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ROVIDITESEK

ADP : adenozin-difoszfat
AMP : adenozin-monofoszfat
Arg: arginin

Asp: aszparaginsav

ATP : adenozin-trifoszfat
Cys: cisztein

DEAE: dietil-amino-etil
E: enzim
EDTA: etilén-diamin-tetraacetdt

GAPD: glicereinaldehid-3-foszfdt-dehidrogenaz

GDP : guanin-difoszféat

Glu: glutaminsav

His: hisztidin

IDP: inozin-difoszfat

Ile: izoleucin

KM: Michaelis-dllandd

LDH: laktdt dehidrogenaz
Lys: lizin

NAD : nikotinamid-adenin-dinukleotid
PEP: foszfoenol-piroszdldsav
PK: piruvat kinaz

50S: ndtrium-dodecil-szulfat
Ser: szerin

Thr: treonin

Trp: triptoféan

Tyr: tirozin

Val: valin



1. BEVEZETES

A rogzitett enzimek elddllitdsa és tanulmdényozdsa az utdbbi
két évtizedben a kutatdsok eldoterébe kerilt. Ebben két tényezo-
nek volt nagy jelentésége. Az egyik, hogy a hordozdhoz kapcsolt
enzimek tulajdonsdgainak vizsgdlata, a hordozé és az enzim kozot-
ti kOlcsdnhatds elméleti szempontbol erdekesnek bizonyult. A mdsik
mozgatd erd pedig, hogy fokozddott az igény ezeknek az enzimkészit-
ményeknek az iparban és a biokémiai analitikédban vald alkalmazasa-
ra, mivel szamos elénnyel rendelkeznek az oldott enzimekhez képest.
A reakcid termékét nem szennyezi a keletkezéset katalizdald enzim,
hiszen a rogzitett enzimek elvdlasztdsa egyszer(ien megvaldésithatd,
a termékek elkilonitése utdn Gjra felhaszndlhatdk és folyamatos
izemmddban is alkalmazhatdk. Az enzimeket nagyfokd specifitdsuk mi-
att kiterjedten haszndljdk klinikai és élelmiszeripari analizisek-
nél. A rogzitett enzimek alkalmazasdval kindlkozik a lehetbség ezek-
nek a meghatdrozdsoknak folyamatos rendszerben torténdé kivitelezeé-
Sere.

Kisérleteink célja volt a biokémiai analitikédban szamos interme-
dier meghatdrozdsdra alkalmazott piruvédt kindz és tejsav dehidroge-
ndz rogzitett formdinak elddllitdsa és fontosabb kinetikai és sta-
bilitdsi paramétereiknek a meghatdrozdsa. A j6 mOkOdési stabilitds-
sal rendelkezd rogzitett enzimek analitikai meghatdrozdsokra torté-
nd felhaszndldsdnak optimalizdldsa. Kisérleteinkben bioldgiai min-
tékbél piroszdlésavat, illetve tejsavat hatdroztunk meg, hogy bemu-
tassuk a rogzitett enzimes rendszer gyakorlati celud felhaszndlasat
- Osszevetve a mérési eredményeinket a rutinszerden alkalmazott ol-

dott enzimes mérésekkel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az dltalunk vizsgdlt enzimek eldforduldsa és Jellemzése

2.1.1. Piruvdt kinaz

A piruvat kindz igen elterjedt enzim az €l6lényekben. Kimutat-
tdk 11 féle dllati szdovetben, egysejtiekben, élesztdkben, 6 faj
vordgsversejtjében és a ndvényék szadraban is /1/. Kristdlyos for-
mdban Bilcher és Pfleiderer /2/ izoldlta eldszor patkdnyizombodl.
Nyil-, macskavdzizombdl, galambszivb6l is eldallithatd, élesztd-
b6l is ismert az izoldlas.

A piruvat kindz /ATP:piruvat 2-0-foszfotranszferdz, EC 2.7.1.40./
foszfdtcsoport dtvitelét katalizdlja foszfoenol-piroszdl6savrdl
ADP-re, igy kulcsfontossdgu enzime a glikolizisnek, amelynek el-
s6dleges feladata anaerob koriilmények kozott az energia felszaba-
ditdsa és kémiai kotés formdjdban /ATP -ben/ vald konzervdaldsa.

A reakcio egyenlete:

/a/

COCH COCH

l ' : M 2+ K+ |
C—0—POgH, + ADP —L—t—- C=0 + ATP
[ PK |

CH, | CH

AG®=7.6 kcal/mol
A reakcidt kordbban irreverzibilismek vélték, Krimsky /3/ azon-
ban kimutatta, hogy megfordithatdé. Az egyensidlyi kontstans: 3x104
a piruvat és az ATP képzodés irdnydban. A reakcid sordn a fosz-
fatcsoport dtvitele E-ADP-PEP terner komplexben valdsul meg. Nem
keletkezik foszfoenzim, mint mds kindzokndl.

Pirosz0ldsav helyett mads «-ketosavakat is tanulmanyoztak, hogy



képesek-e az ATP termindlis foszfat akceptoraként viselkedni
- @azonban negativ eredménnyel. A foszfoenol-piroszdldsavon ki-
viil méds o-ketosav nem szubszirdtja az enzimnek. ADP helyett GDP-t
vagy IDP-t haszndlva a reakcid 60% ill. 75% hatékonysdggal folyik,
ADP-vel 100%-ot kapunk. 2;dezoxi—ADP 11% aktivitast eredményez,
ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a 2-hidroxi csoportnak Jelentd-
sege ‘van a reakcioban.

A piruvat kinaz mGkbdéséhezMg2+ ionok jelenlétére van szikség,
mint dltaldban a kindz-reakcidkban. Pontosan még nem tisztdzott a

M92+

ionok szerepe, de feltehetd, hogy jelenlétikben az adenin nuk-
leotidok Mg-sé forméban vannak jelen, ill. igy vesznek részt a re-
ékciéban. 10 mM-ig nincs gdtld hatdsa a Mg2+ ionoknak a reakcidra.
Kevés adat 4811 rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy vajon a Mg2+
ionok helyettesithettk-e mds fémionokkal. Eritrocitdkbdl izolalt
enzimre nézve ismert a kovetkezd: ha 5 mM M92+ helyett 5 mM Mn2+
ill. 5 mM C02+ ionokat alkalmaztak 48%-ra ill. 24%-ra csokkent az
aktivitds, ugyanakkor azt is kimutattdk, hogy a Zn2+ ill. Sr2+ io-
nok jelenléte hatastalan az.ADP foszforildldsi reakcidra.

A piruvdt kindz teljes aktivitdsdhoz ket értékid kationokon ki-
vil egy érteéklekre is szikség van. A K" szerepét, mint kofaktor
szerepét tetelezték fel. Feltehetdleg a K*' ionok esszencidlis ak-
tivator szerepét toltik bef Helyettesithetdk NH4+ vagy Rb™ ionok-
kal. Magas koncentracidban azonban ezek az ionok gdtoljak az enzim
mikodését, ami a nagyobb ionerdsségnek tudhatd be. Kationbk mellett
anionok is befolyédsoljdk az aktivitast /4/.

K'>Rp">Cs" = Na">NH, "> Li"

C1_>Br—>N03_> -SCN=0



Ha optimdlis mennyisegben jelenlevd K* ionokat tartalmazé reakcid-
elegyhez még Na* vagy Li* ionokat adunk, gdtlds tapasztalhatd. A
Li* kétszer olyan gdédtlé hatdsd, mint az Na® ion ugyanabban a kon-
centrdciséban. Ha K' ion nincs jelen, akkor az Na* enyhén aktivi-
tast fokozd az enzimre, a Li* azonban nem. K'-ra azonban szukség
van, bdrhonnan izoldljuk is az enzimet, novénybdl, gerinces vagy
gerinctelen dllatbél, ill. éleszt6bdl. A gerinctelenekbd6l / pl.
Anodonta/ izolalt enzim sokkal kevesebb K' iont igényel mikodésé-
hez, mint az emlds izombdl szdrmazé, mivel az intracelluldris ion-
koncentrdcid ott alacsonyabb, mint az emldsoknél. K* ionokkal rész-
ben fel lehet figgeszteni azt a gatlast, amit a Ca2+ ionok okoznak.
A Ca2+ és a K© ilyen kolcsonhatdsdra kevés példdt taldlhatunk. "Bi-
olégiai antagonizmus" &11 fenn kdztik. Az ionok szerepérdl és ha-
tdsmechanizmusardl valdjéban keveset tudunk. Elképzelhetd, hogy az
aktivdld ill. a gdtld kationok kapecsolddnak az enzim negativan tol-
tott aminosav oldalldncaihoz /5/.

