rendszernek megfeleléen valtozott. A kapott termogramok kiértékelése soran az 21.
abran lathatd moddon jartam el, vagyis az injektdlds utdn meghatdroztam a termogram
alapvonalhoz viszonyitott legnagyobb eltérést és a kapott értéket tekintettem az adott szubsztrat
koncentraciondl mért reakcidsebességnek. A reakcid szubsztrat koncentracid fiiggésének
vizsgalatakor tobb eltérd szubsztrat koncentracional hataroztam meg a reakcidsebességet, majd
a kapott sebesség értekekre Grafit program segitségével, a Michaelis-Menten Osszefiiggés
alapjan iteracioval illesztettem gorbét, ami alapjan a program meghatirozta a Km €s Vmax

értékeket.

Pektinaz és celluldz aktivitas vizsgalata

A pektinaz és cellulaz méréseket a fent leirt rendszerben végeztem és az enzimek miikodésének
optimalis hdmérsékletét, 45 °C-ot allitottam be. A Pektinex Ultra AFP esetében egy masodik
méréssorozat keretein beliill 25 °C-on is meghatdroztam a reakcidsebesség értékeket. Az
Aspergillus pektinaz esetén az injektalt enzim térfogata, a kisebb aktivitas miatt 5 pl volt, amit
5 masodperc alatt juttattam a szubsztrat oldatot tartalmazd, 800 rpm sebességgel kevert cellaba.
A Pektinex Ultra AFP-ben talalhato pektinaz és cellulaz aktivitas vizsgalata soran 2 masodperc
alatt 2 pl-t injektaltam a celldba az enzim elegybdl, a keverés sebessége ebben az esetben is 800
rpm volt. A K’ érték meghatarozasahoz a pektinaz vizsgalatok esetében 0,25-40 mg/ml pektin

koncentracid kozott vizsgaltam a reakcidsebesség értékeket, mig a cellulaz esetében ez a
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tartomany 0,5-50 mg/ml volt. A kapott sebesség értékeket Grafit szoftver segitségével, a HSA
vizsgalatanal leirt modon értékeltem ki. Mivel mind az Aspergillus mind a Pektinex Ultra AFP
tobb kiilonb6zo enzimaktivitdssal rendelkezik a program altal kalkulalt Km €s vmax értékek
latszolagos értékeknek tekinthetdek, amik magukban foglaljak az 6sszes olyan enzimaktivitast,

ami az adott szubsztraton mikodik.

HSA enzim gatlasanak vizsgalata ITC modszerrel

A gatlasi vizsgalatok soran a mérdcella a szubsztrat mellett az inhibitort is tartalmazza és ehhez
a keverékhez adjuk egy titralas soran a 2 pl 1,1 uM koncentraciéja HSA oldatot. A gatlasi
vizsgélatok esetében eltérd inhibitor koncentraciok gatld hatasat vizsgaltam allando 1,4 mg/ml
keményit6 koncentracié mellett. Az 6sszeallitott mintak minden esetben 75 ul 0,56 % felforralt
keményitd oldatot tartalmaztak, amihez annyi puffert adtunk, hogy a mintak végtérfogata az
inhibitorral egyiitt 300 ul legyen. A mérés soran alkalmazott egyéb paraméterek (hdmérséklet,
keverési sebesség) megegyeznek a HSA kinetika részben leirtakkal.

A vizben rosszul 0ldodo inhibitorok vizsgalata soran a komponenseket DMSO-ban oldottam és
a méréshez sziikséges koncentraciok eléréséhez is DMSO-val higitottam ezeket. Ez esetben a
300 pl térfogati mintdkban a szubsztrat mellett (75 pl) az inhibitor oldat térfogata (15 pl) is
allando volt. Ezt az indokolta, hogy a mérések soran az injektorban és a referencia celldban is
a mérdcellaban 1év6 oldattal azonos, allandd DMSO koncentraciot (2 v/v %) kellett fenntartani,
a higulasi effektus minimalizalasa érdekében.

Az egyes méréseknél kapott reakcidsebesség értékeket, egy inhibitort nem tartalmazo6 kontroll
méréshez viszonyitottam, majd meghataroztam a maradék enzim aktivitast %-ban kifejezve.
Ezeket az értékeket az inhibitor koncentracié logaritmusanak fiiggvényében abrazoltam, majd
a Grafit program segitségével illesztettem ra gorbét az 13. Gsszefliggés alapjan, megkapva a
dozis-hatas gorbéket, és az ICso értéket. Az egyenletben az a a gorbe két végpontja kozti
tavolsag, az X az inhibitor koncentracio, az s a meredekségi faktor, mig a b a hattérre vonatkozo

paraméter.

a

y=—r
1+ (F) -

A gatlas tipus meghatarozasanal legalabb két eltérd inhibitor koncentracidt alkalmazva

+b

vizsgaltam a HSA katalizélta hidrolizis reakci6 szubsztrat koncentracio fiiggését GalG2CNP ¢és

G7 szubsztratokkal, majd a kapott adatpontokra nem-linedris regresszidval illesztettem a
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Michaelis-Menten gorbét Grafit program segitségével. A gorbék egymashoz viszonyitott
lefutasabdl és a program altal szamitott Km és vmax értékek valtozasabol hatdroztam meg a gatlas

tipusat.

5.7. Kinetikai és gatlasi vizsgalatok spektrofotometrias modszerrel

A HSA enzim kinetikajanak vizsgalata spektrofotometriaval

A méréseket egy termosztalhaté Jasco V550 tipusu kétsugaras spektrofotométeren végeztiik,
GalG2CNP szubsztraton, HSA enzimmel. A szubsztratot és az enzimet azidos HSA pufferben
oldottuk és azzal higitottuk. A kinetikai vizsgalatok soran a kiivettaban 390 ul végtérfogatban
allitottuk Ossze a szubsztrat koncentracid sorozatot, majd 37°C-on 2 percig termosztaltuk. A
reakciot 10 pl HSA enzim (2 nM) hozzdadasaval inditottuk, majd mértiik a kezdeti
reakciosebességet. Ehhez 120 masodpercig idoben kovettiik a felszabaduld kromofor csoport
altal kivaltott abszorbancia ndvekedést 400 nm-en puffer vakkal szemben, majd meghataroztuk
a kapott gorbe kezdeti szakaszanak meredekségét, amihez a Jasco Spectra Manager

szoftverének Time course measurement funkcidjat hasznaltuk.

