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Kivonat

A racscsatolt interferometria (angolul Grating-Coupled Interferometry (GCI)) egy
modern, nagyérzékenységii jelolésmentes optikai bioszenzor technika, mely kivaldan alkalmas
kiillonb6z6 biomolekuldk, koztik kis moltomegii molekuldk kolcsonhatdsainak kinetikai
analizisére. A miszer nagyfoku érzékenységét bizonyitja, hogy mar 100 Da tomegii molekulék,
de akar ionok kapcsolddasainak valds idejii kovetését is lehetévé teszi. Tovabbi elénye, hogy
négycsatornas rendszerének koszonhetden referencia- és parhuzamos mérés is lebonyolithatd
egyidejiileg. A szenzor fellleten immobilizalt molekuldk és a folyadékfazisba bevitt
ligandumok kozotti kolesonhatas valos iddben nyomon kdvethetd a miiszer segitségével.

Munkam soran a fenti technika segitségével fehérjék és kismolekulak kapcsolodasait
tanulmanyoztam. Mérési elrendezéseimben a vizsgalt fehérjéket kovalensen rogzitettem a GCI
szenzor polimer bevonatanak feluletére, optimalizaltam a kikotési protokollt, kimértem a
fehérje-ligandum kolcsonhatasra  jellemzO  kinetikai  paramétereket (asszociacios ¢és
disszociacids kinetikai ratak, egyensalyi disszociacios allandd) és a nyert mennyiségeket
Kisérletesen is 6sszehasonlitottam jol ismert modell rendszerek értékeivel. Tovabba,
demonstraltam a GCI madszer alkalmazhat6sagat glikofehérjéket hasité enzimek vizsgalatara
is. Az egyes cukorrészek enzimatikus hasitasat sikerllt valés id6ben kimutatnom.
Eredményeim tovabb erdsitik a GCI modszer alkalmazhatosagat gyogyszerhat0-anyagok
kifejlesztéseiben, biologiai alapkutatasokban és egy 0j lehetdséget vezetnek be a glikofehérjék

vizsgalatara.



Abstract

Grating-Coupled Interferometry (GCI) is a high-sensitivity, label-free optical biosensor
technique that is well suited for the kinetic analysis of the interactions of various molecules,
including small molecules. The high sensitivity of the instrument is proven by the fact that it
enables the real-time monitoring of the binding of molecules and ions weighing as little as 100
Da. Another advantage is that, thanks to its four-channel system, reference and parallel
measurements can be carried out simultaneously. The interaction between molecules
immobilized on the surface and ligands can be monitored in real time using the instrument.

During my work, | studied the affinity interactions of proteins and small molecules using
the above technique. In my measurement setups, | covalently attached the investigated proteins
to the polymer surface of the GCI sensor, optimized the binding protocol, measured the kinetic
parameters characteristic of the protein-ligand interaction (association and dissociation kinetic
rates, equilibrium dissociation constant) and experimentally compared them with the values of
well-known model systems. Furthermore, | demonstrated the applicability of the GCI method
to the examination of enzymes that cleave glycoproteins. | was able to detect the enzymatic
cleavage of the individual sugar parts in real time. My results further strengthen the applicability
of the GCI method in drug development and basic biological research, and introduce a new
opportunity for the study of glycoproteins.
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1. DBevezetés

A bioszenzorok tervezese és technologiai fejlesztése az elmult évtizedben exponencialis
ndvekedésen ment keresztil és szamos kutatas kézponti eleme lett. Mindez nem meglepd, és a
bioszenzorok széleskorli alkalmazasainak koszonhetd, mind az orvostudomany, mind a
kornyezetvédelem, mind a biotechnoldgia teriiletén. [1] [2]

A kutatdbmunkéat az EK MFA Nanobioszenzorika Laboratériumaban végeztem, melynek
soran kiilonboz6 koncentraciokban alkalmazott PNGAaz F szénhidrathasitd enzim deglikozilald
hatasat vizsgaltam a fetuin glikoproteinen, illetve kiilonb6z6 névényi NCR peptidek bakterialis
tubulin homolog FtsZ fehérjéhez vald kotodésének mértékét is megfigyeltem jelélésmentes
optikai bioszenzor felhasznélasaval.

A GCI egy nagyérzékenységii, hullamvezetd interferometrian alapulo technika, mely
széleskori kinetikai vizsgalatok elvégzésére ad lehetdséget. Mitkodésének alapjat egy kitagitott
lézernyalab képezi, melynek sugara kettévalik mér6- és referenciasugarra. A hullamvezet6
felllet egy nagy torésmutatoju Ta»Os -réteg, a mérési felllet pedig a hullamvezetd azon
szakaszat jeloli, ahol a mérényalab végighalad. A feliilleten megk6t6dé molekulak torésmutatd-
valtozast eredményeznek az evaneszcens térben, ahol az elektromagneses hullam a
szenzorfeliilettdl tavolodva exponencidlisan csokkend intenzitassal van jelen. [3] [4] [5] A GCI
technika kifejlesztéseben a Nanobioszenzorika Laboratorium kdzponti szerepet jatszott.

A WAVEdelta (Creoptix AG, Svajc) elnevezésii miiszer részét tobb egység képezi: a
WAVECcore, ami a méréberendezés, a WAVEsampler, ami a mintaadagold rész, illetve egy
vezérld szamitdgép, ami WAVEcontrol program segitségével teszi lehetévé a valds idejli
kisérlet-megfigyelést. A WAVEchip segitségével parhuzamosan tébb meérés bonyolithato le,
emellett viszonyitasi alapként funkcionald referencia-csatorna alkalmazasat is lehet6vé teszi.
[31[4]

A kutatomunkam f6 céljai kdzé tartozott, hogy bebizonyitsam a PNGaz F enzim
deglikozilacios képességét a fetuin szénhidrategységeivel kapcsolatosan, illetve, hogy az NCR
peptidek és a chipfelileten immobilizalt FtsZ fehérje kdzott kialakulé molekuléris kinetikali

kolcsdnhatasokat megvizsgaljam jel6lésmentes optikai bioszenzorral.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 Optikai bioszenzorok

A Dbioszenzorok olyan érzékelok, melyek komplex mintaban jelenlévé biomolekulak
detektalasara képesek. Mindezt gy teszik, hogy az érzékelt fizikai vagy kémiai jelet optikali
hasznélhatd fel. [2] [6]

A bioérzékelok tobbféle komponensbdl tevédnek Gssze. Van egy analit, amely definicio
szerint azt az anyagot jeloli, mely 6sszetevoinek azonositasa vagy kimutatasa torténik (példaul
glukoz, amménia vagy alkohol). A bioreceptor (ligandum) képes felismerni és kélcsonhatast
kialakitani a célszubsztrattal (analittal). Funkciojuk szerint bioreceptor szerepet betdlthetnek
példaul enzimek, sejtek, nukleinsavak vagy antitestek. A jelatalakitdé, vagy masnéven
transzducer a bioszenzorok kulcsfontossagu eleme, amely az analit-bioreceptor kdlcsonhatasok
szamaval aranyos optikai vagy elektromos jelet general. A feldolgozas soran az elektromos
jelek erositése és digitalis formaba torténd alakitasa zajlik, végs6 soron pedig a feldolgozott
jeleket egy kijelz6 egység, altaldban szamitdgép szamszertsiti (2.1. dbra). [2] [6]

A jelatvitel mddszere szerint beszélhetlink optikai, elektrokémiai, kalorimetrikus,
piezoelektromos vagy magneses bioszenzorokrdl. Az optikai bioszenzorok miikodése az
optikai mez6 és a bioérzékel6 elem kolcsonhatasanak kihasznalasan alapul, és jeldléses,
valamint jel6lésmentes detektaldsra oszthat6. Utobbi esetében a detektalt jelet kozvetlenll az
elemzett anyag és a jelatalakitd kolcsénhatasa hozza létre. [1]

Az optikai bioszenzorok szamos elénnyel birnak a hagyomanyos analitikai technikéakkal
szemben, mivel lehetévé teszik a mintdk valds idejii és jelolésmentes detektalasat. Nagyfoku
specificitassal és érzékenységgel rendelkeznek, emellett viszonylag kis méretiiek és
koltséghatékonyak. [1]

referencia
analit elektronika megjelenités
L
oP'e bio- LJ
biokémim — ——
korlverzy érzékelés atalakitott
. Tt Jel I erdsité processzor

bioreceptor transzducer

2.1. abra: Sematikus dbra a bioszenzorok miikodésérsl Naresh, V., & Lee, N. cikke alapjan. [2]
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2.1.1 A GCI bioszenzor felépitese

A GCI (grating-coupled interferometry) olyan hullamvezet6é interferometrian alapul6
modszer, mely molekularis kdlcsonhatasok megfigyelése mellett immobilizalt ligandummal
kotohelyek affinitasi allandoinak meghatarozasara is lehetdséget ad. A miszer egy rendkiviil
nagy érzékenységgel rendelkezé - méar 100 Da alatti tomegii molekulak (vagy akar ionok)
mérésére is lehet6séget biztositd - jelélésmentes optikai bioszenzor. [3] [4]

A WAVEdelta elnevezési késziilék tobb részbol tevodik oOssze: a WAVEcore
mérdegységbol és a WA VEsampler mintafelvevo egységbdl — melyek a 2.2. abran figyelhetok
meg —, illetve egy vezérlésre hasznalt szamitdgép is a miiszer részét képezi. Az tigynevezett
WAVEchip — a 2.3. abran-, amely négy mikrofluidikai csatornaval rendelkezik, mindig a
mérdegység elején keriil behelyezésre. A négy mikrofluidikai csatornanak koszonhetéen
egyszerre tébb mérés is lebonyolithato, illetve referenciacsatorna alkalmazésa is lehetséges,

mely viszonyitasi alapként szolgalhat a kisérletek soran. [3] [4]

2.2. abra: A WAVEcore mérdegység és a WAVEsampler mintafelvevié-egység.



2.3. abra: 4-poli-karboxilat polimer fellilettel boritott Creoptix WAVEchip (hullimvezetd
szenzor integralt mikrofluidikaval). A képen jol lathato a 4 db parhuzamos mérdcella.