K" ionok esetében a Michaelis-konstans értéke fliggetlen a fosz-
foenol-pirosz6lésav koncetrdcidtol, ill. a PEP-re meghatdrozott
KM fliggetlen a K* koncentréciétél. Ez azt jelenti, hogy a két kom-
ponens egymdstdl fiiggetlenil kapcsolddik az enzimhez. Kozvetlen a
foszfdtcsoport transzportja a donor és az akceptor kozott. Valdszi-
nd, hogy az enzim feliletén egy helyre kotédik az ATP és az ADP és
egy masik helyre a piroszdlésav és a foszfoenol-pirosz8ldsav.

A piruvéat kindz piridoxdl foszfdattal reverzibilisen gdtolhaté.
Az aktiv centrumban 1lév6 1izil oldalldncnak a nukleotid megkotése-
ben van szerepe. Az ATP nagy koncentraciéban gédtolja az enzimet. /6/.

A piruvédt kindz a mdr emlitett /a/ reakcidn kivil a kovetkezd-



ket is képes katalizalni:

b. fluorokindz reakciod:

HCU3 ﬂ
ALP  + b7 T AP + TO-b-f
Mgm s, K 0-
c. hidroxilamin-kindaz reakco:
HCUB—
AlP + NHZUH — . ™ AUP + foszforilalt hidroxilamin
K*, n®t

A fluorokindz reakcid nukleotid specifitdsa megegyezik a piruvat
kindzéval /a/. A fluorokindz aktivitast Mg2+ ionok jelenléte fo-
kozza, viszont meglepd mdddn Zn2+ vagy.Coz+ ionok jelenletére van
szikség a hidroxilamin-kindz reakcidban a Mg2+ ionok helyett. A
fluorokinadz reakcidban a Mn2+ ionok majdnem olyan hatasosak, mint
a MgZ+ ionok. A K¥ nemcsak a piruvdt kindz, hanem a fluoro- és a
hidroxilamin-kindz aktivitdsokat is fokozza.

A nydl vazizom piruvat kindz izoelektromos pontja, pH = 5,98.
A Michaelis-konstansok értéke pedig PEP-re 7xl(]m5 M, AOP-re 5xuf4 M.
Az enzim 4 alegysegb6l a1l /7/. A monomer enzim molekulatomege
SUS gélelektroforézissel mérve 73000, a tetrameré 3500000 /4/.

Aminosavosszetétele nem ismert. Kevés Tyr és Trp taldlhatd benne.

Ureds kezelés utan két.alegységre disszocial /2/.
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2.1.2. L-tejsav dehidrogendz

Az L-tejsav dehidrogendz /L-laktat: NAD oxidoreduktdz,
EC 1.1.1.27./ a piruvdt laktattd torténd dtalakuldsat kata-
lizdlja. A reakcid reverzibilis. Kis sebességgel 9 -diketo sa-
vak redukcidjédt is katalizalja, az dtalakitds mértéke egy tize-
de a piruvat redukcidnak. NAD helyett kis sebességgel NADP-vel
is mikodik /8/. Széles szubsztrdt specifitdssal rendelkezik
o-ketosavakra és «-hidroxisavakra nézve. A KM piruvatra a leg-
kisebb, a € atomok szdmdnak novelésével Cs—ig no, CS—C9 kozott
pedig nem vdltozik. A vmax CZ-C4 esetében kozel azonos, a szén-
atomszamot C9—ig novelve - csokken.

Eml6sckben a vdzizom /M/, szivizom /H/ és a herékben taldlha-
t6 /X/ izoenzimek fordulnak el6. A szovetekben Gtféle hibridfor-
ma / My MgH, M H,, MH

pust forma domindl a tetramerben, szivben, vesében pedig a H for-

35 Hy / taldlhatdé. Izomban, mdjban az M ti-

ma. Nydl vdzizom enzimnél Bush és Nair /9/ kimutatta, hogy a ma-
gas piruvadt koncentrdacid gdtlé hatdst a reakcidra. Az anionok Jje-
lentdsen befolydsol jédk az enzimaktivitdst, s6t a kilonbozd puf-
ferekben mért Michaelis-konstans is jelentds eltérést mutatott
/10/. Az egyes izoenzimek kozil a kilonb5zd szénldncl analdgokat
az egyik izoenzim elfogadja, a mdsik nem. Az X4 izoenzimnek az
dZ~-keto-glutdrsav ugyanolyan j6 szubsztrdtja, mint a piroszdldsav.
A HA’ M4 formdndl az «-keto-glutdrsav vagy az oxdl-ecetsav kevés-
bé megfeleld szubsztrat, mint a piruvat. A Ha, MA’ X4 formdk ami-
nosav oOsszetétele ismert. Ha Cys-t mdédositanak, ez aktivitdsvesz-

teshez vezet. Ha a Cys oldalldncot koenzim jelenlétében prdébdltak

mddositani akkor az enzim aktiv maradt. Az enzim nem tartalmaz



fémet, nincs benne diszulfid-hid sem. A dogfiawMa LDH teljes ami-
nosav szekvencidja és a harom dimenzids szerkezeteis ismert. 329
aminosavbol 4l11. Az aktiv centrumban His szerepét igazoltdk. Ma-
sodlagos szerkezetében kb. 40% az «-hélix, 23% a (>-redb6zott szer-
kezet, mely Val-t, Ile-t és Tﬁr—t tartalmaz nagy szdzalékban. /A
kilonboz6 fajokbdl izoldlt LDH hélig tartalma 32-46% kozt véalto-
zik./ Az alegység N termindlis része kdti a koenzimet, a dinukle-
otid kot6 rész két mononukleotid kotd részbél 411. Az alegységek
N termindlis részérdl egy 20 aminosavat tartalmazd rész emelkedik
ki. Ennek a karnak az alegységek kozotti kapcsolat kialakitdsaban
van szerepe. Az Asp 168 és a His 195 a katalizis szempontjabdl
fontosak. A koenzim adeninje hidroféb zsebben kotddik meg. A meg-
kotbdést a Tyr B85 segiti, az Asp 53 pedig orientdlja az adenin
gyarGt. Ugyanilyen elhelyezkedés alakul ki a GAPD-nél az enzim és
a koenzim kozott. Az adenin gy(rd ribdézat a H-hid kotés kapcsolja
a feherjéhez. Ugyanez a kotodés figyelhetd meg valamennyi bimole-
kuldris vagy terner komplexben, ahol ribdz van jelen. A koenzim
foszfdtjai H-hid kotést létesitenek az enzim f6ldncan elhelyezke-
dd aminosav csoportok oldalldncdval /Ala 31, Val 32/. A NADH-t
400-szor jobban kdti az enzim, mint a NAOD-t. Ezt a fehérjeszerke-
zet jelenlegi ismefetei alapjdn nehéz magyardzni. A nikotinamid
gyldrG a negativan toltott Glu 140 és a pozitivan toltott His 138
kozott helyezkedik el terner komplexben. A nikotinamid onmagdban
nem gatolja az LOH-t, de ha AMP is jelen van, akkor igen. A szub-
sztrat megkotésében az Arg 171, az Arg 109, a His 195 és a Ser 238
vesz részt H-hid kotés kialakitdsdval a His oldalldncok médositédsa

utdn az enzim a NAD-t és a NADH-t meg tudja kotni, de terner kom-



plex nem alakul ki. A Tyr oldalldnc mdédositdsa is gatolja az
enzimet. Feltehetdleg az aktiv centrumhoz kozel helyezkedik el
€s valdszinl, hogy a katalizisben van szerepe. Az aktiv centrum
kozelében 1évd Lys 250 mddositdsa az oligomer forma instabili-
tdsdt idézi eld. Megvdltozik az enzim immunoldgiai tulajdonsa-
ga 1is.

Alacsonyabb rendl mikroorganizmusokban leirtak D-tejsavra
specifikus enzimet is, mely a kisérleti eredmények szerint di-
mer enzim. Az LOH a NAD 4-es C atomjéra cianid beépililését is ka-
talizdlja. Valamennyi izoenzim piruvdttal gdtolhatd, de kilon-
boz6 mértékben. Alacsonyabb pH-n kisebb piruvat koncentrdcio
kell a gatldshoz. Az LOH nagy tejsav koncentrdcidkkal is gdtol-
haté. A H4 forma konnyebben gdtolhatd az Ma—nél. Feltehetdleg
egy abortiv terner komplex keletkezik és ebbdl ered a gdtlas. A
piruvat ill. a tejsav az apoenzimhez ncm kGtddik, csak a koen-

zimet tartalmazd enzimhez /8/.



2.2 Enzim rogzitési modszerek

A rogzitett enzimek fizikai kolcsonhatds réven, vagy kémiai
kotéssel szildrd hordozdhoz kapcsolt ill. a hordozd dltal ko-
riilzart enzimek, melyek katalitikus aktivitdsuk meg@rzik, is-
mételten és folyamatosan felhaszndlhatdk /11/.

Az enzimek rogzitése torténhet: /12-15/

- az enzim vizoldhatatlan hordozéhoz vald kapcsoldsaval fi-

zikali adszorpcié, ionos vagy kovalens kotés réveén;

- intermolekuldris keresztkotések létrehozdsdval az enzimmo-
lekuldk kozt bi- vagy polifunkcidés reagensekkel;

- az enzim szemipermeabilis gélbol keésziilt rdcsba vald beza-
rdsdval, szemipermeabilis meﬁbrénnal valod koridlvetelével,
vagy lireges szélpa torténd bezdrdsdval.

