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Rövidítések jegyzéke 

 

A   amiloid peptid 

ANS  8-anilino-1-naftalin-szulfonsav 

APP  amiloid prekurzor protein 

AQ  antrakinon 

ApoE  apolipoprotein E 

BAEE  N-benzoil-L-arginil-etilészter 

EGCG  epigallocatechin gallát 

NSAID nem szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszer 

PEG  polietilén glikol 

PMSF  fenil-metil-szulfonil-fluorid 

ThT  tioflavin T  
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Bevezetés és célkitűzés 

 

Az amiloid fibrillumok jelenléte hozzájárul számos betegség komplikációihoz, mint pl. 

a szivacsos agyvelőgyulladáséhoz, az Alzheimer-, a Parkinson-, vagy a Huntington-kóréhoz, a 

II-es típusú diabéteszéhez, az elsődleges és a másodlagos szisztémás amiloidóziséhoz (Stefani, 

2004). A legtöbb fehérje képes bizonyos körülmények között amiloid fibrillumokat képezni, 

ugyanis az amiloid fibrillumok képzésére való hajlam a polipeptid lánc peptid gerincének 

általános tulajdonsága (Dobson, 1999). Vízoldékony fehérjék in vitro aggregációja figyelhető 

meg enyhe denaturáló körülmények között, magas hőmérsékleten, az izoelektromos pont 

közelébe eső pH értéknél, vagy poláros szerves oldószerek jelenlétében (Ohnishi és Takano, 

2004). Az ilyen körülmények a részlegesen kitekeredett szerkezeteken keresztül segítik elő az 

aggregációt (Shokri és mtsai., 2013). A kísérleti eredmények azt mutatják, hogy a felületi 

töltéseknek is fontos szerepük van a fehérjék aggregációjában (Rezaei-Ghaleh és mtsai., 2007 

Simon és mtsai., 2012).  

Célul tűztük ki, hogy tanulmányozzuk az amiloid fibrillumok keletkezését tripszin 

modell-fehérjét használva szerves oldószerek: etanol, metanol és 1,4 dioxán jelenlétében 

fluoreszcencia spektroszkópiával, turbiditás mérésekkel, az aggregáció kinetikájának 

követésével, valamint kongó vörös kötődéssel. Vizsgálni akartuk a fibrillum képződés 

gátolhatóságát is. A natív szerkezet kémiai vegyületekkel való stabilizálása növeli a fibrillum 

képződés energia gátját és így hatékony terápiás stratégia lehet a fehérje konformációs 

betegségek megelőzésében (Marinelli és mtsai., 2013 Soldi és mtsai., 2006 Härd és Lendel, 

2012). Terveztük tanulmányozni különböző poliolok (mono- és diszacharidok, aldózok, 

ketózok, dezoxi cukor, cukor alkohol, valamint polietilén glikol) aggregációra kifejtett gátló 

hatását. A poli hidroxi vegyületekkel növelhető a fehérjék natív szerkezetének stabilitása, így 

alkalmazásukkal gátolható a fehérjék aggregációjának hatékonysága.  
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Irodalmi áttekintés 

 

Protein folding és misfolding 

A fehérjéknek szerteágazó szerepük van az élővilágban, és szinte az összes biológiai 

folyamatban részt vesznek. Nélkülözhetetlenségükre Jöns Jakob Berzelius svéd vegyész már 

1838-ban rájött és elnevezte őket proteineknek, utalva arra, hogy „elsődleges fontosságú” 

vegyületekről van szó (Stryer, 1995). A fehérjék L-aminosavakból felépülő makromolekulák, 

felépítésükben húszféle aminosav vesz részt, melyek peptidkötéssel kapcsolódnak egymáshoz. 

Szintézisük után felveszik az aminosav sorrendjük által meghatározott térszerkezetüket. A 

fehérjék a natív térszerkezet kialakítására törekednek, vagyis azt az állapotot akarják elérni, 

ahol alacsonyabb a szabadenergia szintjük. A fehérjék natív térszerkezetének kialakulását két 

kutató is vizsgálta. Az egyikük az amerikai Christian Anfinsen volt, aki ribonukleáz enzimmel 

végezte kísérleteit és bebizonyította, hogy az aminosavak sorrendje határozza meg a 

harmadlagos szerkezetet (Anfinsen, 1973). A másik, pedig a biokémikus Cyrus Levinthal, aki 

a fehérjék feltekeredésének sebességét vizsgálta és kutatási eredményei alapján megállapította, 

hogy ahhoz, hogy egy fehérje elérje a natív szerkezetét, nem járhatja be az összes lehetséges 

konformációs állapotot, mivel az túl időigényes lenne (Berg és mtsai., 2007). 

Ahogyan az 1. ábrán is látszik a fehérjék natív konformációja a polipeptidlánc 

viszonylag stabil állapota. Azokat a szabadenergia felületeket, amelyeket az ábrán zöld 

színnel jelöltek, a fehérjék akkor érintik, amikor közelednek a natív állapothoz. Itt 

intramolekuláris kapcsolatokkal stabilizált harmadlagos szerkezetek jellemzőek. A fehérjék 

natív térszerkezetének kialakítása in vivo a chaperon fehérjék segítségével történik meg, 

valamint ezek azok a segítő fehérjék, amelyek megakadályozzák a részlegesen kitekeredett 

formák amorf aggregátumokká való alakulását is. Az amorf aggregátumok létrejötte 

meglehetősen koncentrációfüggő, amelyek a fehérjék részlegesen kitekeredett formáiból 

keletkeznek. Ilyenkor a fehérjék belsejében, védett helyen található hidrofób részek a felszínre 

kerülnek és így aggregációs hajlamuk megnő. Ha különböző molekulák foldingja történik 

egyidejűleg azonos kompartmentben, akkor a folding szabadenergia felülete átfedhet az 