2.1.2 A GCI bioszenzor miikodési elve

A szenzor miikodésének alapja egy eredetileg 0,8 mm széles, kitagitott 1ézernyalab,
amely keétcellas folyadékkristaly-modulatoron (Liquid Crystal Modulator, LCM) keresztil
vilagitja meg a GCI chipet. A lézerforras fénysugara ketté van osztva mérésugarra, illetve
referenciasugarra, és ezek egy optikai hullamvezet6 Ta,Os-rétegbe vannak bevezetve. A
hullamvezet6 feliilet — egy, a két becsatolasi racs kozotti 2-3 mm hosszu terilet kivételével -
vastag SiOz -réteggel van boritva (2.4. dbra). A két sugar tokéletesen parhuzamos, és ugyanazon
a folyadékkristdly modulatoron haladnak keresztil. A mérési felilet a GCI esetében a
hullamvezetd azon szakaszat jelenti, ahol a mérésugar halad, és torésmutato-valtozas
kovetkezik be az Ugynevezett evaneszcens térben. Az evaneszcens tér a hullamvezeté réteg
felillete folotti azon térrész, ahol az elektromagneses hullam adott, a feliilettdl tavolodva
exponencialisan csokkend intenzitassal jelen van. A kialakult evaneszcens tér a mar emlitett,
két racs kozott elhelyezkedd, 2-3 mm hosszu terileten lép kolcsOnhatasba az altalunk
kivalasztott mintaval. Amikor a mérésugér talalkozik a referenciasugérral, a kett6 interferal
egymassal, és egyuttesen hozzak létre az interferencia jelet. Az eredé jel kicsatolodik egy 3.

racson keresztul a detektorba, ahol az ered6 intenzitas és az interferencia mérésére nyilik

lehetéség. A méronyalab fazisdnak valtozasdval az interferencia karakterisztikaja is
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megvaltozik. Az interferencia-karakterisztika nagypontossagu mérésehez idében valtozo jelet

szlikséges eldallitani, erre szolgal a mar emlitett LCM. [4] [5]

evaneszcens
= ter

méronyalab referencianyaldb ~ optikai szal

a detektorba
(a)

(b)

2.4. abra: A GCI bioszenzor miikodése Patko, D és tarsai cikke alapjan. A: a méré-és a
referencianyalab becsatolédik, és egy harmadik racson keresztiil csatolédnak ki. B: a
hullamvezetében terjedd fény.[5]



2.1.3 Hagyomanyos és RAPID kinetika 6sszehasonlitasa

A hagyomanyos, tobb koncentracioval végzett kinetikai mérés segitségével a
vizsgalandd minta részletes kinetikai elemzése valdsithatd meg, a kiértékelés soran széleskorii
kinetikai adatmennyiség nyerhetd ki. A mddszer hatranya viszont, hogy iddigényes €és a mérés
anyagigénye is joval nagyobb, hiszen egy higitasi sornak megfeleléen kiilonb6z6
koncentraciéju mintaoldatokat sziikséges késziteni. Ezenfelil az analit-ligand kozotti

kdlcsonhatést illetden eldzetes informaciok is sziikségesek a mérés lebonyolitasahoz.

Széamos alapkutatasban és a gydgyszerkutatési folyamatokban elengedhetetlen, hogy a
potencialis (gyogyszer)hatdéanyagokat szlirni tudjuk az adott, a kutatashoz relevans szempontok
szerint. A hagyomanyos kinetika éppen ezért nem a legmegfelelébb erre, a mar emlitett
id6igénye miatt. llletve ezekben az esetekben sokszor nem rendelkeznek elézetes informaciorol
az adott molekuldk affinitasaval kapcsolatban. Ennek Kikiszébolésére alkalmazhaté az
ugynevezett RAPID (Repeated Analyte Pulses of Increasing Duration) Kinetikai mérési
maodszer. Ennek soran a disszociacios, azaz a lemosasi 1épés mindenhol rogzitésre keriil, de az
asszociacios lépeés soran kiilonb6zé injektalasi idoket alkalmazva aramoltatjuk a mintat. Utobbi
megadott idéintervallumot foglal magaba, ami ciklusrdl ciklusra egyre hosszabb id6t jelent. A
minta hat egymast kovetd, rovid, novekvd idOtartamu ciklusban keriil injektdlasra az
immobilizalt ligandum felett. A modszer rendkiviili eldnye, hogy segitségével rovid 1do alatt a

mintank- akar tobb ezer minta szlirése is - teljeskorti kinetikai jellemzése valosithatd meg. [7]

[8] [9]

A WAVEcontrol szoftver egy olyan lehetdséget is kinal a kinetikai kolcsonhatas-
vizsgalathoz, amellyel hdromféle affinitasi tartomany kozil lehet valasztani a ligandum és az

analit kozotti kdlcsonhatés alapjan.

1. Weak binders (Kp-érték 1 uM — 100 uM koz6tt) gyenge kdlcsOnhatas esetén.
2. Intermediate binders (Kp-érték 5 nM — 5 uM kozott) kozepes erésségii kolcsonhatas
esetén.

3. Tight binders (pM-os tartomanyba es6é Kp-érték 20 nM-ig) erds kolcsonhatas esetén.
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Ez az eldbeallitds minden esetben az adott tartomanyhoz optimalizalja a kiilonb6z6
injektalasi paramétereket, mint az alkalmazand6 analit-koncentraciok, az asszociécids- és

disszociacios id6, és az aramlasi sebesség.[8] [9]

waveRAPID hagyomanyos kinetika
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2.5. &bra: A RAPID és a hagyomanyos kinetika dsszehasonlitasa. [9]

2.2  Glikoproteinek

A molekularis biologia centrélis dogméja kimondja, hogy az él6 szervezetekben az
informé&cio aramlésa egyiranyd, azaz DNS-r61 RNS, majd fehérje képzodik. A transzlaciot, az
intracellularis fehérjeszintézist kovetden azonban tovabbi valtozasok mennek még végbe,
amelyek sziikségesek ahhoz, hogy egy sejt, szovet és szervezet a késébbiekben majd el tudja
latni bioldgiai funkcidjat, aktivitasat. Mindez a poszttranszlacios modositasok révén valdsul
meg, melyek a fehérjékben a szintézis utan végbemend, jellemzéen enzimek altal katalizalt,
kovalens kémiai modositasokat jelentik. [i1] [10]

A fehérje-glikozilacio az egyik leggyakrabban el6forduld poszttranszlaciés modositas,
mely egy szénhidratrész kovalens kapcsolddasat jelenti egy aminosavhoz, ezéltal glikoproteint
alkotva. A glikozilacios reakciok igen sokfelék, es killonboz6 enzimek segitségével valosulnak
meg, amelyek specifikus glikanokat, szénhidrat-komponenseket kotnek specifikus
aminosavakhoz. [i1]

Az eukaridta fehérjék glikozilaciojat altalaban két 6 tipusba soroljak. Ezek kozll egyik
az N-kotést, amikor a cukormolekula az aszparagin aminosav nitrogénjéhez kapcsoladik, mig

masik az O-kotésii, amikor a cukormolekula a szerin vagy treonin aminosav oxigénatomjahoz
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kotédik (2.6. abra). A protein-glikozilacio a sejtek kulcsfontossagu fiziologiai és patologias
folyamatait szabalyozza a szervezetben. Az aberrans, normalistol eltéré glikozilacio éppen
ezért szorosan 0sszefligg bizonyos betegségek kialakuldsaval. Mindez megmagyardzza, miért
is relevans a glikozilacio jelenségével kapcsolatos Kisérletek végzése. [i1] [11]

A glikoproteinek olyan fehérjek, amelyek N- és O-glikozidos kotéssel rendelkezd,
Osszetett szerkezetli és funkcioju szénhidratlancokat hordoznak. Szerkezetilkre mar neviikbol
is kovetkeztethetink: fehérjéhez kotott cukorrészt foglalnak magukba. E két komponens
kovalens kémiai kotéssel kapcsolddik egyméashoz, mely egy rendkivil stabil molekulat képez,
¢s nem csak megakadalyozza a peptidkotések proteolizis soran torténd lebomlasat, hanem
homérséklettel szemben is sokkalta ellenallobba teszi. [i2] [12]

Oldott, membranhoz kotott (2.7. abra) és extracellularis folyadék formajaban szintagy
jelen vannak a sejtekben, azok feliiletén elhelyezkedve részben a sejtek egymashoz tapadasat
szolgaljak, részben pedig a sejt és kornyezete kozott meghatarozott molekulak, ionok
vandorlasat, szallitasat teszik lehet6vé. Az é16 szervezetben szamos biokémiai folyamat szerves
részét képezik. Funkcidjuk szerint legtobbszor enzimek, transzfermolekuldk, jelzofehérjék
vagy strukturalis komponensek, de kdzremiikddnek a hormonképzésben, a véralvadasban és az

immunrendszer miikodésében is. [i2] [13]
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2.6. abra: A glikoproteinek felépitése az N-glikan és O-glikan szénhidratkomponensekkel Li, Y és
tarsai cikke alapjan. [14]

Globuldris fehérje Szénhidrat
Glikolipid

Koleszterin

Alfa-hélix fehérje

Ceatorna fehérje Periférias fehérje
Integrans fehérje

2.7. abra: Glikoproteinek és mas membranalkotok a sejtmembranba agyazva Sarah Knapp cikke
alapjan. [i2]
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2.2.1 Fetuin glikoprotein

A fetuin vagy masnéven alfa-2-Heremans Schmid glikoprotein (AHSG) olyan
heterodimer plazma-glikoprotein, amely egy 282 aminosavbol all6 A-lancot és egy 27
aminosav-maradvanybol allo, inter-diszulfidkotessel oOsszekapcsolt B-lancot tartalmaz.
Elsésorban embrionalis sejtekben, illetve hepatocitakban expresszalodik, és a vérben, valamint
az extracellularis folyadékban talalhatd meg. 1944-ben Kai Pedersen fedezte fel magzati
borjuszérumban. [15] [16] [17]