Forralt és forralas nélkiili kék keményito oldat HSA katalizalta hidrolizisének reakciosebesség

Meghatadrozdsa

A kék keményitdvel végzett vizsgalatok esetében 2,5 ml 2 %-os (20 mg/ml) kék keményitd
oldatot készitettem azidmentes HSA pufferrel, melyet a forralds nélkiili reakcioknal rogton
felhasznaltam, mig a forralassal tortént mérések esetében 1 percig forraltam, majd hagytam
szobahOmérsékletlire hiilni. Megmértem a kiindulési oldatok abszorbancidjat, majd a tovabbi
mérések esetén kapott értékeket ezzel korrigaltam. A méréseket a tisztitott HSA és tisztitott
PPA enzimmel is elvégeztem. A reakcidt az enzim hozzdadédséaval inditottam 0gy, hogy az
enzimkoncentraciok a felforralt mintak esetében 27 nM, mig a forralas nélkiili minték esetében
542 nM voltak. A forralt keményitot tartalmazé reakcioelegybdl 2 percenként, mig a forralas
nélkiilibol 15 percenként homogenizalas utan 20 pl mintat vettem, ezt pufferrel 400 pl-re
egészitettem ki, majd 60 masodperc centrifugilas utan a feliiliszobol 595 nm-en
meghatdroztam az abszorbancia novekedést a kiindulasi értékhez képest. A kapott abszorbancia
valtozas adatokat az id0 fliggvényében abrazoltam, majd ebbdl meghataroztam a kezdeti

reakcidsebességet.
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Pektin liaz aktivitas meghatarozasa

Az Aspergillus eredetii pektinaz és a Pektinex Ultra AFP esetében is vizsgaltam a pektin liaz
aktivitast. Ehhez 0,6 %-o0s pektin oldatot készitettem acetat pufferrel és a fent leirt enzimeket
hasznaltam. A vizsgalatok 500 ul térfogatban, 45 °C homérsékleten torténtek. Ehhez a 400 pl
szubsztratoldatot kvarc kiivettaba pipettdztam, majd az enzim hozzaadasaval (Aspergillus
pektinaz esetében 15 illetve 50 ul, a Pektinex Ultra AFP esetében 10 ul) inditottam el a reakciot,
amit 235 nm-en, a keletkez6 termék abszorbciés maximuman kovettem 20 percig a Jasco
Spectra Manager Time Course funkcidjat hasznalva. A lidz aktivitas meglétére vagy hianyara

a kapott gorbék alakjabol és a kezdeti szakasz meredekségébdl kovetkeztettiink.

HSA katalizalta hidrolizis reakciok gatlasanak vizsgalata

Gatlasi vizsgalatok esetében, a kinetikai mérésekhez hasonldan 390 ul végtérfogatban allitottuk
0ssze a mintat, ami minden esetben 300 pul 5 mM GalG2CNP szubsztratot, 80 ul puffert és 10
ul inhibitort tartalmazott. Az inhibitort oldékonysagtol fiiggden vizzel vagy DMSO-val
higitottuk. A kiindulasi enzimaktivitasi érték meghatarozasahoz (negativ kontroll) DMSO-ban
0ld6d6 mintak esetén inhibitor helyett 10 ul DMSO-t, pufferben oldott inhibitor esetében 10 ul
puffert tartalmazott a minta. Az enzimreakciot 2 perc termosztalas utan 10 pl enzim
hozzéadasaval inditottuk (2 nM), majd 2 percig kovettiik az abszorbancia valtozasat 400 nm-
en. A kapott gorbe kezdeti szakaszanak meredekségére alapjan mértikk a kezdeti
reakcidsebességet. A gatlasi hatékonysag meghatarozasahoz az 1Csp értéket az ITC-vel végzett
gatlasi vizsgalatokndl leirtaknak megfelelden az inhibitor koncentracié és a kivaltott
reakcidsebesség csokkenése alapjan szamitottuk.

A gatlas tipus meghatarozasanal az ITC-nél talalhato leirast kovettem, annyi eltéréssel, hogy

GalG,CNP szubsztratot hasznaltam a mérések soran.

5.8. HPLC moddszer a HSA Kkatalizalta CNP-maltoheptaozid hidrolizis
termékaranyaiban bekovetkez6 valtozasok kovetésére

Egy uj HPLC modszert allitottunk be a hosszabb kromogén szubsztrat (CNP-G7) HSA
katalizalta enzimatikus bontdsdnak kovetésére. Ehhez egy diddasoros detektorral felszerelt
Agilent Infinity késziiléket és egy Genesis C-18 (15 cm, 4.6 mm, 4 um) forditott fazisu oszlopot
hasznaltunk. Az izokratikus elvalasztds sordn acetonitril-viz (15:85) eluenst és 0,8 ml/perc

aramlasi sebességet hasznalva a keletkezd f6 termék (CNP-G3) mennyiségének valtozasat

crer
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nM) inditottuk a reakciot és 37°C-on inkubaltuk. A reakcidelegybdl 20 percenként injektalva,

a f6 termék csucsteriiletének valtozasabol hataroztuk meg a kinetikai gorbét.