intermolekuláris aggregációéval, amorf aggregátumok, toxikus oligomerek vagy rendezett 

amiloid fibrillumok jöhetnek létre. Megfelelő in vitro körülmények között sok fehérje 

hajlamos rendezett, termodinamikailag stabil amiloid fibrillumokat képezni. A piros színnel 

jelölt amorf aggregátumokat és az amiloid fibrillumokat molekulák közötti kapcsolatok 

stabilizálják (Hartl és mtsai., 2011). A hibásan feltekeredett fehérjék akkumulációja különféle 

degeneratív megbetegedéseket válthatnak ki, amelyeket összefoglaló néven amiloidózisoknak 
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nevezünk (Simon és mtsai., 2012). A misfoldig folyamatához, azaz a fehérjék nem megfelelő 

térszerkezetének kialakulásához, valamilyen pontmutációs esemény, ill. a dajkafehérjék nem 

megfelelő működése vezethet (Chaudhuri és Paul, 2006).  

 

 
 

1. ábra: Fehérje folding és aggregáció versengő reakciói 

(Hartl és mtsai., 2011). 

 

A 2. ábrán az amiloid fibrillum képződés javasolt mechanizmusa látható. Az amiloid 

plakkok kialakulása során az addig globuláris (oldható) fehérje szerkezete megváltozik külső 

környezeti hatásokra, illetve mutáció hatására. A konformáció változás a natív szerkezettől 

eltérő, részlegesen kitekeredett „olvadt gombóc” formát hoz létre. A fehérje ezután 

denaturálódhat, vagy a részlegesen kitekeredett forma β-lemez szerkezetű elemei (doménjei) 

egymás mellé rendeződhetnek. Így egy ß-redőben gazdag képlet, oligomer keletkezik. Erre a 

képletre jellemző, hogy a ß-lemez struktúrákat - amelyek egymás mellett helyezkednek el - H-

híd kötések tartják együtt. Az így kialakult szerkezet mintaként szolgál további fehérje 

molekulák hozzákapcsolódásához. A stabil, főleg β-lemezből felépülő mag képezi a 

protofilamentumot az amiloid fibrillumon belül. A ß-lemez szerkezetű polipeptid láncok a 

képződött oldhatatlan amiloid fibrillum hossztengelyére merőlegesen helyezkednek el. A 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chaudhuri%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16689923
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paul%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16689923
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folyamat végén kialakult vízben nem oldható amiloid fibrillumok a sejtek pusztulását 

okozhatják (Krebs és mtsai., 2004; Selkoe, 2003). Ahhoz, hogy egy fehérje aggregátumot 

amiloid fibrillumnak nevezzünk, három kritériumnak kell megfelelnie. Tartalmaznia kell ß-

lemez struktúrát, fibrilláris morfológiát kell mutatnia és jellegzetesen festődnie kell pl. 

kongóvörössel (Nilsson, 2004).  

 

 

2. ábra: Az amiloid fibrillum képződés javasolt mechanizmusa 

 (Selkoe, 2003). 

 

Az Alzheimer-kór 

Napjainkban egyre magasabb a neurodegeneratív megbetegedések száma, közülük is 

első helyet foglalja el az Alzheimer-kór. A betegség során megfigyelhető a jellegzetes -

amiloid peptidből (A) felépülő plakkok neuronokon kívüli- és a tau () fehérje egy 

abnormális formájának a neuronokon belüli akkumulációja. Az A az amiloid prekurzor 

protein (APP) hasítása révén keletkezik. A 39–43 aminosavból álló A kísérletesen a toxikus 

mechanizmusok széles sorát mutatja in vivo és in vitro egyaránt. Ezzel szemben az A 

bizonyos kísérleti körülmények között néhány érdekes neuroprotektív és fiziológiai 

tulajdonságot is mutat utalva arra, hogy az A fiziológiás és patológiás szerepe különböző 

faktoroktól függhet. Az Alzheimer-kórban a  fehérje hiperfoszforilált formája van jelen. A 
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kórt elsőként Alois Alzheimer írta le 1907-ben. A betegség szellemi leépüléssel és a kognitív 

képességek csökkenésével jár, főként a 65 év felettieket sújtja, de akár már 40 éves korban is 

jelentkezhet. A betegség gyakorisága az elmúlt években egyre nő. Világszerte körülbelül 35 

millió embert érint (Anstey és mtsai., 2013). Becslések szerint jelenleg 5,2 millió amerikai 

szenved Alzheimer-kórban. Közülük 200000-en 65 évnél fiatalabbak, 5 millióan pedig 65 

évesek, vagy idősebbek. Mivel a várható élettartam növekszik, így 2050-re az Alzheimer-

kóros betegek száma várhatóan megháromszorozódik (Alzheimer's Association, 2014 Rubio-

Perez és Morillas-Ruiz, 2012; Carrillo-Mora és mtsai., 2014; Sadik és Wilcock, 2003). Az 

Alzheimer-kór genetikai rizikó faktora az apolipoprotein E (ApoE) fehérjét kódoló APOE gén 

4-es alléljának jelenléte (Spinney, 2014). Az Alzheimer-kór esetén az agy krónikus 

gyulladása figyelhető meg, mely súlyos szöveti romláshoz vezet. Az egészséges- és az 

előrehaladott Alzheimer-kóros beteg agyának összehasonlítása alapján jól látható hogyan 

változik a sejtveszteség a betegség következtében (3. ábra).  

 

 
 

3. ábra: Egészséges- és előrehaladott Alzheimer-kórós beteg agyának összehasonlítása. 

http://www.alz.org/braintour/healthy_vs_alzheimers.asp 

 

-lemezt megszakító peptiddel való kezelés csökkenti az agy gyulladását. Epidemiológiai 

vizsgálatok során megfigyelték, hogy a nem szteroid gyulladáscsökkentő gyógyszerekkel 

(NSAID) pl. aszpirinnel való kezelés csökkenti az Alzheimer-kór kialakulásának kockázatát. 