Legtobb irodalmi adatot a kovalens kotéssel tortem6 rogzités-

re kozoltek. Sok prdébdlkozds tortént a tobbi mdédszer bdvitésere

is. Uj hordozdk Gj lehetdségeket kindltak /16-25/.

2.2.1. Adszorpcid

A fizikai adszorpcidé a legkordbban alkalmazott médszer enzi-
mek rogzitésére. Nelson és Griffin /26/ elstként dllitottak eld
rogzitett enzimet 1916-ban. Invertdzt kotottek aktiv szénhez.
Langmuir /27/ pepszint és uredzt kotott adszorpcidval. Adszor-
bensek lehetnek pl. aktiv szén, pordzus idveg, kaolinit, A1203,
szilika-gélek, keményitd, celluldz. A mdédszer eldnye, hogy nagyon
egyszer( és nem igényel erélyes kémiai behatdsokat. Hatrdnya, hogy
a pH,a homérséklet és az ionerdsség vdltoztatdsa a fehérje leol-
dédasat eredményezheti. Az enzim mellett mds vegyuletek is adszor-

bedlddhatnak.



2.2.2. Ionos kotés

Legtobbszor az enzim és a hordozé kozott kialakult ionos ko-
tés mellett az adszorpcid is szerepet jatszik a kotésben. Els6-
ként Mitz /28/ alkalmazta ezt a mddszert rogzitett enzim elddl-
litdsdra. Az ionos kotés kialakitdsa egyszer(G, nem igényel erée-
lyes behatdsokat, igy dltaldban nagy aktivitdssal kothetdk az en-
zimek /11/. A mddszer hdtrénya, hogy a pH és az ionerf6sség meg-
vdltoztatdsa az enzim leoldddédsdt eredményezheti, mivel az ionos
kotes viszonylag gyenge. Hordozdként poliszacharid szdrmazé-
kok /DEAE-celluldéz, CM-celluldz, DEAE-Sephadex stb./ €s ioncse-
réld csoportokkal rendelkez6 szintetikus polimerek / Amberlite

szdarmazékok, Dowex gyantdk / alkalmazhatodk.

2.2.3. Kovalens kotéssel torténd rogzités

A kovalens kOtéssel vald rogzités a leggyakrabban alkalmazott
modszer az enzimek rogzitésére. Elsoként az immunolodgusok hasz-
nadltdk /29/ 1936-ban. Azdta szdmos () kovalens rogzitési eljdrast
dolgoztak ki. A médszer eldénye, hogy a hordozd és az enzim kozott
erds kémiai kotés jon létre, igy a kornyezeti feltételek /hémér-
séklet, pH, ionerfdsség/ megvaltoztatdsdra sem kovetkezik be le-
oldddds. Hatrédnya, hogy viszonylag bonyolult s &ltaldban az en-
zim jelentdos része inaktivdlddik, mivel a kotésben az aktiv cent-
rum aminosav oldallancai is részt vehetnek. A kémiai mddosulas
eredményeként szdmolni kell az enzim térszerkezetének, a szub-
sztrdt hozzaférhetdségének megvdltozdsdval. A kovalensen kotott
enzimek katalitikus és stabilitdsi tulajdonsdgai lényegesen eltér-

hetnek az oldott enzimétdl. Célszer( olyan hordozdkat /dextrant,
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szintetikus polimereket, fémoxidokat/ vdlasztani, melyek az
aktivitds szempontjdbdl fontos aminosav oldallédncokkal nem re-
agdlnak. Ha az aktiv centirumban 1évd csbportokat kémiailag re-
verzibilisen médosiijuk, ill. szubsztrat vagy koenzim van jelen,
csokkenthetd az aktivitds veszteség /30-31/.

A kovalens kotésre leggyakrabban haszndltreakciodk:

acilalas

- arilezés és alkildlas

- brdmciénos reakcié

- karbamoildlds és tiokarbamoildlds
- glutdraldehides kapcsolas

- diazotdldsi reakciodk

- tiol-diszulfid &atalakulsés

- polimer aldehidekkel vald reakcid
- kondenzdcids reakcidk

A tovdbbiakban az dltalunk is haszndlt eljdrdsokat ismertetjik.

2.2.3.1. Rogzités brémcidnnal aktivdlt poliszacharidokhoz

Axén és Porath /32-35/ mdédszerével lehetbGség nyilt makromole-
kuldk szilard hordozdhoz vald kovalens kotésére. Sephadex géle-
ket aktivdltak cidn halogénekkel, majd glicil-leucin dipeptidet
kotottek hozzd. Az aktivdlds és a bekotodés pH=10-12 kozott volt
optimédlis. A médszer eldnye, hogy az aktivdlt gél megvdsarolhatd,
s a kotés nem igényel erélyes reakcidkdrilmenyeket. Az 1. abrén
az aktivédléas és a kotés mechanizmusadt tintettik fel poli-glikdz
hordozok esetén /36/. Az agardz gélek nem tartalmaznak vicindlis
hidroxil csoportot. Az aktivdlas a 2. dbrén feltintett séma sze-
rint megy végbe. A kérddjeles vdltozat ccak feltételezett de még

nem bizonyitott lehetfség.
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Az agaroz géleknél /Sepharose/ a fehérje kb. B80%-a a stabil ci-
anat észterrel reagdl, a dextran tipusd géleknél /Sephadex/ vi-

szont a ciandt észter csak nyomnyi mennyiségben fordul eld /37,

38/.

2.2.3.2. Rogzités aldehid funkcids csoportot tartalmazé hordo-

z6hoz

Aldehid funkcids csoportot tartalmazd hordozék kialakitésdra
szémos probdlkozds tortémt. Epton és munkatdrsai /39/ poliakril-
amino-acetaldehidet &l1litottak elé. Brown és Racois /40-42/ allil
alkohol és vanillin kopolimerizacidjadval, mdsok /43-45/ polisza-
charidok dimetil-szulfoxidos, ill. perjodatos oxiddcidéjdval pro-
bdlkoztak. Az aldehidek ~a fehérjék amino csoportjaival reagdlnak

aminol vagy Schiff-bdzis /azometin, aldimin/ képzéssel /3. &bra/

/46/.

-0 H;0 OH Hz;N-R .OH
e he O H _ H=N-R
% }(H\OH }[ “NH-R %V(

3. dbra: Fehérjék kotése aldehid funkcids csoportot tartalmazo

polimerekhez

A szulfhiuril és imidazol csoportok is reakcicdha léphetnek, ami
enzimaktivitds csokkenéssel jarhat. A mdédszer hdtirdnya, hogy bi-
zonytalan a képzodott kotések slabilildsa. A kiolés utldlagos re-
dukecidval stabilizalhatd, de kozben csokkenhet az enzim aklivitla-

sa /47/.
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2.2.3.3. Kotés poliakrilamid gélekhez p-benzokinonos aktiva-

lassal

Szadmos priébdlkozds tortént az amid-csoport aktivalédsdara /48,49/.
Brandt /50/ és Stambolieva /51/ Sepharose 4B és hidroxialkil-met-
akrilat géleket aktivdltak p-benzokinonnal. Poli-akrilamid ti-
pust gélek is aktivdlhaték p-benzokinonnal /52/, de a reakcio
mechanizmusa még nem tisztdzott.

A p-benzokinon aminokkal valé reakciéja ismert /53/; 1,4-ad-

dicié, amely még oxiddcidval is egyiitt jar /4. dbra/

OH OH 0
+ R1NH2 — LI).. +
NHRy NHRy
0 OH OH 0
(1)
+ R1NH2
0 OH OH
R{HN RyHN
1
. +(I)
NHRy NHRy
0 OH OH

4. dbra: p-benzokinon reakciéja aminokkal

2.2.3.4. Rogzités karboxil-csoportot tartalmazdé hordozdhoz

Mosbach és Mattiasson /54/ karboxil-csoportot tartalmazé
gélek aktivdldsdra vizoldékony karbodiimideket haszndltak. Sa-
vas pH-n /pH=4,75-5,0/ eloszor O-acil-izourea keletkezik, majd

amid kotések alakulnak ki, vagy acil-urea képzodik /5. dbra/.



0
R "
] /Q*‘\ it S =
¥ ORI i—E-o—c' + R-NH-C-NH-R
n "
¢ NH
N R %
) = q"‘d
R' 0-acilizourea %; 0 R O
szarmazek noroon
i-C—N—[—NH—R

acilurea szarmazek

5. dbra: Karboxil funkcids csoportot tartalmazd gélek aktivéldsa

€s az enzim kotodése

Az aktivdlt karboxil csoport mds nukleofil csoportokkal /-0H,-SH/
is reakcidba léphet. A karboxil-csoportok aktivéldsdra leggyakrab-
ban az l-ciklohexil-3/2/4-N-metilmorfolinoetil-karbodiimid tozila-

tot és az l-etil-3/3-dimetilaminopropil/-karbodiimidet haszndljak

f137 .