5.9. A vizsgalt novényi kivonatok eldallitasa

A ndvényi kivonatok készitése soran 5 g szaritott novényi kivonatbol indultunk ki, melyeket
dorzsmozsarban homogenizaltunk. A virdgos hajtasokat és leveleket 100 ml desztillalt vizzel
leforraztuk, majd lefedve hagytuk szobahémérsékletre hiilni. A keményebb novényi részek
(gyokér, termés, kéreg) esetében 30 percig forraltuk a mintakat 100 ml desztillalt vizzel, majd
ezeket is hagytuk szobahdmérsékletre hiilni. A kihiilt kivonatokat elészor redds szlir6papirral
lesziirtiik, majd centrifugaltuk és 0.2 pm porusatmérdjii fecskenddsziirdvel sziirtiik. Az igy
kapott tiszta oldatokat lefagyasztottuk, fagyasztva szaritottuk, majd felhasznalasig hiitében
taroltuk. A vizsgalt novények listdja, és a kiilonbozéd mérések sordn kapott eredmények

Osszefoglalasa a fliggelék 1F. tablazataban talalhato.

5.10. Altalanos médszerek

Vizoldhato antioxidans kapacitas meghatarozasa ACW modszerrel

A kivonatok antioxidans kapacitdsanak meghatarozésara tobb modszer is ismert, melyeket a
lejatszodo reakcio tipusa alapjan két csoportra oszthatunk, elektron transzferrel és hidrogén
atom transzferrel jaré folyamatokra. Utdbbi csoportba tartozik a dolgozatban leirt
eredményeket is szolgaltatdé kemilumineszcens ACW (vizoldhatd antioxidans kapacitas)
modszer [174]. A ndvényi kivonatok vizoldhaté antioxidans kapacitasat PhotoChem® (Analytic
Jena AG) késziilékkel hataroztuk meg aszkorbinsavhoz viszonyitva [175]. Ehhez a késziilékhez
kapott gyari kalibracios kit segitségével aszkorbinsav kalibracios egyenest vettiink fel 0,2-3 nM
koncentracio6 tartomanyban. A mérés soran a késziilékben UV-A (360 nm) sugarzas hatasara a
luminol és oxigén reakcidjaban szabadgyokok keletkeznek, ez gerjesztett aminoftalat anionokat
eredményez, amik az energiat kemilumineszcencia formajaban adjak le. Ha a minta antioxidans
komponensei semlegesitik a gyokoket, csokken a mért kemilumineszcencia. A minta
sztenderdhez viszonyitva adja meg az antioxidans kapacitast [175].

Desztillalt vizzel 2 mg/ml torzsoldatot készitettiink a liofilizalt névényi kivonatokbdl, majd a
kapott gyari reagensekkel, megadott aranyban keverve allitottuk Ossze a mintdkat. A mintat
desztillalt vizzel addig higitottuk, amig a kapott érték a kalibracids tartomanyon beliilre esett.

A késziilék altal meghatarozott adatok alapjan, a higitdssal és a bemért tomeggel
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visszaszamolva a vizoldhato antioxidans kapacitds pg/mg aszkorbinsav dimenzioban adhaté

meg.

Fehérje koncentracio meghatarozas

crer

crer

majd a meghigitott mintabol 20 pl-t adtam 1 ml Bradford reagenshez. A keveréket ezutan 10
percig szobahdmérsékleten tartottam, a megfeleld szinintenzitds kialakuldsdnak érdekében,
majd 595 nm-en spektrofotometridsan meghataroztam a minta abszorbanciajat. A mérés soran
20 pl viz és 1 ml Bradford reagens keverékét hasznaltam vaknak. A kapott abszorbancia

értékbodl, a higitassal valod korrekcid utan egy albuminnal készitett kalibracid segitségével

crer

MALDI-TOF MS

Az alkalmazott szubsztratok és az extrahalt akarboz tisztasaganak ellendrzésére, illetve a
novényi kivonatok dsszetételének vizsgalatahoz tomegspektrumokat vettiink fel MALDI-TOF
tomegspektrométerrel (Bruker Biflex III), pozitiv reflektron modban. A késziilékben a minta
ionizalasahoz egy 337 nm hullimhosszon miikddd nitrogén lézert talalhato. Matrixként 2,5-
dihidroxi-benzoesav (DHB) alkoholos oldatat hasznaltuk. A kalibracidhoz a-, B- és y-CD
sorozat [M+Na]* tomegeit hasznaltuk fel, amik sorban 995,3067 Da, 1157,3595 Da és
1319,4124 Da.

Viszkozitas meghatarozasa

A keményitd, karboximetil-celluloz ¢és pektin oldatok viszkozitasat Ostwald-féle
viszkoziméterrel hatdroztam meg. A mérdmiiszert vizre és DMSO-ra kalibraltam, majd az igy
meghatarozott allandot (0,04115 CSt/s) hasznaltam a viszkozitds szdmitasakor. A kapott

értékeket CSt dimenzidban kaptam meg, amit mPas-ra valtottam 4t (1 CSt = 1 mPas).
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6. Osszefoglalas

PhD munkam soran az ITC modszer két 6 felhasznalasi modjat alkalmazva enzimkinetikai és
kotodési vizsgalatokat végeztem, €s ehhez sziikséges modszereket allitottam be fehérjék és
szénhidratok vizsgalatara.

Az irodalomban enzimkinetikai vizsgalatokhoz egyszeres és tObbszoros injektalast alkalmazo
modszereket is taldlhatunk, ezek azonban 4ltaldban nehezen optimalizalhatoak, igy
alkalmazasuk 1d6- és koltséghatdkonysag szempontjabol sem tekinthetd idealisnak. D’ Amico
2004-ben leirt moddszere alapjan egy humén nyal a-amildzt alkalmazé modellrendszer
segitségével kidolgoztam és jellemeztem egy ITC-alapu enzimkinetikai 4s gatlasi vizsgalatokra
alkalmas modszert, mely kombinalja egymassal a korabbi egyszeres €s tobbszords vizsgalatok
elonyos tulajdonsagait ¢és kikiiszoboli az enzimes vizsgalatok soran a szubsztrat
oldékonysagabol és higulasbol adodo problémakat.

