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Roviditések jegyzéke

AMPA
Arg
ATR
BET
BSA
Cys
Cys-Trp
CPS
DLS
DNS
ELISA
GSH
HSA
IBU
ITC
3KYN
KYNA
Lys
LYZ
MD
NMDA
PBS
QUIN
RNS
OWLS

QCM
SPR
SAXS
TIR
VBA

alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionsav
L-arginin

(Attenuated Total Reflection): teljes belsd visszaverddés
Brunauer, Emmett és Teller izotermaegyenlete

(bovine) marha szérum albumin

L-cisztein

L-ciszteinil-triptofan

citrat/foszfat puffer

(Dynamic Light Scattering): dinamikus fényszoras
dezoxiribonukleinsav

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

L-glutation

human szérum albumin

ibuprofén

izoterm titracios kalorimetria

3-hidroxi-kinurenin

kinurénsav

L-lizin

lizozim

molekuladinamika (molekulak statisztikus mozgasanak szimulacioja)
N-metil-D-aszpartat

foszfat puffer

kvinolénsav

ribonukleinsav

(Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy): optikai hullamvezetd
fénymodus spektroszkdpia

(Quartz Crystal Microbalance): kvarckristaly mikromérleg
(Surface Plasmon Resonance): feliileti plazmon rezonancia
(Small Angle X-ray Scattering): kisszogii rontgenszoras
(Total Internal Reflection): teljes fényvisszaverddés

(Visual Basic Application): a Microsoft altal kifejlesztett programozasi nyelv
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Szimbolumok jegyzéke

dm
A

Esp

&v

ém

fo

Af
AGO

I'm

AH®

Ka
Kd
Kobs
Ka

egy molekula feliiletigénye a hatarfeliileti rétegben
a QCM kristaly aktiv feliilete

beesési sz0g

visszaverddési szog

a fény vakuumbeli sebessége

anyagmennyiség koncentracié (molaritas)

allanad6é nyomasra vonatkozd hdkapacitds
rétegvastagsag

a parkorrelacids fliggvény alapjan szamitott legnagyobb atmérd
elektromos térerdsség

a sikhullam amplitidoja

a foton energiaja

a feliileti plazmon energiaja

a vakuum dielektromos allando6ja

a fényvezet6 (prizma) dielektromos allanddja

a dielektrikum dielektromos allandoja

a fém dielektromos éallanddja

frekvencia

a QCM kristély rezonancia frekvencidja,

a QCM technikaval detektalt frekvencia kiilonbség
sztenderd szabadentalpiavaltozas

egyseégnyi feliiletre vonatkoztatott adszorbeélt anyagmennyiség
a monomolekulas adszorpcios réteg egységnyi feliiletre vonatkoztatott
adszorbealt anyagmennyisége

Planck-allando

redukalt Planck-allando, vagy Dirac-allando
sztenderd entalpiavaltozas

hullamszam vektor

asszociacios sebességi allando

disszociacids sebességi allando

latszolagos sebességi allando

asszociacios folyamat egyensulyi allandoja
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Ks
kp
Ksp
Kx
x2
A
A4
m
Ms
Hyg
Na
n
Nx
v

(O]

Q

adszorpcids folyamat egyenstlyi allandoja

a foton hulldmszama

a feliileti plazmon hulldmszama

a hullamszam vektor feliilettel parhuzamos komponense
a statisztikai khi négyzet proba értéke

hullamhossz

az SPR technika altal detektalt hullamhossz eltolédas
tomeg

egységnyi feliiletre vonatkoztatott adszorbealt tomeg
a QCM kristaly nyirasi modulusa

Avogadro éallando

torésmutato

ligandum és receptor kozotti anyagmennyiség arany
a foton frekvenciaja

korfrekvencia

hémennyiség

a QCM kristaly strtisége

visszaverddési egyiitthato

reflektancia

determindcids egyiitthatd

masodperc

sztenderd entropiavaltozas

1d6

abszolut hdmérséklet

feliileti boritottsag
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1. Bevezetés

A receptor-ligandum kolcsonhatasok mechanizmusanak alaposabb megismerését
célz6 vizsgalatok meghatiarozo iranyvonalat jelentenek a modernkori kutatasokban és
eredményeik kulcsfontossaguak lehetnek a korszerli gydgyszerkutatasi fejlesztések
eredményességének ¢€s koltséghatékonysaganak tekintetében egyarant. A fenn emlitett
kolcsonhatasok modellezése és kvantitativ jellemzése évtizedeken keresztiil radioaktiv
izotopok altal jelolt (,,jelzett”) molekuldkat alkalmazo, radioanalitikai technikdk révén
valosult meg, melyek rendkiviil hatékony eljarasok, de specialis laboratoriumi
koriilményeket igényelnek. A szorpcids jelenségeket és molekularis kolcsonhatasokat
szilard/folyadék hatarfeliilleten vizsgalo ,,jel6lésmentes” eljarasok, mint a kvarckristaly
mikromérleg (QCM), az optikai hulldmvezetd fénymodus (OWLS) valamint a feliileti
plazmon rezonancia (SPR) spektroszkopia az elmult évtizedekben az elektronikai és az
informatika hattér rohamos fejlédésével egyiitt egyre szélesebb korben alkalmazott kutatasi
modszerré valtak. A viszonylag egyszerli kialakithatdsaga és sokrétii alkalmazhatsaga miatt
a felsorolt technikdk koziil az SPR eljardas ment at a legintenzivebb fejlédésen; hazai
kutatohelyek tekintetében azonban nem tekinthetd széles korben ismert és alkalmazott
technikanak. Az SPR spektroszkopia révén a szenzor feliiletéhez kotott és a szenzor feletti
térrészben aramlo vegyiiletek kozotti kdlesonhatéas kvalitativ és kvantitativ megismerésére
adodik lehetdség. A kolcsonhaté molekuldk egyikének szenzorfeliilethez torténd rogzitése
(immobilizalasa) révén kvazi kétdimenzids elrendezésben vizsgalhatd példaul egy €lettani
jelentdséggel bird ligandum receptorhoz vagy receptor modellhez (mimetikumhoz) valo
kotddése. A mérési technika altal szolgaltatott els6dleges kvalitativ informacio lehet egy
feltételezett specifikus megkotddés létezésének, tovabba reverzibilis vagy irreverzibilis
voltanak igazoldsa. Ezen tilmenden a megfeleld kalibraci6 utjan meghatarozhaté az
immobilizalt partnerhez ko6tddott vegylilet mennyisége, igy a kolcsonhatds mennyiségi
viszonyai is kvantitativ moddon valnak megismerhetdvé. Az eljards valos idejil
detektalasanak koszonhetden a kolesonhatasok kinetikai vizsgalata is lehetséges. A korszerti
SPR berendezésekben a szenzor feliilet és a mikrofluidikai felépitmény is termosztalhatd,
igy hdmeérsekletfliggd sajatsagok vizsgalata is konnyedén kivitelezheto.

A dolgozatomban bemutatdsra keriild kutatasi munka alapjaul az MTA-SZTE
Szupramolekularis és Nanoszerkezetli Anyagok, késébb az MTA-SZTE Biomimetikus
Rendszerek Kutatocsoportban folyd, alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionsav

(AMPA) receptort modellez6 polipeptidek valamint vérszérum fehérjék és neuroaktiv
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vegyiiletek kozotti kolesonhatas, SPR méréstechnikaval torténd feltérképezésére iranyulod
vizsgalat sorozat szolgalt. A kiilonboz6é homérsékleteken regisztralt, koncentracioéfiiggd
szenzorgramok kinetikai modellel torténd illesztését és az egyenstlyi allandok
meghatarozasat kovetéen a van 't Hoff egyenlet alapjan szamitottam a neuroaktiv
vegyiiletként szamontartott kinurénsav (KYNA) receptor modelleken és szérum fehérjéken
végbemend kotddéséhez rendelhetd entalpia-, entropia- és allandé nyomasra vonatkozd
hoékapacitas-valtozast. A felsorolt allapotfiiggvények ismerete révén sikeriilt kisérleti uton
megerdsiteni a KYNA molekuladinamikai szimulaciok alapjan feltételezett kotési modjanak
helyességét az AMPA receptort modellezd polipeptideken. A kisérletek eredményei
bizonyitottak tovabba a polipeptidek receptor mimetikumként valo alkalmazhatdsagat és egy
KYNA analog esetében a kémiai szerkezet valtozasanak a kotési modra gyakorolt hatasat.

Mindezek mellett munkdm sordn meghatdrozasra keriilt a szenzor arany feliilet¢hez
irreverzibilisen kotédo L-cisztein (Cys), és cisztein-tartalmua di- és tripeptidek és fehérjék
feliiletegységre  vonatkoztatott adszorbedlt anyagmennyisége. A  monomolekulas
adszorpcids réteget feltételezd szamitas eredményeként rendelkezésre allo, egy molekulara
vonatkoztatott feliiletigények megismerése hozzajarult a felsorolt molekulak és tetrakloro-
aurat(Ill)ionok (AuCls") jelenlétében, vizes kozegben spontan képzdédd, onrendez6dd
koordinacidés polimer struktardk és fluoreszcens nanoklaszterek kialakuldsanak
magyarazatdhoz.

A méréstechnika lehetdséget adott egy fehérje-alapt, kolloidalis gyogyszerhordozo
rendszer fejlesztéséhez egy nem-szteroid gyulladascsokkentd hatdanyag, az ibuprofén (IBU)
¢s a hordozoként alkalmazott marha szérum albumin (BSA) ko6zotti kolcsonhatas
szenzorfeliileten kivitelezett modellezése altal.

A kutatdmunka jdonsag értéke és ezaltal publikalhatdsaga abbol eredt, hogy bar
nagy mennyiségll irodalmi adat all rendelkezésre makromolekuldk kozotti kdlcsonhatasok
SPR szenzortechnika altali modellezésének tekintetében, &m eleny€szé a makromolekuldk
¢s kismolekulas hatoanyagok lehetséges kotddési viszonyait bemutatd publikdciok szama.
A kisérleti adatok feldolgozasdra a PhD munkdm keretében kidolgozott és alkalmazott
kiértékelési moddszer nem igényli a szenzorjel kalibracids eljarassal torténd tovabbi
konvertalasat, tetszOleges tablazatkezeld szoftver birtokdban kivitelezhetd ¢és az SPR
technikan tal alkalmazhaté maés planaris elrendezésli, a szenzorfeliileten feldasulo
anyagmennyiséggel ardnyos jelet szolgaltatdé miiszer, valds idében rogzitett jelének

kiértékelésére.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A feliileti plazmon rezonancia jelenségének fizikai magyarazata és a jelenség

szenzorikai alkalmazasa

Az elmult évtizedek soran az SPR spektroszkopia modszere egyre szélesebb teret
hoditott az ¢€lettani jelentdségli kolcsonhatasok modellezésben és vizsgalataban. A kvazi
kétdimenzios' analitikai eljaras segitségével elsésorban fehérjék kozotti kolcsonhatasok
mennyiségi és mindségi analizise végezhetd el. A mddszer kivaldan alkalmas a bioldgiai
folyamatok vizsgalatara, felbontasanak, érzékenyégének és minimalis minta igényének
koszonhetéen. A korabban e célra alkalmazott vizsgalati modszerek, mint példaul a QCM
méréstechnika, az izoterm titracios kalorimetria (ITC) vagy az ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) teszt anyagigénye viszonylag nagy lehet és ez rendkiviil koltségessé
teheti a valasztott rendszer vizsgalatat. Ezekkel szemben az SPR spektroszkopia képes
rendkiviil alacsony (esetenként uM-os vagy akar nM-os) koncentracidé tartomanyban is
kimutatni a kérdéses komponens szenzorfeliileten végbemend feldisulasat. A modszer
tovabbi pozitivuma, hogy a kdlcsonhatasok valos idejl és jeloléanyag hasznalata nélkiili
vizsgalatat teszi lehetévé. A leggyakrabban és legszélesebb korben tanulmanyozott
kolcsonhatasok a DNS-DNS, DNS-RNS, DNS-fehérje, lipid-fehérje, fehérje/peptid-
gyogyszer molekulak kozott fellépo interakciok.

A modszer alapjat képz6 jelenséget a Johns Hopkins Egyetem kutatoja R. M. Wood
figyelte meg elsdként, a diffrakcios racson szort fény spektruméaban megjelend anomalidval
kapcsolatban. Az 1902-ben megjelent cikkében [1] mutatta be, hogy a polarizalt fénnyel
megvilagitott fémalapu diffrakcios racsrol visszaverddd fény spektrumaban egy szokatlan
sOtét és vilagos savok alkotta mintazat jelent meg. A kérdéses anomalia elsd magyarazata
Lord Rayleigh nevéhez fiizddik [2], az atfogd kép azonban, amely szerint a jelenség
kapcsolatban all a racs feliiletén 1étrejovo elektromagneses feliileti hullamok gerjesztésével
¢és a visszavert fény intenzitasanak a feliileti plazmonok gerjesztése miatti csokkenésével, az
1960-as évekig varatott magara. A feliileti plazmonok optikai gerjesztésének vizsgalataban
Kretschmann [3] ¢és Otto [4] vizsgalatai szolgaltattak korszakalkotd jelentOségli
eredményeket és kialakult a maig elfogadott kép, amely szerint a plazmon rezonancia a

fémben 1évo vezetési elektronok, elektromagneses tér segitségével gerjesztett hullamszerti

L A szenzor feliilet a valosagban két homogén (tdmb)fazis kdzotti véges vastagsagi térbeni réteg (hatarréteg),
amelyen beliil a fizikai és kémiai sajatsagok valtoznak, de felhasznalt matematikai modellekben
elhanyagolassal élve ezt a térrészt siknak (kétdimenzios hatarfeliiletnek) tekintjiik.
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mozgésat jelenti. Térbeli kiterjedése szerinti megkiilonboztethetd lokalis (vagy lokalizalt)
[5] és feliileti [6], illetve térfogati [7] plazmon rezonancia. A feliileti plazmon rezonancia
(Surface Plasmon Resonance — SPR) a feliileti t6ltéssiiriség oszcillacidja, mely hatasara a
fémfeliilet és a dielektrikum hatdran a hatarfeliilethez kozel erds és attol tdvolodva
exponencialisan csillapitott elektromos erétér alakul ki [8].

Az SPR-alapu méréstechnika alapjat képzd fizikai jelenségeket és szenzorikai
alkalmazasukat részletes, atfog6 €s mindemellett konnyen megérthet6 mddon bemutatod
magyar nyelvii dolgozat tudomasom szerint jelenleg nem all rendelkezésre. Ennek okan a
kovetkezd alfejezetekben igyekszem Osszefoglalni mindazon fizikai toérvényszerliségek
lancolatat, amelyek az optikai elven miikodé plazmonikus szenzor miikddését lehetdveé

teszik.

2.1.1. Az evaneszcens hullam és az evaneszcens tér

A jelenség részletes targyalasahoz elséként a fényvisszaverédésnek az 1. abra altal
szemléltetett esetét kell vizsgalni, amikor a fény egy optikailag slirlibb kozegbdl egy
optikailag ritkabb kozeg hatarahoz érkezik és a beesési szog elég nagy (a2), igy a teljes

fénymennyiség visszaverddik a hatarfeliiletrol.

diclektrikum N, A dielektrikum
E
i >
........ .}+++U— - —U+++\.)- --
~~~~~~ fém
.... 8111
o, ~
~~~~~~~~~ >
o £
Bied ! a,
a, <
2 ”
hullamvezeto B hullimvezeto C

1. abra: A fény torése és visszaverddése eltérd torésmutatoju kozegek hatarfeliiletén (A)
¢és a fémfeliileten gerjesztett feliileti plazmonok elektromos térerésség (E) valtozasanak

szemléltetése a feliilettel parhuzamos (B) és arra meréleges (C) iranyban

A leirt specidlis eset (az 1. abra A részén ap-vel szemléltetett eset) a teljes fényvisszaverddés
(totalreflexio) optikai jelensége, amelyet gyakran az angol betliszot hasznalva a TIR (total
internal reflection) roviditéssel jelolnek. A jelenség nyujtotta lehetdségeket kiaknazo

analitikai eszkozoket pedig a teljes bels6 visszaver6désen alapuld vagy ATR (attenuated
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total reflection) szenzoroknak nevezik [9]. Az ATR szenzorok esetében a visszaverddd fény
intenzitas-valtozdsanak mérésén keresztiil lehetséges a szenzor koriili kémiai kdrnyezet
megvaltozasanak érzékelése [10]. A megfeleld kisérleti elrendezésben tehat a fényvezetén
végig halado fény visszaverddik a fényvezetd feliiletérdl, mikozben energidjanak egy része
kicsatolodik a fényvezetot hatarold kozegbe. llyenkor a hatarfeliileten atlépd fény az
ugynevezett evaneszcens hullam, amelynek behatoldsi mélysége minddssze néhany szaz
nanométer ¢és intenzitdsa a behatolasi mélységgel exponencialisan csokken [11]. Az
evaneszcens tér intenzitasanak () a felszint6l merdlegesen mért tavolsag (y) fliggvényében

bekovetkezo csokkenése leirhato a 2.1. Gsszefiiggéssel:

1) =lpe /a (2.1)

ahol I(Y) a kdzeghatartol merélegesen mérhetd intenzitas, lo a beesé fény kozeghataron (Y =
0) mérhet6 intenzitasa és d a behatolasi mélység. A behatolasi mélység a 2.2. egyenlet szerint
a bees6 fénysugar hullamhosszaval (1) aranyos és fliggvénye tovabba a beesési szognek ()

és az érintkez6 kozegek torésmutatdjanak (N1 és ny).

d=—02 (2.2.)

27 /n%sinZa—ng

A 2.2. egyenlet alapjan konnyen belathatd, hogy a behatolasi mélység nagysagrendileg a
beesd fény hullamhosszanak a felére becsiilhetd. Az n; torésmutatdju hullamvezeto feliiletét
a behatolasi mélységnél kisebb vastagsagu fém réteggel bevonva a fémben 1évo feliileti
plazmonok az elektromagneses sugarzas hatasara gerjeszthetévé valnak. Ezek a feliileti
plazmonok (plazmon-polaritonok) a fém felilletén gerjesztett elektronsiriiség
oszcillaciojabol és a hozza csatolt, a felilletre merdleges elektromos vektort
elektromagneses térbdl tevédnek Ossze, ahogy azt az 1. abra B része sematikus modon
szemlélteti [12].

A jelenségrdl alkotott kvantitativ kép kialakitasdhoz azonban els6ként az
evaneszcens hulldm matematikai modelljét kell definidlni és felhasznalni. Az m
torésmutatoval jellemezheté (transzparens, homogén ¢és izotrop) kozegben az
elektromagneses tér adott frekvenciaval jellemezheté (monokromatikus) sikhullamok
Osszegére bonthato [13]. Az elektromos térerdsség (E) egy ilyen sikhullamban, t idében és r
helyvektoru (a fényforrastol tavoli) pontban matematikailag az erétér a 2.3. 6sszefiiggéssel

irhato le.
E = Epexp(jot — jk-1) = Eo(jwt — jkyx —jkyy — jk,z) (2.3.)
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Az Eo jeléli a sikhullam amplitadéjat, o a korfrekvencidt, k a hullamszamvektort?, amelyet
gyakran roviditve hullamvektorként emlitiink és j értéke: j = v—1, vagyis az egyenlet
komplex exponencidlisa halado hulldmot definidl. A hullam terjedési irdnyaval parhuzamos

hullamvektor nagysagat a 2.4. kifejezés hatdrozza meg,

k= JIZ+I+kZ=nT=n2 (2.4

amelyben A és c jelenti a vakuumbeli hullamhosszat és a haladasi sebességet. Ezutan
tekintslink az 1. abra A része altal szemléltetett esetet, amely soran a hullam visszaverddik
az eltérd torésmutatoju kozegek alkotta hatarfeliiletrél. A vazolt modellben tetszdlegesen
kivalaszthato olyan fénysugar, amelyre a k; = O feltétel teljesiil, ezaltal kétdimenzidsra
egyszeriisodik a vizsgalt rendszer és alkalmazhato a Snellius—Descartes-torvény (2.5.

egyenlet):

nysina = n,sinf (2.5.)
¢s a torvénnyel analdg 2.6. 6sszefliggés.

ky, = ky, = ky (2.6.)
A 2.4. és a 2.6. egyenletek kombinalasaval, az n, torésmutatoval jellemezhetd kozegre is
kifejezhet6 a hullamvektor feliiletre merdleges komponensét (k,,) meghatarozo
Osszefliggés, amely a 2.7. egyenlet formajaban irhato fel.

2

ky, = ni (27”)2 (Z—% — sinza) (2.7)

Amennyiben teljesiilnek az n; > n, illetve sina > n, /n, relaciok, az egyenlet jobb oldala
negativva valik, kovetkezésképp a hullamvektor feliiletre merdleges komponense tisztan
imaginariussa valik. Mindezek tiikrében megallapithato, hogy 2-es indexszel jelolt kozegben
kizarolag a kozeghatarral parhuzamosan haladé hullam jelenik meg, a 2.8. kifejezés

értelmében
E, = Eje ™Y exp(jwt — jk,x.) (2.8)

a feliilettd] tavolodva exponencialisan csokkend térerdsséggel, amelybél az evaneszcens® tér

elnevezés szarmazik [14]. Tovabba az is belathato, hogy az exponencialis csokkenés és a

2 A hullamszam (k) értéke a hosszegységre juté hullamok szaménak 2n-szerese, amelyet a k = sz/ = %

Osszefiiggeés alapjan a hullamszamvektor abszolut értékét értelmeztiik.
3 Az evaneszcens kifejezés angol megfeleldje (evanescent) a latin ,,ex” és ,,vanescere” 6tvozésébol ered,
melléknévként forditva a jelentése végtelen kicsibe atmend.
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behatolasi mélység révén a 2-es indexszel jelolt kozegben kizarolag a hatarfeliilet kozelében
bekovetkezd torésmutatd valtozds fogja befolyasolni az elektromagneses eréteret.
Amennyiben az 1-es (hullamvezet6) és 2-es (dielektrikum) indexszel jel6lt kozeg hatarara
egy az elsddleges evaneszcens tér kiterjedésénél vékonyabb fémréteg kertiil (1. abra B
része), a fémréteg és a dielektrikum hatarfeliiletén megfeleld koriilmények esetén egy ujabb
evaneszcens tér fog 1étrejonni (1. abra C része). Az elsddleges evaneszcens altal gerjesztett,
fémfeliileten 1évO vezetési elektronok kollektiv mozgasdhoz kapcsoldodo elektronstiriiség-
hullamok a fém és a dielektrikum alkotta hatarfeliileten, a hatarfeliilethez kotédve terjednek,
a fémfeliiletre mer6leges iranyban pedig a plazmonok elektromos tere exponencialisan

csokken.
2.1.2. Diszperzios osszefiiggések és a feliileti plazmonok gerjesztése

Egy fém feliilet esetén az evaneszcens tér 1étrehozasanak tipikus modja a feliileti
plazmonok gerjesztése 1ézerfény segitségével. A feliileti plazmonok energiaja (Esp) ugyan
megegyezhet a gerjeszté fény fotonjainak energiajaval (Ep), hullamszama®* (ksp) azonban
nagyobb a fotonok hullamszamanal (kp). Mindez annak a kdvetkezménye, hogy a feliileti
plazmonok diszperzios gorbéje (frekvencidjuk hullamszam fliggvénye) eltér a fény
diszperzids Osszefiiggésétdl (amely 1ényegében a fény vakuumbeli sebessége), ahogy azt a

2. abra A része szemlélteti.

sp -

A k. k k

2. abra: A fény (szaggatott vonal) és a feliileti plazmonok diszperzids gorbéjét (A)
szemléltetd elvi grafikon valamit a foton és a feliileti plazmon csatolés illusztracioja,

vakuumbdl érkez6 (B) és prizman athalado (C) fény esetében

Adott energianal tehat a fény hullamszama (a gerjeszt6 foton impulzusa) nagyobb, mint a

megfeleld feliileti plazmon hullamszama [15]. Az energia- és impulzus megmaradas

4 A hullamszamvektor abszolut értéke.
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torvényének viszont a foton ¢és a feliileti plazmon csatolés esetében is érvényesiilni kell,
ezaltal a fénnyel torténd gerjesztéséhez a hianyzo6 impulzus potlasara van sziikség. Mindezek
bizonyitasahoz azonban elsdként a feliileti plazmonok diszperzids dsszefliggését sziikséges
meghatarozni. Barmely tetszOleges két kozeg alkotta hatarfeliilet esetén a visszaverddési
egyiitthatora (rp) vonatkoz6 Osszefliggést a Maxwell-egyenletek sikhullam-megoldasanak
felhasznalasaval levezethet6 Fresnel-féle formulak hatarozzak meg [16,17]. A beesési sikkal
parhuzamos (p-) polarizacié esetén értelmezett Fresnel-egyenlet alapjan a visszaver6dési

egylitthato beesési- €s visszaverddési szogtol valo fiiggését a 2.9. dsszefliggés irja le,

tan(a—pB) o
tan(a+p) € (2'9')

rp = g—; = |‘r‘p|ej(p =

ahol E; és Er a beeso- és visszaverddo elektromos térerdsség az 1. abra A részén vazolt o és
P szdgek esetében [18]. Természetesen az o és ff szogek kapcsolatat tovabbra is a Snellius—
Descartes-térvény hatarozza meg és a visszaveré mez6 fazisvaltozasa () az érintett anyagok
torésmutatodjanak is fiiggvénye. Amennyiben o és P szdgek dsszege 90° (m/2) °, akkor a

nevezé értéke végtelen nagy lesz, igy a visszavert intenzitas aranya, a reflektancia ( R, =

|rp|2) nullava valik. A maésik specialis eset akkor fordul eld, amikor az a és B szdgek
kiilonbsége 90°. Ekkor a reflektancia végtelen nagysagu, véges nagysagi beesé- (Ei) és
rendkiviil kicsiny (Er) visszaverddo térerdsség mellett, ami a rezonancia megfeleldje. Az o
és B szogek kapcsolata alapjan levezethet6 a diszperzids 6sszefiiggés, ha a — f = /2 akkor
cosa = —sinf éstana = k1x/k1y = —n,/n;. A hullamvektor (K = (kx, ky)) Komponensei

a2.10. és a 2.11. egyenletekkel, az alabbi formaban fejezhetdk ki.

k2 =k} — k2 =k} k22 (2.10)

€2

2

w E1& ’ w &7
ky,=— |— és k, == |—— 2.11.
X C E1t+&, Yi c g1t+&, ( )

Amelyekben ¢1 és e2az 1-es (hullamvezetd) és 2-es (dielektrikum) indexszel jelolt kozegek
dielektromos allandéja (permittivitisa®) és i értéke 1 vagy 2. Amennyiben a hullimvezetd és
dielektrikum alkotta hatarfeliilet helyett hullamvezeté/fém hatarfeliiletet vizsgalunk,
figyelembe kell venni, hogy a fémben 1évé szabad elektronok (a vezetési savban 1évo

elektronjai) a kiils6 tér hatasara elmozdulhatnak és a fény kotott elektronok is gerjesztett

% Bzt a specidlis helyzetet nevezik Brewster szognek, amely esetén a visszavert és a megtort sugarak
merdlegesek egymasra, az ennek megfeleld beesési szognél a p-polarizalt fény nem verddik vissza.