2.2.4. Rogzités keresztkotések létrehozdsdval

Bi- vagy multifunkcids reagensekkel keresztkotéseket alakitunk
ki az enzim molekuldk kozott. A rcdgzitésre szdmos bi- vagy multi-
funkcids vegyilet /diazo-benzidin és szdrmazékai, N,N’-hexameti-
lén-bisz-joédacetamid, hexametilén izocianat stb./ felhaszndlhatéd.
Leggyakrabban glutdraldehidet alkalmaznak. A mddszer hatranya,
hogy nehezen kezelhet6 puha, zselatinszerd polimer keletkezik
/55,12/. Ez a hatrény kikiszobolhetd hordozdén adszorbedlddott en-
zimek keresztkotésével. Enzimaktivitds veszteséggel is szamolni

kell, ami inert fehérie /pl. szérum albumin/ jelenlétével csok-

kenthetd /56/.
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2.2.5. Gélbe polimerizéalas

Az enzimet a polimerizdcidé meginduldsa eldtt a monomer olda-
tdaba keverjik, igy a képzodott polimer magdba zdrja az enzimet.
A gél pdrusai a kis méretld szubsztrdtok és termékek diffuzigjat
lehetdve teszik, de az enzimet visszatartjdk. A mddszer eldnye,
hogy egyszer( és kilonboz0o gélformdk kialakitdsdra is lehetdség
van. Leggyakrabban poli-akrilamidot alkalmaznak /57-59/. A mdd-
szer hdtrdnya, hogy a polimerizdcidkor képzodott szabad gydkok
€s a reakcichd /60/ inaktivdlhatjdk az enzimet, médsrészt csak
olyan enzimek rodgzitésére alkalmazhatd, amelyek kis molekulasid-

lyd szubsztrdtokra hatnak.
2.2.6. Bezaréas szemipermeabilis membrannal

Az enzimek szemipefmeabilis kapszuléba zdrdsara cclluldz nit-
rdtot, polisztirol és poliamin szdrmazékokat haszndlnak. A mdd-
szer eldénye, hogy magas enzimkoncentrdcidé érhetd el. Az igy rog-
zitett enzimek felhaszndlhatdok pl. aminosavak nagy mennyiségben
vald elfdllitdsdra, kofaktor ciklizdldsdra /61,62/, enzimhidnyos

betegségek gyégyitdsdra /63,64/ és mlvese elddallitdsara /65,66/.
2.2.7. Bezérds szalak lregeibe

Rony /67/ haszndlt eldszor szemipermeabilis szdlakat enzimek
rogzitésére. A celluldz tri-acetdt szalakba szamos enzimet be
lehet zarni. A szdlakat dgy készitik el, hogy a glicerint is tar-
talmazd vizes enzimoldatot metilén kloridban oldott celluldz tri-
acetatba csepegtetik. Keveréssel emulzidt készitenek, melyet tolu-

olt tartalmazdé koagulaltatd flrdébe engednek bele /11/. A szdlak
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nagy feliletGek, folyamatos mikodést tesznek lehetbve. A mddszer
eldnye, hogy az enzimet nem kell semmivel reagdltatmi a rogzités-
hez és nagy molekulasidlyl szubsztrdtokndl is alkalmazhatd, ha a

termék molekulasilya kicsi /12/.

2.3. Rogzitett piruvédt kindz és tejsav dehidrogendz elddllitdsa

és tulajdonsdgai

A piruvdt kinadz rogzitésére szamos probdlkozds tor-
tént. Wilson és munkatdrsai /68/ celluldz papirhoz kotottéek ki-
16n a tejsav dehidrogendzt és kiilon a piruvadt kindzt. Kinetikai-
lag modellezték és analizdltdk az enzimrendszer mikodését. A rog-
zitett piruvat kinéz Michaelis-konstansdt 0,48 mM-nak taldaltak
ADP-re, 0,091 M KC1l koncentracid mellett az oldott enzim esetében
pedig 0,52 mM Ky érteket kaptak. A rogzitett piruvdt kinadz jé ta-
roldsi stabilitdssal rendelkezett, tobh hénapig aktiv maradt, amit
a kdlium ionok stabilizdld hatdsdval lehet magyardazni. A mdr hacsz-
ndlt piruvdt kindz papir csikok viszont mdr nem voltak ilyen jdl
tdrolhatok.

Kay €s munkatdrsai /69/ Whatman papir diklor- s -triazinnal ak-
tivdlt szlrdépapirhoz kototték a piruvédt kindzt, mds enzimekkel
egyutt és az igy el6dllitott készitményt reaktortoltetnek haszndl-
tdk. Az enzimek - a piruvadt kindz kivételével - tobb hdnapig sta-
bilak voltak.

Newirth és munkatdrsai /70/ diazotdldssal livegre kototték a pi-
ruvdt kindzt és a tejsav dehidrogenézt.~Tanu1ményozték a p-amino-
-benzoildt-, ill. az amino-alkildt lvegre kotott, két enzimbd6l 4l1-

16 rendszer analitikai meghatdrozdsokra vald alkalmazhatésdgdt. A
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rogzitett enzimekkel piruvét, ADP és foszfoenol-piroszfldsav kon-
centrdciét hatdroztak meg.
Campbell és Chang /71/ mikrokapszuldkba zdartdk a piruvat kinazt

és a hexokindzt. Készitményiiket ATP regenerdldsdra haszndltdk fel.

A tejsav dehidrogendazt mind a biokémiai-, mind az
orvosi analitikdban elterjedten alkalmazzdk, igy rogzitésével is
sokan prébdlkoztak.

.Biondi és munkatdrsai /72/ 1,6-6 U/g aktivitdssal kototték az
LOH-t és mds enzimeket poli-akrilnitril hordozdhoz.

Kototték a tejsav dehidrogendzt arilamin- ill. alkilamin-iiveg-
hez is natrium nitrittel ill. glutdraldehiddel /73/.

Srere és munkatdrsai /74/ BrCN-al aktivalt Sepharose 4B-hez,
Sepharose G-250-hez, 1,6-diamino-hexdant tartalmazé Sepharose 4B-hez
és poli-akrilamid gélbezdrassal koimmobilizdltak almasav dehidro-
gendzt, LDH-t és citrat szintetdzt. A rogzitett enzimrendszer 4-szer
hatékonyabban mikidott a szabad enzimes rendszernél, amit a gélben
levd magas szubsztratkoncentrédcidval magyardztak.

Anioncseréld celluldzhoz kotott LDH KM értéke és hbstabilitdsa
nagyobbnak adddott az oldott enziménél /75/. S-triazinil DEAE cel-
lulézhoz.kﬁtﬁtt LDH-nal is ilyen valtozasokat mértek /76/.

Hofstee /2i/ n-oktilamin és n-butil amin Sepharose 4B-hez ko-
totte tobb enzim mellett ai LDH-t is. Az enzimek ionos és hidrofoéb
kolcsonhatds révén kotodtek, mégis huzamosabb ideig hasznalhato
volt az oczlop az enzim leoldéddsa nélkil. 1 M KCi-al lehetett csak
clualni az enzimeket.

Kovalenko és munkatldrsai /77/ A1203—ra kototiék az LDH-1 ad-



szorpcidval. A rogzitett tejsav dehidrogenaz KM értékét két nagy-
sagrenddel nagyobbnak taldltdk NADH-ra nézve az oldott enziménel,
ami a fehérje molekuldk deformdcidjdval magyardzhatd. A rogzitett
enzim stabilabb volt az oldottndl. SzobahBmérsékleten egy éves

tdrolds utén is megorizte aktivitdsdnak 20-40%-3t.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Felhaszndlt anyagok

A kisérleteinkben felhaszndlt anyagok nagy része a Reanal Fi-
nomvegyszergyar /Budapest/ terméke volt. Kivételt kepeztek: a rog-
zitésnél haszndlt Szilokrom aldehid /NPO Biolar, Riga, Szovjetunid/;
a Sepharose 4B /Pharmacia, Uppsala, Svédorszdg/; az N/3-dimetilami-
nopropil/-N'-etil-karbodiimid-hidroklorid /Merck-Schuchardt, Minchen,
NSZK/. A Reanaltdl beszerzett Akrilex P-100 szemcsemérete: 120-320
um, az Akrilex C-100-¢ pedig 100-320 um volt 6,4 m ekv./g szdraz
gél kotdkapacitdssal. A nyul vdzizom piruvadt kindz 100 U/mg; a ser-
tésizombdl izoldlt tejsav dehidrogendz 200 U/mg specifikus aktivi-

tdssal rendelkezett.
3.2. 0Oldatok fehérjetartalmdnak meghatdrozdsa

Az enzimoldatok fehérjetartalmdnak mérése Lowry és munkatdrsai
/78/, ill. Bradford /79/ mddszerével tortént.

