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Untersuchung der Interaktion von Polyphenolen mit a-Amylase Modeizertnach (1

Legende; K. Hemmkonstante der kompetitiven Hemmung, K;:
emmkonstante der unkompetitiven Hemmung, Vv,,,,; maximale
Umsatzgeschwindigkeit der vollstdndigen Hemmung

Einleitung Methoden wdmylase
Enzymassay-Detektion mittels UV/Vis GalG,CNP + H,0 > + GalG,

Weltweit waren im Jahr 2017 ca. 451 Mio. Menschen an Diabetes Mellitus
erkrankt.lt] Oft geht einer Diabetes Typ Il eine Hyperglykamie”, ein abnormer
nostbrandialer Blutzuckerspiegel vorraus. Polyphenole (PP) sind sekundare
Pflanzenstoffe und ubiquitar in unserer pflanzlichen Nahrung vorhanden.
Hemmeffekte wichtiger Enzyme des Starkeverdaus wie z.B. alpha Amylase
durch PP sind bekannt. Deshalb wird ein positiver Effekt der PP auf den
Blutzuckerspiegel postuliert.
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Zlelsetzun 9 Produktzunahme gegen die Zeit Auftragung von v, unterschiedlicher
_ _ ) —> Steigung = v, Inhibitor- gegen Substratkonzentration.
* Bestimmung des Hemmmechanismus und der Starke der

Hemmung mit unterschiedlichen Messmethoden - Bestimmung der Hemmkonstanten nach der Formel der allgemeinen reversiblen Hemmung
* Vergleich der Starke mit Acarbose, einem als Medikament

eingesetztem a-Amylase und a-Glucosidase Hemmer _Enzymassay-D_etelftlon mltte_ls | Saturation-Transfer-Difference (STD)-
Isothermaler Titrationskalorimetrie NMR
(ITC)
o o — Verwendete Methode: Protein V\_/ird mittels eines Puls
Verwendete Substanzen o o . d‘;rs L Single injection experiment abgesattigt. Dieser kann auf
‘ ij[ g Bindungspartner (PP) uibertragen
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Ergebnisse oo
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Enzymassay — UV/Vis K : t STD-NMR PP im Vergleich zu ACA
m
Substanz [Kic [uM] |Kiu [uM]  [Kic/Kiu Q@ HO. 2 OH 5 oH 100 o Komwole |
o OH @ a 6 | ¢ e - Verringerte
B 5 9 _ *  PHL [1]=50 uM . ]
4+5 002+0  218,2+2958% 0,02 0,00 0, M oH &N, OH e S g0 imbaieom 3 7 t Inhibitorwirkung
EGCG 121 + 17 50 + 6 206 +0,21° 59 + 62 HO 2 ° 780 0 O % | » AGA [1120.05 M ‘i i ji beZOgen auf ACA:
Miv-3-glc 44 +4 143+ 44  0,32+0,07° 143 + 432 hg v OH HON S 0K S 60- 7 ; ¢
Ec,* A7+43 241+1 0,20 £ 0,18> 241 + 1bc Chlorogensaure OH ot it E ! ; EGCG: 2.000
110+9  475+274 0,28+0,18> 240 + 58bc J 2 a0- i ? ¢ Mlv-3-glc 5.000
PHL 155£61 236+190 0,51%0,26° 326+ 80° - Bindungsepitop ist das konjugierte System s : , Andere: 10.000
CA 405 + 89 437 + 15 0,93 + 0,24 437 + 15¢ 9 Hydrophobe Interaktlonen und TT- % 20 ~ %E } } [ * L
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Enzymassay — ITC Einfluss der Struktur auf 1C, Rechenbeispiel
- L . ® Molekulargewicht (MM)
e e e e R o Systems Acarbosedosis fur einen Diabetespatienten:
0.0015 - "0 e 300 mg (= 465 pmol)/ Tag [ ¢
2 200 Fur vergleichbare Wirkung von EGCG:
g -~ Faktor 2000 - 0,93 mol (= 425 g) EGCG
%’ ?ED 300 - “ Miv-3-glc e RE=0,6174 EGCG benOtlgt far
: g | o Durchschnittliche Polyphenol- medizinische Wirkung
< 4 EGCG - 4
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100 A - - R2=0,9051 4 ~N
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0.0000 +——— 1 — 1 ' 1 ' 1 ' ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
- - > > >0 ° e - Der Effekt auf den Blutzuckerspiegel durch die
[S] [mM] 1Cqo [MM] :
| | a-Amylase Hemmung ist begrenzt
=2 ACA >> EGCG > MLV-3-glc > EC_, > ~ CA - Korrelation zwischen IC,, und molekularen _
Masse des konjugierten Systems des Aglykas - Aber Hemmung von G_Iu005|dase_n und Glucose
_ Transporter durch PP im Darm sind bekannt Y
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