6 A permittivitas és a torésmutat6 kapcsolatat, az egységnyi relativ permeabilitist (nem magneses) anyagok
esetében az n = /e 6sszefliggés hatdrozza meg.
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allapotba keriilhetnek fotonok elnyelése révén. Makroszkopikus fémréteg esetében és a fém
racsallandojanal nagyobb hullamhosszi gerjesztd sugarzas mellett a fém dielektromos
fliggvénye a frekvenciafliggé komplex dielektromos allandojaval em(w) a 2.12. dsszefiiggés

szerint irhato le.

2
Wp

em(w) =1— (2.12))

w?+iyw

A frekvenciafiiggd viselkedését egyrészt az hatarozza meg, hogy a fémen beliil a vezetési
savban 1évO elektronok a kiilsé tér hatdsara szabadon elmozdulhatnak, masrészt a fém
savszerkezetének megfelelden a kotott elektronok a fotonok elnyelése révén gerjesztett
allapotba keriilhetnek [19,20]. A fémek em(w) fliggvényének meghatarozasara az itt nem
részletezett Drude- és Lorentz modellek hasznalhatok, melyek bar klasszikusan az egy
elektron probléma megoldasat szolgaltatjak, mégis helyesen irjak le a fémek elektromos
vezetOképességét. A lathato fénynél alacsonyabb gerjeszté frekvencia esetén az
elektromagneses térnek csak elhanyagolhaté része hatol be a fémbe ezaltal ebben a
gerjesztési tartomanyban a fémek vezetdként jellemezhetdk. A lathatd tartomanyban az
elektromagneses tér mélyebbre hatol a fémben, igy a gerjeszté fotonok energiavesztése is
jelentésebb lehet, mig az ultraibolya tartomanyan és azon felill a fém szigeteloként
viselkedik, az elektromagneses tér ekkor a fém savszerkezetnek megfeleléen, csillapitva
terjed a fémben.

Amennyiben a 2.12. dsszefiiggésbe szereplé plazma frekvencia’ (wp) meghaladja a
gerjesztd frekvenciat a fém komplex dielektromos allandojanak valds része negativ értéket
vehet fel [16]. Emellett a fém permittivitasa nagyobb, mint a hullamvezetd permittivitasanak
ellentettje (em > -e1), igy a hullamvektor hatarfeliiletre merdleges komponense (kyi)
imaginariussa valik és csupan a parhuzamos komponens (kx) marad valos. Ekkor tehat az
elektroméagneses hullam, kizarolag a hatarfeliilet mentén terjed, evaneszcens tere a
hatarfeliilet mindkét oldalara kiterjed €s a behatolasi mélység a fém tombfazisa felé¢ egy
nagysagrenddel kisebb, mint az ellentétes irdnyba®, ahogy azt az 1. abra C része szemlélteti.

A fentiek soran vazolt elrendezés egyben teljesiti a feliileti plazmon rezonancia
kialakulasanak azon feltételét, hogy a gerjeszté elektromagneses sugarzas (fény), a vakuum

torésmutatojanadl nagyobb torésmutatoji hullamvezetén (pl. iliveg prizman) keresztiil

" A szabad elektrongaz plazma frekvencija w, = ne?/gym,, ahol n a szabad elektron siiriiség, e az elektron
toltése, eo a vakuum permittivitasa és me az elektron tomege.

8 Az arany és viz alkotta hatérfeliileten, 700 nm gerjesztd A mellett az 1.2.3. egyenlet alapjan a behatolasi
mélység (1/kyi) értéke szamithato az arany (g ~ -16,00) és viz (¢ = -1,77) permittivitdsanak ismeretében, ekkor
a tombi arany fazis irdinyaba: 1/kyarany = 26 nm, mig a levegd iranyaba: 1/Ky, jeveqs = 238 NM.
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haladva verddjon vissza a fém és a hullamvezetd alkotta hatarfeliiletr6l. Ekkor ugyanis a
megfeleld szogben (o) becsatolt fény impulzusanak a feliilettel parhuzamos komponense
(kx) megegyezhet az azonos energiju feliileti plazmon impulzusaval® (ksp) és rezonancia
jellegli erés csatolas (feliileti plazmon gerjesztés) johet 1étre [21]. A gerjesztés 1étrejottének
fizikai feltételét igyekszik a 2. abra B és C része geometriai modon szemléltetni. A
megfeleld kisérleti elrendezésen tll, a gerjesztd fényforras tekintetében szerencsés, ha az
monokromatikus és a feliilet sikjaban polarizalt (p-polarizalt), ugyanis a nem p-polarizalt
elektroméagneses hullam nem jarul hozza a feliileti plazmon gerjesztéshez, csupan a
visszavert fény hattérintenzitasat noveli [22].

Mindezek definidldsa utan bizonyithatd a jelenség analitikai alkalmazhatosaga a
kovetkezo gondolatkisérlet alapjan. Tegyiik fel, hogy a szenzor prizma/arany/viz elrendezést
kovet és viz tombi fazisaban oldott molekulak'® egy része az arany feliilethez valo affinitasa
révén, kicserélédési folyamatban vizmolekulak helyét foglalja el az arany/viz hatarfeliileten.
Mivel minden kétséget kizard, hogy a viz és az oldott anyag dielektromos éallanddja eltérd
(&viz # €oldott anyag) az is belathatd, hogy a feliilet kozelében kialakuld atlagos dielektromos
allando értéke meg fog valtozni az oldott anyag hatarfeliileten (ezzel egyiitt az evaneszcens
térben) valo feldusulasa miatt. A 2.11. egyenlet szerint pedig a hullamvektor feliilettel
parhuzamos komponense (kx) a fémfeliilet feletti (evaneszcens) térrész dielektromos
allandojanak (e2) is fliggvénye. A 2.9. és 2.10. egyenletek magukban foglaljak a
hatarfeliiletr6l visszaver6dé fény intenzitasanak szogfiiggését ¢és az érintett anyagok
torésmutatojatol valo fliggését. Az emlitett fiiggvénykapcsolatok garantaljak, hogy a
megfeleld kisérleti elrendezés kialakitdsa révén létrehozhatd olyan szenzor, amely a
visszaver6dé fény intenzitasvaltozasanak mérése alapjan képes valds id6ben jelezni a

szenzorfeliilet feletti térrész kémiai Osszetételének valtozasat.
2.1.3. A feliileti plazmonok gerjesztésének kovetkezménye

Az elézd fejezet végén vazolt fliggvénykapcsolatok lehetdséget nyUjtanak
alkalmasan megvalasztott optikai elrendezés esetén a visszavert fényintenzitas, feliileti

plazmon rezonancia gerjesztés okozta modosulasanak modellezésére. A szamitasok

h __hv _ hw

% A részecske-hullam kettSsséget kifejezd p = 7= = h% = hk Osszefliggés alapjan,

¢ 2mc
elhanyagolassal élve azonosnak tekintjiik a foton és feliileti plazmon hullamszamat (k) és impulzusat (p).

10 Ez a vizes oldat t5lti be a feliileti plazmonok diszperzios dsszefliggésének levezetése soran definialt 2-es
kozeg, a dielektrikum helyét.
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tetsz6leges optikai modellre torténd alkalmazasat, a reflektancia gorbék megjelenitését és
azok adatparjainak mentését teszi lehetévé a szabad felhasznalasa Winspall!! nevii program
[23-25]. A szoftver a Fresnel egyenlet (2.9.) alapjan, monokromatikus fényforrast
és anyagi mindségli optikai rétegmodellek esetén [24]. Az 1. abra A részén vazolt
elrendezésnek megfeleld optikai modell esetében (prizma: ¢’ = 2,29; ¢” = 0,00 / levegé: d =
conm, ¢’ =1,00; ¢” = 0,00)12, 700 nm hullamhosszt gerjesztd forrast valasztva, a szamitott
reflektancia gorbén értelemszertien nem jelenik meg a feliileti plazmonok gerjesztéséhez
rendelheté reflektancia minimum. A prizma és levegd alkotta modell esetén (a 3. abra A
részén szaggatott vonallal jelzett gorbe) ekkor, alacsony szogtartomanyban a beesé fény
Iényegében visszaverddés nélkiil halad at a hatarfeliileten, majd 30 és 39° k6zott rohamosan
novekszik visszavert fény aranya és 39° felett elérjiik a teljes visszaver6dés tartomanyat. A
teljes bels6 visszaverddés hataranak megfeleld szog (ac = 39°) értéke, kizardlag a két
végtelennek tekintett kozeg dielektromos allanddjanak (prizmanak és a dielektrikumnak,

utobbi jellemzden levegd vagy viz) kiilonbségétol fiigg.

1,0 1,0 - -
] jmmmmmmmmmmmm—mm——— prizma/arany/polimer
0,8 ' 0,8
% 056 T - : g 096 7
£ | =t prizma : £
<2} : L
% 04 - _ ; T 04 1
~ prizma/arany ! [
0,2 - ! 0,2
1 //’ A
0,0 T=s=mpeenipe Ly 0,0 T T T T
10 20 30 40 50 60 70 40 42,5 45 47,5 50
Beséséi szog (°) Beséséi szog (°)

3. abra: Monokromatikus fényforras reflektanciajanak szamitott szogfliggése,
prizma/levegd és prizma/arany/levegd (A), valamint prizma/arany/levego és

prizma/arany/polimer/levegd (B) alkotta optikai modellek esetén

Az optikai modellt a 2. abra C részének megfeleléen modositva, a prizma feliiletén

,kialakitott” 50 nm vastagsagu fémréteg révén megjelenik a modellben a komplex

11 http://res-tec.de/downloads.html
12 A hullamvezetd kdzeg szerepét az liveg prizma tolti be. A kozegek dielektromos allandojanak (&) valos és

képzetes részét ¢’ és ¢, a rétegvastagsagot pedig d jeldli.
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dielektromos allandoju (arany: d = 50 nm ¢’ = -12,45; ¢” = 1,30)'® komponens, amely
komplex allanddjanak valos tagja negativ €s nagyobb abszolut értékii, mint a képzetes rész.
A reflektancia gorbén ekkor az alacsony szogtartomanyban az arany fényvisszaverd
tulajdonsaga révén erds reflektancia novekedés tapasztalhatd, mindemellett a kritikus szog
feletti szogtartomanyban a reflektancia gorbe ¢les minimumon megy at (3. abra A részén
folytonos vonal), ami annak koszonhetd, hogy ekkor a beesd fény teljes intenzitasa a feliileti
plazmonok gerjesztésére forditodik, igy 43°-0s beesési sz0g esetén nem mérhetd
visszaverddo fényintenzitds. A gorbe, ekkor a tipikus ,,funkcionalizalatlan szenzorfeliilet”
optikai tulajdonsagait irja le, amely a tovabbi SPR spektroszkopiai alapjat képezi.

A jelenség és a vazolt kisérleti elrendezés analitikai alkalmazhatosagat szemlélteti a
3. abra B része, ahol modellezett szenzor arany feliiletét teoretikus, 10 nm vastagsaga
rétegben, polietilén-glikol (PEG) 10 m/m%, vizes oldat boritja (I. eset: d = 10 nm ¢’ = 1,85;
¢” = 0,00) [26]. A polimer megjelenésével (az evaneszcens térben bekdvetkezd valtozas,
amely a térrész dielektromos allanddjanak értékét érinti) a szoftver altal készitett reflektancia
gorbén megjelend minimum a nagyobb szdgtartomanyba tolodik. A 3. abra B részén
kétszerese kovetkeztében nagyobb mértékii, mint az I. esetben. A szenzorfeliilet feletti
evaneszcens térben bekodvetkezd kémiai Osszetétel valtozas tehat az atlagos dielektromos
allando (I1. eset: d =10 nm ¢’ = 1,95; ¢” = 0,00) értékének valtozasat eredményezi, amely
megvaltoztatja a rezonancia feltételt és ezaltal a reflektancia fliggvény minimum helyét.

A vazolt fiiggvénykapcsolatok kvantitativ és kompakt megfogalmazéasa a gerjesztd

fény hullamvektoranak feliilettel paArhuzamos komponensét meghatarozo6 2.13. kifejezés
2
k, = %npa = Tana (2.13)
¢s a feliileti plazmon hullamvektorat definial6 2.14. 6sszefiiggés

_ W | &m&
sy == /—8m+€d (2.14))

egyetlen, a 2.15. formaban felirhaté egyenletben torténd 6sszegzése révén adhatd meg.

2 =2 /_Smfd
2 % =T o . (2.15)

13 A ¢ képzetes része hatarozza meg, hogy milyen sebességgel transzformalodik hévé a plazmon rezonancia
energiaja. Arany és eziist (melyekre teljesiilnek az ¢ < 0 és |¢’| > ¢ 7, feltételek) fénnyel torténd gerjesztése a
reflektancia minimumban kdzel 100%-os a hatasfoku, igy éles rezonancia gorbe jelenik meg.
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A rezonancia feltétel (kx = ksp) fliggvénykapcsolatai ezaltal a 2.15. egyenletbe tomorithetok,
ahol &4 és em dielektrikum és a fém permittivitasa, Np a prizma torésmutatdja, 4 a gerjeszto
fény hullamhossza és a a beesési szoge. A felsorolt paraméterek kapcsolata révén adodik
lehetdség a fentiekben vazolt, ugynevezett szogmodulalt mérési eljaras kivitelezésére, amely
soran allando em, €d, Np és 4 értékek mellett, o valtoztatasaval hatarozhatdo meg a visszavert
fényintenzitas szogfiiggése, majd eq valtozasanak szogfiiggésre gyakorolt hatasa. A felsorolt
fizikai paraméterek fliggvénykapcsolata lehetdséget nyujt ezen felill az tgynevezett
hulldimhossz moduldlt mérés kivitelezésére is, amely sordn em, &, Np és a értékének
allandosaga mellett, A valtoztatasaval (polikromatikus gerjesztd fény révén) hatarozhaté meg

a visszavert fényintenzitds hullamhossz fiiggése!*.
2.1.4. Az SPR szenzorok alkalmazdsa a kémiai analizisben

A szenzorikai alkalmazasok esetében a legelterjedtebb kisérleti megvalodsitas az
Otto, illetve a Kretschmann nevével azonositott elrendezés (4. abra), amelyek esetén a
gerjesztéshez alkalmazott polarizalt fényforras prizman keresztiil haladva verddik vissza a
hatarfeliiletrél és a visszavert nyalab intenzitasanak véltozdsa mérhetd egy megfeleld
detektor segitségével. Az Otto konfiguracio esetén (4. abra A része) a dielektrikum a prizma
¢és a fémréteg kozott helyezkedik el, mig a Kretschmann elrendezés esetén (4. abra B része)
a fémréteg kozvetleniil az prizmahoz kapcsolodik (annak feliiletén kertiil kialakitasra), igy

fémfeliileten kozvetlentil kialakithaté a mintatér (mintakamra).

A) ®B 71
1 1
o ! a
1 1
| <"
1 ! .
€, k 5 : prizma g, k \: prizma
: 1
€, k\ A\ dielektrikum €, ! féem
- — |
) 3
€. : fém €, k S [ dielektrikum

4. abra: Az evaneszcens tér ¢s feliileti plazmon gerjesztés 1étrehozasara alkalmas Otto (A)

¢és Kretschmann (B) névvel jelzett kisérleti elrendezések elvi vazlatai

14 A hullamhossz modulalt mérési eljaras ad magyarazatot arra, hogy miért terjedhetett el a ,,feliileti plazmon
rezonancia spektroszkopia” kifejezés, hiszen ebben az esetben az elsddleges jel valoban egy intenzitas jellegl
mennyiség energia szerinti eloszlasat, vagyis spektrumat foglalja magaban.
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A Kretschmann elrendezés eldnye, hogy a fémréteg hordozora valo felvitele révén cserélhetd
a szenzor aktiv feliilete, a tipikusan eziist vagy arany bevonattal ellatott szenzor chip
nemesfém feliilete, igy a szenzor egyéb felépitményeitdl -elkiilonitve, kémiailag
modosithaté. A minta szenzorfeliiletre juttatdsat biztosit6 kamra vagy aramlasos cella
kozvetleniil a szenzor chip feliiletéhez kapcsolodik, de kiilonalld modulra térténd integralasa
révén a szenzor aktiv feliiletét alkotd fémréteg a hordozoval egyiitt a kivant mérésnek
megfelel6en cserélhet6vé valik. A Korszerii berendezések esetében a tipikusan arany filmmel
ellatott szenzor chip a gyarto altal garantalt kémiai 6sszetételli és mindségii funkcionalizalt
réteggel egyiitt vasarolhaté meg. Ezzel egyiitt a legtobb kereskedelmi forgalomban elérhetd
berendezés tovabbra is fenntartja az arany bevonati szenzorfeliilet modositasanak késébbi
lehetdségét, igy a feliilet funkcionalizalasa sordn bekdvetkezd valtozasok is kovethetdk.

A mérési modszer analitikai céla alkalmazasat bemutaté elsé publikacié altal
iIsmertetett miiszer esetében a Kretschmann elrendezésti és ezilist bevonatu szenzor
funkcionalizalt feliletét egy szilikon olaj alkotta réteg biztositotta [27]. Az 1982-ben
megjelent cikk 1ényegében egy feliileti plazmon rezonancia alapu gazszenzor miikodését
mutatja be, amely a feliiletére vezetett nitrogén gz halotan® tartalmat hivatott meghatarozni
a szilikon olajba 0ld6do fluorozott szén-hidrogén miatti lokalis torésmutato valtozas és az
ennek kovetkeztében kialakulo reflektancia fliggvény modosulas detektalasa atjan. Alig egy
évvel késdbb jelent meg az emlitett szenzort bemutat6 kutatdecsoport kdvetkezd publikacioja,
amelyben a gazfazis Osszetétel valtozasanak detektidlasa mellett mar szildrd/folyadék
hatarfeliileten végzett adszorpcids mérésekrol is beszamolnak [28]. A bemutatott kisérletek
soran folyadék fazisban oldott monomer immunglobulin szilard/folyadék hatarfeliileten
torténd feldusulasat sikeriilt bizonyitani, Iényegében eldallitani az elsd funkcionalizalt SPR
chipet. Ezt kovetden sikeriilt regisztralni az immunglobulinhoz kot6do antigén okozta
eltolodast a reflektancia gorbén, ezéltal igazolni, hogy a mérési mddszer révén, kvazi
kétdimenzids elrendezésben vizsgalhato az antitest-antigén kapcsolddasi reakcio. Az 1983-
ban megjelent publikacié cimében szerepld biologiai érzékelés (,,biosensing”) kifejezés
azOta is kulcsszava a témateriileten megjelend irdsos miiveknek, posztereknek és
eléadasoknak. A méréstechnika viszonylagos egyszerlisége miatt ezt kovetden a modszert
egyre szélesebb korben alkalmaztak vékonyrétegek [29,30], biologiai modell rendszerek
[31] és biokémiai folyamatok [24,25] vizsgalatara. Az 1980-as évek kozepére egyre

ismertebbé valt, hogy a technika lehetdséget biztosit a szenzorfeliilethez kotott receptorok

15 Halogénezett szén-hidrogén alapt ltalanos érzéstelenitd (2-Brom-2-klor-1,1,1-trifluoretan)
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és az oldatfazisu, nagy molekulatomegii ligandumok kolcsonhatasanak valos idejii és
jelolésmentes vizsgalatara. 1984-ben keriilt megalapitasara az Gttoro jelentdségii Pharmacia
Biosensor AB® nevii cég, amely a BIAcore™ nevii SPR szenzor gyartasat, forgalmazast és
folyamatos fejlesztését tiizte ki célul. Az elsé berendezést az1990-es évben bocsatottak
kereskedelmi forgalomba [34], amelyet kés6bb publikaciok sora igyekezett bemutatni és
népszerisiteni [35-37]. A fejlesztéseik eredményeként megjelent, a mai napig széles korben
alkalmazott karboximetil-dextrannal boritott szenzorfelilletet részletesen bemutatd
publikacié [38], és eljarasi szabadalmak keriiltek benytjtasra, amelyek magaban foglaltak a
szenzorfeliilet kialakitasat és a receptor jellegli vegyiilet szilard fazisra torténd rogzitését
[39,40]. Az analitikai célu felhasznalas soran a kérdéses molekula par egyik tagja a szenzor
feliiletén keriil rdgzitésre, vagy az egyik molekuldval kémiailag analég (biomimetikus!’)
szenzorfeliilet kialakitasara kertil sor [41]. Az immobilizalas megtorténhet kovalens kotéssel
kozvetleniil az arany bevonatt chip feliiletén, amennyiben a molekula tartalmaz megfelel6
funkcios csoportot [42,43]. A szenzorfeliilet feletti evaneszcens tér dielektromos allandoja a
feliilet modositasa kovetkeztében megvaltozik, ami modositja a gerjesztési feltételt (2.14
egyenlet) és ezaltal a visszavert fény intenzitasanak szog (vagy hullamhossz) fliggését. Az
5. abra ezt a funkcionalizalt allapotnak megfelel6 feltételt (a) alaphelyzetként mutatja be,

amely esetén az intenzitasgérbe minimum helye valtozatlan.
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5. abra: A szenzorfeliiletre integralt mintateri SPR szenzor felépitésének és a szenzorjel

keletkezésének sematikus abraja

16 A cég 1996-ban Biacore AB Corporation-ra véltoztatta a nevét, majd 2006 juniusaban a GE Healthcare 390
milli6 dollarért megvasarolta a Biacore-t.

17 Biologiai anyagok, mechanizmusok és folyamatok kialakulasat, milkodését vagy szerkezetét utdnzo
szintetikus rendszerek (Collins English Dictionary (ISBN: 978-0-00-828437-4) megfelel bejegyzésének
forditasa alapjan).
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Mindezek eredményeként a minimumhely idoéfliggését leird szenzorgramon az
ordinata (szog vagy hullamhossz) allando értéket vesz fel, ami alapvonalnak tekinthetd. A
oldatanak a szenzor feliilete feletti aramoltatasa biztosit, lehetdséget teremt a két fél kozotti
interakcid kialakuldsara. Amennyiben a reverzibilis vagy irreverzibilis kotés alakul ki a
receptor ¢és a ligandum kozott, utobbi hatarfeliileti feldusuldsa tovabb moédositja a
dielektromos allandoé értékét és a szenzorjel eltolodasat (b) eredményezi, ahogyan azt az 5.
abra igyekszik szemléltetni. A ligandummal telitett szenzorfeliillethez rendelheté jel
eltolodésanak mértéke ardnyos a szenzor egységnyi felilleten megkotédd vegyiilet
tomegével (ms), amelynek értéke feliileti koncentraciova (/) konvertalhatdo [44,45]. A
kezdeti (a) és az allandosult allapot (b) kdzott rogzitett szenzorgram pedig a kotési folyamat

kinetikajar6l hordoz informaciot, hiszen az adott idépillanatban rogzitett jeleltolodas

crer

[46].

Az SPR spektroszkopia fejloddésével a makromolekulak kozotti kdlesonhatdsok
megismerését célzd kutatasok szama rohamosan novekedett, igy a ndvekvo igény hatdsara
megjelentek a kisérlet tervezését és az adatelemzést segité modszerek és az elsé kinetikai
kiértékelést segité szoftveres megoldas [47,48]. A kotési folyamatok sebességének és
mennyiségi viszonyainak megfigyelése és rogzitése révén a kérdéses kémiai folyamat
kinetikai és termodinamikai jellemzése valosithatd meg, ami segitséget nyujthat a reakciok
mechanizmusanak molekuldris szintli megismerésére. A Myszka és Morton altal fejlesztett
CLAMP® [49] nevii kiértékeld program hosszu ideig elérheté®® volt, majd a tobbi hozzi
hasonlo szoftverrel (Scrubber, TraceDrawer, Genedata Screener®) azonos moédon
megsziintették a szabad felhaszndlds lehetOségét. Az adatgylijtést, kisérlettervezést és
kiértékelést segitd szoftverek az ezredforduléra az olyan SPR berendezést gyartd cégek
birtokaba keriiltek, mint példaul a GE Healthcare (Biacore sorozat) vagy a Reichert
(Reichert 2SPR és Reichert 4SPR) és a szoftverek az adott gyartd altal forgalmazott
berendezéshez optimalizalva keriiltek forgalomba. Az SPR szenzort gyartd cégek egyre
nagyobb szdma és az egymassal versengd gyartok, illetve forgalmazok iizletpolitikdja azt
eredményezte, hogy megjelent az igény egy gyartotol fiiggetlen adatértékelési eljaras
kidolgozasara, amely lehetévé teszi a kiilonféle berendezéseken végzett vizsgalatok

Osszehasonlitdsat vagy akar egyiittes kiértékelést. Részleges megoldast jelenthet a

18 http://www.cores.utah.edu/interaction/software.html
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kozelmultban bemutatott koncepcio, amely bongészé alapu szoftverplatformra tamaszkodva
segiti az SPR eredmények feldolgozasat, elemzését és dokumentalasat [50], azonban szabad

felhasznélasu és univerzalis kiértékeld szoftverrdl tovabbra sem szamol be a szakirodalom.
2.2. A tanulmanyozott Kinurenin rendszer szerepe

A triptofan aminosav oxidativ lebontasanak a szerotonin képzddése mellett a legjelentésebb
utvonala az ugynevezett kinurenin utvonal (6. abra). A metabolikus folyamat felelés a
nikotinamid-adenin-dinukleotid és a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat koenzimek
eléallitasaért [51]. A kinurenin rendszer tobb neuroaktiv vegyiiletet foglal magaba, amelyek
részben neurotoxikus, részben neuroprotektiv tulajdonsaguak lehetnek. A metabolikus
kaszkadban végtermékként keletkezd kinurénsav (KYNA) és koztitermékként megjelend

kvinolénsav (QUIN) valamint a 3-hidroxi-kinurenin (3KYN) egyarant neuroaktiv

vegyiiletek [52].
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6. abra: A kinurenin utvonalon keletkez6, meghatarozo szerepti metabolitok szerkezeti

képletei

A 3KYN ¢és a QUIN neurotoxikus hatasti molekuldk, amelyek szabad gyokok képzddését

segitik el6, a KYNA pedig az ionotrop glutamat-receptorok szervezeten beliil keletkez6
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(endogén) antagonistaja, amely képes gatolni az N-metil-D-aszpartat (NMDA) és az AMPA
tipusu glutamat-receptorokat egyarant [53,54]. A kinurenin rendszer szerepét a kozonséges
¢s az idegi fajdalom keletkezésében szamos kisérleti adat igazolja, a molekularis szintli
hatasmechanizmus részletei azonban nem ismertek. Bizonyitott azonban, hogy a KYNA az
AMPA receptorokon dozisfiiggé modon kettds hatast fejt ki, nevezetesen, kis dozisban (10
receptor mitkodését [55].