Bar a fetuin-A poszttranszlaciés modositasai nem teljesen tisztazottak és igen valtozoak
lehetnek, szamos vizsgalat azt tamasztja ala, hogy a human fetuin A és B polipeptidlancai
egyarant glikozilacién, proteolitikus hasitdson, feltekeredésen és foszforilacion is
keresztiilmennek a bioldgiailag aktiv glikoprotein szerkezet kialakulasaig. A nativ fetuin-A
modositasa altalaban N-glikozilacioval indul a durva felszinti endoplazmatikus retikulumban,
amelyet O-glikozilacio kovet a Golgi-apparatusban. [15]

Szdmos kutatasi eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a fetuin-A rendkivil
multifunkcionalis szerepkort betolté fehérje. Olyan alapvet6 bioldgiai folyamatokban jatszik
kulcsfontossagu szerepet, mint példaul a csont- és kalcium-anyagcsere, vagy az inzulin-
jelatvitel. A fetuin-A-rdl azt is megéllapitottak, hogy kozremiikodik kiilonbozé korkepek
kialakulasaban, mint példaul az inzulinrezisztencia (IR), a 2-es tipust diabetes mellitus
(T2DM), a nem alkoholos zsirmajbetegseg (NAFLD), egyes sziv- és érrendszeri betegségek

(CVD), bizonyos daganatos elvaltozasok és agyi rendellenességek. [15]

2.2.2 PNGaz F enzim

A PNGaz F (méasnéven glikopeptidaz F vagy peptid-N4-(N-acetil-béta-gliikozaminil)
aszparagin amidaz) az egyik leghatékonyabb, illetve legszélesebb korben hasznalt glikozidaz
enzim a N-kotésti oligoszacharidok lehasitasara, eltavolitasara a glikoproteinekrol és
glikopeptidekrdl, melyek igy proteomikai elemzés ala vetheték (2.8. abra). A glikopeptidaz
enzim a komplex oligoszacharidok N-acetil-gliikozamin- és aszparagin-maradékai kzott hasit.
[i3] [14]

A PNGaz F-et gyakran hasznaljak annak meghatarozasara, hogy a fehérjék
tartalmaznak-e glikozilalt peptideket, és hogy a deglikozilacié befolyasolja-e a fehérje

enzimaktivitasat. Emellett elészeretettel alkalmazzak fehérjék és/vagy peptidek glikozilacios
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szintjének meghatarozasara, N-glikanok funkcionalis szerepének elemzésére és fehérjék

heterogenitasanak csokkentésére. [i4]

- N-acetil-gliikozamin

A fukéz

“— PNGaz F enzim
Asn polipeptidlanc

2.8. &bra: PNGaz F enzim hasitasa a glikoprotein N-acetilglikozamin és aszparagin része kozott
Karav S., és tarsai cikke alapjan. [18]

2.3 FtsZ fehérje

A prokariota sejtosztodas igen szigorian kontrollalt folyamat, melynek sorén
jellemzéen megnyuldssal, majd azt kovetden az ugynevezett szeptum mentén torténd
kettévalassal alakulnak ki az azonos méretii lanysejtek. A szigoru kontroll elengedhetetlen része
a normal sejtosztodas fenntartdsdnak, hiszen az abberdns hasadas megvaltozott
sejtmorfologiahoz vezethet, vagy akar sejtpusztulast is vonhat maga utan. [19] [20]

Az osztédasi folyamatban (2.9. abra) kdzponti szerepet tolt be a diviszoma nevezetl
nagyméretli fehérjekomplex, amely a baktériumsejtek osztddasat szamos mas fehérje
segitségével iranyitja és szabalyozza. Magat a diviszomat az Fts (filamentous temperature
sensitive, magyarul fonalas hoérzékeny) fehérjék alakitjak ki, koztik is kiemelkedd
szerepkorrel birnak az FtsZ fehérjék, melyek valamennyi baktériumban megtalalhatéak.
Jellegzetes, Ggynevezett Z-gytiriibe képesek polimerizalodni, ezaltal 1étrehozva a sejtosztodas,
illetve a szeptumképzddés helyét. [19] [21]

A Z-gylirihoz mas fehérjék is kapcsolodnak, melyek kiilonb6zo funkcidkkal birnak: a
ZipA a gylriit a sejtmembranba koti, az FtsI a proteoglikén-szintézisert felel, az FtsK a

crer

mely egy, a folyamat energiaszikségletét ATP hidrolizisével biztosito, igynevezett ATPaz.
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A kromoszdmaszegregacio befejeztével a sejt a szeptum mentén kezd el 6sszehlzédni,
és a Z-gyiirii folyamatos depolimerizacidja kovetkezik be, GTP energidjanak segitségével.
Mindekdzben a sejtfal szintézise is zajlik a szeptumnak megfelelden, végiil pedig az osztodasi

ciklust a két lanysejt elvalasa zarja le. [19][21]

(it

SIS )

Seijtfal
Citoplazmamembran

Nukleoid
Min fehérjék
Diviszéma

FtsZ gydrd

Nukleoid

(i)

©

2.9. dbra: Sematikus abra a bakteriélis sejtosztodas folyamatarol. [19]

2.4 NCR peptidek

A szimbiozis populacio-kdlcsonhatas egyik alapvetd tipusa a novények
mikroorganizmusokkal alkotott, mindkét fél szdmara elényds (mutualista) egyiittélése. A
szimbiotikus tipust kolcsonhatasok altalanos jellemzéje, hogy valamely tipusu tapanyaghiany
fennallasa esetén alkalmazkodasi képességet biztositson az adott gazdaszervezet szamara. [22]

A mikroorganizmusok és a gazdaszervezetek kdzott kialakuld szimbidzisban gyakori
jelenség az ugynevezett szimbiotikus szervek Kkialakulasa, mely a talajlak6 Rhizobium
baktériumfajok pillang6sviraglak csaladjaval (Fabaceae) alkotott, gazdaspecifikus

szimbiozisaban 1s megfigyelhetd. A folyamat sordn nitrogén megkotésére alkalmas
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gyokérgiimOk jonnek 1étre, és ezek ugynevezett szimbioszoma-vezikulak formajaban adnak
otthont a nitrogén fixalasra képes baktériumoknak. [23]

A gazdaszervezet flavonoid-tipusi vegyuleteket bocsat ki, amelyek a NodD
transzkripcids regulatorral a szimbiotikus partnerben a nodulacios gének aktivalasaert felelnek.
Azok igy milkodésbe 1épnek, és a gliméfejlédésben, valamint magaban a szimbidzis
kialakitasaban fontos szerepkort bet6lté Nod-faktorokat allitanak elé. [23] [24]

A két, szimbidzisban résztvevd partnert az ugynevezett peribakteroid membran
valasztja el, ezen keresztil zajlik a kulonféle metabolitok cseréje a partnerek kozott. A
gazdaszervezet malatot biztosit a nitrogéngdz redukalasdhoz, homocitratot a nitrogenaz
enzimkomplex mitkodéséhez, valamint a szamara esszencialis tdpanyagokkal is ellatja a
bakteroidot, ami pedig ammoniumion formajaban fedezi a ndvény nitrogén-szilkségletet. Az
ammadniumion azonnal glutaminna alakul a névényi sejt citoplazmajaban. Ezaltal valosul meg
a mutualista egyuttélés. [23] [25] [26]

A nitrogén megkotését végzé baktériumok mérete, formaja, genetikai allomanya
kiilonboz6 lehet az egyes gazdaszervezetekben. Vannak novények, amelyekben a baktérium
partnerek mérete, formaja, genetikai allomanya teljes mértékben azonos ugyanazon faj
szabadon €16 egyedeivel. Ezzel ellentétben bizonyos névényekben, példaul Medicago-fajokban
vagy a borsoéban a baktériumok nyulasi folyamaton mennek keresztiil, mely kiegészil a
sejtmembranjuk permeabilitdsanak jelent6s megnovekedésével. Mindezek mellett sejtosztodasi
képességuket is visszafordithatatlanul elveszitik, Ugynevezett terminalis differencialodason
mennek keresztll, melyben az NCR-peptidcsalad jatszik nélkildzhetetlen szerepet. Kisérletek
arra mutattak ra, hogy ezen peptidek olyannyira esszencialisak a bakteroid differencialédasban,
hogy hianyuk fenndllasa esetén a differencial6das teljesen megsziint. [23] [27]

Az NCR-ek olyan peptidek, melyek 30-50 aminosavbol allnak és jellegzetes mintazattal
birnak, melyet 4-6 cisztein oldallanc alkot. Aminosav-osszetételilkben azonban jelentdsen
eltérhetnek egymadstol: megkiilonboztethetiink kationos, anionos, illetve semleges toltésti
peptideket is. Az altalam vizsgalt NCR247 peptidmolekula képes kdlcsdnhatni a bakterialis
FtsZ fehérjével, igy meggatolva azt a polimerizacidban, és a szeptumképzddés helyének
kialakitasaban. [23] [24]

Kutatasok bizonyos kationos M. truncatula NCR-ek antibakterialis és fungicid hatasat
tamasztottak ala. Mindemellett szamos elénnyel is birnak, mint a széles spektrumu és gyors
hatasmod, a human sejtekre nem, vagy csak rendkivil kis mertékben gyakorolnak citotoxikus

hatast, illetve az elleniik esetlegesen kialakul6 rezisztencia esélye is minimalis. [23] [24]
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3. Célkitiizés

A kutatbmunka soran célul thztem ki kulonféle fehérje-ligandok kismolekulas
hatéanyagokkal valé molekuléris kinetikai kdlcsonhatasainak megfigyelését GCI jel6lésmentes
optikai bioszenzoron, tobbféle mérési felallassal. Célom volt a WAVEcontrol program
hasznalatanak rutinszer( elsajatitasa ¢s a fenti jelenségek valos idejii nyomon kovetése.

Kisérleteimben torekedem, hogy az immobilizacids széridban minél nagyobb felileti
tomegstriségil fetuin, illetve FtsZ fehérjét kossek ki a chip méréesatornainak feluletére.

Emellett a kinetikai széridban a kiilonb6z6 PNGaz F-enzim injektalasaval, szénhidrat-
komponenseket szeretnék leemészteni a glikoproteinr6l. Az NCR247 peptid analit
aramoltatasaval pedig tovabbi célom a kialakul6 analit-ligand koélcsénhatasrél minél
részletesebb kinetikai adatokat kinyerése.