A modszerfejlesztés soran meghatdroztam a kinetikai vizsgalatokhoz megfeleld miszeses
paramétereket ¢és a vizsgdlatokhoz sziikséges koncentracidé viszonyokat. Ezek alapjan a
méréseket 37 °C-on, 5 pcal/s referencia teljesitménnyel, legalabb 750 rpm keverési sebességgel
végeztem. A mérésekhez 5 nM enzimet hasznaltam és HPLC segitségével igazoltam, hogy a
vizsgalat id6tartama alatt a szubsztrat kevesebb mint 10 %-a alakul at. A modszer
alkalmazhatosagat HSA és PPA katalizalta hidrolizis reakciok segitségével teszteltem. Ehhez
els6ként GalG2CNP és szintén CNP kromofor csoportot tartalmazé maltoheptadz segitségével
végeztem kinetikai vizsgalatokat, majd a kapott eredményeket a csoportunkban korabban
alkalmzott és az irodalomban leirt spektrofotometriaval és HPLC-vel kapott eredményekkel
vetettem Ossze. Az adatok jo egyezést mutattak, igy a mérést kiterjesztettem szabad- és CNP
kromofor csoportot tartalmaz6 maltooligomer sorozatok vizsgalatara. Mivel az ITC univerzalis
detektornak tekintheto, alkalmazasaval kikiiszobolhetd a kromofor nélkiili szénhidratokkal
torténd vizsgalatok krtitikus pontja, a szubsztrat vagy keletkez6 termékek detektalasa. A kapott
Kwm értékek alapjan elmondhatd, hogy az oligomer szubsztratok esetében a matoheptadz, illetve
az ennél nagyobb polimerizaltsagli oligomerek alkalmazasaval jol modellezheték a
keményitdvel torténd vizsgalatok, mivel az ezek esetében kapott Km értékek a keményité HSA
katalizalta hidrolizis reakcio K értékével megegyeznek (Km = 1,4 mg/ml). A kromofor csoport
hatésa is lathatd, mivel az aromas kromofort tartalmazo oligomerek esetében kapott Km értékek
minden esetben kisebbek az azonos hosszusagu szabad oligomereknél meghatarozott

értékektol.
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A természetes keményitd szubsztrattal vald vizsgalatok és a kromoforos szubsztratok
alkalmazésa kozott kompromisszumos megoldast jelent a jol detektalhatd kék keményitdvel
végzett kinetikai vizsgalat. Mind a kék mind a nativ keményitd esetében is talalhaté az
irodalomban olyan modszer, ahol felforraljak a keményit6 szuszpenziot és olyan is ahol nem,
igy vizsgéltam a szubsztrat hokezelésének hatasat a reakciora. Ehhez PPA és HSA enzimekkel
spektrofotometrias mérést végeztem a kék keményitd, és ITC mérést a nativ és a kék keményitd
esetében. Az eredmények azt mutatjak, hogy a hokezelt keményiték esetében a reakcidosebesség
két nagysagrenddel nagyobb mind a két enzim esetében. Az ITC-vel végzett vizsgalatok soran
a forralas nélkiili keményitdvel az altalanosan hasznalt enzimkoncentracioval nem kaptam
mérhetd effektust. Osszehasonlitand6 a keményitd és kék keményitd hidrolizis reakcioit, HSA
¢s PPA enzimekkel meghataroztam a reakciok Kwm értékét 0,1-20 mg/ml koncentracio
tartoményban, ahol a kék keményitd esetében szubsztrat gatlast figyeltem meg mindkét enzim
esetében. Az adatokra a Haldene egyenlet segitségével gorbét illesztve meghataroztam a Km €s
Ki értékeket. A kék keményité hidrolizis reakcidjanak a Km értéke mindkét enzim esetében
kisebb, mint a normal keményitd esetében kapott érték, mig a Kj értek a HSA esetében 49
mg/ml, a PPA esetében 16,4 mg/ml. Az eredmények alapjan javaslatot tettiink a kék
keményitével végzett kinetikai vizsgalatok modszerének modositasara.

Kinetikai vizsgalatokat végeztem rosszul oldodod, gélesedd szubsztratok viszkdzus oldatainak
alkalmazaséaval is, demonstralva ezzel, hogy a rendszer kellden robusztus egy ilyen, mas
modszerekkel nehezen vagy nem vizsgalhato rendszer jellemzésére is. Ehhez pektin és celluloz
lebontasat vizsgaltam egy ipari enzim keverék (Pektinex Ultra AFP) és egy pektindz
készitmény alkalmazasaval, két hdmérsekleten (25 és 45 °C). Mivel mindkét enzimkészitmény
tobbféle enzimaktivitassal rendelkezik, a vizsgalt reakciok esetében latszolagos Km (Kwm’)
értékeket hataroztam meg. A két, pektin bontd aktivitassal rendelkezd készitmény esetében a
Kwm’ értékek alapjan elmondhatd, hogy az ipari készitmény (Pectinex Ultra AFP) aktivitasa
kortlbeliil 6tszordse a kutatasi célra forgalmazott készitménynek, ami a tobb enzimaktivitasnak
¢s a készitményben talalhat6 szinergisztikusan miikddé enzimeknek tulajdonithat6. A PU AFP
celluldz aktivitdssal is rendelkezik, igy vizsgaltam a celluloz bontd képességet és
meghataroztam a reakcié Km’ értékét a pektin lebontas vizsgalatanal is hasznalt két hofokon.
A mérések konkluzigja, hogy a modszer alkalmas akar erésen viszkozus rendszerekben valo
mérésre is. A modszer alkalmazhatosdganak korlatjat az erdsen viszkdzus oldatok esetében
(>100 mPas) a mérdcella feltdltésére hasznalt fecskendd hasznélatdnak nehézsége jelentette.
A modszert alkalmaztam enzim gatlas vizsgalatara is. Ennek tesztelésére egy kereskedelmi

forgalomban kaphatd a-glikoziddz inhibitort (akarboz) és a fent leirt HSA modellrendszert
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hasznaltam. Az akarbdz kompetitiv dtmeneti termék analdg, ami a kiilonb6z6 hossziisagu
szubsztratok (GalG2CNP, G7, keményitd) alkalmazasa soran, az ICsg és K értékekben
mutatkoz6 tendencia alapjan is igazolast nyert. A GalG.CNP esetében kapott ICso értéket
Osszevetettem a csoportunkban korabban elvégzett spektrofotometrias modszerekkel kapott
értékkel is, ahol jo egyezést talaltam (0,66 illetve 0,88 pM). A moddszert alkalmaztam tovabba
gatlas tipus meghatarozasara is akarboz, GTH ¢és sztivia vizsgalatokban. Az ITC modszerrel
kapott eredményeket 6sszehasonlitottam korabbi publikalt eredményekkel is.