A KYNA a glutamaterg szinapszisok kozvetlen kdzelében felszabadulva hatékonyan
befolyasolja ezek miikodését. Hirtelen fellépd oxigénhianyos allapot (hipoxia) vagy
csokkent vérellatas (iszkémia) kovetkeztében a neuronokbol és glia sejtekbdl nagy
mennyiségli glutamat szabadul fel. A szinapszisokat elarasztd glutamat NMDA és AMPA
receptorokat aktival, melyek tulmiikddése a sejten beliili kalcium szintet megemelve, reaktiv
oxigén gyokok felszabadulasahoz és sejthalalhoz vezethet. A kinurenin Gtvonalban kialakuld
rendellenességek miatti neuronalis zavarok kezelésére vagy az agyi hipoxia/iszkémia soran
létrejovo idegrendszeri karosodas (excitotoxicitas) kikiiszobolésére az endogén KYNA szint
szabalyozasa nyujt lehetdséget. Szamos tanulmany szamol be a KYNA neuroprotektiv
hatasarol, segithet tobbek kozott a traumas agykarosodas, a Parkinson-, Huntington-kor és a
demencia megeldzésében. A kdzponti idegrendszert érinté megbetegedésekben kimutatott
csokkent vagy megnovekedett KYNA szint révén a vegyiilet vagy szerkezet ¢s funkcio

crer

szolgalhat.
2.3. Kutatécsoporti el6zmények

A MTA-SZTE Szupramolekularis és Nanoszerkezetli Anyagok Kutatocsoportjaban
az SPR spektroszkopiai vizsgalatok 2012 6ta egyre meghatarozobb szerepet kaptak. A 2017
évben elnyer Gjabb palyazatnak koszonhetden jelenleg a MTA-SZTE Biomimetikus
Rendszerek Kutatocsoportjaban folynak a kvazi kétdimenzids szenzortechnika altal végzett
vizsgalatok. A csoportban késziilt doktori értekezések soraban jelen dolgozat az els6, amely
makromolekulak és kismolekulds hatdanyagok kozotti kdlcsonhatadsok SPR méréstechnika
altali modellezését mutatja be. A kisérleti munka elvégzéséhez a SZTE Fizikai Kémiai és
Anyagtudomanyi Tanszékén miikddo, egyedi tervezésii kétcsatornas hulldmhossz modulalt
SPR platform (7. abra) biztositotta az els6dleges miiszeres hatteret. A 7. abra fotdin

feltiintetett szamok rendre az alabbi egységeket jelolik: 1. perisztaltikus pumpa, 2.
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polarizator, 3. a prizmat, a szenzor chip-et és a mintakamrat befogd szerkezet, 4.
spektrofotométer €s szaloptikaja, 5. fényforras, 6. szenzor chip, 7. a mintakamrakat és az
aramlési csatornakat egybefoglalod fedél szétszerelt, valamint dsszeszerelt (8.) és rogzitett

(9.) allapotban.

7. abra: A SZTE TTIK Fizikai Kémiai é¢s Anyagtudomanyi Tanszéken miikdd két-

csatornas hulldmhossz modulalt SPR platform fotoi

Az emlitett berendezés lizembe helyezése utan az elsé publikalt eredmény a dopamin
¢és az IBU L-ciszteinnel funkcionalizalt arany feliiletre torténd szorpcidjanak vizsgalata volt.
A kozleményben a szenzorgramok allanddsult éallapothoz rendelhetd telitési szakaszai
alapjan meghatarozott adszorpcids izotermakrol €és a szamitott izoszter adszorpcids
hémennyiség alakulasardl szamoltak be a kutatocsoport munkatarsai [56]. A kiértékelési
modszer alapjat a szenzorgramok altal meghatarozott és feliiletegységre vonatkoztatott
adszorbealt anyagmennyiségek (I) egyensulyi koncentraciotol vald fiiggése szolgaltatta.
Ennek ismeretében a tetszSleges feliileti boritottsaghoz!® (6) rendelhets egyensulyi
koncentraci6  értékek  homérsékletfiiggése  alapjan  szamithatéva  valt a
gyogyszerhatdanyagok adszorpcidjat kisérd izoszter entalpiavaltozas (4H%q) [57]. Az
MTA-SZTE Idegtudoméanyi Kutatocsoportja altal inditott, a KYNA szerepének ¢és
hatasmechanizmusanak felderitésére iranyul6 projekthez kapcsolodva 2014-ben jelent meg
az els6 olyan publikacio, amelyben AMPA receptort modellezo polipeptidekkel (GIuR120:-
230 €s GluR1231-050 jel6lésti szakaszok) funkcionalizalt szenzorral végzett vizsgalatok

keriiltek bemutatasra [58]. Ehhez a projekthez kapcsolodva kezdtem el 2015-ben azt a

19 A feliileti boritottsag (#) adszorbeal6dd komponens adszorbedlt tobblete (n°) és a monomolekulas
boritottsdghoz tartozo adszorbealt anyagmennyiség (n°m) hanyadosa. Allandé hdmérsékleten a feliileti
boritottsag és az adszorptivum oldatfazisbeli koncentracidja kozott a kisérleti izotermakra illeszthet6 6 =
c/(K + c) osszefiiggés allhat fenn.
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kutatasi munkat, amely sordn egy 0j korabban el6 nem allitott AMPA receptort modellezd
polipeptid (GluR1270-300) és KYNA kolcsonhatasanak SPR technika altali modellezése volt

feladatom.

2.3.1. AZ AMPA receptort modellezo polipeptidek szintézise és karakterizalasa

A receptor modellként felhasznalt polipeptidek kereskedelmi forgalomban nem
szerezhetSk be. Szintetikus tton torténd eldallitasa soran, a kivalasztott és Fmoc?-csoporttal
védett aminosavak, szilardfazisi peptidszintézis utjan keriiltek Osszekapcsolasra. A
szilardfazisu szintéziseket €s a liofilizalt termékek szemipreparativ forditott fazisi HPLC
(Phenomenex Jupiter Proteo, C18, 10 um,15 x 250 mm) eljarassal Kivitelezett tisztitasat Dr.
Szolomajer Janos (SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet) végezte. A peptidek molaris
tomegének meghatarozasat célzo, Finnigan TSQ-7000 tipust harmas-kvadrupol késziilékkel
Kivitelezett tomegspektrometrias (MS) vizsgatokat Dr. Kele Zoltan (SZTE AOK Orvosi
Vegytani Intézet) végezte.

Az ismert szerkezetli AMPA receptor négy alegysége [59,60] koziil az 1-es alegység
modelljeként két aminosav lanc keriilt elallitasra. A 201-es valint6l a 230-as leucinig
terjedd, VVDCESERLNAILGQIIKLEKNGIGYHYIL aminosav sorrendii és GluR1201-230
jeldlésti polipeptid, amelynek szamitott moléris tomege M = 3210,61 g mol™, mig az MS
technikdval meghatérozott érték M = 3209,98 g mol™. Emellett pedig a 231-es alanintol a
259-es treoninig terjedd, ANLGFMDIDLNKFKESGANVTGFQLCNYT aminosav
sorrendli és GIUR1231-259 jel6lésii szakasz. Utobbi szamitott molaris tomege M = 3400,97 g
mol™, mig az MS technikaval meghatirozott érték M = 3400,56 g mol™. A fragmensek
szintézise ¢s karakterizalasa mellett az arany feliiletre kotott szekvenciak €s a KYNA kozott
kialakulo kotés analizisét molekuladinamikai (MD) szimulaciok révén Dr. Bogar Ferenc
(SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet) végezte.

Az NMDA ¢és az AMPA tipusi glutamatreceptorok és KYNA valamit KYNA
analogok kolcsonhatasat modellezd, kvantumkémiai szerkezet és affinitds szimuldciok
csupan az NMDA receptor esetén alltak rendelkezésre [61]. Ezaltal az elméleti kémiai
szamitasok mindenképp sziikségesek voltak és ezek eredményei kiindulasi alapul szolgaltak
a szenzorikai vizsgalatok tervezése és kiértékelése soran. A GlUR1201-230 és GlUR1231-250

polipeptidek szerkezete a LOMETS?! (Local Meta-Threading-Server) nevii on-line

20 9-Fluorenil-metiloxi-karbonil-klorid
21 https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS/
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szolgaltatas révén generalodott, amely negyedleges szerkezet szintli becslést tesz lehetdvé
[62].

2.3.2. Az SPR szenzor feliiletének funkcionalizalasa AMPA receptort modellezo
polipeptidekkel

A kutatocsoport munkatarsai két eltéré szekvenciaju polipeptiddel funkcionalizalt
SPR szenzor kialakitdsa sordn a fiziologias koriilményeket kozelitd, neutrdlis (pH = 7,4)
kémhatasu foszfat pufferben (PBS) oldott, ¢ = 30 uM koncentracioju polipeptid-oldatot
dramoltattak (qv = 50 pL perc?) a szenzor arany feliilete felett, majd allandésult allapotnak
megfeleld szenzorjel elérését kovetden a puffer ismételt ataramoltatasa révén tavolitottak el
a felesleges polipeptidet. A szenzorjel pufferes lemosasat koveté és a polipeptid injektalasat
megeldzd értéke kozotti eltérés alapjan valdsziniisithetd volt, hogy a fragmensek
irreverzibilis modon kotédnek a szenzor feliiletéhez. Az irreverzibilisen kotott polipeptid
réteg kialakuldsa a szenzor arany feliilete ¢s a peptidek 204-es illetve a 256-0s helyzeti
ciszteinjének kéntartalmi funkcios csoportja kozott kialakuld kovalensen kotésnek
koszonhetd [56]. A receptor modellel modositott szenzorfeliilet kialakitasat kovetéen a
korabban alkalmazottal azonos Osszetételli pufferes kozegli KYNA oldatokat vezettek a
szenzorfeliiletre. Az oldatsorozat egyes tagjaiban a KYNA koncentracioja 0,1 és 5,0 mM
kozott valtozott a méréseket pedig 10 és 40 C° kozotti hdmérséklet tartomanyban, négy
kiilonb6z6 homérsékleten végezték el. A koncentracio és hémérsékletfiiggd szenzorgramok
asszociacios telitési szakaszdhoz rendelhetd hullamhossz eltolodas értékek alapjan,
meghatarozasra keriiltek a KYNA szorpcios izotermai. A kisérleti iton meghatarozott
adatparok izoterma egyenlettel torténd illesztését kovetden tetszdlegesen valasztott 6 érték
mellett valt szamithatova az adott boritottsaghoz rendelheté entalpiavaltozas (AHC%q).
Mindezek ismeretében a kdlcsonhato partnerek sztdchiometriai aranyanak fiiggvényében is
vizsgalhatova valt a szorpcios folyamatot kisérd hoeffektus, amelynek extrémuma (4H%qg =
—40 kJ molY) @ = 1 boritottsag, valamint 1,0:1,3 receptor:ligandum molarany esetén jelent
meg. A szenzorgramok kinetikai modell altali kiértékelése, a megfeleld szoftveres

kiértékelési eljaras hianyaban egyik polipeptid fragmens esetében sem keriilt kivitelezésre.
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3. Célkitiuzések

A 2007 és 2017 kozott MTA-SZTE Szupramolekularis és Nanoszerkezetii Anyagok,
majd 2017-t61 MTA-SZTE Biomimetikus Rendszerek Kutatocsoport elsé megalakulasa ota
egyik f6 kutatasi teriileteként tartja szamon az Onszervez6dd biologiai rendszerek,
szilard/folyadék hatarfeliileti modellezését €s vizsgalatat lehetdvé tévo szenzortechnikak
fejlesztést és alkalmazasat. A csoportban folyo kutatdsokhoz 2015 0szén csatlakoztam é€s
ekkor fogalmazodott meg a jelen dolgozat anyagat képz6 kutatasi munka terve.

Kutatdomunkam soran elsddleges célom volt egyrészt az SPR szenzor arany feliiletén,
fehérjék, di- és tri-peptidek valamit a Cys kotddése révén kialakitott adszorpcids réteg
becslése. Egyes vegyiiletek esetében lehetdség adodott arra is, hogy a modszer
alkalmazhatdsaganak igazolasdhoz a szamitott feliiletigényeket QCM technika altal
szolgaltatott értékekkel, kisszogli rontgenszords (SAXS) vizsgalatbol szarmazo szerkezeti
informaciokkal valamit irodalmi adatokkal vethessem 6ssze. A monomolekulas adszorpcios
réteget feltételez6 szamitasok eredményei nagymértékben hozzajarultak a tiolcsoportot
tartalmazo molekulak és AuCls™-ionok jelenlétében, vizes kozegben képz6do, koordinacios
polimer struktara és fluoreszcens nanoklaszterek kialakulasanak magyarazatahoz.

Ezen tulmenden kutatomunkdm tovabbi Kkitiintetett célja volt a szenzorfeliilethez
rogzitett makromolekulak és a hozzajuk kotédd kismolekulas?® hatdanyagok mennyiségi
viszonyainak vizsgalata soran a megfeleld adatfeldolgozasi és kiértékelési eljaras
kidolgozasa, mely révén az egyes tanulmanyozott rendszerek esetén a kotési folyamatok
sebességi (ki) és egyensulyi (Ka) allanddinak meghatarozasa valik lehetové.

Az értekezés elkészitése soran kidolgozott kiértékelési eljarassal tobbek kozott IBU
és BSA kozotti, kotés jelleglh kolcsonhatds kémhatas fiiggd vizsgalatat végeztem el a
fehérjével-funkcionalizalt SPR szenzorfeliilet kialakitasa révén. A rogzitett szenzorgramok
Kinetikai modellel torténd illesztése révén lehet6ség nyilt a hatéanyag megkotédéséhez és
fliggetlen méréssel torténé megerdsitése érdekében ITC vizsgalatok is torténtek. Az
eredmények megerdsitették a BSA-alapt kolloidalis gyogyszerhordozé rendszer kioldodasi

vizsgélatai soran az IBU felszabaduldsanak sebességérdl szerzett informaciokat.

22 Az SPR technika tipikusan makromolekulak kozotti kolesdnhatasok vizsgalatanak az eszkoze, ezzel
szemben a vizsgélatainkhoz kivalasztott ligandumok mindegyikének 200 g mol™ kizeli a molaris tomege.
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Kutatasi munkam gerincét az AMPA receptor modell fragmensek és KYNA
kolcsonhatasanak homérsékletfliggd SPR vizsgalata képezte. Ezek célja az emlitett
kolcsonhatas termodinamikai paramétereinek meghatarozasa volt, amelyek megerdsitették
a korabban feltételezett kotési mechanizmus helyességét. Ezen feliil a receptor modellek
alkalmazhatdsagat bizonyitand6, Osszehasonlito jellegli vizsgalatokat iS terveztem és
Kiviteleztem, melyek soran a tanulmanyozott (GIUR1231250 €s GIluR1270-300) polipeptid
fragmenseket szérum fehérjékkel helyettesitettem. Utobbiak esetében a meghatarozasra
keriilé allapotfiiggvények varhatéan nem a modell polipeptidekre jellemz6é specifikus

kolcsonhatas jelenlétét igazoljak.
4. Felhasznalt anyagok és vizsgalati modszerek

4.1. Felhasznalt vegyszerek

A mérések kivitelezése soran felhasznalt finomvegyszerek analitikai tisztasaguak
voltak, igy tovabbi tisztitas nélkiil alkalmaztam azokat. Az oldoszerként alkalmazott, NaCl
(0,15 M) tartalmu foszfat-puffert (pH = 7,4) heti rendszerességgel készitettem 0,5 dm?®
térfogatu részletekben. A pufferoldat (tovabbiakban PBS) készitése soran 4,383 g NaCl-ot,
0,4902 g NaH2PO4xH,0-ot és 0,7098 g Na,HPOg4-ot oldottam, 0,5 dm?® térfogatti, nagy
tisztasagu, Milli-Q vizben (Millipore, Milli-Q Integral3, vezetéképesség: 18,2 MQ cm 25°C-
on). A pufferoldatok pH értékét az elkészitésiiket koveten ellendriztem, hidrogénion-
szelektiv tivegelektrodot (Mettler-Toledo FiveEasy™) alkalmazva. A receptor modellek és
fehérjék valamit a potencialis hatdéanyagok oldatait minden esetben kozvetleniil a
felhasznalas el6tt készitettem el. Az AMPA receptor GluR1-es alegységét modellez6
GluR1231-259 és GIuR1270-300 polipeptideket Prof. Dr. Téth Gabor (SZTE AOK Orvosi
Vegytani Intézet) csoportja allitotta eld szilardfazist peptidszintézis utjan, amelyeket
tisztitasuk és molaris tomeg meghatarozasat kovetden liofilizalt formaban bocsatottak
rendelkezésiinkre. A vizsgalatokhoz felhasznalt vegyiiletek nevét, képletét (és/vagy ezt
helyettesitve az azonositasukra hasznalt roviditéseket és a polipeptidek esetén aminosav
sorrendjiiket), molaris tomegét és gyartojat (vagy eldallitdjat) az alabbi felsorolas foglalja
0ssze.

Citromsav-1-hidrat (CeHsO7 x H20, M, = 210,14 g mol™) Molar Chemicals

Dinatrium-hidrogénfoszfat (NazHPOa, >98,5%, M, =141,96 g mol™) Sigma-Aldrich

GluR1231-250 (ANLGFMDIDLNKFKESGANVTGFQLCNYT, My = 3400,56

g mol™Y) SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet
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GluR1270300 (CKNSDARDHTRVDWKRPKYTSALTYDGVKVM, My =
3639,8 g mol™) SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet

Human szérum albumin (HSA, >98,0%, Mw = 66,4 kDa) Sigma-Aldrich

Ibuprofén (IBU, C13H1702Na, >98%, M, = 228,26) Sigma-Aldrich

Kinurénsav (KYNA, >98%, C10H7NO3, M, = 189,17) Sigma-Aldrich

L-cisztein (Cys, >99,5%, C3H7NO2S, M, = 121,16 g mol) Fluka
L-ciszteinil-triptofan (Cys-Trp, M, = 308,10 g mol) SZTE AOK Orvosi Vegytani
Intézet

L-glutation (GSH, C10H17N306S, >98,0%, M, = 307,32 g mol ) Sigma-Aldrich
Lizozim (LYZ, >90,0%, Mw = 14,3 kDa) Sigma-Aldrich

Natrium-klorid (NaCl, >98%, M, = 58,44) Molar

Natrium-dihidrogénfoszfat (NaH2PO4xH20, >99%, M; = 156,10) Sigma-Aldrich
Marha szérum albumin (BSA, >98,0%, My~66,5 kDa) Sigma-Aldrich

A fehérje alapt kolloidalis gyogyszerhordozo fejlesztéséhez kapcsolodo vizsgalatokban,
amelyek soran a BSA ¢és IBU kozotti kotés jellegii kolesonhatas modellezésére keriilt sor a
PBS mellett, a savas kémhatas (pH = 3,0) biztositasa végett a megfeleld Osszetételi
citrat/foszfat puffert (tovabbiakban CPS) alkalmaztam. A savas kémhatast pufferoldat
készitéshez 4,383 g NaCl-ot, 1,4248 g CeHgO7xH20-ot és 0,7098 g Na,HPO4-ot oldottam,
0,5 dm® térfogatl, nagy tisztasaga, Milli-Q vizben, majd a puffer pH értékét a foszfat

pufferével azonos moédon ellendriztem.
4.2. A kisérletek soran alkalmazott vizsgalati médszerek

4.2.1. Feliileti plazmon rezonancia (SPR) spektroszkdpia

A SPR méréseket egy szabdlyozhaté hémérsékletli, kétcsatornas, hullamhossz
modulalt berendezésen végeztem el, amelynek fejlesztését a Cseh Tudomanyos Akadémia
pragai Fotonikai és Elektronikai Intézetében (Institute of Photonics and Electronics)
miikddd és Jiti Homola?® professzor altal vezette csoport végezte [63]. A hulldmhossz
modulalt berendezés két érzékeld csatorndjahoz két kiilonalld é&ramldsi kamra 4&ll
rendelkezésre, amelyek térfogata egyenként 0,5 uL.. Az érzékel6 chip befogo szerkezete egy
20 x 26 mm’-es mikroszkop targylemez befogadasara alkalmas keret. Ebbe Keriil

elhelyezésre a szenzor chip, amely egy liveg hordozo feliiletén kialakitott 1,2 um vastagsaga

23 https://www.ufe.cz/en/jiri-homola
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teflon filmen kialakitott 25 nm vastagsagu aranyréteg (fotoja a 7. abra bal oldalan lathat6 a
befogd keretbe foglalt allapotban). A mérés kdzben ez az arany feliilet alkotja az dramlasi
kamrak egyik oldalat, ezéltal biztositva a vizsgdlando vegyiilet oldatdnak és a szenzor
feliiletének kontaktusat. Az tiveg hordozo6 ellentétes oldala bevonatmentes, ez a feliilet
csatlakozik immerzidés olaj rétegen keresztiil az aramldsi kamrdk mogott talalhato
prizméhoz, kialakitva a szenzor miikodéséhez sziikséges elrendezést. A chip feliiletét
mikrofluidikai dramlési rendszer (fotdja szintén a 7. abra bal oldalan lathato) koti Ossze a
mintatartd edényekkel és egy perisztaltikus pumpa biztositja az oldatok szallitasat az
aramlasi csatornakban. A prizma (a), a szenzor chip (b), a mintakamrak oldalat alkoto
matrica (c), a kamrakat aramlo rendszerbe integralod fedél (d) és az aramlasi csatornak (d)
robbantott szerelési terve a 8. dbra A részén lathatd. Az Gsszeszerelt allapotot a 8. abra B
része szemlélteti, mig a C részén vazolt metszeti kép igyekszik bemutatni az folyadékaram

(szaggatott vonal) és fény (nyilak) tjat a szenzorfeliilet ellentétes oldalain.

8. abra: A vizsgalatok soran alkalmazott kétcsatornas hulldmhossz modulalt SPR platform
kozponti egységének vazlata (A: robbantott szerelési terv, B: dsszeszerelt allapot, C:

metszeti kép)

A berendezés fényforrasa egy Ocean Optics HL-2000 markajelzésti wolfram-
halogénizzd, amely 260 és 2400 nm koza6tti hulldmhossz tartomdnyban 6,8 mW teljesitményt
képes biztositani. A visszavert fény intenzitasanak valtozasat 574-1000 nm-es hullamhossz
tartomanyon egy IPE AS CR S2010 tipusu spektrofotométer méri és rogziti. A fotométer
USB csatlakozason keresztiil egy személyi szamitégéphez kapcsolodik, amelyen a
szenzorgrammok regisztralasat és megjelenitését az SPR UP 1.1.11.3 (2014 IPE AS CR)
szoftverrel végzi. A rdgzitett szenzorgramok vagyis az id0 fliggvényében regisztralt
hulldmhossz eltolodas értékek ASCI formatumu szovegfijl formédjaban menthetdk el. Ezen
adatok feldolgozasanak és kiértékelésének modja az ,,Eredmények és értékelésiik” fejezet

vonatkoz6 alfejezeteiben keriil bemutatasra a részletes kisérleti koriilmények ismertetése
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mellett. A mérések sordn alkalmazott aramlasi sebesség 25 és 50 pL perc kozott valtozott,
a mérések allanddo hémérsékletét pedig a Newport Corporation altal forgalmazott LDT-
5525B tipusu termosztat és vezérld egysége biztositotta, a szenzorfeliilet kornyezetében +

0,2 °C pontossaggal.
4.2.2. Kvarckristaly mikromérleg (QCM) technika

A molekularis biofilmek és szervetlen vékonyrétegek oldatfazisbol torténd
szilard/folyadék hatarfeliileti feldusulasuk altali kiépiilésének kinetikéja és azok adszorpcios
sajatsadga egyarant nagy pontossaggal kovethetd és mérhetd QCM segitségével. A mérési
eljaras alapja egy piezoelektromos effektus?* alapjan miikodd szenzor, amely az arannyal
bevont és valtéarammal magas frekvencidju rezgésbe hozott kvarckristaly oszcillacionak
tomegfiiggése révén képes detektalni az arany feliiletre adszorbealddott anyag mennyiségi
valtozasat. A QCM méréseimet egy Stanford Research System 200 tipusit mikromérlegen
végeztem. A szabvanyositott méretli kvarckristaly és feliiletén kialakitott krom/arany
vékonyréteg alkotta szenzor chip egy megfeleléen kialakitott méréfejben nyugszik, amely
egyrészt az oszcillatoron keresztiil csatlakozik a detektorhoz, masrészt tetszéleges
mintaadagolo berendezéshez kapcsolhatd. A miiszer szamitogépes vezérlése és az adatok
rogzitése az SrsQecm200 tipusu szoftverrel tortént. A mért frekvencia értékek és a kristalyra
adszorbealt tomeg kozotti 0sszefliggés a Sauerbrey-egyenlet (4.1.) adja meg,

_ 2 f¢
Af = A—m Am 4.1)

ahol fo (Hz) a kristaly rezonancia frekvenciaja, Af a tiszta szenzorfeliilet és a mérend6
anyagra jellemzd frekvenciaértékek kiilonbsége, A kristaly aktiv feliilete, pq a kristaly
stirtisége (pq = 2,648 g cm™3), ug a kristaly nyirasi modulusa (ug=2,947x101 g cm™s?) és
Am a tomegvaltozas (g). Az altalam hasznat kvarckristaly mérleg esetében a 4.1. egyenlet
paraméterei rogzitett értékek, amelyek egyetlen konstansba (kq = 17,668 ng cm? Hz?)
foglalhatok, igy a szenzor feliiletén bekovetkez6 adszorpcid miatti frekvencia-csokkenéssel

aranyos tomegnovekedés a 4.2. egyenlet szerint egyszerii formula alapjan szamithato.
Am = —Af -k, (4.2))

A mérések kivitelezése T = 25°C-on tortént statikus koriilmények kozott, amelyek soran a

méréfej a vizsgalt molekula vizes oldataba meriilt. A feliiletigények meghatarozasahoz az

24 A piezoelektromos kvarc az elektromos tér hatasara megvéltoztatja a méretét vagy inverz megkozelitésben
a nyomas hatasara feliiletein elektromos potencialkiilonbség jelentkezik.
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alabbi frissen készitett vizes oldatokat hasznaltam fel: Cys: 0,1; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0 mM, GSH:
0,1;1,0; 3,0; 10,0; 20,0 mM. A Cys-Trp esetén a rendelkezésre 4ll6 kis anyagmennyiség és

a kisérletek prioritasi sorrendje?® kovetkeztében QCM mérések nem késziiltek.