Végul a kisérleti adatok kiértékelése soran szeretném meghatarozni a kdlcsénhatast leird
legfontosabb kinetikai paramétereket, melyek konzekvenciajaul és alapjaul szolgalnak a

kisérleteim folytatadsanak, az eredmények tudomanyos folyoiratokban térténd kozlésének.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Kisérlethez hasznalt anyagok

Fetuin glikoprotein hasitasa
PNGaz F enzimmel

FtsZ fehérje és NCR247 peptid
kolcsonhatdsanak vizsgalata

SDS (Sigma-Aldrich)

Deszorpcid glicin (Sigma-Aldrich)

Milli-Q viz (ultratiszta viz, 18,2 MQ-cm ellenallast 25°C-on)

Kondicionalas

borat puffer, pH=9 (Xantec Bioanalytics)

0,2-szeres higitast PBS-oldat

EDC/NHS (Xantec Bioanalytics)

etanolamin, pH=8 (Sigma-Aldrich)

Immobilizacio fetuin FtsZ
(Pannon Egyetem) (Szegedi Tudomanyegyetem)
NaH2PO4 (Spektrum 3D) K2HPO4, KH2PO4 (Spektrum 3D)
PNGaz F enzim NCR247-peptidoldat
Kinetika (Pannon Egyetem) (Szegedi Tudomanyegyetem)

tdmény PBS mérépuffer

KH2PO4 mérdpuffer

DMSO (VWR International)

4.1. tablazat: A kisérletekhez felhasznalt anyagok.

4.2 Kotéskemiahoz hasznalt reagensek keszitése

A kotéskémiahoz hasznalt reagenseket a Thermo Fisher leirdsa alapjan készitettik el. [i6]

Az EDC/NHS reagens az aminkapcsolassal megvaldsulé immobilizacio legfontosabb

reagense, amely lehetdvé teszi a ligandum chipfeliiletre vald kovalens kikotését. Fontos

tudnivald volt, hogy ezek a reagensek rendkivil reakcidképesek, igy a veluk valé munka

kiemelt gyorsasagot, precizitast, el6késziileteket igényel.

Az oldatkészités megkezdése el6tt 30 perccel 50 ml MQ vizet helyeztink a

hiitészekrénybe. A reagenseket -18 Celsius-fokon taroltuk, és a fagyasztobol valo kivételt

kovetben azonnal neki is kezdtiink az oldatok elkészitésének.

0,2 g EDC-t 15 ml hideg MQ-ban oldottunk fel, és a teljes oldodast kovetéen a mar

elokészitett, 0,5 ml térfogatt eppendorf-csovekbe mértem be az EDC-oldat 500 pl térfogatait.

A pipettazés végeztével az eppendorfokat rogton mélyhiitébe tettiik.
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Ezutan kovetkezett az NHS-oldat készitése. A vegydlet 1 g-jat 13 ml hideg MQ-ban
oldottam be, melyet szintén 500 pl térfogatonként meértem az eppendorfokba. A munka
végeztével ezek is azonnal a fagyasztdba keriltek.

Az immobilizacidé elékésziiletei soran az EDC/NHS-reagensek fagyasztébdl valo
kivétele mindig az utolso 1épés, mivel azok maximum 25 percig 6rzik meg hatékonysagukat.
Az oldatok azonos, 500-500 I teérfogatanak elegyitésével pontosan az immobilizacio
miiveletéhez eldirt, 0,2 M-0s EDC és 0,05 M-os NHS elegyet kapunk.

4.3 Immobilizacidhoz hasznalt KH,POs-oldat készitése

Mivel az FtsZ fehérje izoelektromos pontja pH 4,9-re tehet6 [28], ennek okéan ehhez az
értékhez nagyon kozeli pH-értékti KHoPOs-puffert keszitettlink, hogy minél nagyobb
mennyiségii fehérje kotddhessen ki a mérécsatornakra a kovalens kotéskémidval, és minél
eredményesebb lehessen a Kisérletezés.

Az oldatot az 1 M-os oldat tizszeres, 100 mM-os koncentraciora vald higitasaval
készitettem a MQ-val.

4.4 Kélium-foszfat-mérdpuffer készitése

A kinetikai szériaban alkalmazott kalium-foszfat-mérépuffert egy A-, illetve egy B-
oldat elegyitésével készitettem el.

Az A oldathoz 17,42 g K:HPO4-ot mértem be, melyet 100 ml MQ-ban oldottam fel. A
B oldathoz 13,61 g KH2PO4-ot mértem be és 100 ml MQ-ban oldottam fel. igy kaptam 1-1 M-
os oldatokat.

A pH=7-es pufferhez 61,5 ml A-oldatot és 38,5 ml B-oldatot elegyitettem, és annak
okan, hogy 100 mM-os puffert szerettem volna késziteni, igy 1000 ml-re egészitettem ki az
oldatot MQ-val.
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4.5. Acetazolamid, mint kontroll molekula

A karbon-anhidraz a szén-dioxid reverzibilis hidratalasat katalizalo, a szervezetlinkben
is megtalalhatd enzim, mely szubsztratjabol bikarbonatot és hidrogéniont allit eld, az aldbbi

reakcio szerint. (4.1. abra) [29]

metabolikus karbon-
végtermékek anhidraz bikarbonation

CO,+H,0 < > HCO; +H"

H,CO,

szénsav

4.1. dbra: A karbon-anhidraz altal katalizalt biokémiai reakcid. [i5]

Emberben a CA 7-féle izoenzimét azonositottak, de mind koziil legjelentésebb a CA-I,
mely a legelterjedtebb, és rendkivil fontos funkciét lat el az agyban, vesében, illetve
csontokban zajlé egyes fiziologias folyamatokban. [30] Munka&m soran én is ezzel az
izovaltozattal dolgoztam.

Mivel a karbon-anhidrazt szamos sz6vet hasznalja iontranszportjanak szabalyozasara,
ennek okan az enzim fontos terépias célpont lett a terapiaban. Inhibitorait kiilonb6z6 betegségek
- mint a glaukéma és az epilepszia — kezelésére hasznaljak, de potencialis gyogyszer-célpont
lehet akar a rdk vagy az elhizds kezelése esetén is. Ennek okan kismolekulés
hatéanyagvizsgalatok kivalo alanydul szolgalhat. [30] [31]

Az acetazolamid a karbon-anhidraz-gatl6 gyogyszerek koze tartozik. Mivel a karbon-
anhidraz erds, nem kompetitiv inhibitora, igy a szervezetben minden olyan helyen hatast tud
kifejteni, ahol az enzim jelen van, és igy gatlasa révén az nem képes bikarbonatot és
hidrogéniont el6allitani a szén-dioxidbdl és a vizbol. [30] [32]

4.6  Meéreshez hasznalt chipek tipusai

A merések négycsatornds, PCP-, illetve PCH-felileti WAVEchip segitségével
valosulnak meg, melyek sematikus &braja a 4.2. abran figyelhet6 meg. A PCH-chip egy joval a
vastagabb hidrogél bevonattal rendelkezik, mely nagyobb potencialis kotddési feliiletet biztosit

az adott ligandumnak.
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A chip felUletére torténik meg a ligandum immobilizalasa, kovalens kikotése. A chip

csatornain a méresek soran folyamatos az oldat-aramoltatés.

PCP

PCH

4.2. bra: PCP-, illetve PCH feliiletii Creoptix WAVEchip sematikus dbrdja.

4.7 Mérések menete

4.7.1 Deszorpcio

A Kkisérlet megkezdése elétt, mielétt még 1ij WAVEchipet helyeznénk a miiszerbe,
sziikkséges miivelet az tgynevezett deszorpcid elvégzése, mely minden esetben az el6zéleg
hasznalt chipen torténik. Ennek keretében 0,5%-0s SDS-, glicin-, illetve MQ-oldatokkal a

megkotott ligandumok chipfeliiletr6l valo eltavolitasara és a fluidika kitisztitasara keriil sor.

4.7.2 Kondicionalas és stabilizacio

Egy mérés minden esetben tobb részre oszthatd, ezek az ugynevezett széridk, melyek
tovabb oszthatok kisebb ciklusokra. Az elsé ilyen széria a mérések sordn az Ugynevezett
kondicionalas volt.

A kiseérlet elején uj WAVE-chip keriil behelyezésre a WA VEcore méréegységbe. Ennek
okan még az immobilizacios széria el6tt elengedhetetlen miivelet a kondicionalas, mely a chip
feluletét tokeletesiti, és kesziti el6 az immobilizaciora. Ezaltal biztositja, hogy a lehetd

legnagyobb mennyiségti ligandum tudjon majd odak6tédni az immobilizacio keretében. A
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kondicionalasi miivelet sordn 50 mM-os koncentracioju, pH 9-es borat puffer-oldat injektalasa
zajlik a chip csatornain.

A Kkondiciondlast stabilizacios mivelet koveti, mely a méréshez hasznélt puffer
aramoltatasat jelenti az alapvonal beallitasanak céljabol. A stabilizacios szériat ugynevezett

’startupok’ alkotjak.

4.7.3 Immobilizacio

Fehérje-ligandumok esetében a legéltalanosabban hasznalt immobilizaciés modszer az
ugynevezett aminkapcsolas (4.3. abra), mely egy kovalens kémiai kapcsolas. Ennek soran az
immobilizéacio a szabad primer amino-csoportokon keresztll torténik, mint példaul a lizin-
maradvanyok, vagy a fehérjék és peptidek gyakori komponense, Ugynevezett N-terminalisa. A
PCP WAVECchip polikarboxilat-alapu, hidrogél bevonata szabad karboxil-csoportokat hordoz,
amelyhez a fehérjeket EDC/NHS kotéskemia segitségével, az el6bb emlitett modon kovalensen
lehet kikotni. [3] [8]

NHS a
XF
EDC \/NZC:NH\/\I-; l CHy
o>\_c Ho\ H
EDC/NHS aktivacio Ligandum kotédése

4.3. dbra: Sematikus &bra az aminkapcsolas mechanizmusarol a Thermo Fisher protokollja alapjan,
amikor az EDC/NHS aktivacio utdn a ligandum kétédése torténik meg. [i6] [i7]
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pozici6é anyag térfogat
4
000000 T
3 etanolamin 105 ul
ligandum 217l

4.4 dbra: Az immobilizaciohoz felhasznalt anyagok elrendezése az automata mintaadagol6 rendszerben.