A gatlasi vizsgalatokat gyakorlatban is alkalmaztam 60 kiilonbozd, gyogy- ¢és
fiszernovényekbdl készitett vizes kivonat HSA gatlé hatdsanak tesztelésére, keményitd
szubsztratot tartalmaz6 rendszeren. A kapott eredmények alapjan a bogyods gytimolesok levelei,
a z0ld tea, fahéj és szegfiibors jelentés gatld hatassal rendelkezik, ICso értékiink 0,4-1,2 mg/ml
érték kozott van. Meghataroztam a kivonatok alapjat képezd szaraz ndvényi részek vizoldhatod
szarazanyag tartalmat, amibdl arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a fent leirt, legjobbnak
talalt kivonatok esetében, akar otthoni fogyasztas soran is elérhetd az enzimgatlashoz sziikséges
hatékony koncentracio. Tomegspektrometridss modszerrel megkiséreltem azonositani a
kivonatokban taldlhatd gatlasért felelés komponenseket, de néhany flavonoid tipust ismerten
gatld hatassal bird vegyiilet kivételével ezidaig nem sikeriilt a komponensek azonositasa.
Kiemelten foglalkoztuk az édesitészer alapanyagként hasznalt sztivia novény vizsgalataval is.
A vizes és alkoholos kivonatok rendelkeznek HSA gatld hatassal (I1Cso: 4 illetve 2,5 mg/ml
keményitd szubsztraton mérve), azonban a {6 komponensként ismert szteviozid és rebaudiozid
A keményitével szemben nem mutatott gatld hatast. Meghataroztam a ndvényi kivonatok
vizoldhat6 antioxidans kapacitasait ACW modszerrel aszkorbinsavra viszonyitva, mely soran
gyenge korrelaciot talaltam a gatlasi hatékonysag és az antioxidans hatas kozott. Ismerve a
cukorbetegség soran a redoxi rendszer eltolodasa kovetkeztében kialakuld szovédményeket,
tovabbi eldnyt jelenthet a kezelésben. Eredményeink alapjan a fenti gydgyndvényekbdl
készitett kivonatok hatékony kiegészitdi lehetnek egy cukorbetegség terapidnak vagy egy
fogyokuras diétanak.

Németorszagi egylittmiikodd partnereink szdmitogépes modellezés segitségével 11j, eddig nem
vizsgalt, szénhidrat részt nem tartalmazd HSA inhibitorokat keresnek. A modellezés alapjan
potencialisan hatékonynak itélt komponensek in vitro vizsgalatat is elvégeztem
spektrofotometriasan GalG2CNP ¢és keményitd szubsztrattal ITC modszer segitségével. Mivel
ezek a komponensek vizben rosszul olddédnak, 2% DMSO tartalmt rendszerben vizsgaltam a
gatlasi tulajdonsdgukat. Az ITC modszer érzékeny a szerves oldoszerekre, azok nagy

higulashdje miatt, igy vizsgaltam, hogy egy DMSO tartalmt rendszer hogyan kezelhetd. A
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spektrofotometridsan tesztelt 56 db inhibitorbdl 8 rendelkezett 100 uM alatti ICso értékkel, igy
ezeket vizsgéltam tovabb ITC mddszerrel, keményitd szubsztraton. A mérések sordn azt
tapasztaltam, hogy a rovid kromogén szubsztraton kapott ICsp értékeknél, keményito esetében
egy nagysagrendnyi ndvekedés volt megfigyelhetd. Meghataroztuk a 8 vizsgalt inhibitor ligand
hatékonysagat is, ami a GalG2CNP esetében mind a 8 inhibitornal a pozitiv kontrollként
hasznalt akarb6zénal jobb volt, mig a keményitd esetében csak 2 esetben tapasztaltunk jobb
értéket. Azonban a komponensek rossz oldékonysaga és a keményitével szemben mutatott
kisebb gatlasi hatasuk miatt in vivo tesztelésiikre varhatoan nem keriil sor. Az oldékonysag
javitasara tortént kisérlet ciklodextrinnel valé komplexalasra két inhibitor esetében, azonban a
komplex nem mutatott gatlo hatést. Az ITC rendszer a mérések soran jol mikodott 2% DMSO
mellett, a higuldsi effektus is kikiiszobolhetd volt, ha az enzim és a referencia cella is
ugyanilyen koncentracioban tartalmazta az oldoszert. A mérések eredménye azt mutatja, hogy
a szamitogépes modellezés potencidlis technika nagyszamu vegyiilet hatdsossaganak
tesztelésére, csokkentendd a koltséges és idéigényes in vitro és in vivo tesztek szamat.

Az ITC moédszert hasznaltam kotédési vizsgalatokra is. Ennek keretén beliil egy humén szérum
albuminra specifikus monoklonalis antitest albumin kotését és a heparin szarmazék
fondaparinux kationos y-ciklodextrin szarmazékkal vald kdlcsonhatasat vizsgaltam.