4.2.3. Izoterm titracios mikrokalorimetria (ITC)

A kalorimetrias méréseket egy VP-ITC (Microcal, USA) titraciés berendezéssel
végeztem, amelynek két kiilonallo ¢és nagy érzékenységli fitd/hiité-rendszerét
visszacsatolasi elven alapul6 mikroelektronika vezérel. Az elsddleges fiit6/htit6 rendszer egy
referenciacella hémérsékletét tartja allandod értéken, az altalaban 1 °C-kal alacsonyabb
hémérsékletii adiabatikus kiils6 kopennyel szemben. A masik flitérendszer pedig a
mérdceella és a referenciacella kozotti hdmérséklet kiilonbséget egyenliti ki, amely el6bbiben
a mintaadagolas révén létrejovo hojelenség miatt alakul ki. A mérés soran a berendezés a 9.
abra bal oldalan vazolt minta kamrat mellette elhelyezked6 referencia cellaval igyekszik

azonos hémérsékleten tartani és az ehhez sziikséges flitdteljesitményt méri.
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9. abra: A vizsgalatok soran alkalmazott VP-ITC tipust kaloriméter vazlata, valamint a

mérési modszert jellemzd reprezentativ kalorimetrias gorbe (A) és entalpogram (B)

Amennyiben endoterm reakci6 jatszodik le a mintacellaban, akkor ez a folyamat hét von el,
igy a cellat jobban kell fiiteni, mint a referencia cellat. Ha a reakcio exoterm, akkor a
héfelszabadulas miatt a mintacellat kevésbé kell fiiteni az azonos hdmérsekleten tartashoz.
A fiitd, illetve hit6 teljesitmény id6beni valtozasa szolgaltatja azt a hdmennyiség valtozast
(dQ/dt), amelyet a vezérld szoftver a mérés kozben eltelt id6 fiiggvényében rogzit. A

berendezés sematikus vazlata mellet a 9. abra jobb oldalan lathato reprezentativ grafikonok

% A dipeptid els6dlegesen az Au tartalma nanohibrid rendszerek [68] vizsgalatat célzé kutatasok érdekében
keriilt eldallitasra.
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a modszer altal szolgaltatott tipikus jelsorozatot (9. abra A) illetve ennek feldolgozott
adatsorat (9. abra B) szemléltetik.

A mintaadagolas soran az automatizalt injektor eldre meghatarozott idokdzonként
kevertetés kozben a cellaban 1évd oldathoz (a receptor jellegii molekula oldata) adagolja a
titral6 ligandum oldatanak egy kis mennyiségét, ami a mérdcellaban egy termikus esemény
bekovetkezését eredményezi. A szamitogéppel vezérelhetd injektorbdl a titrald oldat
adagolésa akar 1 puL 1éptékben is torténhet, fecskenddjének a mintakamraba benyulo forgd
tije pedig kever6lapat kialakitasu, igy a mintatérbe torténé adagolas és homogenizalas
egylittesen megoldott. A mérdcella térfogata a gyartd cég altal kalibralt allando érték (1,4163
makromolekula (peptid vagy fehérje) pufferes oldataval toltottem fel Hamilton fecskend6
segitségével. Az injektor fecskend6jének hasznos térfogata 280 pL, ebbe keriilt felszivasra
a kiilonb6z6 potencialis hatéoanyagok pufferes oldata. Minden vizsgalat esetében 290
fordulat perc? keverési sebességet alkalmaztam, két injektalasi 1épés kozott a varakozas
ideje 5 perc, a titral6 oldat beadagoldsanak ideje pedig egy adagolasi 1épésben 30 masodperc
(s) volt.

4.2.4. Kisszogii rontgenszorasos (SAXS) szerkezetvizsgalat

A LYZ, BSA ¢és HSA fehérjék tovabba a BSA-alapt, IBU-tartalmu
gyogyszerhordoz6 vizes kozegli makromolekulds kolloidjainak méret meghatarozasat és
szerkezetvizsgalatat SAXS méréstechnikaval végeztiik. Az eljaras kivaldan alkalmazhato az
jellemzésére. A SAXS mérések egyarant informaciot szolgéltatnak a részecskék méretérol,
alakjarol, aggregacios allapotarol, a diszperz rendszer fajlagos feliiletérdl és porozitasarol.

A pordiffrakcios technikétol eltéréen a mérés sordn a kis szogek tartoméanydban
(0,05>20@°<10) fellépd rontgenszoras intenzitasanak valtozasa keriil detektalasra a szorodas
szogének fliggvényében. A szorodasi szog fliggvényében detektalt intenzitds a szorasgorbe,
amely reprezentalasa €s feldolgozasa soran a szorasi szog helyett a szorasvektort hasznaljak
fliggetlen valtozoként. A rontgensugarak a mintat alkoto elektronokkal kdlcsonhatasba 1épve
az eltérd elektronsiiriiségli fazisok hatarfeliiletein szorodnak. Detektalhatod Kisszogl szoras
ezaltal csak akkor johet létre, ha a szor6 centrumok (kolloid méretii részecskék) és az Gket

kortilvevo kozeg az elektronsiirisége elegendé mértékben tér el.
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A SAXS vizsgalatok kivitelezésében Dr. Sebdk Daniel (SZTE TTIK Fizikai Kémiai
¢s Anyagtudomanyi Tanszék) volt segitségemre. A szorasgorbék egy Philips PW 1820
tipusu rontgencsével (CuKa sugar, A = 0,154 nm, 40 kV, 30 mA) szerelt KCEC/3 tipusu
kompakt Kratky-kameraval keriiltek rogzitésre 2 mm atmér6jt kapillaris mintatartokban. A
szort sugarzas intenzitasa egy PDS 50M (M. Braun AG, Miinchen) tipusu helyérzékeny
detektorral lett mérve a 20 = 0,05-8° szdgtartomanyban. A szordsfliggvények ismeretében
a hattér (puffer oldat) szorasanak kivonasa utan tortént a fehérjékre és fehérje alapt
kolloidokra vonatkozo szerkezeti paraméterek meghatarozasa. A szorasfiiggvények
klasszikus (Guinier- és Kratky analizis) reprezentacioit felhasznalo kiértékelési eljarasokon
tul a szorasgorbék modellillesztéshez és a parkorrelacios fliggvények szamitasahoz a

SANSView nevii szoftver nyujtott segitséget.
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5. Eredmények és értékelésiik
5.1. Cisztein-tartalmu di- és tripeptidek valamint fehérjék adszorpcidja arany feliileten

5.1.1. Arany feliilethez irreverzibilisen kot6do molekulak immobilizalasa SPR szenzor

feliiletén

Az SPR szenzor arany feliilet¢éhez varhatéan kovalensen kapcsolodo
molekuldkkal/fehérjékkel-funkcionalizalt SPR szenzorfeliilet kialakitasa soran elso 1épésben
a vizes kozegli PBS-oldat szenzorfeliilet feletti aramoltatasara, majd az alapvonal rogzitése
utan a molekulakat/fehérjéket tartalmazé PBS oldat bejuttatasara keriilt sor. A kétcsatornas
berendezés egymassal ekvivalens dramlasi csatornai koziil referencia dgnak tekintjiik azt a
csatornat, amelyben folyamatosan a vizsgalt rendszer oldoszere aramlik és minta agnak azt,
amelyre a molekula/fehérje oldatat és oldoszerét (puffer) felvaltva vezetjik. A mérés
kivitelezését a HSA esetén mutatom be részletesen, a tobbi rendszer mérésének kivitelezése
hasonlé moddon tortént. A 10. abra A része szemlélteti a detektalt reflektancia gorbék
helyzetét abban az esetben, amikor a minta és referencia csatornan keresztiil egyarant PBS

aramlik a szenzorfeliilet felett.
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10. abra: A HSA arany szenzor feliiletre torténd immobilizalasa soran rogzitett jellemzo
reflektancia gorbék (A: mindkét csatornan PBS aramlik, B: a minta csatorndban HSA, mig
a referencia csatornaban PBS 4ramlik) és szenzorgram (C: T =25 °C, qv = 50 pL perc?,
CHsa = 50 pM)

Ekkor az emlitett csatornak esetében a reflektancia gorbék minimuma egyarant 742 nm
hulldmhossz értéknél jelenik meg, ahogyan a 10. abra A részén lathat6. Ezaltal az 1d6
fliggvényében rogzitett szenzorjel (AL = Alminta - Areferencia) kezdeti szakaszan (0 és 7 perc

kozott) ennek megfeleld kozel zérus érték képezi az alapvonalat, ahogyan az a 10. abra C

crer
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oldatanak bejuttatasat kovetden (a 10. abra C részén az elsd sziirke arnyalattal kiemelt
szakasz) a szenzorfeliilet feletti evaneszcens térrészben bekovetkezé torésmutatd valtozas
révén, a szenzorhoz kapcsolt fotométer segitségével detektalt reflektancia gérbe minimuma
nagyobb A értékek felé tolodik el. Ekdzben és mérés tovabbi szakaszaiban a referencia
csatornan tovabbra is PBS aramlik keresztiil. A 10. abra B része szemlélteti a reflektancia
gorbék alakulasat a HSA oldattal telitett mintakamranak megfeleld allapotban, amely esetén
a A értéke maximalis. Ezt kovetden a mintakamraba PBS keriil bevezetésre, igy a szenzorjel
csokkend tendenciat vesz fel, amig a szenzorfeliiletrél lemosddik a feleslegben jelen 1év6 (a
szenzorfeliilethez nem kovalensen kotott) fehérje mennyiség és ennek kovetkeztében az
alapvonalnal nagyobb AMA értéknek megfeleld allandosult allapot jelenik meg. Ez a
részlegesen telitett szenzorfeliiletnek megfeleld jel allandosulna a szenzorgramon (10. abra
C része), amennyiben nem keriilne sor a fehérje ismételt injektalasara. A fehérje
szenzorfeliiletre ismételt 1épésekben torténd felvitele és lemosasa (a 10. abra C részén
sziirke nyilak jelzik ezeket a lemosasi szakaszokat) sordn rogzitett szenzorgram vilagosan
jelzi a szenzorfeliilet fehérjével torténd telitbédésének mértékét. A masodik és harmadik
lemosasi szakaszt kovet6 allandosult és azonos nagysag AX érték arra enged kovetkeztetni,
hogy a szenzorfeliilet telitetté¢ valt és nem képes tobb HSA megkotésére.

A telitési értéknek megfeleld szenzorjel (AL), amelyet a 10. abra C részén szaggatott
vonal jelez felhasznilhato a fehérje feliiletegységre vonatkoztatott adszorbealt
mennyiségének (m°) és egyetlen fehérje molekula feliiletigényének (am) meghatarozasara. A
szenzorjel 1 nm-es véltozasa 26,5 ng cm™ adszorbealt (vagy kemiszorbedlt) feliileti rétegnek
felel meg [64]. A 10. abra C részén bemutatott szenzorgram masodlagos y-tengelyén
szerepl6 feliiletegységre vonatkoztatott adszorbealt tomeg (m°) valtozasa hozzarendelhet6 a
szenzorjel idobeli valtozasahoz. A szamitott m® értékek azonban a technika sajatsagaibol
adodoan csak a lemosasi szakaszokat kovetd, allandosult szenzorjelek esetében birnak
fizikai jelentéssel.

A HSA esetében a szenzorfeliilethez irreverzibilisen kotott fehérje okozta szenzorjel
(AL) valtozashoz rendelhetd adszorbealt tomeg m® = 64,0 = 0,3 ng cm™ értéknek felel meg,
amely a fehérje molaris tomege alapjan I” = 9,64 = 0,06 nmol m? adszorbealt
anyagmennyiséget jelent. Feltételezve, hogy a fehérjemolekulak mindegyike kozvetleniil a
szenzorfeliilethez kapcsoldodik (monomolekulas adszorpcids réteget alkot) és a HSA

molekulak kozotti kolcsonhatasok révén nem alakul ki masod- vagy harmadlagos
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adszorpcios réteg, a feliiletegységre vonatkoztatott anyagmennyiség (I'm)? ismeretében az
egyetlen fehérje altal elfoglalt szenzorfeliilet nagysaga az 5.1. egyenlet szerint az Avogadro

alland6 (Na) felhasznalasaval szamithato.

Ay = — (5.1.)

- I'mNa

A monomolekulas boritottsagot feltételezd szamitas alapjan egyetlen adszorbealdodott HSA
molekula am = 173 + 1 nm? nagysagh szenzorfeliiletet foglal el.

A tovéabbi SPR vizsgdlatok soran a fentiekben vazolt metodikéval analég mddon
meghatarozasra keriiltek BSA és LYZ fehérjék, Cys-Trp és GSH peptidek valamint Cys
adszorpcios paraméterei és feliiletigényeik. Minden esetben T = 25°C-on és 50 pL perc?
aramlasi sebesség beallitasa mellett végeztem el a kisérleteket, a BSA és LYZ esetében 30
esetén az alabb felsorolt koncentracioji vizes oldataikat hasznaltam fel a kisérletek soran:
Cys (8,0; 10 mM), Cys-Trp (6,0; 8,0; 10,0 mM), GSH (4,0; 6,0; 8,0, 10,0 mM).

A BSA és LYZ SPR szenzor feliiletén torténd feldusulasat rogzité szenzorgramok a

11. abra A és B részén keriilnek bemutatasra.
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11. abra: BSA (A) és LYZ (B) fehérjék SPR szenzor arany feliiletére torténd
immobilizalasa soran rdgzitett szenzorgramok (T =25 °C, gy = 50 uL perc™?, casa = 30
uM, cLyz = 60 uM)

Az aminosav, valamint a di- és tripeptidek immobilizalasa soran rogzitett szenzorgramokat
a 12. abra A, B és C részéi szemléltetik. A 12. abra szenzorgramjai mellett feltiintetett
igyekeznek megjeleniteni, mig az ellipszisek az adott orientdciohoz rendelt feliiletigényt

hivatottak szemléltetni.

% A feliiletegységre vonatkoztatott anyagmennyiség jelében az ,,m” index jeldli, hogy az adszorbatum
monomolekulas réteget alkot az adszorbens feliiletén.
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12. abra: Cys (A), Cys-Trp (B) és GSH (C) molekulak SPR szenzor arany feliiletére

torténé immobilizaldsa soran rogzitett szenzorgramok (T = 25 °C, gy = 50 pL perc™)

A 11. abra és a 12. abra altal 6sszefoglalt szenzorgramok bizonyitjak, hogy a vizsgalt
fehérjék (BSA, HSA és LYZ) valamint a Cys és Cys-tartalmt peptidek (Cys-Trp, GSH)
egyarant képesek irreverzibilis modon kotddni a szenzor arany feliiletéhez, igy a tovabbi
kisérletekben alkalmazhatok biomimetikus szilard —folyadék hatarfeliilet kialakitasara. Az
SPR mérések alapjan szamitott feliiletigény adatokat kismolekuldk esetében az 5.1.2
fejezetben, QCM mérésekkel megerdsitett adatokkal egyiitt foglalom 0ssze, mig a fehérjék
vonatkozisdban az 5.1.3. fejezetben ismertetett SAXS?" méréstechnika eredményeivel

vetem Ossze a megfeleld feliiletigény adatokat.

5.1.2. Arany feliilethez irreverzibilisen kotodé molekulak immobilizalasa QCM szenzor

feliiletén

Az SPR szenzor alkalmazasa soran meghatarozott adszorpciés mennyiségek és
feliiletigények megerdsitése érdekében a Cys ¢és a GSH esetében a vizsgalatokat QCM
technika felhasznalasaval is elvégeztem. Az arany feliiletéhez varhatoan kovalensen

kapcsolodd molekuldk feliiletegységre vonatkoztatott adszorbedlt mennyiségének

21 A fehérjék esetében a QCM technika alkalmazasa helyett SAXS mérések alapjan szamitott geometriai
paramétereket vettem figyelembe, mert el6bbi esetén a Sauerbrey-egyenlet csupan a kismolekulak alkotta
adszorpcios réteg altal indukalt frekvenciaeltolodast irja le helyesen.
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crer

rendelheté szenzorjel (fi) kiilonbségeként szarmaztatott frekvencia kiilonbséget (Af)
hasznaltam fel. Az egyenstlyi szenzorjel megallapitasdhoz a mérendd oldatba meriild
mérofej altal szolgaltatott frekvencia érték idobeli allandosulasat kovetden jegyeztem fel a
Af mértékét, majd a 4.2. egyenlet alapjan szamitottam az adszorbedlt mennyiségeket. A
szenzorjel és az m® valtozasat az egyensulyi koncentracio fiiggvényében abrazolva

készitettem a 13. abra altal bemutatott izotermakat.
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13. abra: Arany feliileten kialakul6 Cys (A) és a GSH (B) alkotta monomolekulas rétegek
kiépiilésének QCM technikaval torténd vizsgalata soran meghatarozott f = Af(c)

fiiggvények ¢€s izotermak

Az SPR és QCM technikak altal meghatarozott adszorpcids mennyiségek ¢€s feliiletigények

......

1. tablazat: A Cys, Cys-Trp és GSH SPR és QCM 4altal meghatéarozott adszorpcids-, és

MarvinSketch programmal szamitott geometriai paraméterei

SPR eredmények MarvinSketch
am, min.  @m, max.

, AM m® I'm am ’ ’
Molekulak 2 2 2 szamitott  szamitott
(nm) (ng cm™) (umol m™) (nm?) (M) (nm?)
Cys 2,36+0,03 62,44+0,89 5,15+0,10  0,32+0,03 0,32 0,36
Cys-Trp 4,58+0,03 121,36+0,78 3,94+0,04 0,42+0,03 0,43 0,89
GSH 3,11+0,03 82,49+0,77 2,68+0,04 0,62+0,03 0,51 0,78
QCM eredmények MarvinSketch
am, min.  @m, max.

, Af m® I'm am ’ ’
Molekulak 2 2 2 szamitott  szAmitott
(Hz) (ng cm™) (bmol m™) (nm?) (M) (nm?)
Cys —-4,00+0,07 70,86+1,25 5,85+0,15 0,28+0,01 0,32 0,36
GSH —-5,65+0,14 100,98+2,51 3,28+0,12  0,51+0,02 0,51 0,78
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A méréstechnikak altal szolgaltatott szenzorjelek (AL és Af) és a szenzorjelek alapjan
tablazat tartalmazza a molekulak minimalis (am, min.) €s maximalis (&m, max.) projekcidjanak,
MarvinSketch nevii szoftver felhasznalasaval szamitott értékét. Osszehasonlitva az QCM és
az SPR mérések alapjan becsiilt feliiletigény adatokat, megallapithatd, hogy a Cys és a GSH
esetén az eltérd kisérleti technikak altal szolgéltatott eredmények elfogadhatd egyezést
mutatnak. Ezen feliil a kisérletileg meghatarozott feliiletigény értékeket a MarvinSketch altal
szamitott, minimalis projekcios adatok is alatamasztjak. Korabban emlitett okok miatt a Cys-
Trp esetében csak SPR 4ltal nyujtott kisérleti adatok allnak rendelkezésre, igy csupan SPR
mérés erdsiti meg, hogy feliileti orientacié ezen molekula esetén sokkalta meghatarozobb,
mint Cys és GSH esetében.

A kutatocsoportunkban az nanoklaszterek ,,zoldkémiai” uton torténd eldallitasat
célzo vizsgalatok soran munkatarsaim a fehérjék mellett aminosavak, ill. di- és tripeptidek
aurationokra gyakorolt hatdsat tanulmanyoztdk. Janoné Ungor Ditta Anita Ph.D.
értekezésében ramutatott, hogy az oldallancban tiolcsoportot tartalmazé Cys, Cys-Trp és
GSH redukalé- és stabilizaloszerként egyarant funkcionalhat a tetrakloro-aurat-ionokkal
szemben. Igazoltak, hogy a dipeptid felhasznalasaval eldallitasra keriilt arany nanoszerkezet
a masik két tiolcsoportot tartalmazé molekulatol eltéré optikai és szerkezeti
tulajdonsagokkal rendelkezik. A Cys és GSH vonatkozasaban egy onrendez6do, réteges
szerkezetii koordinacios polimer [65-67] struktira kialakulasa igazolhatd, mig a Cys-Trp
jelenlétében ez a réteges struktira nem alakul ki. Az emlitett réteges struktara kialakulasanak
gatja a Trp nagy térkitoltésti aromas oldallancanak jelenléte, amely pont az arany feliileten
kialakul6 orientacio révén sztérikusan gatolja az onrendez6dé szerkezet kiépiilését [68].
célzo SPR és QCM vizsgalatok eredményei, valamint a szoftveres (MarvinSketch)
geometriai becslések adatai az emlitett sztérikusan gat jelenlétét erdsitik meg. Az 1. tablazat
adatait szemlélve megallapithatd, hogy a szenzortechnikdak eredményei alapjan végzett
szdmitasok minden molekula esetében a minimadlis vetiilettel (&m, min.) azonos nagysagi
feliiletigényt szolgaltnak, ami megerdsiti a monomolekulas adszorpcios réteg kialakulasat.
Tovéabba megtfigyelhetd, hogy a minimalis- (ezzel egyiitt a kisérleti feliiletigények) és a
maximalis vetiiletek aranya a Cys és GSH esetében kozel egységnyi, mig a Cys-Trp esetében
am, max. kOzel kétszerese am, min. €értékének, igy a feliileti orientacio szerepe is a Cys-Trp
esetében a legmeghatarozobb. A 14. abra bal oldalan lathaté a Cys-Trp minimalis és

maximalis vetiiletét szemlélteté kép, amelyet a MarvinSketch nevii szoftverrel general az
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emlitett geometriai paraméterek szadmitdsa soran. A 14. abra jobb oldalan feltiintetett
minimalis vetiilet és a Cys-Trp haromdimenzids szerkezete pedig a sztérikus gat szerepét

bet6lté aromas oldallanc helyzetét igyekszik szemléletesen abrazolni.

14, abra: A Cys-Trp MarvinSketch programmal szamitott minimalis- (am, min.) €s

maximalis (am, max.) Vetiiletének, és a molekula ezen vetiileti sikokhoz viszonyitott

crer

5.1.3. Szérum fehérjék és lizozim geometriai jellemzoinek meghatarozdasa SAXS vizsgadlatok
alapjan

A HSA, BSA ¢és LYS fehérjék SPR technika alkalmazasa révén meghatdrozott
feliiletigényeinek helyességét fiiggetlen mérési eljarasbol szdrmazod geometriai adatok
alapjan kivantam megerdsiteni. A fehérjék esetében a QCM technika alkalmazasa helyett
szerencsésebb SAXS mérések szorasgorbéi alapjan szamitott geometriai paramétereket
figyelembe venni. A QCM technika esetén, az adszorpcids paraméterek szamitasahoz
felhasznalt Sauerbrey-egyenlet ugyanis a kristaly feliiletén felépiild merev vékonyrétegek
altal indukalt frekvenciaeltolodast irja le helyesen [69]. A fehérjék vagy polimerek altal
alkotott flexibilis adszorpcids réteg egy Onmagaban frekvenciafiiggd viszkoelasztikus
paraméterrel bdvitett matematikai modell alkalmazast kovetelné meg [69]. A nem
megfeleléen megvalasztott vagy nehezen becsiilheté paramétereket tartalmazo matematikai
modell alkalmazéasa sokszor irrelevans adszorpcios paramétereket eredményezhet. A LYS
arany feliileten végbemend adszorpcidjat targyalod publikaciok egyéb okokon feliil ezért is
nagymértékben eltéré adszorbealt tomegekrdl (4 — 15 pg cm?) szamolnak be, ami
elfogadhatatlanul alacsony, néhany tized nm? feliiletigényt jelent [70,71]. Ezért a varhatoan
bizonytalan pontossagi QCM vizsgélatok elvégzése helyett a LYZ és a még nagyobb
molaris tomegli szérum fehérjék esetében SAXS vizsgalatokbdl szarmazod geometriai

paraméterekkel kivantam Gsszevetni a vonatkozd SPR mérések eredményeit.
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A SAXS vizsgélatok soran a fehérjék PBS kozegii oldatai (cesa = 3 mg mL™, Chsa =
3mgmL7, cLys = 30 mg mL?) kvarc kapillarisba toltve keriiltek a Kratky kameréaba integralt
mintatartoba, majd a szorasi kisérlet a hattérkorrekci6 érdekében a pufferrel toltott
kapillarissal is elvégeztem. A fehérjék puffer hattérrel korrigalt szorasgorbéit és ezek alapjan
a szabad felhasznalast SasView nevii szoftver felhasznalasaval szamitott parkorrelacios

fliggvényeit a 15. abra szemlélteti.
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15. abra: BSA, HSA és LYS fehérjék oldatfazisi SAXS vizsgalata soran rogzitett
szOrasgorbék (A) és a szorasgorbék alapjan szamitott parkorrelacios fiiggvények (B),

valamint a SASBDB adatbazisbol szarmaz6 parkorrelacios fiiggvények (C)

A parkorrelacios P(r) fiiggvény megadja azt, hogy egy kiszemelt részecskétdl r
tavolsagra 1évé helyen mekkora a részecske el6fordulasi valdszintisége. A fehérjék P(r)
fiiggvényei alapjan tehat konnyedén meghatarozhaté az a maximalis kiterjedés (Dmax),
amelynek értéke a fliggvény masodik zérus helyének x koordinatajaval egyezik meg. Az
SPR alapu adszorpcios paramétercket és SAXS vizsgalatok alapjan szarmaztatott (Dmax)

értekeket a 2. tablazat foglalja Gssze.

2. tablazat: A BSA, HSA és LYZ fehérjék SPR vizsgalat altal meghatarozott adszorpcios

paraméterei és SAXS alapjan szamitott geometriai jellemzoi

SPR eredmények SAXS eredmény

, AL m® I'm am Drmax A*
Molekulak (nm) (hgcm?)  (nmol m?) (nm?) (nm) (nm?)
BSA 2,44+0,03 64,6+0,8 9,7+0,2 171,5£2.9 8,4 55,42
HSA 2,42+0,01 64,0+0,3 9,6+0,1 172,9+1,2 8,8 60,79
LYZ 4,11+0,10  108,9£2,5 76,1£2,5 21,9+0,7 4,8 18,10

* kor alakt adszorpcios vetiiletet feltételezd, korfeliiletre szamitott minimalis teriilet adat

A 15. abra C részén a sajat méréseim eredményei mellett feltiintetésre keriiltek a SASBDB?

adatbazisbol szarmazo P(r) fiiggvények. A Small Angle Scattering Biological Data Bank

28 https://www.sasbdb.org/aboutSASBDB/
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(SASBDB) egy szabadon hozzaférhetd és kereshetd kisszogli szoraskisérleti adatbazis,
amely a kisérleti adatok mellett tartalmazza a vonatkoz6 kisérleti koriilményeket, a minta
részletes adatait, a felhasznalt miiszer jellemzdit és a szarmaztatott eredményeket. A fehérjék
SASBDB eredetti P(r) fliggvényei alapjan meghatarozott Dmax értéke a BSA, HSA és LYZ
estében rendre 8,7; 8,4 és 4,8 nm értékeknek felelnek meg, igy megallapithato, hogy
méréseim eredményei az alkalmazott berendezés megkérddjelezhetd teljesitdképességének?
ellenére jo egyezést mutatnak az adatbazisban szerepl6 értékekkel.