4.7.4 Kinetika

A Kkinetikai széria minden esetben a hagyomanyos (4.5. abra) , tobb koncentracidval
végzett, igy részletesebb kinetika informaciokat szolgaltatd, vagy a RAPID (4.6. abra) , egy
koncentraciéval végzett, viszont joval kisebb id6igényli Kinetikaval végzett Kisérlet-
megfigyelést foglalja magéaba. A Kinetikai széridban torténik meg az adott analit injektalasa a
chip csatorndira, ezaltal Iétrehozva az analit-ligand kozoétti kdlcsonhatést, melyet valds-idoben

kovethetlink a WAVEcontrol programban.

pozicié anyag térfogat
mérdpuffer 350 pl
mérdpuffer 350 pl
O 00000 méopter |30,
X 1 lel00000 = |
mérdpuffer 350 pl
» @@ i
9 mérdpuffer 350 ul
| { [90/00000 mirputa 35041
1 le00000 e |l
mérépuffer 350 pl
L [ [0/0/0000 mépiter | 3500
y [ 1000000 i o
analit 350 pl
1 le0000® Er——
analit 350 pl
N | 000000 i S
L {000 s
analit 350 pl
: @@OOON0) T
analit 350 pl
i | | /00000 i Y
analit 350 pl
A BEE DI R R GEH analit 350 pl
analit 350 pl
analit 350 pl
analit 350 ul

4.5. dbra: Hagyomanyos kinetikai médban a felhasznalt anyagok elrendezése az automata
mintaadagolo rendszerben.
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pozicié anyag térfogat

analit 117 ul
mérbpuffer 583 ul
mérbpuffer 583 ul
mérépuffer + 0,5% DMSO 233 ul

4.6. abra: RAPID kinetikai modban a felhasznalt anyagok elrendezése az automata mintaadagol6
rendszerben.

4.7.5 Kisérleti eredményil kapott kinetikai paraméterek

A kisérletek kiértékelése nagyon egyszerien, néhany kattintassal elvégezhetd a
WAVEcontrol programban. A kiértékelés soran kulonféle, analit-ligand kozo6tti molekuléris
kolcsonhatast leird kinetikai paramétereket [8], tudunk meghatarozni:

Rmax: @ Szenzorgram azon maximalis vélasza pg/mm?-ben kifejezve, amely azzal all

osszefuiggésben, hogy az adott analit az 6sszes ligand-ko6téhelyhez bekapcesolodott-e.

Ka: az asszociacios sebességi allando, mely az analit ligandhoz vald koétédésének

sebességét fejezi ki M1st mértékegységben.

kq: a disszociacios sebességi allandd, mely az analit ligandummal alkotott komplexének

a bomléasi sebességét s-ban mutatja.
Kbp: Ggynevezett egyensulyi disszociacios konstans, mely azt az analitkoncentracio-

értéket jeloli, melynél egyensulyi allapotban az analit a ligandkotohelyeknek éppen a felét

foglalja el. A konstans ka/kq képplettel, M-ban mérve kerul szamitasra. [8]
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4.7.6 Blankek szerepe

A mérések soran ugynevezett ,blankeket”, vakprobakat is alkalmaztunk, melyek az
aprobb eltérések, torzitasok Kkiklszobolését szolgaljak. Definiciojuk szerint a minta
aramoltatasaval kozel azonos, de analit nélkiili injektalasok. Ebbdl trividlis modon kovetkezik,
hogy a vakprdbat pontosan ugyanazzal a pufferrel kell végezni, mint ami az analit készitése
soran ker(lt felhasznalasra. Méréseink soran minden 5. minta injektalas utan alkalmaztunk
blanket. A blankek injektalasa soran kapott jelek kivonasra kerllnek a minta injektalasi
ciklusaibol, ez az ugynevezett kettds referencia alkalmazasa, mely az eltérések eliminaldsnak

rendkivil hatékony madszere a kiértékelésben. [8]

4.7.7 DMSO kalibraci¢ szerepe

A Kkinetikai kdlcsonhatas vizsgalat alanyai a legtébb esetben vizben nehezen vagy nem
oldhatd anyagok, igy apolaris oldoszerben, DMSO-ban keriilnek beoldasra. Emiatt a
mérdpufferbe is mériink DMSO-t, és ezért sziikséges a DMSO kalibréacid is a kiértékelés soran.
A korrekcié abbdl a célbdl szlikséges, mivel a referenciacsatorna sokkalta érzékenyebb az oldat
torésmutatojanak megvaltozasara. Mindez pedig annak kdszonhetd, hogy azon fehérjét nem

immobilizalunk. Ez az Ugynevezett missing volume effect. [8]
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5. Eredmények és értéekelésiik

5.1 Fetuin glikoprotein hasitasa PNGaz F glikozidaz enzimmel

5.1.1 Immobilizacio

Az immobilizacios széria soran a fetuin glikoproteint a 4-PCP chip 1-es, 2-es, és 3-as
csatorngjan immobilizaltuk, az elébbickben emlitett modon kovalensen kotdttik EDC/NHS
reagens és 1 M-os etanolamin segitségével a chip fellletre. Az immobilizacibhoz 50 mM-os
koncentracidju NaH,PO, -oldatot alkalmaztunk pufferként. Immobilizaci6 soran két ciklusban
500 pg/ml-nyi fetuint dramoltattunk a chip 1-es, 2-es és 3-as csatornajan 1200 s és 600 s

id6tartamokban.
Az 5.1-es abran jol megfigyelheté, hogy az 1-es csatorndn 8935 pg/mmz, a 2-es

csatornan 8662 pg/mmz, a 3-as csatornan pedig szintén 8902 pg/mm2 feltileti tomegstiriiségl
fetuin kotédott kovalensen a chipfeliiletre a kisérlet immobilizacios muiivelete soran.

A 4-es csatorna (5.2. dbra) a mérések soran referencia-csatornaként ker(ilt alkalmazaésra,
ezen csak aktivalas és passzivalas ment végbe, immobilizacié nem. Az aktivacio soran aktivva
tettik a chip feliiletét, hogy minél nagyobb mennyiségii fetuin protein tudjon kovalensen
odakotédni. A passzivalas keretében pedig a szabadon maradt kotdhelyeket zartuk le, hogy

tovabbi kotddes a feliiletre mar ne tudjon megvalosulni.

pozicid anyag térfogat
Al EDC/NHS 105 ul
Bl etanolamin 105 ul
C1 FtsZ 400 pl

5.1. tablazat: A fetuin immobilizaciéjahoz hasznalt anyagok és térfogatok.
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5.1.4bra: A fetuin immobilizdaciés gorbéje a feliileti tomegsiiriiség és az idd fiiggvényében
feltintetve (1-es csatorna kék, 2-es piros, 3-as z6ld szinnel szerepel).
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5.2. &bra: A referencia-csatorna elkészitése az aktivalassal és a passzivalassal.

5.1.2 Kinetika

Az 1-es csatornan 1-szeres PBS-oldatot alkalmaztunk pufferként és PNGaz F enzim 50-
szeres higitassal készitett oldatat hasznaltuk (5.3. abra). Utdbbit 15 ciklus soran aramoltattuk
az 1-es csatornan. Az asszociaciés id6 1800 s volt, mig a disszocidcios id6 pedig 150 s. Az
asszociacio az injektalast, a disszociacié pedig mosasi lépést foglal magaba. Sajnos a mérés
soran el6fordult, hogy egyes ciklusok soran levegébuborék kertilt injektalasra a feliiletre, ezen

ciklusokat a kiértekelés soran figyelmen kivul kellett hagynunk.
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5.3. dbra: Az 1-es és a 4-es csatorna az enzimatikus hasitas utdn a feliileti tomegsiiriiség és az idé
fliggvényében abrazolva (az 1-es csatorna kékkel, a 4-es csatorna sarga szinnel szerepel).

A 2-es csatornan 1-szeres toménységii PBS-oldatot alkalmaztunk, mint puffer és az
enzim 20-szoroséra higitott koncentracidjat aramoltattuk a chip 2-es és 4-es csatornajan. Az
asszociacios 1d6 ezen csatorna esetében is 1800 s, a disszocidcios id6 pedig 150 s volt. A 4-es
csatorna ebben az esetben is referencia-csatorna szerepet toltott be, tehat kizardlagosan

aktivalas és passzivalas tortént rajta, immobilizaciét nem végeztink (5.4. abra).

mérocsatorna
CTlvygalon 3 iC&Rmse
60

40

feliileti tomegstiriiség (pg/mm?)

20 referenciacsatorna

-40

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

id6 (s)

5.4. abra: A 2-es és a 4-es csatorna az enzimatikus hasitdas utan a feliileti tomegstiriiség és az id6
fliggvényében &brézolva (a 2-es csatorna pirossal, a 4-es csatorna sarga szinnel szerepel).

A 3-as csatorna esetében az enzim témény oldatat alkalmaztuk, és szintén 1-szeres PBS-
oldat volt a pufferiink. Az enzim 5 ciklusban lett injektadlva a 3-as és 4-es csatornara. Az

asszociacios id6 1800 s-ra, a disszocidcios 1200 s-ra lett beéllitva (5.5. &bra).
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5.5. abra: A 3-as és a 4-es csatorna az enzimatikus hasitds utdan a feliileti tomegsiiriiség és az idd
figgvényében abrazolva (a 3-es csatorna z6lddel, a 4-es csatorna sarga szinnel szerepel).

5.1.3 Eredmeények és ertékelésuk

Az 1-es csatorna kisérleti adatainak WAVEcontrol program segitségével végzett

kiértékelése soran megallapitottuk, hogy a fellleten immobilizalt fetuin glikoprotein

cukoregységeinek mennyisége -31,4 pg/mm2 -re csokkent az 1. ciklus soran, majd ciklusroél-
ciklusra tovabbi csokkenést mutatott. Az 5.6. abran mindez jol megfigyelhetd, és arra enged

kovetkeztetni, hogy a PNGaz F enzimmel végzett enzimatikus hasitds eredményesnek
tekinthetd.
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5.6. dbra: Az 1-es csatorna az enzimatikus hasitas utan a referencia-csatornaval korrigélva, a feltleti
témegstiriiseg és az ido fliggvényében abrazolva.
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Ciklusok szama

5.7. &bra: Diagram a fetuin cukoregységeinek ciklusrol-ciklusra torténd csokkenésérdl, a feliileti
tomegstiriiség és a ciklusok szamdanak fiiggvényében abrazolva.