Sajnos a NSAID-ok klinikai vizsgálata nem volt nagyon gyümölcsöző az Alzheimer-kóros 

betegeknél. Specifikus A csökkentő NSAID-okat használva a jövőben kideríthető, hogy 

klinikailag hatékonyak-e. Egyik lehetséges hipotézis szerint a NSAID-ok segítenek 

csökkenteni a betegség gyakoriságát, de nem hasznosak, ha már a betegség megjelent. A 

gyulladáskeltő válaszokat ellensúlyozni lehet polifenolokkal. Ezekkel a természetes 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carrillo-Mora%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24683437
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sadik%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14512820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sadik%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14512820
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vegyületekkel való kiegészítés új terápiás vonalat jelenthet ennek az agyi rendellenességnek a 

megközelítésében (Rubio-Perez és Morillas-Ruiz, 2012; Thomas és mtsai., 2001). Az 

Alzheimer-kór kezelésére javasolt további stratégiák lehetnek pl. az APP-ből A-t termelő β- 

és γ-szekretáz részleges gátlása, a koleszterin-szint csökkentő gyógyszerek alkalmazása, vagy 

a Cu
2+

/Zn
2+

 kelátor clioquinol antibiotikummal való kezelés is (Hardy és Selkoe, 2002).  

 

Az amiloid fibrillumok képződésének gátlása 

 Sok állat, növény és mikroorganizmus ozmolitok akkumulációja által növeli a 

makromolekulái stabilitását stressz körülmények között. A természetben előforduló ozmolitok 

eltolják a folding egyensúlyát a natív konformáció irányába, stabilizálják a fehérjéket. Az 

ozmolitok olyan kis méretű szerves vegyületek, melyek különböző kémiai osztályokhoz 

tartozhatnak, így lehetnek aminosavak (prolin és glicin), metilaminok (betain és trimetilamin-

N-oxid) és poliolok. Megvédik a fehérjéket a misfoldingtól, így hatékony terápiás ágensek 

lehetnek. Patológiás körülmények között a natív, funkcionálisan aktív fehérje részlegesen 

kitekeredik, így lehetővé válik vagy a nem kívánatos degradációja, vagy pedig olyan 

oldékony prekurzorokká alakulása, melyek amiloidokat tudnak képezni. Az ozmolitok segítik 

a részlegesen kitekeredett formát natív konformációjúvá visszaalakítani, így megelőzhetők 

velük a fehérje konformációs betegségek (4. ábra) (Khan és mtsai., 2010).  

 

 

4. ábra: Az ozmolitok használatának lehetséges terápiás mechanizmusa 

(Khan és mtsai., 2010). 

 

A trehalózt hatékonynak találták az A aggregációjának gátlásában és citotoxicitásának 

csökkentésében (Liu és mtsai., 2005). A természetben előforduló extremolitról az α-D-

mannozil-glicerátról kimutatták, hogy védi a fehérjéket különböző stressz körülmények között 

és szignifikáns gátló hatása van az A amiloid képződés ellen (Ryu és mtsai., 2008). 
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Kimutatták az aromás kölcsönhatások szerepét az amiloid fibrillum képződésben. Aromás 

vegyületek, különösen a kis méretű polifenolok hatékonyan gátolják a fibrillumok in vitro 

képződését azáltal, hogy aromás kölcsönhatásokat alakítanak ki az amiloidogén fehérjével.  

Feltételezik, hogy a vörös borban található polifenolok megakadályozhatják az Alzheimer-kór 

kialakulását, nem csupán a reaktív oxigén gyökök befogása által, hanem közvetlenül gátolják 

a fibrilláris -amiloid lerakódását az agyban (Porat és mtsai., 2006). Az élelmiszerekben vagy 

a gyógynövény készítményekben előforduló polifenolokat, mint például az epigallocatechin 

gallátot (EGCG), a kurkumint és a rezveratrolt már tanulmányozták amiloid inhibitorként. A 

tea katechin polifenol az EGCG különböző fehérjék aggregációját gátolhatja és folyamatban 

van az elbírálása az Alzheimer-kórral kapcsolatos klinikai vizsgálatokban.  A természetes 

polifenolok oxidatív intermedierjei a kinonok (benzokinonok (BQ), naftokinonok (NQ), 

antrakinonok (AQ) és fenantrakinonok (PQ)) széles körben előfordulnak a 

gyógynövényekben és az élelmiszerekben. A rebarbara kivonatban megtalálható AQ számos 

bioaktív származéka olyan gyógyszer, amelyeket az amiloidózissal összefüggő betegségek, 

mint pl. az Alzheimer-kór kezelésére lehet használni. Az egyik antrakinonról az emodinról 

(EM) leírták, hogy hatékonyan gátolja a tau aggregációját és neuroprotektív hatást mutat. A 

rebarbara antrakinonok befolyásolhatják a fehérje misfoldingot és az aggregációt. Tesztelték 

az anti-amiloid hatását 4 egyszerű kinonnak és 4 rebarbarában előforduló természetes 

antrakinon-származéknak. Különböző mértékben mind a 8 kinon gátolta az inzulin 

oligomerizációját, különösen az 1,4-benzokinon vagy az 1,4-naftokinon. Bár néhány növényi 

kinonról azt gondolják, hogy allergének, a kinonok továbbra is fontos forrásai az anti-amiloid 

inhibitoroknak (Gong és mtsai., 2014). Az eredmények azt mutatják, hogy a szabadgyökök 

fokozzák a fibrillum képződést, így a gyökfogók (pl. aszkorbinsav, trolox és rifampicin) 

gátolják az A aggregációját. Ezeknek a vegyületeknek a hidrofób és/vagy aromás jellege 

jelentősen hozzájárul a fibrillum képződést gátló hatásukhoz, míg az antioxidáns hatásuk 

főleg a destabilizáció támogatásában nyilvánul meg (Shoval és mtsai., 2007). 