Az éltalam végzett SAXS mérések alapjan meghatarozott Dmax értékekbdl szamitott
feliiletigények szintén megtaldlhatok a 2. tablazat utols6 oszlopaban. Ezeket szemlélve
megallapithatd, hogy a SPR alapjan szdmitott am értékek a LYZ esetében kozel azonosnak
tekinthetdk a SAXS-alapu feliiletigénnyel, mig a BSA és a HSA vonatkozéasaban el6bbi
kdzel haromszoros nagysagu am értéket eredményez®®. A 16. dbra szemlélteti a BSA és a
LYZ eltéré technikdk alapjan meghatarozott geometriai paramétereinek egymashoz
viszonyitott aranyat.

a, =21,9+ 0,7 nm? Fsaxs = 2,40 nm

“a, F171,5 £ 2,9 nm?

Yspr = 2,64 nm 4 ™,
------------------ (e ] - W N 9
______________________ ]\_—___/‘\Q_ - [\.________’J' e’
rsaxs = 2,40 nm
e - e - -
£ L

rspr = 7,39 nm

16. abra: A LYZ (feliil) és BSA (alul) fehérjék SPR mérése és oldatfazisu SAXS

vizsgalata alapjan meghatarozott geometriai paramétereinek osszehasonlitdsa

Az aranyokat szemléletesen bemutatd 16. abra értelmében, a LYZ esetén mindkét technika
alapjan szoros illeszkedésii monomolekulas réteg kialakuléasa feltételezhetd, mig a BSA (és
a vele kozel azonos méreti HSA) esetében az SPR vizsgilat egy kevésbé szoros
illeszkedéssel jellemezhetd, feliilet kitoltésti, de ennek ellenére redlis adszorpcids

rétegmodellt eredményez.

29 A SASBDB kisérleti eredményei jellemzden nagy intenzitasa szinkrotron sugérforras SAXS allomaséan
keriiltek rogzitésre, ami atlagosan egy nagysagrenddel nagyobb jelintenzitast eredményez az altalam hasznalt
sugarforrashoz képest.

%0 A an értékek dsszevetésekor az sem hagyhato figyelmen kiviil, hogy a feliileti er8k révén, a hatarfeliileten
adszorbealt fehérje harmadlagos szerkezete jelentdsen eltérhet az oldatfazisban szolvatalt formaétol.
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5.2. Fehérje (BSA)-alapu kolloidalis gyogyszerhordozo és hatéanyaga (I1BU) kozotti

kolcsonhatas szilard/folyadék hatarfeliileten Kkivitelezett modellezése

Kutatocsoportunkban kozel 6t éve foglalkozunk olyan gydgyszerhatdanyag-tartalmu
kompozitok eldallitasaval és jellemzésével, ahol polimerek, szervetlen hordozok és tobbek
kozott szérum fehérjék alkalmazhatosagat tanulmanyozzuk bizonyos célvegyiilet(ek)
(foként neuroaktiv és nem-szteroid gyulladdscsokkentd molekuldk) idoben szabalyozott
leadasanak ill. a vegyiiletek célzott helyre torténd szallitisanak megvalositasahoz [72-76].
Az egyik ilyen, kordbban Dr. Varga Noémi (SZTE TTIK FKAT) altal eléallitott és
karakterizalt kompozit rendszer [77] szilard/folyadék hatarfeliileten torténé modellezését

végeztem el SPR méréstechnika révén. A kompozit eldallitasa soran 20 m/V%

részecskék kicsapasa, amelyek centrifugalas utan keriiltek fagyasztva szaritasra. A 17. abra
szemlélteti a PBS pufferbe diszpergalt 1:10 BSA/IBU mélaranyt kompozit karakterizalasa
soran készitett dinamikus fényszords (DLS)-alapu méreteloszlds és SAXS vizsgélat
szorasgorbéje alapjan  szamitott parkorrelacidos gorbéket ¢€s a  transzmisszids

elektronmikroszkép (TEM) segitségével készilt képet.

60 - A 0,25 1 B C

50 dprs=11,8 £ 1,6 nm

D= 10,5 nm

Gyakorisag %
W
(=]

=
&
0,10 | ———200m |
20 A dypy =12,9£ 0,5 nm
0,05 A
10 A
0 v T T T 0,00 T T T T T
0 10 20 30 40 0 2 4 6 8 10
d (nm) r (nm)

17. abra: Neutralis kémhatasu pufferbe (pH = 7,4; PBS) diszpergalt BSA/IBU kompozit
részecskék méreteloszlas (A) és parkorrelacios (B) gorbéi valamit a beszaritott mintarol

késziilt reprezentativ TEM felvétel [77]

PhD munkam soran a fenn emlitett BSA-alapu kolloidalis gy6gyszerhordozo ¢és IBU
hatdéanyaga kozotti kdlcsonhatds SPR szenzorfeliileten kivitelezett modellezését végeztem
el, mely soran a vizsgalatok szobahdmérsékleten torténtek a fehérje és az IBU puffer kézegii

oldatainak felhasznalasaval. Elsé Iépésben a szenzorfeliilet funkcionalizalasa az 5.1.1.
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fejezetben ismertetett modon tortént az alabbi paraméterek alkalmazéasa mellett: T = 20 °C,
v =25 puL perc? és Cesa = 50 uM. A fehérje és a szenzorfeliilet kozotti irreverzibilis kotés
kialakulasa minden valdsziniiség szerint a fehérje cisztein aminosav alegységének
tiolcsoporja révén valdsulhatott meg, a tiolcsoport kén donorja €s az arany feliiletet alkotd
atomok kozott kovalens kotés kialakulasa altal.

A szenzorfeliilet funkcionalizalasat kovetéen savas (pH = 3,0; CPS) és neutralis (pH
= 7,4; PBS) kozegben oldott IBU mintakat aramoltattunk a szenzor feliilet felett, igy a
hatéanyag ¢és a fehérje kozotti kolcsonhatast jellemzé szenzorgramok rogzitése is
megtorténhetett. Az IBU kotédésének tanulmanyozasadhoz mindkét pH-n cigu = 5,0; 10,0;
20,0; és 30,0 uM koncentracioji hatdéanyag-oldatokat hasznaltunk fel. A szenzorfeliilet
funkcionalizéalasat és az IBU fehérjével boritott szenzorfeliileten végbemend megkdtddését
jellemzd szenzorgramok rogzitését Dr. Csapo Edit és Dr. Sebdk Daniel (SZTE TTIK FKAT)
kivitelezte, mig a dolgozatban bemutatott szenzorgramok kiértékelését PhD munkam

keretében magam végeztem.

5.2.1. A gydgyszerhordozo SAXS, ITC és SPR technikdk dltali jellemzése

A kolloidalis gydgyszerhordoz6 SPR szenzorfeliileten kivitelezett modellezése soran
az eltéré kémhatast oldészeres kornyezetnek a hatdbanyag megkotodésre €s felszabadulasra
gyakorolt hatasat igyekeztiink kvantitativ moédon jellemezni, és Osszevetni a mar
rendelkezésre allo fiiggetlen SAXS és ITC vizsgalatok kisérleti eredményeivel. A fliggetlen
mérések fObb eredményeit, a konnyebb Osszevethetdség érdekében, ezen fejezet elején
roviden Osszefoglalom. A gyogyszerhordozé szerkezetének jellemzése érdekében végzett
SAXS vizsgalatok eredményei®! arra engedtek kdvetkeztetni, hogy a savas (pH = 3,0) kémiai
kornyezet révén kigombolyodott®® (nyiltabb) fehérje szerkezet van jelen az oldat fazisban,
ahogyan azt a 18. abra A részén bemutatott Kratky reprezentacio is szemlélteti. A SAXS
eredmények alapjan savas kornyezetben a BSA un. unfolded szerkezete igazolhatd, mely a
kotéhelyek jobb hozzaférhetdsége miatt, nagyobb affinitassal képes jelentdsebb mennyiségii
IBU megkotésére, mint a neutralis kémhatdsa PBS pufferben szolvatalt formaja, ahol a

kevésbé kigombolyodott, nativ allapot a jellemzd szerkezet.

31 A BSA-alapt gyogyszerhordozd szerkezetét leird szorasgorbék kiértékelését Dr. Sebdk Déniel végezte el.
32 A mésodlagos szerkezet nélkiili konformaciok sokasagat és a nativhoz képest nagyon kevés masodlagos
szerkezeti elemet tartalmazo konformaciokat, a fehérje denaturalt, vagy kitekeredett (,,unfolded”) allapotanak
nevezik.
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pH =174
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~
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18. abra: A gyogyszerhordozo neutralis és savas kozegben kivitelezett SAXS
vizsgalatanak Kratky reprezentacioi (A) és a BSA-IBU mikrokalorimetrias titralasa soran
rogzitett (diszkrét pontok) és modellillesztés Gtjan generalt (folytonos vonalak)

entalpogramok pH = 3,0 és pH = 7,4 esetén (B)

A fehérje eltérd szerkezetének a hatdéanyag megkotddésére gyakorolt hatasat a Dr.
Varga Viktoria (SZTE TTIK FKAT) altal kivitelezett és kiértékelt ITC mérések utjan is
sikeriilt igazolni. A kalorimetrias vizsgalatok soran pufferben oldott cesa = 50 uM
koncentracioju BSA- oldathoz keriilt hozzaadagolasra a 30 uM (pH = 3,0) és 40 uM (pH =
kevertetés mellett. A szobahdmérsékelten (25 °C) regisztralt entalpogramok egyetlen ko6to-
helyet feltételez6 modellel (MicroCal ITC Origin Analysis szoftver) torténd illesztése (18.
abra B része) altal szarmaztatott egyensulyi allando (Ka), kotési sztochiometria (ny) €s
entalpiavaltozas (4H) értékek alakulasa szintén arra enged kovetkeztetni, hogy fehérje savas
kémhatasu pufferes oldataban (Ka = 3,62 x 10% + 0,01 x 10 dm® mol™*; ny=22,1 +0,1; AH
=—22,85 + 0,57 kJ mol!) nagyobb affinitassal és kozel kétszeres mennyiségii hatbanyagot
képes megkotni, mint neutralis kozegli (Ka = 2,47 x 10® + 5,33 x 10* dm® mol?; ny= 8,8 +
0,1; 4H = —19,36 + 0,05 kJ mol™?) nativ formaja.

Mindezen megallapitasok helytallosagdt a vonatkoz6 SPR  vizsgélatok
eredményeinek Osszevetése altal is sikeriilt megerdsiteni. A 19. abra szenzorgramjait
szemlélve megfigyelhetd, hogy a mig neutrdlis kémhatasu oldoszeres kornyezetben a
hatéanyag megkdtddése reverzibilis (19. abra A része), a savas kémhatasu oldoszerbdl,
megfeleld koncentracié viszonyok esetén az IBU irreverzibilisen (19. abra B része) kotddik

a hordozohoz. Az irreverzibilisen kotott IBU jelenlétét igazolja, hogy a 19. abra B részén,

crc
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lemosasi szakasz végén a kordbbi alapvonalnal nagyobb allandosult érték figyelhetdé meg,

amit az abran a dupla nyil jelol.

20 pM

10 20 30 40 50
t (perc) t (perc)

19. abra: BSA-alapu kolloidalis gyogyszerhordozé és hatdoanyaga (IBU, cigu = 5 és 20
uM) kozotti kdlesonhatas SPR-alapt modellezése soran neutralis (A: pH = 7,4) és savas

(B: pH = 3,0) kdzegben rogzitett szenzorgramok

Az alacsonyabb pH érték alkalmazasa esetén tapasztalt irreverzibilis kotési folyamat
rendkiviil eldnyos a kolloidalis gydgyszerhordozo eldallitisa soran, de nagymértékben
korlatozza az SPR eredmények feldolgozasanak lehetdségét. Az allandosult allapotok (kvazi
egyensuly) alapjan elvégezhetd adszorpcidé megkozelitésii kiértékelést és a szenzorgramok
kinetikai modellel torténd illesztését kovetd szamitasi eljarasokat egyarant megneheziti az
irreverzibilisen kot6dd hatdanyag jelentléte. Annak érdekében, hogy az ebbdl adodo
szamitasi nehézségeket elkeriiljem, csak a neutralis kdrnyezetben rogzitett szenzorgram
sorozat értékelését végeztem el a kdvetkezo 5.2.2 fejezetben részletezett megfontolasok

alapjan kidolgozott kiértékelési eljarasnak megfelelden.

5.2.2. A hatoanyag szilard/folyadék hatarfeliileten véegbemend megkétodését jellemzo

sebességi allandok meghatarozasa az SPR szenzorgramok illesztésével

Amennyiben a hatéanyag (IBU) és a szenzor feliileten immobilizalt partner (BSA)
kapcsolodasa révén kialakuld feliileti komplex kialakulasat egy teljes mértékben reverzibilis
bimolekulas reakcioként értelmezziik, az alabbi 5.2. reakcidegyenlet irja le a kotési komplex

keletkezését és bomlasat:
A+B < AB (5.2)

ahol A (a szenzorfeliilet felett aramlé pufferben oldott ligandum jellegii molekula) és B (a

szenzorfeliileten rogzitett receptor jellegli molekula) a két kdlcsonhatdo molekula, AB pedig

------

------
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rendelhetdk. Feltételezve, hogy az asszocidcid elsérendli mindkét reaktansra nézve és a

crer

sebességi egyenlet az alabbi formaban irhat6 fel:

d[AB]
dt

= kq[A][B] — kq[AB] (5.3)

A SPR szenzor mérési elrendezésének €és a mérések kivitelezési modjanak kovetkeztében a
funkcionalizalt szenzor feliilet feletti térrészben az oldott anyag (analit) koncentracidja
allandé a folytonos betaplalas kovetkeztében. Ezaltal az analit koncentracidja [A] a
[A] = [A]o. Az immobilizalt reakcidpartner [B]o kezdeti koncentracidja pedig a feliilethez
kotott szabad [B] és szintén feliiletre kotott, de komplex formaban [AB] jelenlévo speciesek

koncentracidinak Osszegével [Blo = [B] + [AB] definialhato. A komplex forma

crer

crer

= [Blo — [B]. Mindezeket felhasznalva és behelyettesitve az atmeneti komplex

crer

sebességi egyenlethez jutunk.

d[AB]
dt

= kq[Alo[B] = kq([Blo = [B]) (5.4

crer

5.4. sebességi egyenlet atrendezés utan az alabbi 5.5. formaban irhat¢ fel:

d[AB]
dt

= [Bl(kal[Alo + ka) — ka[Blo (5.5

Az 55. Osszefliiggést szemlélve lathatdo, hogy a feliilethez kotott szabad receptor

crer

sebességi allandot (Kobs) definiald Gsszeget, amelyek altal Kops linearis koncentraciofiiggése

az 5.6. egyenlet forméajaba irhato le.
kobs = kalAlo + kqa (5.6.)

Feltételezve, hogy a szenzor feliiletén kialakuldo AB komplex képzddése kedvezményezett

crcr

crer

= kobs[B] (5.7)
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meghatarozo sebességi egyenleteket tekintve az aldbbi 5.8. dsszefiiggés lancolat irhat6 fel.

alas) _ _ala) _ _als)
a4t dt (5.8.)

Az 5.8. sszefiiggést figyelembe véve az immobilizalt fehérje és vele kolcsonhato hatoanyag

.........

leird sebességi egyenlet az alabbi 5.9. forma szerint adhaté meg.

d
DB = —kops [Blo (59)

Az 5.9. alaku differencialis sebességi egyenlet azért kitilintetett fontossagu, mert atrendezés
és a Newton—Leibniz-formula alabbiak szerinti, [B] és [B]o valamint t és 0 hatarok k6zotti

alkalmazasa révén

(B] t

d[B]
f B] ~ _f Kopsdt
[Bol 0

megadhatd az 5.9. differencidlegyenlet 5.10. alaku analitikus megoldasa, ami a szabad

crer

[B] = [B]geobst (5.10.)

Amennyiben az 5.10. integralt sebességi egyenlet szerint csokken a szabad fehérje

koncentracioja az 5.8. Osszefliggést figyelembe véve az AB felilleti komplex (az

pszeudo-elsérendi novekedését az alabbi 5.11. integralt sebességi egyenlet hatarozza meg.
[AB] = [B]o(1 — e *orst) (5.11)

A vizsgalataim soran alkalmazott mérési elrendezést és a szenzorjel 1étrejottének modjat
figyelembe véve megallapithatjuk, hogy a hulldimhossz-eltolodas (AL) mértéke egy adott

idopillanatban valamely o aranyossagi tényezé szerint aranyos az AB komplex adott

crer

AL = a[AB] (5.12.)

crer

torténd injektaldsa soran a mérhetd maximalis jelintenzitds (Almax) a feliileti komplex
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cyey

crer

Mipax = a[ABmax] = a[B]O (5.13)

Az felsorolt aranyossagokat figyelembe ¢s alkalmazva, az o aranyossagi tényezo
szamértékének ismerete és minden tovabbi kalibracié nélkiil megalkothatdo szenzorjel
pszeudo-elsérendi novekedését leird integralt sebességi egyenlet.

AL = Dy gy (1 — e Kobst) (5.14.)

Az 5.14. integralt sebességi egyenletet szemlélve megallapithatod, hogy a kisérleti adatok
(szenzorgram) illesztése altal az Osszefliggés lehetdséget teremt Kobs €s Admax €rtékének
maghatarozasara.

A méréseim soran alkalmazott SPR szenzor adatrogzitd szoftvere lehetdséget ad az
adatok szovegfijlok® formajaban torténd kinyerésére. Az adatfajlok az idd fiiggvényében
rogzitett ¢és korrigalt szenzorjel értékét tartalmazzdk a harom masodperces iddbeli
felbontasban, igy egy oran keresztiil rogzitett vizsgalat kiértékelése soran 1200 adatpar
kezelését kell megoldani, ami specidlis kiértékeld program hidnyaban téblazatkezeld
szoftverek hasznalataval oldhaté meg. A 20. abra A részén lathatdé a mentett szovegfajl

adatainak dabréazolasaval készitett szenzorgram, ahol sziirke hattér jeloli a novekvo

crer
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20. abra: BSA ¢s IBU (cisu = 5, 10, 20 és 30 uM; pH = 7,4 (PBS); qv = 50 pL perc™)

kozotti kolesonhatas SPR-alapu modellezése soran rogzitett szenzorgram

33 ASCII karakterkészletet alkalmazé .txt kiterjesztésii szoges dokumentumok.
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A szenzorgramok 5.14. egyenlet alapjan torténé modellezéséhez elséként az iddskalan kell
egységesiteni a kiilonb6z6 koncentracioji analit oldatok injektaldsa soran rogzitett kisérleti
gorbéket. A kinetikai modell t =0 iddpillanata, vagyis a szenzorfeliileten kialakulé AB kotési
komplex keletkezésének kezdete, az injektalasnak azon pillanataval egyezik meg, amikor a
ligandum oldata eléri a mintakamrat. Egyetlen jelsorozat kiértékelése soran célszerli a
kisérleti adatok id6skalajat gy modositani, hogy a kisérleti adatsor és modell azonos t = 0
id6pillanatbol induljon (21. abra). A 21. abra A és B része egyazon virtualis kisérleti
adatsor nemlinearis paraméterbecslés Utjan torténd illesztését mutatja. A sziirke folytonos
vonallal szimbolizalt modellgorbe adatpontjait az 5.14. egyenlet alapjan szamithatjuk
tetsz6leges kezdeti paraméterkészlet (a 21. abra A részén: AAmax = 0,450 nm €s Kobs = 0,130
s'1) megadasaval. Miutan minden kisérleti adat (A/mer) mellé egy kalkulalt érték (Aszamiton)
rendelhetd, akkor a valds- és a modell adatok kozotti eltérés szamszer(isithetd, és az eltérés

mértéke a kiilonbség négyzetre emelésével pozitivva tehetd.

N - 0,010 B %61 - 0,010
R?*=0,9761 T R?=10,9757 )
2 = - g 2 — L )

045 1 x° =0,0458 s 04s | 2 =0.0199 0,008
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21. abra: A szenzorgram pszeudo-elsérendil integralt sebességi egyenlettel torténd,
nemlinedris paraméterbecslés alapt illesztésének szemléltetése A: tetszdlegesen valasztott
kiindulasi paraméterkészlet esetén B: a nemlinearis becslés altal meghatarozott

paraméterkészlettel

A 21. abra grafikonjain az eltérés négyzetek értéke a masodlagos y-tengelyen kertilt
feltiintetésre. Az eltérés négyzetdsszeg, amelyet a 21. abra A és B részén egyarant a sziirke
pontozott vonal alatti teriilet nagysadga hataroz meg, egy olyan egyetlen szamértékkel
jellemezhetd célérték, amely minimalizalasaval lehetdség adodik a legjobb modellillesztés
paraméterkészletének (4Amax és Kobs) meghatarozasara. Az eltérés négyzetdsszeg tetszéleges
kiindulasi paraméterkészlet varialasa melletti minimalizalasa megoldhato a Microsoft Excel
egy tablazatkezel6 program Solver [81] nevii bévitményének hasznalataval, amely a 21.
abra B részén szerepl0 illesztést eredményezi. A 21. abra B részén szemmel lathato, hogy

a paraméterbecslési eljarast kovetden javul az illesztés és ezzel egylitt csokken a sziirke
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pontozott vonal alatti teriilet nagysaga. A modellillesztés josaganak mindsitésére altalanosan
hasznalt determinécids egyiitthatd (R?) és a nemlinedris paraméterbecslésben gyakrabban
alkalmazott khi négyzet proba® (y?) eredménye is azt jelzi, hogy modell az uj
paraméterkészlettel (a 21. abra B részén: Almax = 0,418 nm és kobs = 0,127 s) helyesebben
irja le a kisérleti adatokat. A szenzorgramok kinetikai modellel torténd illesztése soran
természetesen alkalmazhatd olyan id6tengely is, amelyen a t = 0 iddpillanat a vizsgalt
ligandum jellegli vegyiilet aramlo6 mintaadagold rendszerbe torténd bejuttatasa, igy a
szenzorfeliilet elérése azonos iddintervallum eltelte utan kdvetkezik be minden alkalmazott
ligandum koncentracié esetén. Ebben az esetben csak a modellgorbék x-tengelyét kell
megfeleléen eltolni, ahogyan a 22. dbra A részén lathatd. Amennyiben a nem-linedris
paraméterbecslés utan rendelkezésre allnak a Kops értékek, ezeket a ligandum

crer

egyenlet alapjan végzett linearis regresszidja altal a valos sebességi allandok értéke

szamithato.
A J
%50 tentnene) B 0,025 -
30 uM .
0451 0244 e pos
= i I Sh
o4 " U L
a 0,30 20 yM £00234 ... Y
< . — N el .
0,15 - 10 M 0,022 -
]
5uM
0,00 . . . 0,021 . . . . . '
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22. abra: BSA ¢és IBU kozotti kolcsonhatas egyidelisitett szenzorgramjai (sziirke) a
szenzorgramok 5.13. egyenlet alapjan generalt (fekete) modellgorbéivel (A) és a

latszolagos sebességi allandok koncentraciofiiggése (B)

A 22. abra B részén feltiintetett egyenes illesztése utan az egyenes meredeksége ka = 56,4 +
4,4 dm® mol? st és tengelymetszete kg = 0,022 + 0,019 s sebességi allandé értékeket
szolgaltat. A valds sebességi allandok ismeretében azok hanyadosabol az adott mérési
hémérsékletre vonatkozo egyensulyi allando értéke is szamithatd, amely a fehérje alapt
gyogyszerhordozo és hatéanyaga kozotti kotés jellegli kolesonhatés tekintetében Ka = 2,51
x 10% £ 2,00 x 10?2 dm® mol? értéknek felel meg. A szilard/folyadék hatérfeliileten

3 A khi négyzet proba két minGségi valtozé kozotti kapesolat elemzésére alkalmazhato statisztikai proba. A
Z (Almért_AAsza’mitott)z

szenzorgramok modellillesztésének mindsitése soran a y? = v Osszefiiggés alapjan
szamitott

keriilt meghatarozasra a szamértéke.
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Kivitelezett SPR-alapti és a kinetikai megkdzelitést alkalmazo kiértékelés eredménye
meglepden jO, Osszehasonlitva az oldatfazisi és egyenstlyi ITC vizsgélat analog
eredményével (Ka = 2,47 x 10° £ 5,33 x 10! dm® mol ™).

Mindezek tiikrében megallapithatdo, hogy a szenzorgramok pszeudo-elsérendi
kinetikai modellel torténd illesztését lehetdvé tévo tablazatkezeld alapu eljarast kidolgozasa
utan sikeresen alkalmaztam a moddszert a szenzorfeliileten kialakuld kotési komplex
keletkezését és bomlasat jellemzd sebességi allandok meghatarozasara. Tovabba igazoltam,
hogy az SPR technika altali szilard/folyadék hatarfeliileten kivitelezett modellezés sikeresen
hozzéjéarulhat a fehérje-alapu gyogyszerhordozoé rendszer tervezéséhez a BSA és IBU kozotti

kotés jellegl kolesonhatas kvantitativ jellemzése altal.

5.3. Az AMPA receptort modellez6 (GluR1270-300) polipeptid é a KYNA

kolcsonhatasanak modellezése SPR szenzorfeliileten

5.3.1. Az AMPA receptor alegységet modellezé GIUR1270-300 polipeptid szintézise és

karakterizalasa

A KYNA ¢és receptora kozotti kolcsonhatas modellezését és jellemzését célz6 SPR
vizsgalatok soran az ismert szerkezetit AMPA receptor [59,60] 1-es alegység modelljeként
a korabban el6allitott és alkalmazott két polipeptid (GluR1201-230 és GIUR1231250 [58])
mellett egy Gjabb, GIUR1270-300 jel61ésti polipeptid keriilt eléallitasra. A receptor modellként
felhasznalt polipeptid kereskedelmi forgalomban nem érhet6 el, igy szilardfazisu szintézise
utjan, a megfeleléen megvalasztott és  Fmoc-csoporttal — védett aminosavak
Osszekapcsolasaval keriilt eldallitasra. A szilardfazisa szintéziseket €s a fagyasztva szaritott
termékek szemipreparativ forditott fazisi HPLC eljaras altali tisztitasat Dr. Szolomajer
Janos (SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet) végezte. A peptidek molaris tomegének
meghatarozasat célzo, Finnigan TSQ-7000 tipust harmas-kvadrupdl késziilékkel kivitelezett
tomegspektrometrids (MS) vizsgatokat Dr. Kele Zoltan (SZTE AOK Orvosi Vegytani
Intézet) végezte. A GluR1270-300 jelolésti, 270-es ciszteint6l a 300-as metioninig terjedd,
CKNSDARDHTRVDWKRPKYTSALTYDGVKVM  aminosav  sorrenddi  polipeptid
szamitott moléris tdomege M = 3640,12 g mol™, mig az MS technik4val meghatarozott érték
M = 3639,80 g mol™.