Az 5.7. abran jol lathatd, hogy az 1-es csatornan a glikoprotein szénhidrategységeinek
feliileti tomegsiirisége az egymast kovetd ciklusok soran egyre csokkend tendenciat mutatott.
Az utolsd ciklus végén a glikozidaz enzim hatasara a feliileti tomegsiiriiség 8894,2 pg/mm?

értéki lett.

A 2-es csatorna esetében a referencia-csatorndval korrigalt gorbék alapjan

megéllapithato, hogy a feluletre kovalensen kotott fehérje szénhidratunitjainak mennyisége

-19,3 pg/mm2 -re csokkent (5.8. abra) az 1. ciklus soran, majd ezt kdvetéen ciklusrol-ciklusra
egyre kisebb volt a felilleti tomegsiiriiségben észlelheté csokkenés. Ez a fellleti
tomegstriségben tapasztalhaté valtozas szintugy a PNGaz F glikozidaz enzim eredményes

hasito hatasat tamasztja aléa.
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5.8. bra: Az 2-es csatorna az enzimatikus hasitas utan a 4-es, referencia-csatornaval korrigalva, a
feliileti tomegstiriiség és az ido fiiggvényében dabrdzolva.

Fellleti témegsiriiség ( pg/mm?)

5.9. &bra

A 2-es csatorndan minden ciklus utdn egyre Kkevesebb
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Ciklusok szama

: Diagram a fetuin cukoregységeinek ciklusrol-ciklusra torténd csokkenésérdl, a feliileti
tomegsiiriség és a ciklusok szamanak fliggvényében abrazolva.

lett a glikoprotein

cukoregységeinek fellleti boritottsaga, ami az 5.9. dbran jol 1athatd. Ebben az esetben kevesebb
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ciklus soran meriilt fel hiba a levegé buborékok miatt, igy a kapott eredmenyek alapjan jobban
megfigyelhetd a feliileti tomegstiriiség csokkenése. Az utolso ciklus végére a boritottsag 8566,3

pg/mm?-re csokkent.

A 3-as csatornan vegzett hasitas kiértékelése soran, a kapott eredmények referencia-

csatorndval végzett korrigalasa sordn azt allapitottuk meg, hogy a fetuin glikoprotein

cukoregységeinek feliileti tomegsiirisége -6,8 pg/mm2 értekre csokkent az 1. ciklus soran, és
ciklusrol-ciklusra egyre kisebb lett ez az érték. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy
glikozidaz F enzim ebben az esetben is hatékonynak bizonyult. A kapott értékek az alabbi, 5.10.

abran figyelhetéek meg.
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5.10. abra: A 3-as csatorna az enzimatikus hasitas utan a referencia-csatornaval korrigéalva, a feltleti
témegstiriiseg és az ido fliggvényéeben abrazolva.
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5.11. &bra: Diagram a fetuin cukoregységeinek ciklusrol-ciklusra torténd csokkenésérdl, a feliileti
tomegstiriiség és a ciklusok szamdanak fiiggvényében abrazolva.

Az 5.11. abran figyelhetd meg mérésiink sordn a 3-as csatornan bekovetkezd,
ciklusonkénti szénhidrategység feliileti tomegstiriiségének csokkend tendenciaja. Az utolsd
ciklus végére a felilleti boritottsag 8884,8 pg/mm? értékre redukalodott a PNGaz F enzim

hasitasa révén.

Osszességében elmondhatd, hogy a fetuin glikoprotein hasitasat vizsgalé kisérletek

alapozd jellegliek, egy 1j teriileten megtett els6 1épéseket foglaljak Ossze a

laboratériumunkban kordbban fejlesztett és ma mar kereskedelmi forgalomba kerilt GCI
miiszerrel. Mindezek utan az egyes szénhidrategységek molekuléris kotésekben betoltott
szerepét is kivanjuk még vizsgalni a GCI miiszerrel. Igy az alegységek lehasitasa és a tovabbi
molekularis affinitasvizsgalatok is ugyanazon chipen torténnének. Célunk még virus

burokfehérjék és mas hasitd enzimek tanulmanyozasa is.
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5.2  FtsZ fehérje és NCR247 peptid kélcsénhatasanak vizsgalata

5.2.1 Immobilizacio

Annak okén, hogy a FtsZ fehérje és az NCR247 peptid kozotti molekuléris
kolcsonhatast leird Kinetikai paraméterek tekintetében nem rendelkeztiink elézetes
informécidval, a RAPID mérési felallassal, és az ’intermediate binders’ opcidval kezdtiik meg
a kisérletezést.

A mérés elején elvégeztilk a deszorpcidos miiveletet a miszerben 1év6, még el6z6
méréshez hasznalt chipen. Ennek Kkeretében 0,5%-0s SDS-t, glicint, illetve MQ-vizet
aramoltattunk a chip csatornéin, ezt kovetéen uj, PCP-tipusd chip kerilt behelyezésre, és
elvégeztiik a kondicionalasi szériat.

Az immobilizacidhoz hasznalt FtsZ-fehérjeoldat kiinduldsi koncentraciéja 1 mg/mi
volt, melyet a Szegedi Tudomanyegyetemrdl kaptunk. Ennek tizszeres higitasat készitettem el,
injektaltunk a chip 1-es, 2-es és 3-as mér6csatornain 420 s-0s injektalasi és 60 s-0s mosasi
idokkel. A széridhoz felhasznalt anyagok és térfogatmennyiségik az 5.3. tablazatban figyelhetd
meg. Pufferkeént kalium-foszfat-oldatot alkalmaztunk.

Az immobilizacids széridban az 1-es mérécsatornan 696 pg/mm?, a 2-es mérécsatornan
640 pg/mm?, mig a 3-ason 550 pg/mm? feliileti tomegstirtiségii FtsZ fehérjét sikeriilt kikotni a
chipfellletre. (5.12. &bra)

pozicid anyag térfogat
Al EDC/NHS 105 ul
Bl etanolamin 85 ul
C1 FtsZ 240 pl

5.2. tablazat: Az FtsZ immobilizaciéjahoz hasznalt anyagok és térfogatok.

37



D &)

1400 e

1200 A ) 1 -
// L =t

/ |
/
1000 / \

600 ‘ 1 [
|
|

®
=]
S

™
=]
=]

feliileti témegs(irliség (pg/mm2)
S

i

0 200 400 . 600 800 1000
id6 (s)

5.12. &bra: Az FtsZ fehérje immobilizacids gorbéi. (Az 1-es csatorna kék, a 2-es csatorna piros, mig a
3-as csatorna zold szinnel szerepel.)

A kapott kinetikai eredmények (rendkivil magas Rmax-, Kp-paraméterek) arra utaltak,
hogy az FtsZ fehérje és az NCR297 peptid kozotti kdlcsonhatas tight binders’ kategoriaba esik.
Eddigi méréseink sordn kontroll mérések keretében a furoszemid kotédését vizsgaltuk a
chipfelletre immobilizalt karbon-anhidraz vonatkozadsaban, mely kdlcsonhatds az
‘intermediate binders’ kategdriaba esik. Igy sziikségessé valt olyan kontrollmolekulaval
tesztelni a rendszert, mely tight binders. Az acetazolamidra esett a valasztasunk, mely vegyiulet
kiilonboz6 koncentracidival végeztliink méréseket a kolcsonhatds még hatékonyabb kinetikai
feltérképezése érdekében.

A mérés elején Uj PCP-chip keriilt a miiszerbe, és elvégeztiik a szokasos deszorpcios és
kondicionaldsi miiveletet. A karbon-anhidrézt szintigy a mar ismertetett aminkapcsolassal
rogzitettilk a chip mérécsatornainak feliiletére, és a 4-es csatornan aktivalast és passzivalast
végeztunk, hogy a mérés soran referencia-csatornaként hasznéalhassuk (5.4. tablazat).

Az 1-es mérécsatornan 529 pg/mm?, a 2-es mérécsatornan 761 pg/mm?, mig a 3-ason

784 pg/mm? feliileti tomegstiriiségti karbon-anhidrazt sikeriilt kikotni a chipfeliletre.

pozicio anyag térfogat
Al EDC/NHS 105 l
Bl etanolamin 85 ul
C1 karbon-anhidraz 120 pl

5.3. tdblazat: A karbon-anhidraz immobilizaciéjahoz hasznalt anyagok és térfogatok.

38



1000 :"L

800
600
400

200

feliileti tdmegsiirliség (pg/mm2)

5.13. &bra: A karbon-anhidraz immobilizacios gorbéje (Az 1-es mérdcsatorna kék, 2-es mérdcesatorna
piros,mig a 3-as mérdcsatorna z6ld szinnel szerepel).

A kezdeti mérések soran nem sikeriilt magas feliileti tomegsiirtiséget elérni, igy sok
fehérjét kikotni a PCP-chip feliletre. A feliileti tomegsiiriiség mennyiségének ndvelésere tobb
lehetdség is felmeriilt. Egyrészt a PCH-chip alkalmazésa, mely nagyobb kotddési feliiletet
biztosit, masrészt a kdtéskémia reagenseinek Gjboli elkészitése, mert azok frissessége kritikus

fontossagu a hatékony aktivalashoz az immobilizacids szériaban.

Meég az uj, PCH-chip behelyezése el6tt deszorpciés miivelet futott, majd a chip
behelyezését koveté kondicionalas. Az el6z6ekhez hasonldé modon, az immobilizacios
széridban ugyanazon anyagokkal és térfogatokkal, az aminkapcsoléssal rogzitettik az FtsZ
fehérjét a mérdcsatornakon. A 2-es mérécsatornan 1809 pg/mm?, a 3-ason pedig 4531 pg/mm?

feliileti tomegstiriiségti fehérjét sikerult kikotni kovalensen.
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5.14. abra: Az FtsZ fehérje immobilizacios gorbéi PCH chipen. (Az 1-es mérdcsatorna kék, a 2-es

mérdcsatorna piros, mig a 3-as mérdcsatorna zold szinnel szerepel).