 Olyan kémiai vegyületek, amelyek szelektíven stabilizálják a natív α-hélixeket a 

fehérjékben, növelik a fibrilláció energia gátját, így használhatók az amiloid képződés elleni 

harcban molekuláris szinten (Marinelli és mtsai., 2013). Ghosh és munkatársai vizsgálatai azt 

mutatták, hogy a hosszú szénláncú polietilén glikolok (PEG-ek) (PEG 20000 és PEG 35000) 

kulcs szerepet játszhatnak a tojás fehérje lizozim natív szerkezetének stabilizálásában, 

chaperon szerű aktivitást mutatva, így megelőzve a fehérje fibrillációját (Ghosh és mtsai., 

2014). Ragi és munkatársai vizsgálták a humán szérum albumin kölcsönhatását PEG-el és azt 

találták, hogy a PEG hidrogén híd kötésekkel kapcsolódik a fehérjéhez (Ragi és mtsai., 2005), 
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míg mások szerint hidrofób kölcsönhatásokkal kötődik a fehérjékhez (Hamada és mtsai., 

2009). Kimutatták, hogy a polioloknak védő hatásuk van a fehérje denaturáció különböző 

típusaival szemben, és hogy a nagy molekulatömegű poliolok stabilizálják a fehérje 

szerkezetet (Naseem és Khan, 2003).  

 

A tripszin szerkezete 

A modell fehérjeként választott tripszin két doménből épül fel, mindkettő natív 

szerkezetében 6-6 antiparallel β-lemez található, melyek két egymáshoz képest merőleges 

állású β hordót képeznek (5. ábra) (Nagano és mtsai., 1999). A tripszin szerves oldószerek 

jelenlétében különböző másodlagos szerkezeteket vesz fel. A β-lemez szerkezet aránya 31 és 

53 % között változik a jelen lévő szerves oldószer természetétől és koncentrációjától függően 

a cirkuláris dikroizmus mérések alapján (Simon és mtsai., 2001), így alkalmas a 

fibrillumképződés tanulmányozására. 

 

5. ábra: A tripszin szerkezete. 

Lilával a Ca
2+

-ot jelölve. 

http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Peptidase2.html 

http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/Peptidase2.html
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Anyagok és módszerek 

 

Anyagok 

Az N-benzoil-L-arginil-etilészter (BAEE) szubsztráttal mért 9000 U/mg specifikus 

aktivitású tripszint a Sigma-Aldrich Kft. forgalmazta. 1 U az az enzim mennyiség, amely pH 

= 7,6-nál percenként 0,001 abszorpció-növekedést okoz 25 
o
C-on, 253 nm-nél. A 8-anilino-1-

naftalin-szulfonsavat (ANS) és a tioflavin T-t (ThT) is a Sigma-Aldrich Kft.-től vettük. A 

BAEE, az L-szorbóz, a PEG 4000 és 6000 a Fluka terméke volt. A D-glükózt és az etanolt a 

Molar Chemicals Kft gyártotta. A többi vegyszert a Reanal Finomvegyszergyár ZRt.-től 

szereztük be. A D-xilitet étkezési „nyírfacukor”-ként vettük. 

 

Módszerek 

Tripszin módosítása PMSF-al 

 A tripszin fenil-metil-szulfonil-fluoriddal (PMSF) történő kovalens módosítása az 

aktív centrumban lévő szerin aminosav oldalláncot érinti, így az enzim elveszti katalitikus 

aktivitását (6. ábra). Erre azért van szükség, mert az enzim neutrális pH-n autolizálna, ami 

befolyásolná fibrillum képződés hatékonyságát. 

  

6. ábra: Tripszin gátlása PMSF-al. 

 

8,4 µl 100 mM 2-propanolban oldott PMSF-ot, majd 20 µl 50 mg/ml 0,001 N HCl-ban 

oldott tripszint adtunk 2 ml 0,05 M kálium-foszfát pufferhez (pH = 7,0) folyamatos kevertetés 

mellett. Az előbbi mennyiségek adagolását még négyszer megismételtük, mindig 5 percet 

vártunk a következő adagolás előtt. A reakcióelegyet szobahőmérsékleten (25 
o
C-on) 

inkubáltuk 30 percig. A reagens fölöslegétől Sephadex G 25 oszlopon való gélszűréssel 

szabadultunk meg 0,05 M K-foszfát pufferes (pH = 7,0) elúcióval. 1 ml-es frakciókat 

szedtünk, majd megmértük a minták extinkcióját 280 nm-en és aktivitást mérve ellenőriztük a 

módosítás hatékonyságát. Megállapítottuk, hogy a módosító reagens enzimhez viszonyított 

20-szoros feleslegével a tripszin 95 %-át sikerült fenil-metil-szulfonil tripszinné alakítani. 
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Fluoreszcencia spektroszkópia 

A kísérleteket Hitachi F-2500 FL spektrofluoriméterrel végeztük 5 nm gerjesztési és 

10 nm emissziós résbeállításokkal 1 cm-es küvettát használva. A mérésekhez 150 µg/ml 

koncentrációjú enzimoldatot 60 % metanol koncentráció mellett 5 mM foszfát puffer 

jelenlétében (pH = 7,0) 1 napig szoba hőmérsékleten inkubáltuk, majd 100 µl mintához 900 

µl 50 µM ANS oldatot adtunk, mely 10 mM nátrium-foszfát puffer jelenlétében pH = 7,0-nél 

150 mM NaCl-ot is tartalmazott. Az ANS fluoreszcencia vizsgálatakor 365 nm gerjesztési 

hullámhossznál az emissziós spektrumokat 400–600 nm hullámhossz-tartományban vettük fel. 