A fragmensek szintézise és karakterizdlasa mellett az arany feliiletre kotott
szekvenciak és a KYNA kozott kialakulo kotés analizisét molekuladinamikai (MD)

szimulaciok révén Dr. Bogar Ferenc (SZTE AOK Orvosi Vegytani Intézet) végezte. A
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tobblépéses szimulacio sorozatban elséként a polipeptid 3D-modellje késziilt el az AMPA
receptor N-terminalis doménjének rontgenszerkezetén [82] alapulé modell alkalmazésaval,
amely a Schrodinger® szoftvercsomag Prime moduljaval generalodott. A masodik 1épésben
a polipeptid arany és viz alkotta hatarfeliilethez rogzitett modellje késziilt el a Gromacs
molekularis dinamikai szoftver [83] és a GolP feliileti modell [84] segitségével. Utobbi
eljaras a feliileti polarizacios hatast figyelembe vevé molekula mechanikai leirast ad az Au
(111) feliilet és a vizben szolvatalt polipeptid kolcsonhatasardl. A szimulaciok soran

alkalmazott modellek szerkezetét és a GIluR1270-300 jeldlésti polipeptid feltételezett

crer

GluR 1379300

1,8 nm

23. abra: Az AMPA receptor N-terminalis doménjének homologia modellje (A), a
receptor alegységet mintazo polipetidek modelljei (B) és a GIuUR1270-300 feltételezett

szenzorfeliileti orientacidja (C)

A 23. abra C részén feltiintetett elrendezédésben egyetlen GIUR1270-300 polipeptid modellje
~ 2,9 nm? nagysagu feliiletet foglal el a szenzor feliiletén, mig a modellek alkotta adszorpcids
réteg ~ 3,9 nm vastagsagi. A szimulaciok soran megallapitott kotési poziciok tilnyomo
tobbségében a KYNA sohidat képezve a polipeptid pozitiv toltésti arginin (Arg) vagy lizin
(Lys) oldallanchoz ko6tédott. A kotési szabad szabadentalpia (AG) becsiilt értéke a GIUR1201-
230, GIUR1 231250 és GIuR1 270-300 polipetidek esetében rendre -29, -25 és -31 kJ mol !
érteknek adodott. PhD munkam sordn a fentiekben vazolt MD szimuldciok eredményét
meger6sitendd, SPR-alapt vizsgalatok altal jellemeztem a GluR1270-300 polipeptid és KYNA
kolcsonhatasat, amelyek kivitelezését, kiértékelését és eredményeit a kovetkezo fejezetben

foglalom 6ssze.

% Prime, v3.8, Schrédinger, LLC New York, NY, 2014,
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5.3.2. Az SPR szenzor feliiletének funkcionalizalasa GIuR 1270-300 polipeptiddel

Az SPR szenzor feliiletének funkcionalizaldsa sordn a 2.3.2. fejezetben leirtakkal
azonos modon, fizioldgias koriilményeket kozelitd, neutralis (pH = 7,4 (PBS)) kémbhatasq, ¢
szilard/folyadék hatarfeliileti modelljét. A feleslegben jelenlévo polipeptid szenzorfeliiletrdl
valo pufferes lemosasat kovetd allandosult szenzorjel alapjan a receptor modell fragmens
irreverzibilis modon kotddott a szenzor feliiletéhez. Az irreverzibilisen kotott polipeptid
réteg a szenzor arany feliilete és a polipeptid 270- helyzetli ciszteinjének kéntartalmt
funkciods csoportja kozott kialakuld kovalensen kotés révén alakul ki [56]. A szenzorfeliilet
GIuR1270-300 polipeptiddel torténd funkcionalizalasa soran rogzitett szenzorgram a 24. abra
A részén lathatd, amelynek belsé grafikonjan a reflektancia gorbék kezdeti (fekete folytonos
vonal) és funkconalizalast kovetd (sziirke folytonos vonal) allapota keriilt feltiintetésre. A
tiszta arany- és a funkcionalizalt szenzorfeliilet esetében regisztralt szenzorjel kiilonbsége:
A\ = 8,06 nm, ami az 5.1.1. fejezetben ismertetett kalibracié alapjan 213,6 + 2,1 ng cm™

adszorbealt tomegnek felel meg.

A lemosas B -
200 - e &
214,0 ng/em? [
) 150 A
g / 0.6 4o,
o0
= n
S 100 / z O \
E / )
ok ( injektilds
0 T T T T -
0 20 40 60 80 100

Idé6 (perc)

24. abra: Az SPR szenzorfeliilet GluR 1270-300 polipeptiddel torténd funkcionalizalasa
(crepTip = 30 uM; pH = 7,4; PBS; qv = 50 pL perc™) soran rogzitett szenzorgram (A) és a

funkcionalizalt szenzorfeliiletrdl késziilt reprezentativ AFM felvétel (B)

A receptor modellek altal kialakitott biomimetikus szenzorfeliiletek felépiilését
jellemzd szenzogramok alapjan meghatarozott adszorpcidos- és geometriai paraméterek
értékeit a MarvinSketch nevii szoftverrel szdmitott minimalis és maximalis vetiiletek
értekekeivel egyiitt a 3. tablazat foglalja Ossze. A 3. tablazat adatait szemlélve
megallapithatd, hogy kisérleti feliiletigények értéke a szamitott minimalis vetiilet adatok

értékét kozeliti, igy valoszinisithetd a 23. abra C részén feltlintetett orientacio helyessége.
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A vertikélis hatarfeliileti elrendezddés kisérleti iton torténd igazolasa érdekében az SPR
vizsgalatok  végeztével a berendezésbdl eltavolitott, GIuR1270.300 polipeptiddel
funkcionalizalt szenzor chipet atomi eré mikroszkopos (AFM) méréseknek vetettiik ala. Az

AFM vizsgalatokat és eredményeik kiértékelését Dr. Varga Viktoria (SZTE TTIK FKAT)

végezte.

3. tablazat: Az AMPA receptor alegységet modellez6 polipeptidek SPR vizsgalat altal

meghatarozott adszorpcios paraméterei €s szamitott geometriai jellemzoi

SPR eredmények MarvinSketch
' . s r a dm, min. dm, max.
POllp@ptldEk (ng Cm-z) (mOl m_z) (nmz) s(z;r;lrl]t;);t s(z;r;lrl]tg;t
GluR1201-230* 198,8+2,3  0,58+0,01 2,85+0,05 3,76 4,99
GluR1231.250* 204,5+2,4  0,60+0,01 2,77+0,05 3,25 7,04
GluR1270-300 213,6+42,1 0,59+0,01 2,84+0,04 3,28 5,92

* A GluR1201-230 és GIUR1231-259 polipeptidekre vonatkozé adatok korabban mar publikalt [58] eredmények
csupan az 0sszehasonlithatosag érdekében szerepelnek a tablazatban.

A 24, abra B részén lathato AFM felvételen a mesterséges szinskala igyekszik szemléletesen
abrazolni a nanométeres skalan strukturalt hatarfeliileti réteg vertikalis kiterjedésének
valtozasat és a feliilet morfologiajat. Az AFM mérések vonalprofil analizise igazolta, hogy
a kemiszorbealt polipeptid réteg maximalisan 3 nm-es fluktuaciokat mutat, ami egyrészt jol
kozeliti a MD szimulaciés rétegmodell 3,9 nm-es vastagsadgat, masrészt megerdsiti a

vertikalis orientacioval jellemezhetd adszorpcios modell helyességeét.

5.3.3. AKYNA szilard/folyadék hatarfeliileti adszorpciojanak vizsgalata GIUR1270-300
polipeptiddel funkcionalizalt szenzorfeliileten

A GluR1270.300 polipeptiddel modositott szenzorfeliilet kialakitasat kovetéen a
ataramoltatdsa révén vizsgaltam a potencialis hatdanyag receptor modellen torténd
megkotodését. A héttagh oldatsorozatban a KYNA koncentracioja rendre 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
3,0; 4,0 és 5,0 mM nagysagu volt a méréseket pedig 10 és 40 C° kozotti homérséklet
tartomanyban, négy kiilonb6z6 hdmérsékleten végeztem el. A koncentracio- és hémérséklet
fiiggd mérések soran rogzitett szenzorgramokat a 25. abra foglalja 6ssze. A szenzorgramok
amérési koriilményektdl fiiggetleniil minden esetben a KYNA reverzibilis kotddést jelezték.
Az asszociacids fazisok telitési szakaszai pedig a hdmérseklet ndvekedésével egyre kisebb

mérték szenzorfeliileti feldusulast jeleztek. A telitési szakaszokhoz rendelhet6 hullamhossz
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eltolodas értékek ismeretében az 5.1.1. fejezetben ismertetett kalibracié tjan minden
egyensulyi koncentracidohoz hozzarendelhettem a KYNA funkcionalizalt szenzorfeliileten

adszorbealt anyagmennyiségét (1), ezaltal elkészithettem a KYNA adszorpcids izotermai.

1.2 1 5.0 mM 12 4 5.0 mM
10°C o 20°C i

0.5 mM

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

t (perc) t (perc)
124 390c 5‘(‘) mM 124 400 s.(: mM
0,9
E
= 0,6
<
<
03
0,0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
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25. abra: A KYNA oldatfazisbol GluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR
szenzorfeliileten végbemend feldusuldsanak koncentracio- és hdmérséklet fliggd vizsgalata

soran rogzitett szenzorgramok (pH = 7,4; PBS; qv = 50 puL perc?)

A szenzorgramok altal szolgaltatott adatok adszorpcié alapu kiértékelése soran
els6ként a kisérleti tton meghatarozott izotermék adszorpcids modellel torténd illesztése
utjan kivantam meghatarozni azon fliggvényeket, amelyek lehetdveé teszik a tetszélegesen
véalasztott 8%° érték mellett az egyensulyi koncentracio és hdmérséklet alkotta adatparok
meghatarozasat. A kisérleti adatok illesztését Langmuir, Freundlich és BET izoterma
egyenletek alapjan [85], nemlinearis paraméterbecslés utjan végeztem el, majd ezek koziil a
legjobb illesztést eredményezd, 5.15. formaban megadhaté BET egyenlet segitségével

alkotott fliggvényt alkalmaztam a tovabbi szamitdsokhoz.

— CkyNaAKBT'm
T (Cxyna-Cs)1+(Kp—1)(Cxyna/Cs)} (5.15.)

Az 5.15. egyenlet paraméterkészletének (I'm, Kg €s Cs) nemlinearis paraméterbecslés ttjan
torténd meghatarozasat kovetden szabadon valasztott felbontdsu 6 skaldhoz rendelhetd

egyensulyi KYNA koncentracid érték minden vizsgalt homérséklet esetén. A 26. abra A

. . Iy .
% A vizsgalt rendszer esetében a feliileti boritottsag 6 = (KYNA) / - Osszefiiggéssel definialhato, ahol
m

)
Tmynay = 0,086 nmol cm [86].
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részén, a KYNA GIluR1270300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten
végbemend feldusulasat jellemzdé adszorpcids izotermak esetében a vizszintes fekete
pontozott vonal szemlélteti a & = 1,0 boritottsag értéket, amelyhez minden homérsékleten
egy adott adszorbealt anyagmennyiség (/m) érték és négy eltér6 KYNA koncentracid
rendelhetd. A négy hdmérséklet és koncentracid alkotta adatpar ismeretében szdmithaté az
adott boritottsaghoz rendelheté entalpiavaltozas (4H%q) amelyet az izoszter adszorpcids hét

definial6 5.16. egyenlet alapjan szamithatunk [85].

0 _ _ pfadnCkyna)
AHS, = —R{ s }9 (5.16.)

Az 5.16. egyenletben szerepl6 differencialhanyados értéke a 26. abra B részén bemutatott
modon linedris regresszid utjan szamithato, igy a teljes boritottsdg skalan meghatarozhato
AHq értéke. A 6 értékek mindegyike megfeleltetheté egy feliiletegységre vonatkoztatott
GIuR1270-300 polipeptid és KYNA kozotti anyagmennyiség aranynak (n®peptid : N°kyNa), amely

a szenzorfeliileten kialakuld AB kotési komplex sztochiomeridjaként is értelmezheto.
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26. abra: A KYNA GIluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten
végbemend feldisulasat jellemzd adszorpcios izotermak (A) €s az izoszer adszorpcios ho
(4HCq) meghatarozasat lehetévé tévé linearis regresszio reprezentativ bemutatasa négy

eltérd feliileti anyagmannyiség arany mellett

Mindezek ismeretében a feliileti boritottsag és a kdlcsonhatd partnerek sztdchiometriai
aranyanak fliggvényében egyarant vizsgalhatova valt az adszorpcios- illetve a receptor-
ligandum kozotti kotési folyamatot kisérd entalpia valtozéasa, amelyet a 27. abra gorbéi
szemléltetnek. A GluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliilet esetében a
AH%q = f (0) fiiggvény minimuma @ = 1,1 boritottsagnal 30 k] mol™ értéket vesz fel, amely
a feliiletegységre vonatkoztatott anyagmennyiség arany fliggvényen N°eptid : N°kyna = 0,88

aranynal jelenik meg. A 27. abra grafikonjain a GIluR1270300 és a KYNA kozotti
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kolcsonhatast jellemz6 fliggvények mellett, a korabban vizsgalt GIuR1201-230 €s GlUR1231-259
fragmensek [86] esetében meghatarozott AH%q = f (0) és AH%q = T (N°eptia : N°kyNA)
fliggvények is feltiintetésre keriiltek a konnyebb Osszevethetdség érdekében. A vizsgalt
alegység modellek ¢és a KYNA kolcsonhatasat jellemzO entalpia fliggvények
minimumhelyeihez rendelhetd entalpia-, boritottsag- és a feliiletegységre vonatkoztatott

anyagmennyiség arany értékeit a 4. tablazat foglalja 6ssze.

A 3 B )
5 (1) -5 4 (0
2) 2)
T 15 | 5 & 54
2 : . ]
g ; GluR1 201-230 (1) g GHR1 201-230.(1)
3 i Gkl 33"359‘3) 3_, 25 | —GluR1 231-259 (2)
= ¢ —GluR1 270-300 (3) K Ml sl
= i 5
< a5/ § 3874
-45 r T > r -45 T T - T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
0 N°gyNa ¢ DpEprip

27. abra: A KYNA GluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileti
adszorpciojat kiséré AH%q valtozasa a feliileti boritottsag (A) és a felilletegységre

vonatkoztatott GluR 1270300 és KYNA kozotti anyagmennyiség arany (B) fiiggvényében

A 4. tablazat altal 6sszefoglalt paraméterek értékeit tekintve megallapithato, hogy az AMPA
receptor alegység modellek és a KYNA kolcsonhatasat jellemz6 entalpia fiiggvények a
vizsgalt alegység modellek mindegyike esetében azonos, atlagosan 6 = 0,91 boritottsag
érteknél jelenik meg az extrémum, ami egyben azt is jelzi, hogy energetikailag a 1:1

sztochiometriaval bird ko6tési komplex kialakulasa a kedvezményezett.

4, tablazat: Az AMPA receptor alegység modellek ¢s KYNA kolcsonhatast jellemzé
entalpia fliggvények minimumhelyeihez rendelhetd entalpia-, boritottsag- és

feliiletegységre vonatkoztatott anyagmennyiség arany értékei

Polipeptidek AHq (kJ mol™) 0 NSpeptid © N°KYNA
GluR1201-230* -39,2 0,92 1,28
GluR1231-250* -38,0 0,93 1,43
GIluR1270-300 -29,7 0,88 1,11

* A GluR1201-230 és GIuR1231-250 polipeptidekre vonatkozé adatok korabban mar publikalt [87] eredmények
csupan az 0sszehasonlithatosag érdekében szerepelnek a tablazatban

Az AMPA receptor alegységet modellez6 GluR1270300 polipeptid ¢s KYNA
kolcsonhatasanak szildrd/folyadék hatarfelilleten, SPR technika altal kivitelezett

modellezése soran a szenzorgramok kvazi egyensulyt (allandosult allapotot) feltételezo
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kiértékelése révén megszerkesztettem a KYNA szenzorfeliileten végbemend feldusulasat
jellemzd adszorpcids izotermakat. A kisérleti izotermék BET adszorpcids modellel torténd
illesztését kovetéen meghataroztam az adszorpcios- és ezzel egyiitt a receptor-ligandum
kozotti kotési folyamatot kisérd izoszter entalpiavaltozas fiiggvényt. Az allapotfiiggvény
minimum helye alapjan megallapitottam, hogy a GIuR1270-300 polipeptid és KYNA kotési
komplexének spontan végbemend exoterm kialakulasa soran az 1:1 sztochiometriaval

jellemezhet6 hatarfeliileti asszociatum kialakulasa kedvezményezett.

5.3.4. A KYNA szenzorfeliileten immobilizalt GIUR1270-300 polipeptiden végbemend

reverzibilis kotédésének kinetikai vizsgalata

Az AMPA receptor alegységet modellezé GluR1270-300 polipeptid és KYNA kozotti
kolesonhatas koncentracio- és homérsékletfliggd SPR szenzorikai vizsgalata soran rogzitett
szenzorgramok az 5.2.2. fejezetben bemutatott és a szenzorfeliileten kialakuld kotési
feldolgozhatok. A 25. dbra altal Osszefoglalt koncentracio- és homérsékletfiiggd
szenzorgramok pszeudo-elsérendii kinetikai kozelités (5.13. egyenlet) alkalmazasa alapjan

torténd modellezése soran kapott eredményeket a 28. abra szemlélteti.

0 500 1000 1500

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
t(s) t(s)

28. abra: A KYNA oldatfazisbol GluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR
szenzorfeliileten végbemend feldusuldsanak vizsgalata soran rogzitett szenzorgramok ¢€s

pszeudo-elsérendl sebességi egyenlettel (5.14.) illesztett modellgorbéik
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Az 5.13. egyenlet mellett a szenzorgramok lemosasi szakaszaiban rogzitett adatok
modellezésére felhasznalhaté a szenzorfeliileten kialakuld AB kotési komplex bomlasat

leir6 elsOrendli sebességi egyenlet, amelyet az 5.17. kifejezés hatdroz meg.
[AB] = [Bloe Forst (5.17.)

Az 5.17. egyenletben szerepld Kott bomlasi sebességi allando indexelése a pszeudo-elsérendii
sebességi egyenlet (5.14.) alapjan definialt Kons koncentracio-fliggésébdl szamitott Kg
disszocidcidés sebességi allandotol hivatott megkiilonboztetni a tisztdn nemlineéris
paraméterbecslés utjan meghatarozhatdé valds sebességi allandot. Az 5.11. és 5.12.
Osszefiiggések alapjan a bomlasi sebességi allandot tartalmazo 5.17. egyenlet az alabbi 5.18.

formaban adhaté meg.
AN = Adppgre Forrt (5.18.)

Az 5.18. integralt sebességi egyenletet 5.2.2. fejezetben bemutatott modszer alapjan
alkalmazva a szenzorgramok lemosasi szakaszainak illesztésére a 28. abra altal szemléltetett
modellgdrbékhez jutunk, amelyek a szenzorfeliileten kialakulé AB koétési komplex
keletkezését és bomldsat egyarant jol leirjak.

A nemlinearis paraméterbecslést kovetéen minden alkalmazott KYNA koncentracio
és mérési homérséklet esetében rendelkezésemre alltak a kobs értékek, ezeket a KYNA
amelynek az 5.6. egyenlet alapjan végzett linearis regresszidja altal a valos sebességi

allandok értékét hatarozhattam meg.

—— ®313K
0,031 1 it

e . ¥=1,1784x+0,0267

N T el R = 0,9966

_ 0,027 {.® et A303K
i P Lo oot w7 ¥ 121005+ 00234

> P il R R? = 0,9890

S 0,023 L 2

=S " g . 293K
) "y & ¥ = 1.3603x+ 0,0211

0,019 - Re=09767

e

- 283 K
] ¥ =1,7782x+ 0,0162

0,015 T T T T T R*=0,9882

0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
[KYNA] /M

29. abra: A KYNA és GluR1270-300 polipeptid alkotta kotési komplex kialakulasat és
disszociaciojat jellemzo valds sebességi allandok meghatarozasa a Kobs

koncetraciofiiggésének (5.6. egyenlet) linearis regresszioja altal
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A 29. abra altal szemléltetett linedris regresszidos modszer lehetdséget ad az illesztett

egyenes meredeksége alapjan meghatarozott ka és a tengelymetszet alapjan szarmaztatott Kq

------

.....

elfogadhat6 nagysagu legyen. Az daltalam alkamzott szenzorikai vizsgalatok esetében
jellemzden tiznél kevesebb adatpar alapjan kell elvégezni illesztést igy az illesztett adatok
bizonytalansaga konnyedén erdményezhet a meghatarozott Kq értékénével Gsszemérhetd
vagy akar azt meghaladd nagysagu szorasértéket [88-90]. Ezért elényds, ha az Osszes
vizsgalt analit koncentracidhoz rendelhetd szenzorram egyiittes illesztését végezziik el a J.
O'Shannessy ¢s munkatarsai altal javasolt [91] és az 5.11. valamint 5.12. osszefiiggések

révén az 5.19. formaban megadhat6 integralt sebességi egyenletnek megfelelden.

DA = Mgy 2= {1 — e~ CalAl ko)) (5.19.)

Max kolAl+kq

Az 5.19. egyenlet alapjan végzett menlinearis parméterbecslés révén minden vizsgalt
hémérsékleten kozvetleniil adodik lehetdség a Ka, ka és AAmax paraméterkészlet
meghatarozasara tovabbi regreszios eljards alkalmazasa nélkiil. A szenzorgramok egylittes
kiértékelését lehetdve tévd 5.19. sebességi egyenlet alapjan készitett modellgorbék azonban
kevésbé helyesen irjak le a kisérleti adatokat, ahogyan azt a 30. abra szenzorgramjainak és

modellgorbéinek viszonya szemlélteti.

124 10°C

0 500 1000 1500

0 500 1000 1500

30. abra: A KYNA GluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten
végbemend feldusulasanak vizsgélata soran rogzitett szenzorgramok egyiittes ért€kelését

lehetd tevd sebességi egyenlet (5.19.) alapjan illesztett modellgorbéi

67



Juhdsz Addm — Doktori (Ph.D.) értekezés 2019

A modellillesztés josaganak mindsitésére altalanosan hasznalt R? értékek helyett a GluR127o-
kinetikai gorbék illesztése soran is a khi négyzet proba (x?) altal szolgaltatott adatokkal
jellemeztem az illesztések josagat. A modellillesztések paramétercként meghatarozott Ka és
mérési hdmérsékletre vonatkozo sorai foglaljak 6ssze a diszkrét- és az egyiittes illesztés
(tjan szarmaztatott esetekben. Az 5. tablazat vonatkozo oszlopaiban szerepld y? értékek
Osszevetése szamszerisitett adatokkal erdsiti meg azt a korabbi megfigyelést, hogy az
egylittes kiértékelését lehetové tévo 5.19. sebességi egyenlet alapjan készitett modellgdrbék
esetén sokkal rosszabb az illesztések mindsége, mint a diszkrét illesztések esetében.
Mindemellett a tobb hdmérsékleten megismételt méréssorozat elénye abban rejlik, hogy az
5. tablazat altal Osszefoglalt sebességi allandok hanyadosaként rendelkezésre allo
egyensulyi allando (Ka = kalkq) szolgaltatjia a szabadentalpia valtozas értékét és
hémérsékletfiiggése révén lehetdséget biztosit a kdtési komplex kialakulasat kisérd entalpia-

¢és entropia-valtozas meghatarozasara.

5. tablazat: A GluR1270-300 polipeptid és KYNA alkotta kotés komplex kialakulasat és
disszociaciojat jellemz0 szenzorgramok diszkrét- és egylittes illesztése Gitjan meghatarozott

sebességi allandok

Diszkrét illesztés (5.14.) Egyiittes illesztés (5.19.)
T Ka Kd Y Ka Kq Y
(K) (M*s? &) (MZs? (6]
283,15 1,778+ 0,230 0,0162+0,0007 0,932 | 5,591+£0,625 0,0082+0,0009 2,479

293,15 1,360+0,248 0,0211+0,0007 0,322 | 4,587+0,598 0,0102+0,0013 2,846
303,15 1,210+0,151 0,0234+0,0004 0,241 | 4,116+0,518 0,0134+0,0017 1,745
313,15 1,178 +0,082 0,0267+0,0002 0,594 | 3,845+0,575 0,0148+0,0022 2,770

Megallapithato tehat, hogy a KYNA GIluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR
szenzorfeliileten végbemend reverzibilis megkotddsének vizsgalata soran a szenzorgramok
pszeudo-elsérendii kinetikai modellel torténd illesztését lehetévé tévo tablazatkezeld alapu
eljaras révén sikeresen hataroztam meg a szenzorfeliileten kialakuld kotési komplex

keletkezését és bomlasat jellemzd valds sebességi allandok értékét.
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5.3.5. A KYNA szenzorfeliileten immobilizalt GIUR1270-300 polipeptiden végbemend

reverzibilis kotodesének van’ t Hoff analizise

A hémérséklet szabalyozott SPR platform alkalmazasa révén a KYNA GIluR1270-300
polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten végbemend reverzibilis megkotddését
jellemz6 szenzorgramok négy homérsékleten keriiltek rogzitésre. A Kinetikai modell
illesztése révén a latszolagos majd a valos sebességi allandok szadmitasat kovetden a
kolcsonhatas egyensulyi allandodja is meghatarozhatova valt minden egyes hémérsékleten.
A Ka értékének ismeretében a reverzibilis kotési folyamathoz rendelhetd szabadentalpia

(4G) valtozas az 5.18. sszefiiggés szerint kalkulalhato.
AG = —RTInK, (5.18.)

A AG és a Ka természetes alapi logaritmusa kozotti 0sszefliggésben R az egyetemes
gazallandot (8,314 J mol? K1), mig T az abszolit hdmérsékletet jeloli. A Ka (vagy a AG)
hémérsékletfiiggését leird és 5.19. forméju van’t Hoff Osszefliggés segitségével a kotési

folyamat sztenderd entalpia- (41H°) és entropia (4S9) valtozasa hatarozhaté meg.