A Folin-reagens lugos kodzegben kék szinreakciot ad a fehérjék-
kel, melynek fotometrdldsa 750 nm hulldmhosszndl végezhetd el. Az
oldatok fehérjetartalmét marha szérumalbuminbdél készitett, ismert
koncentrdcidju oldatsor alapjdn felvett kalibrdcids gorbe segit-
ségével hatdroztuk meg. A Lowry dltal léirt modszerhez szikséges
oldatok: A : 2%-o0s Na2C03, 0,1 N NaOH-ban

B : 0,5%-0s CuS0, x 5 HZD’ 0,1%-0s Na-citratban

4
C:50ml A+ 1 ml B
Kozvetlenll a meghatdrozds eldtt készitjik

D : 2 N Folin-reagens
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10-100 pg fehérjehez 2,5 ml C oldatot adunk, majd szobahOmérseék-
leten 10 percig inkubdljuk. Hozzdadunk 0,25 ml D oldatot, Ossze-
keverjik és 40 perc mulva fotometrdljuk.

Bradford médszere azon alapszik, hogy a Coomassie Blue brilli-
ant festék kék szind komplexet alkot a fehérjékkel, amely 595 nm-
-nél fotometridsan jiél mérhetd. A reagens elkészitése: 25 mg Coo-
massie Blue G6-250-et feloldunk 12,5 ml 95%-0s etanolban, hozzdéa-
dunk 85%-0s foszforsavat, majd az igy nyert oldatot kiegészitjik
250 ml-re deszt. vizzel. Az igy nyert oldat Besszetétele:

Coomassie Blue 0,01%

etanol 4,75%

foszforsav 8,5%

A meghatdrozds menete: 2,5 ml reagenshez 50 pl /10-100 mg fehér-
jetartalmi/ oldatot adunk, majd 2 perc eltelte utdn mérjik a fény-
elnyelést 595 nm-nél deszt. vizzel szemhen. A szinintenzitéds fél
6réan keresztil dllanddé marad. A oldatok fehérjetartalma marha szé-
rumalbumin oldatsorral felvett kalibrdcids gorbe segitségével adha-
té meg. A rogzitett fehérje mennyiségét indirekt mdédon hatdroztuk
meg, a reakcidelegybe bevitt és a moséfolyadékokbdl visszamért fe-

hérje mennyiségének kilonbségenként.
3.3. Az enzimek aktivitdsdnak mérése

A piruvédt kindz aktivitdsat tejsav dehidrogendz segéd-
enzimmel hatdroztuk meg, 340 nm-nél a NADH mennyiségének csokke-
nését kovetve /80/. A reakcidelegy dsszetétele a kdvetkezd volt:
87 mM trietanolamin/HCl puffer /pH=7,0/ 1,4 mM fosztoenol-piru-

vat, 2,5 mm MgCl 10mM KC1, 4,7 mM ADP, 0,2 mM NADH és 10 egység

22
LOH. A reakciot 100 ul piruvat kindzeal inditottuk. Egy enzimegy-
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ség /U/ az az enzimmennyls¢g, amely 1 Pmol piruvat képzodeéset
katalizdlja percenként 25 OC-on a fenti kortilmények kozott.

A tejsav dehidrogendz aktivitdsdt a 340 nm-nél meért
extinkcid csokkenéséb6l hatdroztuk meg /81/. A reakcidelegy Ossze-
tétele: 94 mM foszfat puffer /pH=7,0/, 7,6 mM ndtrium-piruvdt, 0,2
mM NADH. A reakciodt 20 e /0,5-1,0 U/ enzimmel inditottuk. Egy en-
zimegység az enzimnek az a mennyisége, amely 1 pmol tejsav piruvat-
b6l vald képzodését katalizdlja percenként 25 °C-on a fenti kéril-
mények kozott. A minta 1 cmB—ében lévo aktivitdsegysegek szamat az

alabbi Osszefiggéssel szdmoltuk:

AE v,
. U At
tertfogati aktivitads / 3/ =
cm Es4o, napH X Vp X1

ahol: Vr: a reakcidelegy térfogata
Vm: a bemért enzimoldat térfogata

. . . 3
EBAO, NADH ° extinkcidés koefficiens, 6,22 cm 4pm01
1: a fénylit hossza a kivettdban /em/
A rogzitett enzimek aktivitdsdt ugyanolyan reakcidelegyben mér-
tik, mint az oldott enzimét. 4 ml reakcidelegyet 100-200 mg rog-

zitett enzimmel 1-10 percig kevertettiink, majd szlOrés utadn mértik

az oldatok extinkcidjdnak csokkenését.
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3.4. Rogzitett enzimek elodllitdsa
3.4.1. Rogzités Szilokrom aldehidhez

Ryan és Fottrell /82/ médszerét adaptdltuk. 1 g gélt pH=8,0-as
deszt. vizzel &tmostunk, majd 4-5 ml 800-1000 U/ml aktivitdsd en-
zimet adtunk hozz4. Ezutan 4 °C-on két dra hosszat kevertettik a
szuszpenziét. Az enzim és a hordozdé kozott kialakult Schiff-bazis
kotest 0,8 ml 1%-0s nadtrium-borohidrid oldattal redukdltuk. A nem-
~-kotodott fehérjéket tobbszori vizes mosdssal tavolitottuk el. At-
mostuk a gélt: 3 x 10 ml deszt. vizzel /pH=8,0/; 3 x 10 ml 0,1 M
foszfédt pufferrel, amely 0,5 M szervetlen sét / a piruvdt kindzndl
/NHA/ZSDa—ot, a tejsav dehidrogendzndl pedig NaCl-t/ is tartalma-

zott; majd végil 3 x 10 ml 0,1 M foszfat pufferrel /pH=7,0/.
3.4.2. Rogzités Sepharose 4B gélhez

Aktivaléds: 40 ml gélt 1 liter deszt. vizzel adtmostunk, majd
80 ml deszt. vizben szuszpenddltunk. pH-33t 10 N NaOH-dal ll-re
allitottuk, majd kis részletekben 12 g BrCN-t adtunk hozza, mikoz-
ben a pH-t 10,5-11 kozott tartottuk 20 OC_-0e termosztalas mellett.

A pH vdltozds megszinte utdn a gélt 500 ml 0,1 M NaHCO; oldattal

3
/pH=8,0/ mostuk &t /83/.

Az enzimek kotése: 1 g BrCN—al aktivadlt geélt 6 ml 0,1 M NaHCU3
oldatban /pH=8,0/ szuszpenddltunk, majd hozzdadtuk az enzimet /20-
-50 mg/. 24 6raig 4 OC-on kevertettik, majd datmostuk a geélt:

3 x 10 ml 0,1 M foszfdt pufferrel /pH=7,6/, mely 0,1 M szervetlen
sot /NaCl ill. /NHA/ZSOA/ tartalmazott és 3 x 10 ml 0,1 M foszfét

pufferrel /pH=7,6/ /84/.



- 24 -

3.4.3. Rogzités Akrilex P 100-hoz

Aktivdlds: 1 g gélt 4 ml 0,1 M foszfdt pufferben /pH=8,0/ szusz-
penddltunk, majd 1 ml 0,1 M p-benzokincnt adtunk hozzd 20%-os di-
oxdnban oldvq. A gélt 24 d6rdig aktivdltuk 50 OC-on /52/. A p-ben-
zokinon feleslegének eltdvolitdsa végett dtmostuk a gélt: 3 x 10 ml
20 % dioxdnt tartalmazd vizzel; 3 x 10 ml 0,1 M acetdt pufferrel
/pH=4,0/; 3 x 10 ml 1 M szervetlen sét tartalmazd acetdt pufferrel;
majd veégil 0,1 M foszfdt pufferrel /pH=7,5/.

Enzimek kotése: 1 g aktivdlt gélt 4 ml 0,1 M foszfat pufferben
szuszpenddltunk, majd hozzdadtuk az enzimet. 4 OC_on 24 ogrdig ke-
vertettik, majd kimostuk a gélt. A mosds hésonléan tortent, mint az

aktivalds utadn, a dioxdnos lépes elhagyasdval.

3.4.4., Rogzités Akrilex C 100-hoz

1 g gélt 50 ml 0,1 M foszfat pufferben /pH=6,5/ duzzasztottunk.
Hozzdadtunk 1 g 20 ml foszfdt pufferben oldott EDC-t és 10 percig
kevertettik /85,86/. Avpiruvét kindz kotéséhez kalium foszfat puf-
fert haszndltunk, hogy a Na® ionok gdtld hatdsdt késbbbi mereéseink
sorédn elkeriiljlik és az aktivdlt gél pufferes mosdsdval eltavolitot-
tuk a karbodiimid feleslegét. A rogzitésekhez dializalt enzimolda-
tot /4-5 ml; 4000-5000 U/ hasznaltunk. A gélszuszpenzidt 24 drdig
kevertettik 4 OC-on, majd mostuk: 3 x 50 ml 0,1 M foszfat pufferrel
/pH=7,0/, 3 x 50 ml 0,1 M NaCl-t ill. /NH4/2804-t tartalmazé fosz-
fat pufferrel és ismét 3 x 50 ml 0,1 M foszfét pufferrel.