A fluoreszcenciás spektrumok felvétele 30 perccel az ANS-nak a mintákhoz való hozzáadása 

után történt. 

 

Tioflavin T kötődés 

300 µg/ml tripszin tartalmú mintákat 24 
o
C-on inkubáltuk 24 óráig különböző szerves 

oldószer koncentrációknál 10 mM foszfát puffer jelenlétében pH = 7,0-nél. 100 µl mintához 

0,9 ml 65 µM ThT oldatot adtunk (10 mM nátrium foszfát, pH = 7,0, 150 mM NaCl), majd 5 

perc múlva mértük a fluoreszcenciát. A gerjesztési hullámhossz 440 nm volt, az emissziót 

pedig 485 nm-nél mértük, 5 nm gerjesztési és 10 nm emissziós résbeállításokkal 1 cm-es 

küvettát használva. 

 

Az enzimaktivitás meghatározása 

 A tripszin aktivitásának meghatározása a BAEE és az N-benzoil-L-arginin karboxilát 

formájának spektrális különbségén alapul. Az enzim aktivitását Schwert és Takenaka szerint 

mértük, fotometriásan követve az extinkció növekedését 253 nm-en pH = 8,0-nál (Schwert és 

Takenaka, 1955). A reakciót 20 µl 0,15 mg/ml fehérje koncentrációjú enzimoldattal indítottuk. 

A reakcióidő 3 perc volt. 

 

Turbiditás mérés 

 A turbiditás méréseknél 350 nm-en követtük az extinkció változását Hitachi U-2000 

spektrofotométert használva 1 cm-es küvettával. A tripszin koncentrációja a turbiditás 

méréseknél 0,15 mg/ml volt etanolos és metanolos közegben, míg 1,4 dioxán jelenlétében 0,3 

mg/ml volt 10 mM foszfát pufferben pH = 7,0-nél, illetve 10 mM Na2HPO4/citromsav 

pufferben pH = 4,0-nél. Az oldószer koncentráció 30–80 % (v/v) között változott. A mintákat 

24 óráig inkubáltuk 24 
o
C-on a mérések előtt. 
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Az aggregáció kinetikája 

 Az aggregáció kinetikájának tanulmányozása során 15–30 percig követtük a minták 

extinkció változását Hitachi U-2000 spektrofotométerrel 350 nm-en 60 % szerves oldószer 

tartalomnál PEG 6000 jelenlétében és PEG nélkül pH = 4,0-nél 0,15–0,3 mg/ml 

fehérjekoncentráció mellett. Az értékek leolvasása percenként történt. 

 

Kongóvörös kötődés 

Az amiloid-specifikus kongóvörös kötődést 5 mM foszfát puffer jelenlétében mértük 

pH = 7,0-nél 150 mM NaCl jelenlétében. A kongó vörös koncentrációja 11 µM, a fehérjéé 

pedig 2,5 µM volt. 200 µl 60 % szerves oldószer tartalmú, 1 napig 24 
o
C-on pH = 4,0-en 

inkubált mintát összekevertünk 0,8 ml kongóvörös oldattal, majd 15 perc múlva felvettük az 

abszorpciós spektrumot 400–600 nm hullámhossz-tartományban 1 cm-es küvettát használva. 

Amiloid fibrillumok jelenlétében az abszorpciós maximum magasabb hullámhosszak felé 

való eltolódását (vörös eltolódás), és abszopciós intenzitás növekedést mértünk. A minták 

abszorpciós spektrumaiból kivontuk a kongóvörös és a fehérje spektrumát, az így kapott 

differencia spektrum jól tükrözi a kongóvörös amiloid fibrillumokhoz való kötődésekor 

tapasztalt spektrális változást. 
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Kísérleti eredmények és értékelésük 

 

Fluoreszcenciás mérések 

A tioflavin T-t széles körben használják amiloid fibrillumok azonosítására, hiszen a 

fibrillumokhoz való szelektív kötődésekor jelentősen megnövekszik a fluoreszcenciás 

intenzitása (Biancalana és Koide, 2010). A tioflavin T kötődés oldószer koncentráció függését 

vizsgálva megállapítottuk, hogy 60 % oldószer koncentrációnál volt mérhető a maximális 

fluoreszcenciás intenzitás 24 órás inkubáció után etanol és metanol oldószerekben pH = 7,0-

nél 10 mM foszfát puffer jelenlétében, vagyis 60 % oldószer koncentráció mellett keletkezett 

a legtöbb fibrillum (7. ábra). 440 nm gerjesztési hullámhossznál, az emissziót 485 nm-nél 

mértük, 5 nm gerjesztési és 10 nm emissziós résbeállításokkal 1 cm-es küvettával. Az 1,4 

dioxán koncentráció függésének vizsgálatakor is 60 % oldószer koncentrációnál mértük a 

legnagyobb fluoreszcenciás intenzitást (az adatokat nem tüntettük fel).  
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7. ábra: Tioflavin T kötődés oldószekoncentráció függése 24 órás inkubáció után 24 
o
C-on pH 

= 7,0-nél. Enzim koncentráció: 30 µg/ml. Etanol (●), metanol (⁬). 