—-AH® | AS°
-+ (5.19.)

anA =

Az 5.19. egyenlet értelmében a Ka természetes alapu logaritmusét abrazolva a hdmérséklet
reciprokanak fiiggvényében és a kapott adatsorra egyenest illesztve annak meredeksége
egyenld lesz a AH? és az R hanyadosanak ellentettjével (—4HR), mig tengelymetszete a A4S’
¢s az R hanyadosaként adodik (4SYR). Ennek megfelelden a KYNA ¢és a GluR1270-300
polipeptid SPR szenzorikai vizsgalata soran nyert adatok kiértékelésének kovetkezd
Iépésében az InKa értékek homérséklet fliggése alapjan szamitottam az emlitett
allapotfiiggvények valtozasanak értékét a van ’t Hoff analizis alapjan. A 31. abra A és B
része mutatja be a GIuR1270-300 polipeptid és KYNA alkotta kotés komplex képzédésének
vizsgélat soran a szenzorgramok diszkrét- és egyiittes illesztése utjan meghatarozott Ka
értékek természetes alapu logaritmusat a reciprok homérseklet fiiggvényeében. A Ka értékét
pedig ezen allandok szordsa ismeretében az elemi hibatranszformaciok alkalmazédsival
szamitottam. A 31. dbra A és B részén egyarant szaggatott sziirke egyenes jelzi a lineéris
van 't Hoff analizis illesztett egyenesét, amelyrdl szemrevételezés Gtjan is belathato, hogy
rendkiviil rosszul irja le a kisérleti adatok homérsékletfiiggését.

A van ’t Hoff egyenlet linearitdsa természetesen csak megfelelden kis hdmérséklet

tartomanyt vizsgalva tételezheto fel, am az dnrendez6dd asszociacios kolloidok [92,93] és a
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biologiai rendszerek [94] esetén ez a tartomany lényegesen sziikebb lehet, mit a legtobb
szerves vagy szervetlen vegylilet képzddése esetében. A linearis fiiggvénykapcsolat
alapvetden abbol a megkdzelitésbol ered, hogy megfelelden sziik hdmérséklet tartomanyban

az entalpia és entropia hdmérsékletfiiggése elhanyagolhatdan kicsi.

A R>=0,9353 B g1l Rr2-09793 r
481 R2=0,9945 7 R2=0,9959 I
L >y %
T 6,4 el
4,5 4 -
= 6,1 1
= : < z
=42 )% = |
E /I 59 T2
I .- ] i
[ P3d e
= T se{ 4 |
—ft l
3.6 53 T T T T T
3,1 3,2 33 34 3,5 3,6 3.1 3,2 33 3.4 3.5 3.6
1/T (103%K1) 1/T (103%K™1)

31. abra: A GluR1270-300 polipeptid és KYNA kozotti kolesonhatast jellemz6
szenzorgramok diszkrét-(A) és egyiittes (B) kinetikai modellezése soran meghatarozott Ka

értékek van ’t Hoff reprezentacioja

A biologiai rendszerek és ezzel egyiitt az ezeket modellez6 biomimetikumok esetében
azonban sziik hoémérséklet tartomanyban sem hanyagolhatd el az entalpia- ¢és
entropiavaltozas homérsékletfliggése, amelyeket az allandd nyomasra vonatkozod
hékapacitas altal az alabbi 5.20. és 5.21. 6sszefliggések szerint tudunk figyelembe venni
[95].

AH(T) = AH°(T®) + AC,(T — T°) (5.20.)
AS(T) = AS°(T®) + AC,In(T/T®) (5.21)

A fenti 5.20. és 5.21. egyenletek vilagosan szemléltetik, hogy az entalpia vagy az entropia
homérsekletfiiggése csak akkor hanyagolhatdo el, ha az allando nyomasra vonatkozo
hoékapacitds értéke nulla vagy nulldnak tekinthetd. Ellenkezd esetben van ’t Hoff
abrazolasban a fliggvénykapcsolat eltér a linearistol, ahogyan azt a 31. abra is jol
szemlélteti, igy a kotés termodinamikai paramétereit nemlineéris regresszid modszerével, az
f=A4H(T) és f = AS(T) fiiggvényeket figyelemben vevo van ’t Hoff egyenlet alabbi 5.22.

formajanak alkalmazasaval hatarozhatjuk meg [96].

AL O(T0 0(70 _
Ink,, = 2000 | 8500 | 26 (11 gy I (5.22)

RT R R T

A 31. abra A és B részén a fekete szaggatott vonalak jelolik az 5.22. egyenlet alapjan

nemlinedris paraméterbecslési eljarassal illesztett modellgorbéket, amelyek a linearizalt
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formanal sokkal pontosabban tiikrozik a Ka hémérsékletfiiggését. Mivel minden Ka esetében

.....

rrrrrr

szenzorgramok kinetikai modellezése altal szarmaztatott Ka értékek nemlinearis van "t Hoff
analizise altal meghatarozott AH®, AS° és ACp értékeit a 6. tablazat foglalja Ossze. A
sulyozott adatkészlet azonban csupan a kisérleti adatok bizonytalansagat képes figyelembe
venni, a paraméterbecslésbol szarmazo illesztési paraméterek (esetiinkben AH?, AS° és ACp)

szorasanak meghatarozasadhoz tovabbi szdmitasokra van sziikség.

6. tablazat: A GIluR1270300 polipeptid és KYNA alkotta kotés komplex kialakulasat és
disszociaciojat jellemz6 szenzorgramok diszkrét- és egyiittes illesztése utjan meghatarozott

termodinamikai paraméterek

Diszkrét illesztés (5.14.)

T Ka AGP AH® AS° ACy
(K) (M7 (kJ mol) (kJ molt) (kJ moltK1) (kJ mol*K™)
28315 1109  —11,06+0,19
29315  65+7 —10,16 + 0,25
30815 5247 9054032 —2791+527  —0,06+ 0,02 —1,28 + 0,54
313,15  44+3 ~9,86 + 0,18
Egyiittes illesztés (5.19.)
T Ka AG? AH® AS° AGCp
(K) (M%) (kJ mol) (kJ molt) (kJ moltK1) (kJ mol*K™)
283,15 679+107 —1535+ 037
293,15 452483  —14.90+ 045

303.15 307 <55 1443+ 045 —27,36 £4,97 —0,04 + 0,02 —0,69 £ 0,51

313,15 259450 —14,47 + 0,55

A nemlinedris paraméterbecslés meghatarozott termodinamikai adatoknak 4H? A4S°
¢és a ACp értéke mellett azok a bizonytalansaga is kulcsfontossagu paraméter az eredmények
kisérleti adatok modellezésének eredményességét, vagyis az alkalmazott kisérleti adatok €s
kiértékelési eljaras helyességét is mindsiti. Az AH°, AS° és a ACp paraméterek Sztenderd
alapul6 ,,jackknife” eljarast alkalmaztam [98]. A statisztikai modszer a paraméterbecsléshez

felhasznalt adathalmaznak a rendelkezésre all6 adatpontok halmazabol torténd

.....

nemlinearis paraméterbecslés soran a: Y, wy, (Vmere — Vszamitorr)* stlyozott eltérés négyzetdsszeg keriil
minimalizalasra a paraméterkészlet varialasa mellett.
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szisztematikus vagy véletlenszeriien varialasa altali felt6ltésén alapul. A modszer egyik
szamomra fontos elénye, hogy a sziikséges képletek viszonylag konnyen kodolhatok az
altalam alkalmazott Excel nevii tablazatkezeld VBA (Visual Basic Applications®®)
programozasi nyelvével.

Az altalam meghatarozott termodinamikai adatok (4H°, AS° és a ACp) sztenderd
kisérleti adatparok (négy kiilonbozé InKa vs. 1/T adatpar) nemlinearis paraméterbecslés
alapt illesztését végzi el az 5.22. egyenlet alapjan az adathalmaz varialasa mellett. Az els6
illesztés soran az Gsszes ismert adatpar felhasznalasra keriil, majd az ezt kdvetd illesztések
soran rendre elhagyasra keriil az adathalmaz els6, masodik, harmadik stb. adatparja. Az
eljaras végeredményeként az adatparok szdmaval egyenld szamu paraméterkészlet all
rendelkezésre, amelyek alapjan egyszeriien szdmithaté az egyes paraméterek szorasa.

A 6. tablazat altal Gsszefoglalt allapotfiiggvények eldjelét és abszolut értékét
elemezve tovabbi értékes informaciokhoz juthatunk a KYNA GluR1270-300 polipeptiddel
funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten végbemend reverzibilis megkotddésének modjat
illetéen. A kismolekulas hatéanyagok makromolekula alkotta receptorukhoz vald
kapcsolodasat olyan masodlagos kotési modok hatarozzak meg, mint a hidrogénhid-kotések,
az elektrosztatikus kolcsonhatasok, vagy a Van der Waals (mas néven diszperzios) erék. A
fentiekben vazolt eljarassal meghatarozott allapotfiiggvények eldjele és nagysaga valamint
egymashoz viszonyitott ardnya elsddleges informaciot szolgaltat a kapcsolodas modjardl és
feltételezett mechanizmusardl [99]. A negativ AH? és AS° valtozas a kotés soran kialakulod
van der Waals kdlcsonhatast €s hidrogén-hidat jelez, mig a két paraméter pozitiv eldjele a
kotésben hidrofob kolesonhatas jelenlétére utal [100]. Ezeken kiviil meghataroz6 szerepe
van a 4Cp eldjelének is, pozitiv érték esetén elektrosztatikus kdlcsonhatasok, mig negativ
érték esetén hidrofob hatasok dominalnak a kotés kialakulasa soran [101].

A felsorolt masodlagos kotéstipusokon mellett figyelmet érdemel a magneses
rezonancia spektroszkopiai vizsgalatok altal bizonyitottan [102] az aminosavak oldallancai
kozotti kialakuld sohid tipust kotés, amely fontos szerepet jatszik a fehérjék harmadlagos
szerkezetének kialakulasaban [103]. A sohidak egyrészt hidrogénhid-kotésti formanak
felelnek meg, de kotést kialakitd partnerek formalisan ionos allapotiak. Amikor egy
peptidlanc bazikus oldallanci aminosavai semleges (neutralis) formaban vannak jelen a

hidrogénhid-kotés kialakulasa a kedvezményezett, de a kémiai kornyezet valtozasa altal

38 https://docs.microsoft.com/en-us/office/vba/api/overview/excel
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alternativ kolcsonhatasként a komplex, tigynevezett ,,sohidas” elrendezés is kialakulhat,
amelyet 20 — 25 kJ mol™ k&tési entalpia jellemez [104,105].

A KYNA GIluR1270-300 polipeptid funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten végbemend
megkotddéséhez rendelhetd AG® negativ eldjele bizonyitja, hogy a szenzor feliiletén a
polipeptid fragmens és a KYNA alkotta kotési komplex képzédése spontan folyamat. Az
AH® eldjele értelmében a kotési reakcid exoterm folyamat, ahogyan azt kordbban az
adszorpcid megkozelitést kiértékelési eljaras (5.3.3. fejezet) eredményeként kapott negativ
izoszter adszorpcios ho jelezte. A folyamat soran tapasztalt negativ A4S° értelmében a
rendszer rendezetlenségének mértéke csokken mikdzben a KYNA molekuldk elfoglaljak a
szenzor feliiletéhez rogzitett polipeptid kotdhelyeit, mindekdzben az entrdpia tag abszolut
értéke alatta marad az entalpia tag abszolut értékének, igy a folyamat hajtdereje
egyértelmiien az entalpia valtozasa. Az egylittesen negativ AH® és AS° értékek hidrogén-hid
¢és elektrosztatikus kolcsonhatasok 1étezésére engednek kovetkeztetni, amelyek a kozel
neutralis (pH = 7,4) PBS kozegben a KYNA deprotonalt karboxilcsoportja és a 285-0s
helyzetii arginin guanidinocsoportja kozott kialakuld sohid altal értelmezhetd. Utdbbi
funkcios csoportot viszonylag erds bazis 1évén (pKa2 = 9,00) széles pH tartomanyban pozitiv
toltés jellemzi, igy a semleges kémhatasu kézegben protonalt formaban van jelen. A séhid
tipusu masodlagos kotés jelenlétét az 5.3.1. fejezetben bemutatott MD szimulaciok is
igazoljak, mely alapjan az elektrosztatikus kdlcsonhatason feliill a KYNA megkotddéséhez
benzolgytiriije és a polipeptid apolaros szakasza (,,apolar pocket”) ko6zotti hidrofob
kolcsonhatas is hozzajarul. Ennek a hidrofob kdlcsonhatasnak a jelenlétére utal a negativ

eldjelii €s jelends abszolut értékli ACp tag megjelenése.
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5.4. AMPA receptort modellezé (GluR1231-250) polipeptid és KYNA kolcsonhatasanak

modellezése SPR szenzorfeliileten

5.4.1. A szenzorfeliilet kialakitdisa, valamint a KYNA és GIUR1231-259 polipeptid alkotta

kotési komplex keletkezését jellemzo sebességi allandok meghatdrozadsa

Az AMPA receptor alegység é¢s KYNA kozotti kolcsonhatds SPR spektroszkdpia
alapi modellezésének kovetkezd kisérletsorozataban a GIuR1231-259 jelolésii és korabban
mar karakterizalt polipeptiddel funkcionalizalt szenzorfeliileten vizsgaltam a hatdanyag
megkotddésének kinetikdjat és a kotés termodinamikai sajatsagait. A szenzorfeliilet
funkcionalizalasat az 5.3.2. fejezetben bemutatott mdédon végeztem el, majd a KYNA
koncentracio- €s homérsékletfliiggd megkotodésének vizsgalata soran az 5.3.3. fejezetben
foglaltakkal analég médon jartam el. A funkcionalizalast kévetden 166,8 = 4,9 ng cm™
adszorbealt tomeg jellemezte a GIUR1231-250 polipeptiddel boritott szenzorfeliiletet, amely
lényegesen kisebb® a korabbi vizsgilat soran kapott 204,5 + 2,4 ng cm™ értéknél. Ezen
meéréssorozatban viszont a korabbinal részletesebb modon, hat eltéré hémérsékleten sikeriilt
rogziteni a koncentraciofiiggd szenzorgram sorozatokat. A 32. abra A része szemlélteti
reprezentativ modon a 25 °C hdmérsékleten rogzitett szenzorgramokat, amegyeknek sziirke
mezoével kiemelt asszocidcios szakaszait a 32. abra B részén lathatdé modellgorbékkel

illesztve hataroztam meg a kotési folyamatot jellemzo Kops értékeket.

A B

AA (nm)

0 5 10 15 20 0,0 1,0 20 30 4,0 50
t (perc) t (perc)

32. abra: A KYNA GluR1231-250 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten, 25 °C
homérsékleten végbemend feldusulasat jellemz6 szenzorgramok (A) és pszeudo-elsérendit

sebességi egyenlettel (5.14.) illesztett modellgorbéik (B)

A nemlinearis paraméterbecslés utan minden alkalmazott KYNA koncentracio és mérési

homérséklet esetében rendelkezésre allo Kobs értékeket az 5.3.4 fejezetben bemutatottokkal

% A megismételt funkcionalizalas soran, minthogy korlatozott mennyiség allt rendelkezésre a megtisztitott
polipeptidbdl, nem sikeriilt a korabbival azonos mértékben teliteni a szenzorfeliiletet, am ez a kiértékelési
eljaras altal szolgaltatott eredményekre nem gyakorolt érdemleges hatast.
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analég modon hasznaltam fel ka €s Kg sebességi allandok meghatarozasara. A valos sebességi
allandok meghatarozésa érdekében végzett linearis regresszid sorozatot a 33. abra
grafikonjai szemléltetik.
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33. abra: A KYNA és GluR1231-259 polipeptid alkotta k6tési komplex kialakulasat és
disszociaciojat jellemzo valds sebességi allandok meghatarozasa a Kobs

koncetraciofiiggésének (5.6. egyenlet) linedris regresszidja altal

5.4.2. A KYNA és az AMPA receptort modellezd GIUR1231-259 polipeptid alkotta kotési
komplex keletkezésének van’t Hoff analizise

A GluR1231-250 polipeptid és KYNA alkotta kotés komplex kialakulasat és
értékeit, valamit ezek sztenderd deviacidit és a van ’t Hoff relacio alkalmazasdhoz sziikséges
reciprok homérséklet és InKa értékeket utobbiak szoérasaval egylitt a 7. tablazat foglalja
Ossze. A 7. tablazat adatkészlete alapjan az 5.22. egyenlet felhaszndlasaval végzett
stlyozott nemlinearis paraméterbecslési eljards eredményeként kapott f = InKa(1/T)
figgvényt pedig a 34. abra szemlélteti. A 7. tablazat adatait személve azonnal
megallapithatd, hogy a KYNA GluR1231-259 polipeptid funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten
végbemend megkotddése a AG teljes hdmérséklettartomdnyon negativ eldjele altal
garantaltan spontan folyamat. A nemlineédris paraméterbecslésbdl szdrmazo illesztési
paraméterek rendre a kovetkezd értékeknek adodtak: AH° = —42,79 + 5,73 kJ mol™?; 48° =
—0,1161 £0,0197 kI mol™ K és ACp = —6,42 + 0,65 kJ mol™* K% A termodinamikai adatok
kozil a 4H° eldjele értelmében a KYNA és GluR1231-250 polipeptid kozotti kotési exoterm
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folyamat soran jon 1étre, ahogyan azt a megel6z0 kisérletsorozat adszorpcio megkozelitésii

kiértékelési eljarasanak [58] eredményeként kapott negativ izoszter adszorpcios ho jelezte.

7. tablazat: A GluR1231-259 polipeptid és KYNA alkotta kotés komplex kialakulasat

jellemz6 szenzorgramok illesztése utjan meghatarozott termodinamikai paraméterek

T(K) THKDH Ka (M1) INKa AG (kJ mol™)

283,15 000353 745 + 50 431 + 007 -10,15 + 0,04
288,15 0,00347 524 + 42 396 =+ 0,08 -9,49 =+ 0,05
293,15 0,00341 414 + 50 3,72 + 0,12 -9,08 + 0,08
298,15 0,00335 409 + 52 371 + 0,13 -9,20 + 0,08
303,15 0,00330 530 + 31 397 + 006 -10,01 + 0,04
308,15 0,00325 878 + 69 447 + 008 -1146 + 0,05

A folyamatot kisérd negativ AS° értelmében a rendszer rendezetlenségének mértéke csdkken
azaltal, hogy a KYNA molekulak elfoglaljak a szenzorfeliileti kotéhelyeket. Minthogy az
entropia tag abszolut kisebb az entalpia tag abszolut értékénél a reverzibilis kotés entalpia-
kontrollalt folyamat eredményeként alakul ki. A negativ AH®° és AS° értékek a korabban
vizsgalt receptor modellhez (GIuR 1270-300) hasonlé modon hidrogén-hid és elektrosztatikus
kolesonhatasok jelenlétét valoszintsitik, amelyek a kozel neutralis (pH = 7,4) PBS kozegben
a KYNA deprotonalt karboxilcsoportja és a 242-es (és/vagy 244-es) helyzeti lizin

aminocsoportja kozott kialakulo sohid altal értelmezhetd.

54

5,0

464 °

Ink,
e

4,2 1

~ kS 3
3,8 %+
34 —_—
32 33 34 35 3,6

UT (x 103 K1)
34. abra: A GluR1231-259 polipeptid és KYNA alkotta kotési komplex kialakulasat jellemz6
szenzorgramok pszeudo-elsérendii kinetikai modellezése soran meghatarozott Ka értékek

van 't Hoff reprezentacidja
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Utobbi funkcids csoportot bazikus sajatsaga (pKaz = 9,12) révén az alkalmazott pH érték
mellett protonalt formaban van jelen. A sohid tipust masodlagos kotést az 5.3.1. fejezetben
bemutatott MD szimulaciok is el6jelezték, de a szimulaciok értelmében az elektrosztatikus
kolcsonhatason feliill a KYNA megkotédéséhez a benzolgyiiriije és a polipeptid apolaros
szakasza kozotti hidrofob kolcsonhatas is hozzajarul. A hidrofob kolcsonhatés jelenlétének

kisérleti bizonyitéka a negativ eldjelii 4C, tag megjelenése.

5.5. Szérum fehérjék (BSA, HSA) és KYNA kolcsonhatasanak modellezése SPR

szenzorfeliileten

5.5.1. A KYNA szenzorfeliileten immobilizalt szérum fehérjeken (BSA, HSA) végbemend

reverzibilis kotodésének kinetikai vizsgalata

Az AMPA receptor alegység mimetikumok (GluR1231-259 és GIUR1270-300) és KYNA
kozotti kolecsonhatds SPR technika altal szilard/folyadék hatarfeliileten kivitelezett
modellezése és jellemzése soran a kovetkezd kisérletsorozatban Osszehasonlitd jellegii
vizsgalatokat végeztem, BSA és HSA fehérjékkel-funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten
vizsgalva a KYNA megkotddését. A biomimetikus szenzorfeliilet kialakitasat az 5.1.3.
fejezetben bemutatott médon végeztem és eredményeként a korabbiakkal azonos mindségii
szenzorfeliilethez jutottam. Ezt kovetden a fehérjék irreverzibilis kotése altal kialakitott
KYNA oldatokat (¢ = 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 7,0 és 10,0 mM) valtakozva aramoltattam.
Az aramlasi sebesség, ahogyan a vérszérum fehérjék arany feliiletre torténd irreverzibilis
rdgzitése soran, itt is minden esetben 50 ul perc? értéknek felelt meg.

A BSA-KYNA rendszer esetében 10 és 25 C° kozott négy hdmérsékleten rogzitettem
a szenzorgram sorozatokat, mig a HSA-KYNA rendszer esetében 15 és 30 C° kozotti
hémérséklet tartomanyban ismételtem meg a méréseket négy eltérd homérsékleten, igy a
feltételezhetden analog receptor — ligandum kolecsonhatasrol 10 és 30 C° kdzotti hdmérséklet
tartomanyban sikeriilt informaciét gyljteni. A BSA altal funkcionalizalt szenzorfeliileten
végzett szenzorikai vizsgalatok eredményeit reprezentativ mdodon a 35. dbra A része
szemlélteti, amely mellett a 35. abra B része illusztralja a szenzorgramok pszeudo-elsérendi
sebeségi egyenlettel (5.14.) torténd illesztését. A HSA felhasznalasaval modositott
szenzorfeliileten végzett SPR mérések eredményét reprezentativ médon a 36. abra A része
szemlélteti, amely mellett a 36. abra B részén feltiintetésre keriiltek a szenzorgramok

pszeudo-elsérendii sebeségi egyenlettel (5.14.) torténd illesztése soran generalt
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modellgorbék. A szenzorgramokbol megallapithato, hogy az AMPA receptor alegység
mimetikumok esetében tapasztaltakhoz hasonléan a KYNA reverzibilis modon kotédik a
vizsgalt szérum fehérjékhez is, minthogy utobbiak esetében a disszociacios fazist kovetden

a szenzorjel szintén az alapvonalnak megfelel6 értéket veszi fel.

1,0 1 10,0 lllM 1,0 1 Xzave = 0.39

0 5 10 15 20
t (perc) t (perc)

35. abra: SPR szenzor feliilethez rogzitett BSA és KYNA kozotti kdlesonhatas vizsgalata
soran 25 C° hémérsékleteken 1,0 és 10,0 mM kozotti analit koncentraciotartomanyban
rogzitett szenzorgramok (A) és a pszeudo-elsérendii sebeségi egyenlettel (5.14.) illesztett
modellgorbéik (B)

Kave=0.24

0 5 10 15 20 0 3 6 9 12 15
t (perc) t (perc)

36. abra: SPR szenzor feliilethez rogzitett HSA és KYNA kozotti kolcsonhatas vizsgalata
soran 25 C° hémérsékleteken 1,0 és 10,0 mM kozotti analit koncentraciotartomanyban
rogzitett szenzorgramok (A) és a pszeudo-elsérendii sebeségi egyenlettel (5.14.) illesztett
modellgdrbéik (B)

Miutan az egyes KYNA koncentraciokhoz rendelheté szenzorgram illesztését (5.14.
egyenlet alapjan) minden hémérsékletre vonatkozo elvégeztem, rendelkezésre allt a Kobs
értékekbdl és hozzajuk rendelhetd KYNA koncentraciokbol allo adathalmaz, amelybdl a 5.6.

egyenlet alapjan egyszerii linearis regresszio Utjan meghataroztam az egyes hémérsékletre

------
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regresszids eljaras alapjaul szolgald adatsorokat és az 5.6. egyenlet alapjan illesztett

egyeneseket a 37. abra szemlélteti.
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37. abra: A KYNA és BSA (A) valamint a KYNA és HSA (B) alkotta kotési komplex
kialakulasat és disszociaciojat jellemz6 valds sebességi allandok meghatarozasa a Kobs

koncentraciofiiggésének (5.6. egyenlet) linearis regresszioja altal

5.5.2. A KYNA szenzorfeliileten immobilizalt szérum fehérjéken (BSA, HSA) végbemend

reverzibilis kotodésének Van't Hoff analizise

A termodinamikai paraméterck meghatarozasa érdekében elsé 1épésként a valos
sebességi allandok hanyadosaként a Ka értékét hataroztam meg, ezek értékét a 8. tablazat
foglalja 6ssze. Az egyensulyi allandok ismeretében az 5.18. egyenlet alapjan kozvetlen
szamithato a kotési folyamathoz rendelhetd 4G értéke, amelynek negativ eldjele bizonyitja,
hogy a kotés kialakulasa minden hdmérsékleten és mindkét szérum fehérje esetében spontan

folyamat eredményeként alakulhat ki.

8. tablazat: A szérum fehérjék és KYNA alkotta kotés komplex kialakuldsat jellemzd
szenzorgramok illesztése Utjdn meghatarozott Ka paraméterek értékek €s ezek alapjan

szamitott 4G értékek

BSA-KYNA HSA-KYNA
T(K
(K) Ka(M?1)  AG (kImol?)  Ka(M?Y)  AG (kJ mol?)
283,15 60+4 -9,62 £ 0,04 n.i. n.i.