A rogzitett enzimeket szuszpenzid formdjdban tdroltuk hitdszek-
rényben: a piruvét kindzt 0,1 M trietanolamin/HCl /pH=7,6/, az LDH-t

pedig 0,1 M foszfat pufferben /pH=7,0/.
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3.5. "Flow injection analysis"”

Minta

Rogzitett
enzim(ek)

Rekorder
Uvikord O
(0.D. 365nm)
Perisztaltikus
pumpa
6. dbra: "Flow injection analysis" sematikus vdzlata

Az enzimreaktoros analitikai mérések elvégzéséhez a 6. &abran
bemutatott rendszert d11itottuk Gssze. LKB 2238 Uvicord S II ti-
pusli fotométert /Bromma, Svédorszag/ haszndltunk 10 pl-es atfo-
lyé kiivettdval. A rendszerbdl kijovd jelet Radelkis /Budapest/
OH-814/1 rekorderrel mértik. A puffert LKB 2132 microperpex pe-
risztaltikus pumpdval dramoltattuk. Az oszlop reaktor 1-16 U ak-
tivitdsd rogzitett enzimet /LDH/, ill. enzimeket /PK és LDH/ tar-
talmazott 1-5 ml-es /0,9 x 1,6-7,9cm/ térfogatban. A meghatdroza-
sokhoz 20-100 pl mintdt vittink a reaktorra. Az dtfolydsi sebesség
25-300 ml/h volt. Kisérleteinkben a reakcidk sordn dtalakult, ill.
keletkezett NADH mennyiségét mértik /A =365nm/. Minden oszlophoz
készitettink egy kalibracidét, ismert koncentrdcidju NADH oldatok-
kal. Az atfolydsi sebesség megvdltoztatdsakor G) kalibrécios egye-
nest vettink fel. A NADH oldatok koncentrdciojat a 340 nm-en mert

extinkecidjukbdl szamoltuk. A nagyobb pontossdg eléréscére toiekedve,
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a kalibrécidés egyenesek felvételénél az elektromos jelmagassag
helyett a jelmagassdg és a félmagassdgndl mért szélesség szorza-
tdt /egy kozelité jel alatti teriiletet/ dbrdzoltunk a NADH koncen-
trdcid fiiggvényében. A foszfoenol-piruvdt és a piruvédt meghatdro-
z4sdndl a NADH-t folodslegben alkalmaztuk. A mérések elvégzéséhez
0,05 M trietanolamin / HCl puffert /pH=7,0/ haszndltunk. Az &tala-
kitott szubsztrédt mennyiségét az oszlopra felvitt oldat NADH tar-
talma és a rekorderen kapott jelnek megfeleld /a kalibrdciés egye-
nesrdl leolvasott/ érték kilonbségeként hatdroztuk meg. A tejsav
meghatdrozdsédndl a minta 20 mg/ml NAD-t is tartalmazott a tejsav
mellett. A méréseket hidrazin/glicin pufferben /pH=9,5/ végeztik.
Az dtalakitott tejsavat az oszlopon keletkezett NADH mennyiségének

- mérésével hatdroztuk meg.



4. KISERLETI EREDMENYEK
4.1. A piruvidt kindz és a tejsav dehidrogendz rogzitése

Rogzitési kisérleteink ercdményeit piruvdt kindzraaz I, tejsav
dehidrogendzra pedig a II. tédbldzatban foglaltuk Ossze. Mindket
enzimre mind a négy hordozdhoz /BfCN—al aktivalt Sepharose 4B;
Szilokrom aldehid; p-benzokinonnal aktivdlt Akrilex P 100: karbo-
diimiddel aktivdlt Akrilex C 100/ valdé kotéssel aktiv készitményt
tudtunk el6dllitani. A legkevesebb fehérjét az Akrilex P 100 ko-
totte, a legtobbet pedig a Szilokrom aldehid. Ugyanakkor a Szilo-
krom aldehidhez vald rogzitésnél tapasztaltuk a legnagyobb meérte-
ki inaktivadlddédst is. A legnagyobb aktivitdssal rendelkezd rogzi-
tett enzimet mind a piruvdt kindzndl /190 U/g szdraz gél/, mind a
tejsav dehidrogendznal /90,2 U/g széraz gél/ a karbodiimiddel ak-
tivdlt Akrilex C 100-hoz vald kotéssel értik el. A tovébbiakban
ezeknek a rogzitett enzimeknek a sajdtsdgait vizsgdltuk, Gsszeha-
sonlitva az oldott enzimek tulajdonsdgaival.

A rogzités sordn az enzim és a hordozé kozti kdlesonhatds ered-
ményeként az enzim katalitikus aktivitdsdt megbrzdo, Uj rendszer
jon létre, amely az 6t felépitd komponensek sajtdsdgainak meghata-
rozott egylittesével rendelkezik. E kozben mdédosulhat az enzim szer-
kezete is, ami a tulajdonsdgok megvdltozdsdt vonja maga utan. Ezért
elméleti szempontbdl is fontos az oldott és a rdgzitett enzim jel-
lemzdinek Osszehasonlité vizsgdlata, masrészt ahhoz, hogy alkal-
mazzuk ezeket a rogzitett ehzimeket, ismerni kell a katalitikus

tulajdonsdgaikat és elsdsorban mikodési és tdroldsi stabilitdsukat.
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I. tébldzat: Piruvdt kindz rogzitése kilonbozd hordozdkhoz
. Sepharose Szilokrom Akrilex Akrilex
Hordozo L B aldehid P 100 C 100
RGgzitésnél al- 0,1M NaHCO, deszt.viz  10S2fdt  foszfst
kalmazott kézeg /pH=8,0/ -  /pH=8,0/  Puffer puffer
9 pR=o, pr=o, /pH=7,0/  /pH=6,5/
feher je 45,9 51,7 50 108
/mg/
Reakcidelegybe
vitt aktivi-
tds /U/ 1776 1998 1933 5168
fehér je 14 .1 45 .7 4.3 26,9
/mg/ ’ ’ ’ ’
/%/ 30,7 88, 4 8,5 24,9
Kotadott
aktivitas
Yy 37 49,9 60,9 190
/%/ 2,1 2,5 3,2 3.7
Szlrletbdl és
mosokbdl visz-
szameért akti-
vitds /%/ 437 11,7 96,8 74,2
Aktivitds
veszteség 54,2 85,8 0,0 22,1
/%/

Az adatok 1 g szaraz

gelre vonatkoznak.
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II. téblézat: Tejsav dehidrogendz rdgzitcse kiilonbozd hordozdokhoz
Hordozd Sepharose Szilokrom Akrilex Akrilex
oradozo 4 B aldehid P 100 C 100
Rogzitésnél al- 0,IM NaHCO. deszt.viz  .oszfdt ~ foszfat

kalmazott kézeg /pH=8,0/ °  /pH=8,0/  Puffer putfer
g P ) P s /pH=8,0/ /pH=6,5/
feherje 20,5 20,5 9,3 16,6
/mg/
Reakcidelegybe
vitt aktivi-
tas /U/ 5460 5460 1485 4350
feherje 11,7 20,3 7.5 16,3
/mg/ 9 ’ ’ 3
/%/ 57,0 99,0 80,6 98,2
Kotodott
aktivités
U/ 18 28,3 9,8 90,2
/%/ 0,33 0,51 0,65 2,07
SzGrletbdl és
mosokbdél visz-
szamért akti-
vitds /%/ 39,2 0,6 33,7 2,0
Aktivités
ves;}sség 60,5 98,9 65,7 96,0

Az adatok 1 g szdraz

gélre vonatkoznak.
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4.2. 0Oldott és rogzitett piruvat kindz és tejsav dehidrogendz ka-

talitikus sajtdsdgainak Gsszehasonlité vizsgdlata

4.2.1. Az enzimaktivitds pH fiiggése

A piruvdt kindz aktivitdsdnak pH fliggését pH=5,0 - 9,5
kozott vizsgdltuk. A mérés kivitelezéséhez 0,05 M KHZPOQ—KZHPO4
/pH=5,0 - 8,0/, 0,1 M trietanolamin/HCl /pH=7,0 - 8,5/, valamint
0,1 M glicin/KOH /pH=8,5 - 9,5/ puffereket haszndltunk. A kilonbozb
pufferekben mért aktivitdsok azonos pH-ndl is kiilonboztek, igy atfe-
dd pH-kat haszndlva a pH optimumndl mért aktivitdshoz viszonyitva
adtuk meg a relativ aktivitédsokat. Az oldott enzim optimuma pH=7,0-nél
van, a rogzitetté pedig fél pH-val a lidgos tartoméany felé tolddott

el /7. dbra/ /8B1/.