  

A laborban végzett korábbi kísérletek szerint szerves oldószerek jelenlétében a fehérje 

szerkezet lazulása volt megfigyelhető ANS-al. Az ANS nem tud kötődni a natív enzim 

hidrofil felületéhez, hanem csak a részlegesen kitekeredett fehérje hidrofób régiójához, 
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melynek eredményeként megnövekszik a fluoreszcenciás intenzitása, és az emissziós 

maximuma (λmax) az alacsonyabb hullámhossz felé tolódik el (kék eltolódás) (Edwin és 

Jagannadham, 1998). A 8. ábrán jól látható, hogy 60 % metanol jelenlétében az ANS-nak 

magának a fluoreszcenciás intenzitás maximuma 516 nm-nél van, míg tripszinnel együtt a 

maximum értéke 498 nm-re tolódott és közben a fluoreszenciás intenzitás értéke 1,7-szeresére 

nőtt pH = 7,0-nél 5 mM nátrium-foszfát puffer jelenlétében. A mintákat 24 
o
C-on 24 óráig 

inkubáltuk az ANS hozzáadása előtt, majd 30 perc múlva vettük fel a fluoreszcenciás 

spektrumokat 400 és 600 nm között. Ugyanakkor puffer jelenlétében nem tapasztaltunk 

spektrális változást, hiszen pufferes közegben nem változott a fehérje szerkezete. 
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8. ábra: Tripszin-ANS fluoreszcencia spektrumok 5 mM nátrium-foszfát puffer jelenlétében 

pH = 7,0-nél (●), 60 % metanol koncentrációnál (▲) 24 
o
C-on való 24 órás inkubáció után az 

ANS spektrumaival pufferben (○) és 60 % metanolban (∆).  

Fehérje koncentráció: 15 µg/ml. Gerjesztési hullámhossz: 365 nm. 

 

 

PMS-tripszin turbiditásának vizsgálata 

A tripszin pH = 7,0-nél autolízisre hajlamos. Az autolízis viszont megváltoztatja a 

fehérje amiloid fibrillum képzési hajlamát. Az autolízis kivédésére fenil-metil-szulfonil-

fluoriddal (PMSF) irreverzibilisen módosítottuk az enzim aktív centrumában lévő szerin 

aminosav oldalláncot, így inaktiváltuk az enzimet. Korábbi kísérletek alapján tudtuk, hogy a 

poliolok közül a PEG-ek jelentősen gátolják a tripszin aggregációját pH = 7,0-nél. A PMS-
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tripszint használtuk a PEG 4000 aggregációt gátló hatásának vizsgálatára. Megmértünk a 

minták turbiditását 60 % 1,4 dioxán, 60 % etanol és 60 % metanol koncentrációnál 50 mg/ml 

PEG 4000 jelenlétében és nélküle. A turbiditás mérés felhasználható az aggregátumok 

mennyiségének becslésére (Necula és mtsai., 2007). Megállapítottuk, hogy az 50 mg/ml PEG 

4000 jelenléte 1,4 dioxánban 0,3 mg/ml fehérje koncentrációnál 11 %-kal, míg etanolban 60 

%-kal, metanolban pedig 24 %-kal csökkentette az aggregátumok mennyiségét 60 % oldószer 

koncentrációnál 1 napos 24 
o
C-on való inkubáció után 0,15 mg/ml fehérje koncentráció 

mellett (9. ábra). 
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9. ábra: PMS-tripszin turbiditás változása 24 
o
C-on pH = 7,0-nél 60 % szerves oldószer 

koncentráció mellett 50 mg/ml PEG 4000 jelenlétében és nélküle 24 órás inkubáció után. 

Fehérje koncentráció: 0,15 mg/ml az etanolos és a metanolos közegben,  

0,3 mg/ml az 1,4 dioxános közegben. 

 

 

A tripszin aggregációjának követése pH = 4,0-nél 

Azért, hogy ne kelljen az autolízis kivédésére PMSF-os módosítást csinálni, a további 

kísérleteinket pH = 4,0-nél végeztük 10 mM Na2HPO4/citromsav pufferben. Megvizsgáltuk a 

tripszin turbiditás változását különböző koncentrációjú etanol, metanol és 1,4 dioxán 

jelenlétében 24 
o
C-on való 24 órás inkubáció után. A fehérje koncentráció etanolos és 

metanolos közegben 0,15 mg/ml volt, míg 1,4 dioxán jelenlétében 0,3 mg/ml tripszin 

koncentrációt alkalmaztunk. 50–60 % oldószer koncentrációnál mértünk a legnagyobb 

turbiditást mindhárom oldószerben (10. ábra). Így a további vizsgálatokat 60 % oldószer 

koncentrációnál végeztük. 
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10. ábra: Tripszin turbiditás változása 24 

o
C-on pH = 4,0-nél különböző koncentrációjú etanol 

(◊), metanol (□) és 1,4-dioxán (∆) jelenlétében 24 órás inkubáció után.  

Fehérje koncentráció: 0,15 mg/ml az etanolos- és a metanolos közegben,  

0,3 mg/ml a 1,4 dioxános közegben. 

  

 

Megvizsgáltuk különböző polioloknak a tripszin aggregációjára kifejtett hatását. Az 

általunk vizsgált poli-hidroxi vegyületek között volt mono- és diszacharid, aldóz, ketóz, 

cukoralkohol, dezoxi cukor és polietilén glikol egyaránt. 350 nm-en megmértük a minták 

extinkcióját 24 
o
C-on való 24 órás inkubáció után, pH = 4,0-nél 10 mM Na2HPO4/citromsav 

puffer jelenlétében, 60 % etanol koncentrációnál, 50 mg/ml poliol jelenlétében és nélküle 0,15 

mg/ml fehérje koncentráció mellett. A mérési eredményeinket a 11. ábrán tüntettük fel. Az 

aggregáció legjelentősebb mértékű gátlását a PEG 6000 esetében mértük, 50 mg/ml-es 

koncentrációban 34 %-ra csökkentette az aggregátumok mennyiségét a PEG 6000-et nem 

tartalmazó mintához képest. A többi poliol aggregációt csökkentő hatása 24 és 5 % között 

változott, tehát lényegesen elmaradt a PEG 6000 hatásához képest. Így a további vizsgálatok 

során a PEG 6000 aggregációra kifejtett hatását tanulmányoztuk részletesebben. A natív 

szerkezet kémiai vegyületekkel való stabilizálása növeli a fibrillum képződés energia gátját és 