Az albumin kotodésének vizsgalata soran harom modszerrel hataroztuk meg a kotddés
sztochiometridjat és a kotddési allandot. Az ITC modszer elénye, hogy ezek a paraméterek egy
méréssel meghatarozhatok, mig a parhuzamos modszerként alkalmazott kapillaris
elektroforézis esetében meghatarozasukhoz két modszerre volt sziikség (CZE, ACE). A kapott
adatok jO egyezést mutatnak, az antitest két albumint képes megkotni, de a kotddés nem
véletlenszertien torténik. A kapott Kp értékek alapjan elsé kotohely jelentdsen erésebben koti
az albumint (Kp ~ 10® M), mint a masodik (Kp ~ 107 M). A termodinamikai paraméterek
alapjan az els6 kotddésben hidrogén kotések és hidrofob interakciok is szerepet jatszanak, mig
a masodik kotohely esetében elsdsorban utobbiak jatszanak szerepet. A AS pozitiv értéke a
kotédés soran felszabadul6 felszini vizmolekulakra utal.

A fondaparinux egy véralvadasgatloként alkalmazott szintetikus oligoszacharid, aminek a
szervezetbdl torténd gyorsitott eltavolitasdnak egyik lehetséges modja a ciklodextrinnel valo
komplexalas. A mérések soran amid funkcids csoportokkal modositott kationos y-ciklodextrin
szarmazék (yCDY), ennek nyiltlanca formaja (G8") illetve egy normal vy-ciklodextrin
fondaparinux kotését vizsgaltam. Eredményeim azt mutatjdk, hogy toltott csoportokat
tartalmazo szarmazékok képesek komplexdlni a fondaparinuxot, azonban a kotés erdssége

elmarad a fondaparinux Xa faktorhoz valo affinitdsatél, igy a vérben ez a kotédés nagy
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valdszinliséggel nem megy végbe. A kotés erdsségét tovabb csokkentik a kornyezetben
jelenlévo kloridionok, ami tovabbi limitacioja az ilyen jellegli komplexképzédésnek. A kapott
termodinamikai paraméterek alapjan a kot6dés a yCD* esetében egyiittesen entalpia és entropia
vezérelt exoterm folyamat, melyben részben hidrofob kolcsonhatasok részben ionos
kolcsonhatasok és deszolvatacid jatszik szerepet. A nyilt lanci formandl entalpia vezérelt a
folyamat, vagyis az ionos kolcsonhatdsok domindlnak, ami érthetd, hiszen hianyzik a
ciklodextrinnél meglévo apolaris lireg.

Dolgozatommal szerettem volna bemutatni, hogy az ITC technika az altaldnosan elterjedt
kotodési vizsgalatok mellett egyarant alkalmas enzimkinetikai és gatlasi vizsgalatokra
egyarant. Az altalam leirt mddszer j6 alternativa lehet mas modszerekkel nehezen vizsgalhato
rendszerek, vagy rosszul detektalhatd reakcidk jellemzésére, akar a dolgozatban szerepld

szénhidrat témakorben, akar mas biologiai vagy kémiai rendszerek esetében.
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7. Summary

During the work related to my PhD I developed and applied ITC methods to investigate enzyme
kinetics and binding properties of different proteins and carbohydrates.

In the literature single- and multiple injection methods can be found to measure enzyme
Kinetics, but the optimisation of these are generally difficult, thus these can not be considered
ideal in term of time and cost efficacy. According to the method of D’ Amico I developed and
characterised an ITC technique to enzyme Kinetic and inhibition studies using a model system
based on human salivary a-amylase (HSA). The method combines the advantages of earlier
ones and ignores the drawbacks arised from the problems of solubility and dilution of substrate
solutions. During the method development, | defined proper instrumental parameters and
concentration ranges needed to the successful kinetic studies. Based on these results the
measurements were carried out at 37 °C, using 5 pcal/sec reference power and 750 rpm stirring
speed. | used 5 nM of HSA enzyme after | checked with HPLC that during the assay the
conversion of substrate is less than 10%. The applicability of method was verified using HSA
and PPA catalised hydrolysis reactions. First, 1 performed kinetic measurements applying
GalG2CNP and CNP chromophore containing maltoheptaoside and | compared the obtained
results with results from the literature, obtained with HPLC and got earlier in our reseach group.
The data were in good agreement, therefore | extended the measurements to series of free- and
chromophore group containing maltooligomers. Since ITC can be considered as an universal
detector, its application can eliminate one of the biggest problem of carbohydrate researches,
the detection of substrates or products. On the basis of the obtained Km values, maltoheptaoside
and longer oligomers can model properly the behaviour of starch, because these have the same
Kwms as starch (Km = 1.4 mg/mL). The effect of chromophore group can also be observed, since
the Kws are consistently lower at the chromophore containing oligomers.

A compromise solution between the choromophore containing oligomers and natural starch
substrate is the use of well detectable starch azure. In the literature can be found methods about
starch and starch azure with and without boiling. I investigated the effect of boiling of substrate
solution on the hydrolysis reaction, using PPA and HSA, measuring the reaction rate with
spectrophotometer and ITC. The result show that the reaction rate is two magnitudes higher
after heat treatment of substrates in the case of both enzymes. Using the general enzyme
concentration, | cannot detect heat change if the starch solution was not boiled. To compare the
hydrolysis reactions of starch and starch azure catalysed by HSA and PPA, | measured the Kwu

values in concentration range between 0.1-20 mg/mL and concluded that starch azure brings
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about substrate inhibition on both enzymes. Fitting curve based on the Haldene equation |
determined the Km and K values of the hydrolysis reactions. The Ky of starch azure is lower
than starch in case of both enzymes; the K; values of starch azure measured on HSA and PPA
is 49 mg/ml and 16.4 mg/mL, rescpectively. Based on our results we suggested the modification
of method of kinetic measurements using starch azure.