1001

aktivitds %

50

7. dbra: A piruvat kindz aktivitdsanak pH fliggése
Mind az oldott, mind a rogzitett enzim esetében az elért
legmagasabb aktivitdast vettik 100%-nak /oldott enzim,
6,0 U/ml; rogzitett enzim, 3,0 U/ml/.

-x-x-: oldotll enzim; -e-e-: rogzitell enzim.
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A piruvat kindz aktivitdsdnak pH filiggését kilonbozd ionerdsse-

gl pufferekben is megmértiik. Az ionerd6sséget 0,02-r61 0,2-re no-
velve csak kis mértékben csokkent a kotott enzim pH optimumédnak
az oldott enzim pH optimuméhoz viszonyitott eltoldddsa. Kisérle-

ti eredményeinket a 8. &dbrédn tintettik fel.
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8. dbra: A rodgzitett piruvédt kindz aktivitdsdnak pH fliggése ku-
16nbbzd ionerdsségeknél
-0-0-: oldott enzim, 0,2 ionerdsség
-X-x-: rogzitett enzim, 0,2 ionerdsség

-A-A-: rogzitett enzim, 0,02 ionert6sség

A tejsav dehidrogendz aktivitdsdnak pH filiggéset
pH=5,0 - 10,0 kozott vizsgdltuk. A méréseket 0,1 M kdlium fosz-
fét /pH=5,0 - 8,0/ és 0,1 M glicin/NaOH /pH=8,0 - 10,0/ pufferek-
ben végeztiik. Az optimum értéke oldott és rogzitett enzimre egy-
ardant pH=7,0-nek addédott /9.dbra/. Megfigyelhetd, hogy a rodgzitett
enzim aktivitdsa az optimumndl magasabb pH értékeknél kevésbeé csok-

ken, .mint az oldott enzimé /88/.
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9. dbra: A tejsav dehidrogendz aktivitdsdnak pH figgése
Mind az oldott, mind a rogzitett enzim esetében az el-
ért legmagasabb aktivitdst vettiik 100%-nak /oldott en-
zim, 3 U/ml; rogzitett enzim, 1,3 U/ml/.

-X-x-: oldott enzim; -e-e-: rogzitett enzim.

4.2.2. Az enzimaktivitds homérséklet fliggése

A homérséklet hatdsdt a piruvdt kindz aktivitdsdra 19,5-
-51,5 O°C hémérséklet tartomdnyban tanulmdnyoztuk. A méréseket 0,1 M
trietanolamin/HC1 pufferben /pH=7,6/ végeztik 5 perces reakcic ido-
vel. Az oldott enzim aktivitdsa a homérséklet emelésével eldszor no-
vekedett, 35 OC-on maximumot ért el, majd csokkent. A rogzitett pi-
ruvdt kindznal 32 2C és 43 °C kozott széles lédtszdlagos homérsékleti
optimum adddott. A relativ aktivitds kezdeti novekedése, ill. a ma-
ximum utdni csokkenése sokkal meredekebb valtlozast mutatott, mint az
oldott enzim esetében. Kisérleli eredményeinket a 10. dabran tuntet-

tuk fel.
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A mért maximdlis aktivitdst vettik 100%-nak,

40 50
hémérséklet °C

dbra: A piruvét kindz aktivitdsdnak homérséklet figgeése

ami az

oldott enzimnél 5,3 U/ml, a rogzitett enzimnél pedig

3,1 U/ml volt.

-X-X-1

A tejsav

oldott enzim;

dehidrogenadz

-s-e8-: rogzitett enzim.

aktivitdsdnak hémérséklet fliggé-

sét oldott enzimnél 20-75 °C kozott, rogzitett enzim esetében pe-

dig 20-80 OC hémérsékleti tartomdnyban mértik, 5 OC_onként. A re-

akcido iddé 5 perc volt.

Kisérleteinkhez 0,1 M kdlium foszfat puf-

fert /pH=7,0/ haszndltunk. A rogzitett tejsav dehidrogendz 1&t-

sz6lagos homérsékleti optimuma 50 Oc és 65 °C kiozott taldlhato,

az oldott enzimé pedig 65 °C koriil van. Eredményeinket a 11. &b-

ran tintettuk fel.
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11. dbra: A tejsav dehidrogendz aktivitdsdnak homérséklet fiiggese
A mért maximdlis aktivitdst vettik 100%-nak, ami az ol-
dott enzimnél 10,9 U/ml, a rogzitett enzimnél 2,4 U/ml
volt.

-x-X-: oldott enzim; -e-e-: rogzitett enzim.
4.2.3. Michaelis-dllanddk meghatdrozésa

A szubsztrdt koncentrdcidnak az oldott és a rogzitett piru-
vat kindz aktivitdsdra gyakorolt hatdséat 0,1-0,7 mM foszfo-
enol-piroszolosav koncentrdcio tartomdnyban vizsgdltuk 4,6 mM ADP
mellett, il11. 0,2-1,5 mM ADP intervallumban 1,4 mM foszfoenol-pi-
ruvdt koncentrdcidét alkalmazva. A mérések kivitelezése 0,1 M trie-
tanolamin/HC1 pufferben /pH=7,6/ tortént 25 OC-on. A Michaelis-4l-
landdk /KM/ meghatdrozdsat a Michaelis-Menten egyenlet lineariz @ 1+
alakjdnak grafikus kiértékelésével végeztiik el, Lineweaver-Burk
féle abrdazoldsban. Méréci eredményeinket a T11. tdbldzatban fog-

laliuk o0ssze.
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I[1. tédbldzat: A piruvat kinaz Michaelis-dllanddi

Michaelis-4llandé /KM/

/mM/
Szubsztrat
cldott rogzitett
enzim
Foszfoenol-piruvat 0,52t0,03 0,810,06
ADP 0,54%0,02 0,42%0,04
A rogzitett enzim KM app értékeinek eltérése az oldott enzim KM

értékeitdol nem jelentds. A mért értékekek egy nagysagrenden be-

1401 vannak.

A tejsav dehidrogendz Michaelis-d4llanddinak meg-
hatdrozédsa 0,06-0,6 mM piruvat, ill. 0,02-0,1 mM NADH koncent-
racid tartomdnyokban tortéent. A méréseket 0,1 M kdlium fosz-
f4t pufferben /pH=7,0/ végeztik 25 °C-on. Az oldott és a régzi-
tett enzimre kapott kisérleti eredményeinket a IV. tdbldzatban
foglaltuk ossze piruvdt és NADH szubsztratokra vonatkozdan. Pi-
ruvdt szubsztrdtra nézve a rogzitett tejsav dehidrogendz KM app
ertéke gyakorlatilag megegyezett az oldott enzimre kapott KM
ertékkel. NADH-ra nézve viszont a rogzitett enzim KM app érteéke

két nagysdgrendes novekedést mutatott az oldott enzim Michaelis-

-dllandéjahoz viszonyitva.
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IV. tdbldzat a tejsav dehidrogendz Michaelis-4allanddi

Michaelis-4llandd /KM/

/mM/
Szubsztrat
oldott rogzitett
enzim
Piruvat 0,12%0,006 0,16%0,01
NADH 0,019%0,001 1,67%0,09

4.3. 0ldott és rogzitett piruvdt kindz és tejsav dehidrogendz
stabilitdsédnak tanulmanyozasa

4.3.1. HBinaktivdlddas

A piruvdt kindz hoinaktivalédssat 45-65 °C intevallum-
ban tanulmédnyoztuk. A méréseket 5 OCc-onként végeztik 0,1 M trieta-
nolamin/HC1 pufferben /pH=7,0/. A rogzitett piruvdt kindz 50 - és
55 °C-on lényegesen stabilabbnak mutatkozott. 50 9C-on az oldott
enzim maradék aktivitdsa 1,5 d6ra alatt csokkent 70%-ra, a rogzi-
tetté pedig tobb mint 2,0 déra alatt. 55 OC-on az oldott enzim ak-
tivitdsa egy dra elteltéveltcsbkkent a felére, a kototté pedig ket
6ra mulva. A mérési eredményeket a 12. dbra mutatja oldott ill. rog-
zitett enzimre. A féllogaritmikus é&dbrdzolds alapjan megdllapithatdg,
hogy az inaktivdlddds elsSrendl kinetikdt kovet. Az 50%-os inakti-

vdlddéshoz tartozé iddoket az V. tdblédzatban foglaltuk ossze.
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12. 4bra: Az oldott /a; c/ és a rogzitett /b; d/ piruvat kinaz

hoinaktivdloddsa

Enzim koncentrdcidk oldott enzimnél, 0,1 mg fehérje/ml;
régzitett enzimnél, 0,4 mg szdraz anyag/ml. Mind az ol-
dott, mind pedig a rogzitett enzim esetében a kezeletlen
minta aktivitas értékét vettilk 100%-nak, amely az oldott
enzimneél 4,5 U/ml; a rogzitett enzimnél pedig 2,8 U/ml volt.