így hatékony terápiás stratégia lehet a fehérje konformációs betegségek megelőzésében 

(Marinelli és mtsai., 2013 Soldi és mtsai., 2006 Härd és Lendel, 2012). A polietilén glikol 

(PEG) nem toxikus, biokombatibilis, vízoldékony, hidrofil nem-ionos polimer. A PEG-ek a 

fehérjék típusától és a kísérleti körülményektől függően elősegítik vagy gátolják a fehérjék 
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aggregációját (Ma és mtsai., 2012). Traumás agysérülés utáni polietilén glikol kezelés 

redukálta a β-amiloid prekurzor fehérje akkumulációját degenerálódó axonokban (Koob és 

Borgens, 2006). A hosszú láncú PEG-ek meggátolják a tojás fehérje lizozim alkálisó 

közvetített fibrillációját (Ghosh, 2014). 
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11. ábra: Tripszin turbiditás változása 24 
o
C-on pH = 4,0-nél 60 % etanol koncentrációnál 50 

mg/ml poliol jelenlétében és nélküle 24 órás inkubáció után.  

Fehérje koncentráció: 0,15 mg/ml. 

 

Megvizsgáltuk a tripszin aktivitásának változását is 60 % etanol koncentráció mellett 

PEG 6000 nélkül és különböző PEG 6000 koncentrációk mellett is. Azt kaptuk, hogy 25 

mg/ml-es koncentrációban a PEG 6000 nem befolyásolja az aktivitás csökkenésének 

mértékét. Az 50 és a 75 mg/ml-es koncentrációjú PEG 6000 jelenléte viszont koncentrációtól 

függő mértékben mérsékelte a tripszin aktivitás vesztését, jelezve a PEG 6000 fehérje 

szerkezetet stabilizáló hatását (12. ábra). Mivel a polietilén glikolok hidrogén-híd kötésekkel, 
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vagy hidrofób kölcsönhatás révén kapcsolódni tudnak a fehérjékhez (Ragi és mtsai., 2005 

Hamada és mtsai., 2009 Wu és mtsai., 2013), védő hatásuk van a fehérje denaturáció 

különböző típusaival szemben (Naseem és Khan, 2003), képesek stabilizálni a fehérjéket 

(Bhat és Timasheff, 1992 Shimizu és Smith, 2004). 
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12. ábra: Tripszin aktivitásának változása 60 % etanol koncentráció mellett PEG 6000 nélkül 

(x) és 25 mg/ml (○), 50 mg/ml (□) és 75 mg/ml PEG 6000 (∆) jelenlétében. 

Fehérje koncentráció: 0,15 mg/ml. 

 

Az aggregáció kinetikájának tanulmányozásakor követtük az extinkció változását 350 

nm-en időben PEG 6000 jelenlétében és nélküle 60 % szerves oldószer koncentrációnál pH = 

4,0-nél, hogy megvizsgáljuk a PEG 6000 aggregációra kifejtett hatását. Az abszorpciót 

percenként rögzítettük 15–30 percen keresztül. 60 % 1,4-dioxán koncentráció mellett a 

tripszin hiperbola alakú görbével jellemezhető kinetika szerint aggregálódott, 15 perc alatt 

már elérte a maximális értéket. 50 mg/ml PEG 6000 jelenlétében 62 %-ra csökkent az 

aggregátumok mennyisége a PEG 6000-et nem tartalmazó mintához képest. A PEG 6000 

aggregációt gátló hatása növekvő koncentrációval nőtt (13. ábra). 60 % etanol jelenlétében 

egy igen rövid lag fázis volt megfigyelhető, szigmoid alakú görbét kaptunk. 50 mg/ml PEG 

6000 koncentráció mellett a turbiditás értéke 41 %-ra csökkent a PEG 6000-et nem tartalmazó 

mintához képest 30 perces inkubációt követően. 60 % metanol koncentráció mellett az 50 

mg/ml PEG 6000 jelenléte 67 %-ra csökkentette a 350 nm-en mért extinkció értékét 30 perces 
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inkubáció után (14. ábra). Kimutatták, hogy a poliolok másodlagos szerkezetet megőrző 

hatása növekszik a koncentrációval és a hidroxil csoportok számával (Naeem és mtsai., 2006). 

A PEG-ek a fehérjék típusától és a kísérleti körülményektől függően elősegítik vagy gátolják 

a fehérjék aggregációját (Ma és mtsai., 2012), a mi esetünkben jelentősen gátolták az 

aggregációt. 
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13. ábra: Tripszin aggregációjának kinetikája 60 % 1,4-dioxán jelenlétében PEG 6000 nélkül 

(), 25 mg/ml (+), 50 mg/ml (x) és 75 mg/ml PEG 6000 (∆) jelenlétében követve az 

extinkció változását 350 nm-nél pH = 4,0-nél. Fehérje koncentráció: 0,3 mg/ml. 

 

A kongóvörös amiloid fibrillumok jelenlétének kimutatására széles körben használt 

diazo festék, ugyanis viszonylag nagy specifitással képes kötődni amiloid fibrillumokhoz. Az 

amiloid fibrillumokra jellemző β-lemez szerkezet jelenléte előfeltétele a kongóvörös 

kötődésének. A kongóvörös amiloid fibrillumokhoz való kötődését jellemző spektrális 

változás kíséri. Fibrillumok jelenlétében a kongóvörös elnyelési maximuma 490 nm-ről 510 

nm-re tolódik, és nő az abszorpciós intenzitás. A módszer előnye, hogy csak spektrofotométer 

kell hozzá, nem igényel radioaktív jelölést vagy drága reagenseket. Gyors és egyszerű 

módszer (Klunk és mtsai., 1999). A kongóvörös kötődési kísérleteinket a 15. ábrán tüntettük 

fel. A 15. A ábrán jól látszik, hogy 60 % etanol koncentrációnál amiloid fibrillumok 

jelenlétében a kongóvörös elnyelési maximuma magasabb hullámhosszra tolódott, és nőtt az 

intenzitás mértéke is. Az általunk vizsgált 3 oldószerben: etanolban, metanolban és 1,4 
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dioxánban kiszámoltuk a differencia spektrumokat is 60 % oldószer koncentráció mellett 50- 