Végul a frissen készitett EDC/NHS reagensekkel is végeztiink még meérést a fehérje-

peptid kolcsonhatas vizsgalatat illetden. A szokasos miveletek utan, az eddig alkalmazott

anyagokkal és térfogatokkal az immobilizacioban az 1-es csatornara 733 pg/mm?, a 2-esre

1338 pg/mm?

(pg/mm?)

(rliség

3

feliileti tomegs

, mig a 3-as mérécsatornara 475 pg/mm?-nyi FtsZ-t sikeriilt kikétni (5.15. abra).

C2.Injection |C2Rinse
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1200 s
1 o
//
1000 //

800

600

400

200

0 200 400 600 800 1000
id6 (s)

5.15. &bra: Az FtsZ fehérje immobilizacids gorbéi frissen készitett EDC/NHS reagensek hasznélatat
kévetd immobilizacio sordan. (Az 1-es mérdcsatorna kék, a 2-es mérdcsatorna piros, mig a 3-as

mérdcsatorna zold szinnel szerepel).
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5.2.2 Kinetika

A NCR-peptidoldatokat a Szegedi Tudomanyegyetemrdl kaptuk. A kisérletezést az
NCR247 peptid vizsgalataval kezdtiik el. Az elsé mérés kinetikai széridban a peptid kiilonb6z6
koncentracidit injektaltuk a csatornakra.

Az elsé alkalmazott koncentracié 1 nM volt, amit a kiinduladsi 2 mM-os oldat
kétezerszeres higitasaval készitettem el, mégpedig kettd 1épésben. Els6ként egy 500 UM
koncentracidju oldatot csinaltam négyszeres higitassal, melyet tovabb higitottam 1 puM-osra. A
higitasokat 20 mM-os, pH 7-es kalium-foszfat-pufferrel végeztem, amely a mérés

mérépufferjaként funkcionalt.

pozicid anyag térfogat
Al NCR247 117 ul
B2 kalium-foszfat puffer 583 ul
Bl kalium-foszfat puffer 583 ul
kalium-foszfat puffer
C1 + 233 ul
0,5% DMSO

5.4. tAblazat: A kinetikahoz hasznalt anyagok és térfogatok.
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5.16. abra: Az 1 uM-os NCR247-koncentracidval vegzett RAPID-mérés soran kapott korrekcié nélkili
kisérleti eredmények az FtsZ és az NCR247 kolcsonhatasanak vizsgalata soran. (A 2-es, mérdesatorna
pirossal, mig a 4-es referenciacsatorna sarga szinnel szerepel.)

A Kisérleti adatok kiértékelése sordn kiderilt, hogy a kotés joval erésebb, mint azt

gondoltuk, és a tight binders opcié alkalmazésaval lenne érdemes probalkozni.

A karbon-anhidraz ll-vel er6sen kolcsonhatd acetazolamidot valasztottuk kontroll

molekulanak az elékisérletek végzéséhez. Ezen vegyiiletek kozotti kdlcsonhatas vizsgalatara

tobb RAPID mérést is végeztiink, kiilonboz6, 100 nM-os- illetve 50 nM-os koncentracidkkal.

Emellett hagyomanyos kinetika keretében is kisérleteztiink az anyagokkal. A mérés utan kapott,

korrekcio nélkili gorbék az 5.17., illetve 5.18. abran figyelhet6k meg.

pozicio

anyag

térfogat

Al

acetazolamid

117 ul

B2

tdmény PBS-oldat

583 ul

Bl

tomény PBS-oldat

583 ul

C1

tomény PBS-oldat

+

0,5% DMSO

233 ul

5.5. tablazat: A RAPID kinetikahoz hasznalt anyagok és térfogatok.

42



300 [Clnjection] — %‘"ﬁ

250

200

150 f

50

feliileti tomegsiiriiség (pg/mm?)

80 100 120 140 160 180 200
idé (s)

5.17. &bra: A 100 nM-os acetazolamid koncentracidval végzett RAPID Kkinetikaval végzett mérés utan

kapott, korrekci6 nélkili gorbék a CAll és az acetazolamid kdlcsonhatésénak vizsgalata sorén. (Az 1-es,
mérdesatorna kékkel, mig a 4-es referenciacsatorna sarga szinnel szerepel.)

C‘l.lnjection: C1.Rinse
80

feliileti tdmegsiiriiség (pg/mm?)

L

80 100 120 140 160 180 200
idé (s)

5.18. &bra: Az 50 nM-o0s acetazolamid koncentraciéval végzett RAPID Kinetik&val végzett mérés utan
kapott, korrekcié nélkili gorbék a CAll és az acetazolamid kdlcsonhatasanak vizsgalata soran. (A 3-as,
mérdesatorna zolddel, mig a 4-es referenciacsatorna sérga szinnel szerepel.)
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A 2-es csatornan hagyomanyos, tobb koncentracios merés keretében aramoltattuk az

acetazolamid vegydlet oldatat, a 4-es csatorna pedig referenciacsatornaként funkcionalt.

pozicio anyag térfogat
AL-A12 tomény PB’S"+ 3% DMSO- 80 ul
mérdpuffer
B1-B2 tomény PB’S"+ 3% DMSO- 80 ul
mérdpuffer
C1 100 nM acetazolamid 80 ul
C2 100 nM acetazolamid 80 ul
C3 50 nM acetazolamid 80 ul
C4 50 nM acetazolamid 80 ul
C5 25 nM acetazolamid 80 pl
C6 25 nM acetazolamid 80 ul
Cc7 12,5 nM acetazolamid 80 pl
C8 12,5 nM acetazolamid 80 ul
C9 6,25 nM acetazolamid 80 pl
C10 6,25 nM acetazolamid 80 ul
Cl11 3,125 nM acetazolamid 80 ul
C12 3,125 nM acetazolamid 80 ul
D1 1,5625 nM acetazolamid 80 ul
D2 1,5625 nM acetazolamid 80 ul
El mérdépuffer + 3% DMSO 80 ul
E2 mérépuffer + 2,5% DMSO 80 pl
E3 mérdpuffer + 2% DMSO 80 ul
E4 mérdpuffer + 1,5% DMSO 80 ul
E5 mérdpuffer + 1% DMSO 80 ul
5.6. tAblazat: A hagyomanyos kinetikahoz hasznalt anyagok és térfogatok.
injektalas
60 (c201)
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5.19. dbra: A hagyomanyos kinetikaval végzett mérés utan kapott gorbék egy ciklus esetében, a CAll és az
acetazolamid kdlcsénhatasanak vizsgalata soran. (A 2-es mérdcesatorna piros, a 4-es referenciacsatorna
sarga szinnel szerepel.)
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A PCH-chipen immobilizalt FtsZ fehérjére tobb mérés keretében, 50 nM-0s NCR247
peptid-oldatot injektaltunk a kdzottik Kialakulo kdlcsdnhatés kinetikai feltérképezése céljabol.

A mérések végén kapott, korrekcio nélkili gorbék 5.20 és 5.21. abran figyelhetéek meg.

pozicio anyag terfogat
Al NCR247 117 wl
B2 kalium-foszfat puffer 583 ul
Bl kalium-foszfat puffer 583 ul
kalium-foszfat puffer
C1 + 233 ul
0,5% DMSO

5.7. tablazat: A RAPID kinetikahoz hasznalt anyagok és térfogatok.
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5.20. &bra: Az 50 nM-0s NCR247 peptid- koncentrécidval végzett RAPID kinetikdval végzett mérés
utan kapott, korrekcio nélkili gorbék az FtsZ és az NCR247 kdlcsonhatasanak vizsgélata soran. (A 2-
es, mérdcsatorna pirossal, mig a 4-es referenciacsatorna sarga szinnel szerepel.)
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5.21. abra: Az 50 nM-0s NCR247 peptid-koncentracidval végzett RAPID kinetikaval végzett mérés
utan kapott, korrekcio nélkili gorbék az FtsZ és az NCR247 kblcsdnhatasanak vizsgalata soran. (A 3-
as, merdesatorna z6lddel, mig a 4-es referenciacsatorna sarga szinnel szerepel.)

Végiil egy, az eléz6ekhez hasonld mérés keretében 50 nM, illetve 100 nM peptid-
koncentraciokkal ismét Kkisérleteztink a kozottuk Kkialakul6 molekularis kolcsonhatas
vizsgalatanak targykorében.

Az Ujonnan keészitett EDC/NHS reagensekkel és ujabb PCH-chippel is végeztiink
mérést, hogy még tébb adatunk legyen a fehérje-peptid kolcsonhatasra vonatkozélag. Az
NCR247 peptid-oldat 50 nM-os és 100 nM-os koncentracidt alkalmaztuk a mérés soran. A
mérések soran kapott, tipikus RAPID-gorbék az 5.21 és 5.22. abran lathatdak.

pozicid anyag térfogat
Al NCR247 117 ul
B2 kalium-foszfat puffer 583 ul
Bl kalium-foszfat puffer 583 ul
kalium-foszfat puffer
C1 + 233 ul
0,5% DMSO

5.8. tablazat: A RAPID kinetikédhoz hasznélt anyagok és térfogatok.
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5.22.4bra: 50 nM-0s NCR247 peptid- koncentracidval végzett RAPID kinetikaval végzett mérés utan kapott,
korrekci6 nélkili gorbék az FtsZ és az NCR247 kélcsonhatasanak vizsgalata soran. ( A 2-es,
mérdesatorna pirossal, mig a 4-es referenciacsatorna sarga szinnel szerepel.)
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5.23. dbra: A 100 nM-0s NCR247 peptid- koncentracidval végzett RAPID kinetikaval végzett mérés
utan kapott, korrekci6 nélkili gérbék az FtsZ és az NCR247 kdlcsonhatasanak vizsgalata soran. (Az
1- es, mérdesatorna kékkel, mig a 4-es referenciacsatorna sarga szinnel szerepel.)
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5.2.3 Eredmények és éertékelesuk

A WAVEcontrol program segitségével torténd kiértékelés sordn kiillonbozo kinetikai

paramétereket tudtunk meghatarozni, mindezt néhany kattintassal.