I also carried out some kinetic measurements with viscous solutions of badly soluble, gelatinous
substrates to demonstrate that this technique is robust enough to investigate such a system.
Pectin and cellulose solutions were investigated using an industrial enzyme mixture (Pectinex
Ultra AFP, PU AFP) and a pectinase enzyme at two different temperature (25 and
45 °C). Since both investigated enzyme products have multiple enzyme activity, apparent Km
(Kwm”) values were calculated. Km values of the two enzymes product, which have pectinase
activity, show that the activity of industrial one is about five-times higher than the activity of
the other pectinase. The phenomenon could be due to the multiple enzyme activities, which
work in synergistic manner. The industrial PU AFP also has cellulalse activity, therefore |
investigated the cellulose degrading ability and determined the Kw’ value at the same two
temperatures as used in pectinase assays. The main conclusion of these tests is this ITC-based
method is suitable for measurements in viscous systems. The limitation of the method is the
syringe, which is used to fill the measurement cell, because it could not work properly with
highly viscous solutions (>100 mPas).

| applied this method in enzyme inhibition assays, as well. To test the applicability of the
method to this purpose a commercially available a-glycosidase inhibitor (acarbose) and the
above-mentioned HSA-based system was used. Acarbose is a competitive, intermedier product
analogue inhibitor, which properties have been certified with the tendency of K; and ICso
obtained in assays with different length of substrates (GalG2CNP, G, starch). In the case of
GalG2CNP, the ICso values gained with ITC were compared with data from earlier
spectrophotometric studies and good agreement were observed (0.66 and 0.88 uM). I also used
the method to identify the type of inhibition of acarbose, GTH and stevia and compared the
result with our earlier data and data from the literature.

The inhibition studies were carried out using aqueous extracts of sixty medicinal herbs and
spices to test the HSA inhibition potency on starch substrate. The results show that leaves of
berries, green tea, cinnamon and allspice have significant inhibition activity agains HSA, these
ICso values ranged between 0.4-1.2 mg/ml. | ascertained the water soluble dry matter content
of used plant parts and concluded that in the case of the seven best extracts the concentration

needed to the enzyme inhibition can be reached even normal consumption at home. | attempted
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to identify the active compounds in aqueous extracts using mass spectrometry, but except for
some well-known flavonoid inhibitor this attempt has not been succesful yet. We also dealt
with stevia plant, the source of some natural sweeteners. The aqueous and methanolic extracts
have a-amylase inhibitor activity (ICso: 4 and 2.5 mg/mL respectively) measured on starch
substrate, but the main compounds (stevioside and rebaudiosid A) were inefficient.

The water-soluble antioxidant capacity of aqueous extracts was also determined using ACW
technique compared to ascorbic acid. A weak correlation was detected between inhibition
activity and water-soluble antioxidant capacity. Knowing the complications in diabetes mellitus
forming due to the shift in redox system, this antioxidant properties of extracts could be an
additional advantage in treatment. Based on our results, these infusions made from medicinal
plants could be effective complements of a diabetes therapy or a slimming diet.

Our collaborators from Germany seek new HSA inhibitors which do not contain carbohydrate
moieties using computer modelling. According to the modelling, the in vitro test of potentially
effective inhibitor compounds was carried out using GalG>CNP with spectrophotometry and
starch substrate with ITC. Since these compounds are badly soluble in water, | used 2% DMSO
containing buffered system to test their inhibition potency. ITC is sensitive to organic solvents
due to the significant dilution heat change, so | attempted to ascertain how to use a system like
this. From the 56 spectophotometrically tested compounds 8 have ICso under 100 uM, these
were tested further with ITC and starch substrate. | experienced that the 1Cso values obtained
with short chromogen substrate were one magnitude lower than ones determined using starch.
I calculated the ligand efficiency (LE) of these eight compounds, which was better than the LE
of positive controll acarbose, measured on GalG2CNP. When the LE was calculated from the
data acquired with starch, in two cases got better values than acarbose’s. Because of the bad
solubility and the lower efficacy against starch, in vivo test of these compounds will not be
performed. In the case of two inhibitor | attempted to improve the solubility using cyclodextrin,
but the inhibitor-cyclodextrin inclusion complexes did not show any inhibitor activity. ITC
works well with the 2% DMSO containing buffer and the dilution heat effect can be eliminated
in case of the injector and reference cell also contained the organic solvent in the same
concentration. The results point out that the computer modelling is a well-applicable technique
to screen high number of compounds to be reduced the number of time-consuming and
expensive in vitro and in vivo tests.

| applied ITC to binding studies as well. The albumin binding proprties of of human serum
albumin specific monoclonar antibody and fondaparinux binding of cationic y-cyclodextrin

were investigated relating to my Phd work.
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In the course of the investigation of aloumin binding the stoichiometry and binding constant
were determined using three methods. The advantage of ITC is the capability to measure both
parameter within one measurements in contrast to the used capillary electrophoresis methods,
from which two techniques (ACE, CZE) were needed. The results acquired with the parallel
methods are in good agreement, the antibody is able to bind two albumins, but the binding is
not random. Based on the Kp values, the albumin binding on the first binding site is much
stronger (Kp ~ 10® M) then the binding on the second site (Kp ~ 107 M). Thermodynamic
parameters indicate that in the binding on the first site hydrogen bonds and hydrofobic
interactions take part, but in the second site especially hydrophobic interactions form. The
positive value of AS means water release during the binding event.

Fondaparinux is a synthetic oligosaccharide applied as an anticoagulant. Acceleration of
excretion from the human body could be reached with complexation with cyclodextrin. During
my study, cationic y-cyclodextrin (yCD") containing an amide function groups , its open-
chained form (G8") and a y-cyclodextrin (yCD) fondaparinux binding properties were tested
using ITC.

The results show that charged derivatives can complex fondaparinux, but the strength of binding
is significantly lower than the strength of fondaparinux — factor Xa binding. This means that
the complexation in human bloodstream probably will not form. The chloride ions in the
surrounding also weakens the strength of binding, which means further limitations of such
attempts. Based on the thermodynamic parameters, fondaparinux binding of yCD™ is both
enthalpy and enthropy driven exotherm reaction, in which hydrophobic- and electrostatic
interactions and desolvatation take part. The fondaparinux binding of open-chained form is
enthalpy driven, namely electrostatic interactions dominate, because hydrophobic cavity of
cyclodextrin is missing.