288,15 52+3 -9,48 £ 0,04 49 +2 -9,34 £ 0,03
293,15 49+3 -9,50 £ 0,04 46 + 4 -9,36 £ 0,06
298,15 51+2 -9,73 £0,02 48 £3 -9,59 £ 0,04
303,15 n.i. n.i. 55+4 -10,10 £ 0,05
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A 8. tablazat adatai alapjan, a Ka hdmérsékletfiiggésének ismeretében a van ’t Hoff egyenlet
5.22. formaja alapjan végzett sulyozott nemlinearis paraméterbecslési eljaras eredményeként
hatdroztam meg a KYNA szenzorfelileten immobilizalt BSA ¢és HSA fehérjéken
végbemend reverzibilis kotédéséhez rendelheté AH® AS° és AC, értékeit. A felsorolt
allapotfliiggvények megismeréséhez végzett paraméterbecsléshez van °t Hoff
reprezentacidoban abrazolt adatokat és az 5.22. egyenlet alapjan illesztett modellgorbéket a

38. abra szemlélteti.
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38. abra: A KYNA ¢és BSA (A) valamint a KYNA és HSA (B) alkotta kotési komplex
kialakulasat jellemz6 szenzorgramok pszeudo-elsérendi kinetikai modellezése soran

meghatarozott Ka értékek van ’t Hoff reprezentéacioja

A nemlinearis paraméterbecslés utjan szamitott termodinamikai mennyiségek standard

------

9. tablazat: A szérum fehérjék és KYNA alkotta kotés komplex kialakulasat kisérd 4H°,

A4S° és ACp értékek
AHY (kI mol™)  AS° (kI mol™* K™)  AC, (kJ mol™ K™)
BSA-KYNA —1,94+ 0,25 0,0258 + 0,0008 —2,17+0,18
HSA-KYNA ~1,87+0,22 0,0255 + 0,0008 —2,95+ 0,09

A 9. tablazat adatait szemlélve megallapithato, hogy az egyarant negativ entalpia és entrdpia
tag (—-TAS°) értelmében a KYNA szenzorfeliileten immobilizalt szérum fehérjékhez valo
kotoédése entalpia- és entropia-kontrollalt folyamat eredménye. A AH® és AS° értékek eltérd
eljele arra utalhat, hogy a negativ AH° és pozitiv AS° értékeknek megfelelden a hidrogén-
hidak jelenlétén tilmenden hidrofob effektus is hozzajarul a fehérjék és a KYNA alkotta

80



Juhdsz Addm — Doktori (Ph.D.) értekezés 2019

kotési komplex kialakulasahoz, amelyet a negativ eléjelii 4Cp tag megjelenése is megerdsit.
Mindezek mellett a szérum fehérjék és KYNA alkotta kotés komplex kialakulasanak
termodinamikai jellemzo6it, a 39. abra energiadiagramja alapjan Osszevetve az AMPA
receptor mimetikumok esetében meghatarozott értékekkel megallapithato, hogy utdbbiak
esetében sokkalta specifikusabb kolcsonhatas eredményként alakul ki a reverzibilis kotés,

mit a BSA és HSA esetében.
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39. abra: A BSA/KYNA, HSA/KYNA, GluR1231-250/KYNA és GluR 1270-300/ K'Y NA kotési

komplexek kialakulasat jellemz6 termodinamikai jellemzdk Gsszehasonlitasa

Habér a kotési folyamathoz rendelheté 4G ° kdzel azonos nagysagh minden vizsgalt rendszer
esetében, az AMPA receptor mimetikumok és KYNA alkotta receptor-ligandum komplexek
entalpia és entropia tagjanak valtozasa nagy és ellentétes iranyd. Utdbbi kombinacio a
receptor-ligandum komplex Gsszetett szerkezeti valtozasara utal, amely sordn a méasodlagos
kotéstipusok egyiittese eredményezi a komplex modosuldst. Kombinatorikai megfontolas
lapjan belathato, hogy tobbféle gyenge kdlcsonhatas jelenlétében kisebb annak az allapotnak
a valdszinlisége, amely esetében minden gyenge kotés egyszerre bomlik fel. A kdlcsonhatas
specifikussdganak a szempontjabol tehat a nagyobb szdmu és eltérd kolcsonhatasbol

felépiild kotésrendszer eldnydsebb.

5.5.3. A KYNA szérum fehérjéken (BSA, HSA) végbemend kétodésének oldatfazisu

kalorimetrids vizsgadlata

Az Osszehasonlitd vizsgalatok kiegészitd kisérletsorozataként a szérum fehérjék ¢€s
KYNA kozotti kolesonhatas SPR technika altal szilard/folyadék hatarfeliileten kivitelezett
modellezése ¢és jellemzése soran meghatdrozott termodinamikai jellemzdk értékének
helytallosagat oldatfazisban kivitelezett ITC mérések altal is igyekeztem megerdsiteni. A

kalorimetrias mérések soran a korabbi vizsgalatokkal azonos modon PBS-ben oldott 50,0
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KYNA oldatokat hasznaltam fel. A titracios 1épések kivitelezése soran a minta cellaba toltott
fehérje oldatahoz keriilt adagolasra a KYNA oldata 10-10 ulL-es térfogat egységekben,
mikdzben a berendezés regisztralta a 40. abra A és B részén feltiintetett kalorimetrids
gorbéket (f = dQ/dt(t)), amelyek alapjan az Origin Microcal 7.1. szoftvere integracios titon
kalkulalta a fekete pontokkal jel6lt entalpogramokat (f = AH(nx)). Az emlitett szoftver
tobbféle matematikai modell alapjan képes illeszteni a kisérleti adatokat a kotési
folyamathoz rendelhetd termodinamikai paraméterek meghatarozasa érdekében. A 40. abra
A és B részén feltiintetett entalpogramok Origin Microcal 7.1. szoftver altali modellezése
azonban nem eredményezett elfogadhatdé mindségli illesztést, igy kiértékelés soran a
modellfiiggetlen Boltzmann egyenlet*® alabbi 5.23. formaja alapjan végeztem el a

nemlinedris paraméterbecslési eljarast.

AHITC == a1 C2mh (523)

1+exp[nx—a4/a3]

Az 5.23. egyenlet a;, az, a3 és as illesztési paraméterei alapjan a hdjelenséget kivalto
folyamat latszolagos termodinamikai jellemz6i (nx és AHons) a 4.2.3. fejezetben bemutatott

9. abra B részén vazolt megfontolasok alapjan szamithatok.

KYNA-BSA - KYNA-HSA
- 32! 5

2 4 32
~ 3235 O o
I's -5 9 '; ? 1 ';
g - £ 4 3
31,7 = = =
g 8 -~ 2 8 30 =
T ; n,=222 S n,=2,11 S
- - e 12 29 o

AH ;= —12,12 kJ mol*! AH ;= —14,48 kJ mol’!
-14 v v v + 30,5 -16 v v - - 28
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Dgy~a / Dpsa Dgyna / Basa

40. abra: A KYNA ¢és BSA (A) valamint a KYNA és HSA (B) alkotta kotési komplex
kialakulasat jellemz6 kalorimetrias gorbék (sziirke vonal) és entalpogramok (fekete

pontok) valamint az entalpogramok 5.23. egyenlettel illesztett modellgorbéi

A 40. abra A és B részén feltlintetett entalpogramok alapjan meghatarozott és az abran
szereplO Ny és AHops értékek alapjan megallapithato, hogy az ITC technika az SPR-alapu
szamitasokkal azonos exoterm folyamatként azonositja a szérum fehérjék és KYNA kozotti

kotés kialakuldsat, am lényegesen nagyobb entalpiavaltozast rendel a folyamathoz.

40 https://www.originlab.com/doc/Origin-Help/Boltzmann-FitFunc
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6. Osszefoglalas

A modernkori gyogyszerkutatasi fejlesztésekhez elengedhetetlen a receptor-
ligandum tipusu, valamint a fehérje-gyogyszermolekula kdlcsonhatasok mechanizmusanak
minél alaposabb megismerése, melyhez az elmult évtizedekben az elektronikai és az
informatika hattér rohamos fejlodésével egyiitt, egyre nagyobb szamban jelennek meg a
piacon korszeri méréstechnikdk. A molekularis kolcsonhatasokat —szilard/folyadék
hatarfeliileten vizsgalo ,,jelolésmentes” eljarasok koziil az SPR spektroszkopia egyre
sz¢lesebb korben alkalmazott kutatasi modszerré valt. Hazai kutatohelyek tekintetében az
emlitett szenzortechnika nem tekinthetd széles korben ismert és alkalmazott eljarasnak. Az
SPR spektroszkopia révén a szenzor feliiletéhez kotott €s a szenzor feletti térrészben aramlo
vegyiiletek kozotti kdlesonhatéds kvalitativ és kvantitativ megismerésére adodik lehetdség.
Az eljaras valos idejli detektalasanak kdszonhetden a kolcsonhatasok kinetikai vizsgalata is
lehetséges, de szamos korszerli SPR berendezésben, a szenzor feliilet és a mikrofluidikai
felépitmény termosztalhatosaga kovetkeztében, a  kolcsonhatas  termodinamikali
paramétereinek meghatarozasa is konnyedén kivitelezhetd.

Kutatocsoportunkban az SPR  spektroszkopiai vizsgalatok 2012 oOta egyre
meghatarozobb szerepet kaptak, de a csoportunkban késziilt doktori értekezések sordban
jelen dolgozat az elsd, amely makromolekuldk ¢és kismolekulds hatéanyagok kozotti
kolecsonhatasok SPR méréstechnika altali modellezését mutatja be.

Doktori munkdm soran kapott eredményeket az alabbiakban foglalom Gssze:

Sikeresen alkalmaztam az SPR méréstechnikat kismolekulak molekularis
paraméterek értéke becsiilhetd. Monomolekularis boritottsagot feltételezve a Cys, Cys-Trp
¢s GSH esetén az arany feliileten adszorbealt anyagmennyiségek ismeretében 0,32; 0,47 €s
0,62 nm? molekularis feliiletigény értékeket hatdroztam meg az emlitett molekulak
megfeleld sorrendjében. A Cys és GSH vonatkozasaban az adatok jo egyezést mutattak
fiiggetlen QCM méréstechnika altal szolgaltatott adatokkal (0,30 és 0,52 nm?). A
kismolekulak mellett monomolekularis boritottsdgot feltételezve a BSA, HSA ¢és LYZ
fehérjék esetén, hasonld mérési és kiértékelési eljaras mellett, 171,5; 173,0 és 21,9 nm?
molekularis feliiletigény értékek adodtak. A fliggetlen SAXS vizsgalatok révén a fehérjékre
meghatarozott “maximalis térbeli kiterjedés” (Dmax) értékek (8,4; 8,7 és 4,8 nm)
figyelembevételével igazolhatova valt a fehérjék alkotta hatarfeliileti réteg SPR-alapu

adszorpcios modelljének realitasa.
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Mindezek mellett, egy BSA/IBU mag-héj szerkezetli, kolloidalis gyogyszerhordozo
rendszer tervezéséhez hozzajarulva a hordozo6 fehérje és a hatéanyag kozotti kdlesonhatés
kvantitativ viszonyait tanulményoztam szilard/folyadék hatarfeliileten. A regisztralt
szenzorgramok pszeudo-elsérendii kinetikai modellel torténd illesztését lehetévé tévo
tablazatkezeld alapt eljarast dolgoztam ki ¢és azt eredményesen alkalmaztam a
szenzorfeliileten kialakuld kotési komplex keletkezését és bomlasat jellemzd sebességi
allandok meghatarozasara. A szenzorgramok illesztésébdl meghatarozasra kertilt ka = 56,4
+ 4,4 dm3mol?t st és ka=0,022 + 0,019 s sebességi 4allandé értékek hanyadosabol az adott
mérési hdmérsékletre vonatkozo egyensulyi allandé érték Ka = 2,51 x 10% + 2,00 x 102 dm?®
mol™? értéknek adodott. A szildrd/folyadék hatarfeliileten Kivitelezett SPR-alapu és a
kinetikai megkozelitést alkalmazo kiértékelés eredményét megerdsitettem oldatfazist ITC
vizsgalattal, ahol az egyensilyi 4llando értékére hasonld adatot kaptam (Ka = 2,47 x 10% +
5,33 x 10! dm?® mol? érték).

Munkam f6 gerincét az AMPA receptor 1-es alegységét modellezé polipeptidek
(GluR1270-300 és GluR1231-259) és a KYNA kolcsonhatasanak modellezése jelentette SPR
szenzorfeliileten. Igazoltam a GluR1270-300 polipeptid arany szenzorfeliileten torténd
megkotddése révén kialakult monomolekulés boritottsagot feltételezd adszorpcios rétegben
a polipeptid vertikalis feliileti orientaciojat, melyet fliggetlen molekuladinamikai
szdmolasok és AFM mérések eredményei is aldtdmasztanak. Meghataroztam a KYNA
GluR1270-300 polipeptid rétegen mérhetd szorpcids izotermait 4 kiilonb6z6 homérsékelten.
Az izotermak illesztése altal meghatarozott fliggvények homérsékletfiiggését felhasznalva
szamitottam az izoszter adszorpcids hd valtozasat a KYNA feliileti boritottsaganak
fliggvényében. Az izoszter entalpiavaltozas feliileti boritottsagtol vald fliggését elemezve
megallapithatd, hogy a szenzorfeliileten az 1:1 sztochiometridji kotési komplex képzddése
kedvezményezett.

A KYNA ¢és immobilizalt GluR1270.300 alegység modell kozotti kdlesonhatas
neutralis kozegben (pH = 7,4) rogzitett szenzorgramjainak pszeudo-elsérendii kozelitésli
kinetikai modellel torténd, diszkrét és globélis illesztése alapjan meghataroztam a
latszolagos  sebességi  allandok  értékét. A latszolagos  sebességi  allandok
koncentraciofiiggése alapjan szamitottam a kotési komplex kialakuldsat €s bomlasat
jellemzd valos sebességi allandok értekét, végiil utdbbiak ismeretében a folyamat egyensulyi
allandojat. A KYNA GluR1270-300 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten valo

reverzibilis kotodését jellemzd egyensulyi allanddé homérsékletfiiggésének van 't Hoff

~~~~~~
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itjAn meghataroztam a folyamathoz rendelhetd entalpia- (AH® = —27,91 + 5,27 kJmol?),
entropia-( AS® =—60,33 £ 17,95 ] mol*K™?) és hdkapacitas valtozas (ACp =—1,28 + 0,54 kJ
moltK™) értékeket. A szamitott termodinamikai paraméterek eldjele és nagysaga alapjan
megallapitottam, hogy a hatéanyag entalpia kontrolalt megkdtodése elektrosztatikus és
hidrogénhid kotések révén johet 1étre, amelyek a molekuladinamikai szamitdsok alapjan is
josolt sohid (ARG2gs-K'YNA) jelenlétét igazoljak. A séhid a neutrélis kdzegben (pH = 7,4)
szolvatalt GluR1270-300 polipeptidben 285-6s helyzetben talalhatd arginin pozitiv toltést
guanidino-csoportja és a KYNA deprotonalt karboxilcsoportja k6zott alakulhat ki. A MD
szimulaciok értelmében ezen feliil a KYNA megkdtddéséhez benzolgytirtije és a polipeptid
apolaros szakasza kozotti hidrofob kolcsonhatas is hozzajarul, amelynek kisérleti iton
szarmaztatott bizonyitéka a negativ eldjelti 4Cp tag megjelenése.

A KYNA GluR1231-250 polipeptiddel funkcionalizalt SPR szenzorfeliileten valo
reverzibilis kotédését jellemzd egyensulyi allandok hémérsékletfiiggésének van 't Hoff
analizise soran az el6zéekben alkalmazott paraméterbecslési eljaras utjan meghataroztam a
folyamathoz rendelhetd entalpia- és entropia- és hdkapacités valtozas értékét, melyek rendre
AH°=—-42,79 £ 5,73 kI mol?; 45°=—11,61 £ 0,0197 J mol™* K és AC, = —6,42 + 0,65 kJ
mol?! K. Megallapitottam, hogy a KYNA reverzibilis kotddése entalpia-kontrollalt
folyamat eredménye és a negativ AH° és AS° értékek a korabbi modellhez (GluR1270-300)
hasonléan hidrogén-hid és elektrosztatikus kolcsonhatas jelenlétét valdszinisitik, amelyek
pH = 7,4 esetén a KYNA deprotonalt karboxilcsoportja és a 242-es (és/vagy 244-es) helyzetii
lizin protonalt aminocsoportja kozott kialakul6 sohid altal értelmezhetd.

A KYNA szérum fehérjékkel (BSA, HSA)-funkcionalizalt SPR szenzorfelileten
valo reverzibilis kotddését jellemz6 egyensulyi allandok hdmérsékletfiiggésének van 't Hoff
analizise sordn meghatdroztam a folyamathoz rendelhetd entalpia- és entropia- és
hékapacitas valtozas értékét, melyek a BSA esetén AH’=—1,94 + 0,25 k] mol™*; 45°= 0,025
+0,0008 J mol™? Kt és ACp = —2,17 £ 0,18 kJ mol™? K, mig a HSA esetén AH°=—1,87 +
0,22 kJ molt; 45°=0,0255 + 0,0008 J mol™* K és ACp =—2,95 £ 0,09 kJ mol™* Kt adodtak.
Osszehasonlitva a fehérjék (BSA, HSA) és a KYNA kapcsolodasanak termodinamikai
jellemz6it az AMPA receptor modellekre (GluR1231-250 és GluR1270-300) kapott analog
eredményekkel megallapitottam, hogy polipeptidek esetében az SPR-alapt vizsgalat

eredményei specifikusabb receptor-ligandum tipusu kotés jelenlétét igazoljak.

85



Juhdsz Addm — Doktori (Ph.D.) értekezés 2019

7. Summary

Detailed knowledge of the mechanism of receptor-ligand-type and protein-drug
molecule interactions is essential for modern pharmaceutical developments. In the past
decades, with the rapid development of the electronics and information technology
background, an increasing number of modern measuring techniques are available on the
market. Among the "unlabeled" methods for studying molecular interactions at solid / liquid
interfaces, the SPR spectroscopy has become a widely used measuring technique. Regarding
to the Hungarian Research Institutes, the SPR technique is not a well-known and widely
applied measuring apparatus. By using the SPR spectroscopy, the qualitative and
quantitative analysis of the interaction between the surface-immobilized molecules and the
compounds flowing over the sensor surface can be carried out. Thanks to the real-time
detection, the kinetic evaluation of the studied interaction is possible. Moreover, for several
SPR apparatus, through the temperature control of the sensor surface and the microfluidic
setup the determination of the thermodynamic parameters of the interaction can also be
accomplished.

In our research group, the SPR spectroscopy studies play a determinant role since
2012, but my PhD dissertation is the first, which presents the modelling of interactions
between macromolecules and small molecules using SPR measurements. The results of my
PhD work are summarized below:

| have successfully applied the SPR sensor technique to determine the cross-sectional
area and the surface orientation of small molecules, while in the case of proteins the
mentioned parameters can be estimated. Assuming monomolecular coverage, for Cys, Cys-
Trp and GSH, in view of the adsorbed amount on gold surface the cross-sectional areas of
0.32; 0.47 and 0.62 nm? have been determined, respectively. For Cys and GSH these data
are in good agreement with the results of independent QCM technique (0.30 and 0.52 nm?).
Among small molecules, assuming monomolecular coverage for BSA, HSA and LYZ
proteins in view of the adsorbed amount on gold surface the cross-sectional areas of 171.5;
173.0 and 21.9 nm? have been calculated. Based on the results of SAXS studies the
determined Dmax values (8.4; 8.7 and 4.8 nm, respectively) clearly confirm the existence of
a SPR-based acceptable adsorption model of the protein coated interface.

Moreover, contributing to the design of the BSA/IBU colloidal drug delivery system
the quantitative characterization of the interaction between the carrier protein and the drug
molecules have been carried out at solid/liquid interface. A spreadsheet-based evaluation
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method which allows the fitting of the registered sensorgrams by pseudo-first-order kinetic
model has been developed. | successfully applied the developed evaluation procedure in
order to the determine the association as well as the dissociation rate constants of the binding
complex. The quotient of the determined Ka = 56.4 + 4.4 dm® mol™ s and kg =0.022 £ 0.019
s! rate constants provided the equilibrium constant, which is Ka = 2.51 x 103 + 2.00 x 10?
dm?® mol™ at the given measuring temperature. The result of the SPR-based evaluation at
solid / liquid interface and the evaluation using the kinetic approach was confirmed by
solution phase and equilibrium ITC study, which provided similar data for Ka (Ka = 2.47 X
10% + 5.33 x 10! dm?® mol?). Main part of my work was the modelling of the interaction
between 1 subunit of AMPA receptor polypeptides (GIuR1270-300 és GluR 1231-250) and KYNA
on SPR sensor surface. Assuming monomolecular coverage, the vertical surface orientation
of the polypeptide in the adsorption layer on gold sensor surface has been verified. This
assumption is confirmed by independent molecule dynamic calculations and AFM studies.
The sorption isoterms of KYNA on GluR1270-300 polypeptide layer have been determined at
four different temperatures. Using the temperature-dependence of the functions determined
by fitting of the isotherms, | calculated the change in the isosteric adsorption heat as a
function of the surface coverage of KYNA. Analyzing the dependence of the isosteric
enthalpy change on the surface coverage, it can be concluded that the formation of the 1: 1
stoichiometric binding complex on the sensor surface is beneficial.

The apparent rate constants of the binding complex have been determined via the
discrete and global fitting of the registered sensorgrams of the interaction between KYNA
and the immobilized GluR1270-300 fragment model at neutral medium (pH = 7.4) by using
pseudo first order kinetic model. Based on the concentration-dependence of the apparent rate
constants the real rate constants of the formation and decomposition of the binding complex
have been calculated. The enthalpy-, entropy- and heat capacity changes of the reversible
interaction of KYNA with GluR1270-300 polypeptide-functionalized SPR sensor surface have
been determined via the van’t Hoff analysis of the temperature-dependence of the
equilibrium constant by using non-linear fitting. The calculated parameters are AH®=—-27.91
+ 5.27 kJ mol?, AS°® = —60.33 £ 17.95 J mol*K™* and ACp, = —1.28 + 0.54 kJ mol*K?,
respectively. Based on the sign as well as the values of the determined thermodynamic
parameters it can be concluded that the enthalpy-controlled binding of the KYNA can be
assumed via electrostatic and hydrogen bonds. Salt bridge is formed between the positively
charged arginin side chain of GluR1270-300 polypeptide and the negatively charged carboxyl

group of KYNA, which is confirmed by molecule dynamic calculations as well. The MD
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simulated binding positions besides the forming a salt bridge found a hydrophobic
interaction between the KYNA benzene ring and the a nearby apolar pocket of polypeptide,
which was proven by the negative sign of the experimental 4C} value.

The apparent rate constants of the binding complex have been determined at six
different temperatures via the discrete fitting of the registered sensorgrams of the interaction
between KYNA and the immobilized GluR1231-250 fragment model at neutral medium (pH =
7,4) by using pseudo first order kinetic model. Based on the concentration-dependence of
the apparent rate constants the real rate constants of the formation and decomposition of the
binding complex have been calculated. The enthalpy-, entropy- and heat capacity changes
of the reversible interaction of KYNA with GluR1231-259 polypeptide-functionalized SPR
sensor surface have been determined via the van’t Hoff analysis of the temperature-
dependence of the equilibrium constant by using non-linear fitting. The calculated
parameters are AH° = 42,79 £+ 5,73 kJ mol™}; 45°=-11,61 + 0,0197 J mol* K and 4C) =
6,42 + 0,65 kI mol™ K. It was found that, the reversible binding of KYNA is the result of
an enthalpy-controlled process. Similar to the previously studied GIuR1270-300, the negative
signs of the 4H° and 4S° strongly refer the presence of hydrogen bonds and electrostatic
interactions, which can be interpreted by the salt bridge formed between the deprotonated
carboxyl group of KYNA and the protonated amino group at position 242 (and/or position
of 244) of lysine. The enthalpy-, entropy- and heat capacity changes of the reversible
interaction of KYNA with serum protein-functionalized SPR sensor surface have been
determined via the van’t Hoff analysis of the temperature-dependence of the equilibrium
constant by using nonlinear fitting. In case of BSA the calculated parameters are AH’=-1.94
+0.25 kJ mol™; 45°=0.025 £ 0.0008 J mol™* K and 4Cp=—-2.17 £ 0.18 kJ mol™* K, while
for HSA the following data were obtained: 4H° = —1.87 + 0.22 kJ mol™; 45°= 0.0255 +
0.0008 J mol™* K* and 4C, = —2.95 + 0.09 kJ mol™ K. It was found that, the reversible
binding of KYNA is the result of an enthalpy- and entropy-controlled process. Comparing
the thermodynamic parameters of the interaction between BSA/HSA and KYNA and the
corresponding parameters of the AMPA receptor model fragments (GIluR1231-250 és
GluR1270-300) it can be concluded that, for polypeptide fragments, the results of the SPR-

based measurements confirm the presence of a more specific receptor-ligand type binding.
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8. Koszonetnyilvanitas

Ezuaton szeretnék kdszonetet mondani Prof. Dr. Dékany Imre akadémikusnak és Prof.
Dr. Toth Gabor intézetvezetd egyetemi tanarnak, akik témavezetOként biztositottak
szamomra, hogy a doktori értekezéshez kapcsolodd kutatasaimat az altaluk vezetett
kutatocsoportban végezhessem. Kiilon koszonettel tartozom Prof. Dr. Toth Agotanak — az
SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék vezet6jének —, aki lehetové tette
szamomra, hogy a disszertdciomhoz sziikséges kutatdsi tevékenységet az altala vezetett
tanszéken végezhessem. Koszonet illeti Prof. Dr. Kiss Tamadst és Prof. Dr. Gajda Tamast,
akik bizalmukkal megtisztelve lehetové tették, hogy az értekezésem elkészitésének
id6szakaban az altaluk iranyitott ,,Intelligens fémvegyiiletek” cimii projekt kdzremikodo
kutatdjaként dolgozhassak.

Szeretném megkoszonni a tiamogatast és segitséget a Kutatocsoportunk valamennyi
tagjanak, Janoné Dr. Ungor Ditta Anitdnak, Mardtiné Szokolai Hajnalkdnak, Dr. Varga
Viktorianak, Turcsanyi Arpadnak és Varga Norbertnek. Halaval tartozom Juhdszné Dr.
Csap6 Editnek, aki kitarto, koriiltekintd és gondos vezetdként iranyitja Kutatdocsoportunk
tudomanyos munkdjat és mindennapjait.

Szeretném megkoszonni mindazok szeretetét, gondoskodasat és tamogatasat akik,
egyetemi tanulményaim ¢€s a dolgozat elkészitése soran mar nem lehettek mellettem.

Halas és boldog vagyok, hogy megkdszonhetem mindazt a szeretetet €s segitséget,
amit feleségemtdl és lanyomtol kaptam az elmult évek soran, nélkiiliik biztosan
sikertelenebb és boldogtalanabb lennék. K6sz6ném, hogy mindig magam mellett tudhatom

ezt a két csodalatos embert.

A kutatomunka dologi hatterét a GINOP-2.3.2-15-2016-00038 azonosito szammal
rendelkezé ,, Intelligens fémvegyiiletek” palyazati projekt biztositotta 2017-t6l.
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