és 100 mg/ml PEG 6000 koncentráció jelenlétében és nélküle is (15. B, C, D ábra). A 

differencia spektrumokat úgy számoltuk ki, hogy a tripszin + kongóvörös spektrumából 

kivontuk a kongóvörös és a tripszin spektrumát. A differencia spektrumok alakja jól tükrözi 

az amiloid fibrillumok jelenlétében bekövetkezett spektrális változást. 
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14. ábra: Tripszin aggregációjának kinetikája 60 % etanolban PEG 6000 nélkül (), és 50 

mg/ml PEG 6000 jelenlétében (○), 60 % metanolban PEG 6000 nélkül (■) és 50 mg/ml PEG 

6000 jelenlétében (□) követve az extinkció változását 350 nm-nél pH = 4,0-nél. Fehérje 

koncentráció: 0,15 mg/ml. 

 

Fontos lenne a mérési eredményeinket megerősíteni transzmissziós elektron 

mikroszkópos felvételek készítésével is. Így kideríthető lenne, hogy a turbiditás mérések 

alapján megállapított csökkenés az aggregátumok mennyiségében PEG 6000 jelenlétében 

egyben a fibrillumok mennyiségének csökkenését is jelenti-e? Ezek a kísérletek most vannak 

folyamatban. 
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15. A, B ábra: Kongóvörös abszorpciós és differencia spektrumok (A). Tripszin + kongóvörös 

(+), kongóvörös magában (○), tripszin magában (x), differencia spektrum 60 % etanolban (). 

Tripszin differencia spektrumok 60 % etanolban (B), 50 mg/ml PEG 6000 (□), és 100 mg/ml 

PEG 6000 jelenlétében (∆), valamint PEG 6000 nélkül ().  

A fehérje koncentrációja 0,06 mg/ml, a kongóvörösé pedig 11 µM volt. 
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15. C, D ábra: Kongóvörös differencia spektrumok 60 % metanolban (C) és 60 % 1,4-

dioxánban (D) 50 mg/ml PEG 6000 (□), és 100 mg/ml PEG 6000 jelenlétében (∆), valamint 

PEG 6000 nélkül (). A fehérje koncentrációja 0,06 mg/ml, a kongóvörösé pedig 11 µM volt. 
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Összefoglalás 

 

 Fibrillum képződés tanulmányozása során tripszin modellfehérjével dolgoztunk 

szerves oldószeres közegben. Tioflavin T kötődés vizsgálata során megállapítottuk, hogy pH 

= 7,0-nél a maximális fibrillum képződés 60 % oldószer koncentrációnál figyelhető meg 

etanolban, metanolban és 1,4 dioxánban egyaránt. A részlegesen kitekeredett fehérje hidrofób 

régiójához kötődő ANS-al sikerült kimutatni a fehérje szerkezetének lazulását 60 % 

metanolos közegben. PMS-tripszin turbiditásának vizsgálatával megállapítottuk, hogy az 50 

mg/ml PEG 4000 jelenléte 1,4 dioxánban 0,3 mg/ml fehérje koncentrációnál 11 %-kal, míg 

etanolban 60 %-kal, metanolban pedig 24 %-kal csökkentette az aggregátumok mennyiségét 

60 % oldószer koncentrációnál 1 napos 24 
o
C-on való inkubáció után 0,15 mg/ml fehérje 

koncentráció mellett pH = 7,0-nél. 

A tripszin aggregációjának vizsgálata során pH = 4,0-nél megállapítottuk, hogy 50–

60 % szerves oldószer koncentrációnál mérhető a legtöbb aggregátum mindhárom 

oldószerben. A kongó vörös kötődést vizsgálva a differencia spektrumok alakja jól tükrözte 

az amiloid fibrillumok jelenlétében bekövetkezett spektrális változást. Az aggregációt 

különböző poli hidroxi vegyületekkel gátoltuk, legeredményesebbnek polietilén glikol 6000-

et találtuk, 50 mg/ml-es koncentrációban 34 %-ra csökkentette az aggregátumok mennyiségét 

a PEG 6000-et nem tartalmazó mintához képest 60 % etanol koncentráció mellett. Az 50 és a 

75 mg/ml-es koncentrációjú PEG 6000 jelenléte koncentrációtól függő mértékben mérsékelte 

a tripszin aktivitás vesztését, jelezve a PEG 6000 fehérje szerkezetet stabilizáló hatását. A 

PEG 6000 aggregációt gátló hatása növekvő koncentrációval nőtt. Eredményeink alapján 

megállapítható, hogy PEG 6000-el növelhető a tripszin natív szerkezetének stabilitása, így 

alkalmazásával gátolható az aggregáció hatékonysága.  
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a Szegedi Tudományegyetem Természettudomáyi és Informatikai Kar Biokémiai és 

Molekuláris Biológiai Tanszék vezetőjének, hogy lehetőséget biztosított dolgozatom 

megírásához. 
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Tételes szerzői hozzájárulás nyilatkozat 
 

 

 

Alulírott Szabó Kitti a dolgozatban leírt munkafolyamatok közül 

  

• a tripszin módosítását PMSF-al, 

• az enzim aktivitásának mérését, 

• a turbiditás méréseket, 

• az aggregáció kinetikájának követését, 

 • és a kongóvörös kötődést 

 

 

végeztem el. 

 

 

……………………………….. 

 

Szeged, 2014. november 10. 

 

 