With my work, | wanted to demonstrate that ITC is also suitable for enzyme kinetic and
inhibition studies besides the well-known binding measurements. The here described method
would be a good alternative for systems, which hardly investigated with other methods or to
characterize poorly detectable reactions. This method can be used to solve problems related to

not only carbohydrates, but also any biological or chemical ones.
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10. Fiiggelék

1F. tablazat
o . Vizsgalt I1Cso Ma),(' V}zoldhato ACW (ng/mg
Novény Latin név névényi rész | (mg/ml) gatlas | szarazanyag aszkorbinsav)
venyl resz g (%) tartalom
Anizs Pimpinella anisum mag N.D. 34 7,6 % 31,77
Babér Laurus nobilis levél 12,5 53 11,2 % N.D.
Bazsalikom Ocimum basilicum levél 10 63 11,3 % N.D.
Bibor kasvirag Echinacea purpurea Vl;;?tg;ss N.D. 19 27,5 % 151,2
Boroka Juniperus communis termés 12 61,5 13,8 % N.D.
Borsikafii Satureja montana levél 15 49,5 54 % 259,8
Cickafark Achillea collina Vl:;?f;ss 11 59 11,0% 635,24
Csalan Urtica dioica levél N.D. 15 14,9 % 67,42
Dio Juglans regia levél 4,9 73 16,3 % 269,74
Egybibés . 0
galagonya Crataegus monogyna virag 8 76 15,2 % 142,785
Ezerjéfii Centaurium erythraea viragos 15 | 495 18,2 % 54,11
hajtas
Fahéj Cinnamomum verum kéreg 0,6 97 8,2% N.D.
Fehér bab Phaseolus vulgaris hiively N.D. 16 10,2 % 8,38
Fehér eper Morus alba levél 9 45 10,9 % 88,065
Fehér mustar Sinapis alba mag N.D. N.D. 7,4 % 181,86
Fehér iirbm | Artemisia absinthium Vl:;;.‘tgé": 15 50 12,5 % 233,15
Fekete afonya Vaccinium myrtillus levél 5 71,5 17,5 % 881,1
Fekete bodza Sambucus nigra virag 8 73 19,1 % 524,48
Fekete ribizli Ribes nigrum levél 2,5 97 20,2 % 109,06
Fekete szeder Rubus fruticosus levél 1,2 98 17,8 % 366,28
Fokhagyma Allium sativum gumé N.D. 28 53,3 % 0,41
Gyermeklancfii | Taraxacum officinale gyokér N.D. 25 24,2 % 47,66
Gyermeklancfii | Taraxacum officinale levél N.D. 43 13,7 % 110,53
Kakukkfii Thymus serpyllum levél 4 65 10,5 % 326,78
Kanadai Solidago gigantea viragos 2,2 85 19,6 % 1022,03
aranyvesszofi hajtas
Kapor Anethum graveolens levél 15 50 22,3 % 19,11
Kecskeruta Galega officinalis viragos N.D. 36 9,9 % 58,71
hajtas
Kisviragi aor : viragos o
fiizike Epilobium parviflorum hajtds 55 79 21,3 % 152,33
Koriander Coriandrum sativum levél N.D. 31,5 8,6 % 27,45
Komény Carum carvi mag N.D. 30 11,8 % 23,09
Koéromvirag Calendula officinalis virag 13 55,5 14,8 % 34,52
Kukorica Allium sativum bibe 9,5 64,5 4,4 % 48,4
Kutyabenge Frangula dodonei kéreg 13 56 13,8 % 39,33
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viragos

Landzsas utifi Plantago lanceolata hajtds N.D. 44 22,6 % 420,67
Lestyan Levisticum officinale levél N.D. 34 12,9 % 30,53
Majoranna Origanum majorana levél 8 65,5 12,1 % 320,91
Mailna Rubus idaeus levél 11 90 17,2 % 230,02
Malyva Malva sylvestris levél N.D. 46 12,5 % 89,56
Mariatovis Silybum marianum termés 6 82 3,3% 63,406
Mezei zsurlo Equisetum arvense meddé hajtas 13 59,5 15,7 % 143,34
Orbéncfii Hypericum perforatum Vl;; ;.‘tgé"ss 3,5 98 15,1 % 2349
Oregano Origanum vulgare levél 2 95 18,5 % 151,57
Orvosi székfii | Matricaria chamomilla Vl:g?tgé": 85 | 625 122 % 87,39
Pasztortaska | Capsella bursa-pastoris Vl;; ;.‘fé"ss 13 54 12,6 % 38,072
Petrezselyem Petroselinum crispum levél N.D. 30 10,2 % 2,02
Rebarbara Rheum rhabarbarum gyoktorzs N.D. 42 20,1 % 88,43
Romai komény Cuminum cyminum mag 4,8 66 11,8 % 109,06
Rozmaring Rosmarinus officinalis levél 3,5 73 8,2% 377,83
Szaméca Fragaria vesca levél 1,1 100 152 % 450,19
Szegfiibors Pimenta dioica termés 0.8 100 4,7 % 71,36
Szegfiiszeg Syzygium aromaticum bimbé 1,8 89,5 16,1 % 289,76
Szerecsendio Myristica fragrans mag N.D. N.D. 4,0% 2,78
Sztivia (MeOH) Stevia rebaudiana levél 2,5 64 N.D. N.D.
Sztivia (vizes) Stevia rebaudiana levél 4,5 55 14,4 % 573,44
Tarkony Artemisia dracunculus levél 55 70 9,6 % 234,88
Tejolté galaj Galium verum viragos 35 85 13,8 % 302,137
hajtas
Turbolya Anthriscus cerefolium levél N.D. 39 9,9 % 72,78
Voros hagyma Allium cepa gumo N.D. N.D. N.D. 0,798
Z61d tea Camelia sinensis levél 0,4 100 N.D. 554,72
Zsalya Salvia officinalis levél 4 67 15,5 % 377,06
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2F. tablazat
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3F. abra: Az oenotheinB szerkezete és kisviragu fiizike kivonat tomegspektruma
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