Az els6, FtsZ fehérjével és NCR247 peptiddel végzett mérések soran., az 1 UM peptid-
koncentracidval végzett mérés esetében a Kp értéket 1,172 pM-nak kaptuk (5.24. abra). A
magas, 510,72 pg/mm?-es Rmax-érték arrol arulkodik, hogy az analit-ligand kozotti kotés
erOssége joval, akar tobb nagysagrenddel is nagyobb el6zetes varakozasainal, igy nem az
’intermediate binders’ modell &ltal javasolt tartomany a legmegfelelobb a molekulak kozotti
kotodés vizsgalatara, hanem sokkal inké&bb a tight binders opcio.

Az ajanlott, irodalmi Rmax-érték 20-100 pg/m? feliileti tomegsiiriiségre tehetd. [8]

3 Y e CY R (Y Y

250

200

Kinetic Parameters

150 T Rmax 510.72 pg/mm?*
ka 8.53+0.63(4 M™'s™
kd 1.00+N/AE-7 s

100 . Kd 1172 pM

fellileti tomegstiriség (pg/mm?)

id6 (s)

5.24. dbra: Az 1 uM-os NCR247-koncentracidval végzett mérés kinetikai analizise, az FtsZ és az
NCR247 kdlcsdnhatasanak vizsgalata soran.

A tight binder kontroll molekulaként alkalmazott acetazolamid esetében 100 nM-os -
koncentracioval végzett mérés eredményéul 3,498 nM Kp-értéket kaptunk (5.25. abra), mig az
50 nM-0s mérés eseten ugyanez a parameter 79,830 M lett (5.26. abra). Ezek a paraméter-
eredmények a kontroll molekula irodalmi 31 £ 11 nM-0s Kp-értékétdl eltéré eredmeényt
mutatnak. [31]
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5.25. abra: A 100 nM-os acetazolamid-koncentracioval végzett RAPID-mérés kinetikai analizise a
CAlI és acetazolamid kdlcsdnhatésénak vizsgalata soran.
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5.26. abra: Az 50 nM-os acetazolamid-koncentracioval végzett RAPID-mérés kinetikai analizise a
CAlI és acetazolamid kolcsonhatésénak vizsgalata soran.

A hagyomanyos Kinetikaval, tobb koncentracioval végzett kisérlet soran a Kp-érték
56,915 nM-nak adddott. Az Rmax-érték 0-nak adodott az ajanlott 20-100 pg/mm?2-es érték
helyett. Mindez arra enged kdvetkeztetni, hogy a méres nem a legeredményesebb (5.27. abra).
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5.27. dbra: A hagyomanyos kinetikaval végzett mérés kinetikai analizise a CAll és acetazolamid
kolcsonhatasanak vizsgélata soran.

Ezt kovetden folytattuk az FtsZ fehérje és az NCR247 molekula kozotti kolesonhatas
vizsgalatat. PCH-chippel és az Gjonnan készitett reagensekkel is megismételtiik a méréseket.

50 nM-os NCR247-koncentracidkkal vegzett mérések soran kétféle kinetikai modellt
alkalmaztam az adatok kiértékelése soran, melyre kiilonb6z6, 29,411 nM (5.28. abra), illetve
18,382 nM Kp (5.29. abra) értékeket kaptam. Ezek az értékek realisak, az irodalmi kontroll
molekula Kp-értékéhez hasonld eredmények, viszont a program ebben az esetben sem tudott

illesztést késziteni a mért eredmények alapjan.
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5.28. &bra: Az 50 nM-0s NCR247-koncentracioval végzett RAPID mérés kinetikai analizise 1:1
kinetikai bedllitassal, az FtsZ és az NCR247 kdlcsonhatasénak vizsgalata soran.
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5.29. abra: Az 50 nM-0s NCR247-koncentracidval végzett RAPID mérés Kinetikai analizise heterogén
ligand beallitassal, az FtsZ és az NCR247 kdlcsdnhatasanak vizsgalata soran.

Az Ujonnan keszitett EDC/NHS reagensekkel és ujabb PCH-chippel is végeztiink
mérést, hogy még tdbb adatunk legyen a fehérje-peptid kdlcsénhatasra vonatkozdlag. Az
NCR247 peptid-oldat 50 nM-o0s és 100 nM-o0s koncentraciét alkalmaztuk a mérés soran.

A mérés eredményéul 46,701 nM (5.30. abra), valamint 91,392 nM (5.31. &bra)
egyensulyi disszocidcios konstans értékeket mértink, melyek kozil az Rmax-értékeket is

figyelembe véve, a 46,701 nM a redlisabb, irodalmi értékhez kozeli.
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5.30. &bra: Az 50 nM-0s NCR247-koncentracioval végzett RAPID-mérés kinetikai analizise, az FtsZ és
az NCR247 kolcsonhatasanak vizsgélata soran.
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5.31. dbra: A 100 nM-os NCR247-koncentracidval végzett RAPID-mérés kinetikai analizise, az FtsZ
és az NCR247 kélcsonhatasanak vizsgélata soran.

Osszességében elmondhato, hogy a killonféle NCR247 peptid-koncentraciokkal végzett
mérések tekintetében tovabbi kisérletezés szlikséges a kialakuld molekularis kdlcsénhatas még
pontosabb kinetikai paramétereinek feltérképezése erdekében. A rendelkezésre allo tovabbi
NCR-peptidekkel is szeretnék kisérleteket végezni, hogy az FtsZ fehérjéhez valo kotédésiikrol

minél részletesebb kinetikai informaciokat nyerjek.
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6. Osszefoglalas

Munkam sorén kiilonboz6 biofizikai kisérleteket végeztem, melyek keretében fetuin,
CAIl, valamint FtsZ ligandumok es kismolekulas hatéanyagok kozott kialakuld molekularis
kinetikai kdlcsonhatasokat figyeltem meg, GCI jel6lésmentes optikai bioszenzorral. Mindezt
tobbféle: hagyomanyos-, illetve RAPID kinetikai modban és a mérérendszerhez tartozo
WAVEcontrol programban valds idében nyomon kovetve.

A deszorpciot, Uj PCP- vagy PCH-chip behelyezését, illetve kondicionalasi miiveleteket
kotéskemiaval kotottem ki a WAVECchip 1-es, 2-es, illetve 3-as mérécsatornajanak feliiletére a
ligandumokat. A 4-es csatorna referenciacsatorna szerepet toltott be a mérések soran.

A fetuin esetében 8935 pg/mm?, a karbon-anhidraz esetében 761 pg/mm?, mig az FtsZ
esetében 4531 pg/mm? maximalis feliileti tomegsiiriiség-mennyiséget sikerilt kikotni.

Ezutan a kinetikai szériaban tortént meg az analitok: a PNGaz F enzim-, az NCR247-,
illetve az acetazolamid-oldatok injektaldsa a chip csatorndira, ezaltal az analit-ligand
molekuléris kdlcsonhatasok Iétrehozésa.

A kiértékelés soran megallapitottam, hogy a fetuin glikoprotein enzimatikus hasitasa

soran a mérdcsatornakon -31,4 pg/mm?, -19,3 pg/mm2 és -6,8 pg/mm2 értékre csokkentek a
fetuin cukoregységeinek tomegstiriiség-értékei az 1. ciklust kdvetéen, majd a fellleti boritottsag
ciklusrdl-ciklusra egyre csokkend tendenciat mutatott.

Emellett kulonféle, az FtsZ fehérje és NCR247 peptid, valamint a CAIll és az tight
binders kontroll acetazolamid-vegyllet molekularis kdlcsonhatasat leird, kinetikai
paramétereket tudtam meghatarozni. A legjobb eredményeket a PCH-chipen, a frissen készitett
EDC/NHS-reagensekkel végzett immobilizacié utan, az 50 nM-0s NCR247-koncentracioval,
RAPID-kinetikaval végzett mérés soran kaptam, mégpedig 29,411 nM Kp-értéket, ami az
irodalmi értékhez hasonlé.

Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy GCI technika kinetikai paraméterek, kot6hely
affinitasi allandok meghatarozasa mellett alkalmas enzimes hasitas valos-ideji megfigyelésére
is.

Tovabbi céljaim kozott szerepel a fehérje és a peptid kozotti tovabbi, illetve a
peptidcsalad tobbi képviseldje kozott kialakuld kolcsonhatasok vizsgalata is. Célom még a

chipfeliileten kikotott FtsZ fehérje feliileti tomegsiirliségének novelésére az aminkapcsolas
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helyett mas tipusu kovalens kotéskémia alkalmazasa is, vagy a fehérje His-tag segitsegével

torténd rogzitése a chipfeluletre.
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7. Koszbnetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani konzulenseimnek: Dr. Kovacs Boglarka tudomanyos
munkatérsnak, Dr. Horvath Robertnek, a Nanobioszenzorika Laboratorium vezet6jének és Dr.
Bonyar Attila egyetemi docensnek kiemelked6 szakmai segitségiikért, timogatasukért, és a
bizalmukért, mellyel kitlintettek.

Halas szivvel kdszondm Dr. Kurunczi Sandornak a kisérletek megtervezesében, illetve
Kivitelezésében nyujtott nagylelkii, odafigyel6 és magasfokl szakmai segitségét, mellyel
vegigkisérte a kutatdbmunkat.

Kdszonettel tartozom Prof. Dr. VVonderviszt Ferencnek, Dr. Jarvas Gabornak és Dr.
Guttman Andréasnak, akik a munkdm soran felhasznélt fetuin fehérjét, PNGaz F enzimet és
szakmai segitséget is szolgaltattak.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Kondorosi Evanak és Dr. Endre Gabriellanak, hogy
az FtsZ fehérje és a NCR peptidek mellett szakmai segitséget is biztositottak.

Halas koszonet illeti Majoros Barbarat és Magyarodi Beatrixot, akikhez barmilyen
felmeriil6 kérdésemmel fordulhattam, és joszivvel alltak rendelkezésemre. Kdsz6ndm a
Nanobioszenzorika Laboratérium minden egyes tagjanak kutatbmunkam soran nydjtott
segitségét.

Végil, de nem utols6 sorban halaval tartozom a csaladomnak és a barataimnak, akik
mindvegig tdmogattak, biztattak munkadmban.
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