5 -
(

>; -e-e-: 50 UC; -X=-X-: 95 “C; -A-A-: 60 OC;

-O-0-: 45

0
-0-0-: 65 C.
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V. tdbldzat: Az oldott és a rogzitett piruvadt kindz héstabilita-

sdnak oOsszehasonlitdsa

t /perc/
Homérseklet 1/2

o cgldott rogzitett
/-C/
enzim
50 150 275
55 62 129
60 19 12
65 1,0 1,3

A tejsav dehidrogendz hGinaktivdloddsat 50-65 °C
kozott vizsgdltuk. A méréseket 0,1 M kdlium foszfat pufferben
/pH=7,0/ végeztik 5 °C-onként. 60-65 °C-on a rogzitett enzim /13 b
dbra/ nagyobb stabilitdst mutatott, mint az oldott enzim /13 a dbra/.
50 °C-on az oldott és a kotétt enzim egyardnt kismértékben aktiva-
l6édott a kisérlet mintegy két érds idGtartama alatt. Oldott enzim-
nél az inaktivdlddas elsd rendld kinetika szerint megy végbe, amire
féllogaritmikus dbrdzolds alapjdn lehetett kdvetkeztetni. Az 50%-os

inaktivalddadshoz tartozo idoket VI. tédblédzatban adtuk meg.
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Az oldott /a/ és a rogzitett /b/ tejsav dehidrogendz ho-

Enzim koncentrdcidk oldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml;

rogzitett enzimnél 0,4 mg szdraz anyag/ml. Mind az ol-

dott mind pedig a rogzitett enzim esetében a kezeletlen

minta aktivitds értékét vettik 100%-nak,

amely az oldott

enzimnél 10,0 U/ml; a rogzitett enzimnél pedig 2,4 U/ml volt.

gt SO "Gy ~O-o~k 55 TLs wRek~s 60 "By -d-k-z &5 “L.

VI. tédbldzat: Az oldott és a rogzitett tejsav dehidrogendz hostabi-

litdsdnak Osszehasonlitdsa

Homérséklet ty/o /perc/
1oc/ oldott régzitett
enzim
il 22 83
65 1.5 45
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4.3.2. pH stabilités

A piruvédt kindz hoinaktivdldddsdnak pH figgését az u.n.
pH stabilitdst 0,1 M trietanolamin/HC1l pufferben vizsgdltuk pH=7,0-,
pH=8,0-, valamint pH=9,0-nél 25 OC-on. Az aktivitéds iddébeni csiok-
kenése pH=7,0-ndl a leglassl(bb és a pH-t 8,0-ra és 9,0-ra ndvelve
egyre gyorsabbd vdlik. Az oldott enzim aktivitédsa hirtelen lecsokken
pH=8,0-ndl 3 éra alatt 77%-ra, pH=9,0-en pedig 56%-ra. A rogzitett
enzim kezdetben sokkal ellendlldébb. A maradék aktivitds az elo6bbi
ertékeket 27 ill. 38 d6ra alatt éri el. Kisérleti eredményeinket ol-
dott piruvat kindzra a 14 a, rogzitett enzimre pedig a 14 b &braéan
tintettik fel. Az 50%-o0s inaktivdldéddshoz tartozd iddéket a VII. téb-

ldzatban adtuk meg.
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14. &bra: Az oldott /a/ és a rogzitett /b/ piruvédt kindz pH stabi-
litdsa
Enzim koncentrdcidk oldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml;
rogzitett enzimnél 0,2 mg szdraz anyag/ml. Mind az ol-
dott,mind pedig a rogziteti enzim esctében a kezeletlen
minta aklivitds értékétl vettik 100%-nak.

-X-x-: pH=7,0; -A-A-: pH=8,0; -m-E-: pH=9,0.



VII. tabldzat: Az oldott és a rdgzitett piruvdt kindz pH stabili-

tasanak Osszehasonlitdsa.

ty /0 /o6ra/
pH .. .
oldott rogzitett
enzim
8,0 70,7 66,0
2,0 13,9 41,5

A tejsav dehidrogendz pH stabilitdsdt 0,1 M foszfat
pufferben vizsgaltuk pH=6,0-, pH=7,0-, valamint pH=8,0-ndl 50 °C-on.
A rogzitett enzim pH=7,0- és pH=8,0-ndl lényegesen stabilabb az ol-
dottndl. pH=8,0-ndl az oldott enzim egy d6ra alatt elvesztette akti-
vitdsdnak 40%-4t. Rogzitett enzimnél ilyen mérték( inaktivalddést
22 dra alatt tapasztaltunk. Kisérleti eredményeinket oldott tejsav
dehidrogendzra a 15. a -, rdgzitett enzimre pedig a 15. b abran tin-
tettik fel. Az 50%-o0s inaktivdlddéshoz tartozé idoket a VIII. t&b-

ldzatban adtuk meg.

VIII. tédblédzat: Az oldott és a rogzitett tejsav dehidrogendz pH sta-

bilitdsdnak dsszehasonlitédsa

tl/2 /éra/
pH oldott rogzitett
enzim
6,0 252 229
7,0 : 178 293
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15. dbra: Az oldott /a/ és a rogzitett /b/ tejsav dehidrogendz
pH stabilitdésa
Enzim koncentrdcidk cldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml;
rogzitett enzimnél 0,2 mg szdraz anyag/ml. Mind az ol-
dott, mind pedig a rogzitett enzim esetében a kezeletlen
minta aktivitds értékét vettik 100%-nak, amely az oldott
enzimnél 5,5 U/ml, a rogzitett enzimnél pedig 1,2 U/ml
volt.

-e-¢-: pH=6,0; -o0-0-: pH=7,0; -x-x-: pH=8,0.

4.5%5.5. Ureaval szembeni stabilitas

Az urea hatdsdt a piruvadat kindz stabilitdsdra 0,2 M,
1,0 M; 1,5 M, valamint 2,5 M koncentrdciok mellett vizsgdltuk 0,1 M
trietanolamin/HC1 pufferben /pH=7,6/, az idd figgvényében. Urea
jelenlétében az aktivitéds elodszor hirtelen csdkken, majd a tovdbbi-
akban sokkal lasabban. Mérési eredményeinket oldoil és rogzitett
piruvat kindzra a 16. dbran tintettik fel. A rogzitett enzim ured-

val szembeni ellendlloképessége sokkal jobb az oldottiénal. 0,2 M



urea koncentrdciéndl példdul az oldott enzim maradék aktivitdsa

4 perc ala

tt csokken 90%-ra, a kototté pedig 2 éra alatt. Az 50%-os

inaktivdléddshoz tartozd idoket a IX. tdbldzatban adtuk meg.
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16. dbra: Az oldott /a/ és a rogzitett /b/ piruvédt kindz uredval
szembeni stabilitdsa
Enzim koncentrdcidk oldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml;
rogzitett enzimnél 0,3 mg szdraz anyag/ml. Mind az oldott
mind pedig a rogzitett enzim esetében a kezeletlen minta
aktivitdsdt vettik 100%-nak, amely az oldott enzimnél
6,0 U/ml, a kotott enzimnél pedig 2,0 U/ml volt.
-x-x-: 0,2 M; -A-A-: 1,0 M; -pA-A-: 1,5 M; -e-e-: 2,5 M,
IX. tédbldzat: Az oldott és a rogzitett piruvdt kindz uredval szem-
beni stabilitdsanak Osszehasonlitdsa
Urea tl/2 /perc/
koncentracio oldott rogzitett
/M/ enzim
0,2 110
1,0 5 232
1,5 0,3 13
2,5 0,1 0,2
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Az urea hatdsdt a tejsav dehidrogendz stabilitédsara
0,1 M kdlium foszfat pufferben /pH=7,0/ vizsgdltuk, 25 °C-on. A
méréseket 2,5-3,5 M urea koncentrdcid tartomdnyban végeztik 0,5 M-
-ként. A rogzitett enzim stabilabbnak bizonyult az oldottndl. 2 M
urea Jjelenlétében az oldott enzim aktivitdsa lassan csokkent az idd
fliggvényében, mig a rogzitett enzim 3 déréds inkubdlds sordn sem veszi-
tett aktivitdsdbdél. 3 M urea az oldott enzimet 1,5 6ra alatt telje-
sen inaktivdlta, a rogzitett LDH pedig megérizte aktivitdsdnak tobb
mint 60%-4dt. Kisérleteink eredményét oldott és rogzitett tejsav de-
hidrogendzra a 17. abrdn tintettik fel. Az 50%-o0s inaktivdlddéashoz

tartozd idoéket a X. tédbldzatban adtuk meg.
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17. 4bra: Az oldott /a/ és rogzitett /b/ tejsav dehidrogendz ure-
dval szembeni stabilitdsa
Enzimkoncentrdcidk oldott enzimrél 0,1 mg fehérje/ml; rog-
zitett enzimnél 0,3 mg szdaraz anyag/ml. Mind az oldott,
mind pedig a rogzitett enzim esetében a kezeletlen minta
aktivitdsat vettik 100%-nak, amely oldott enzimnél 15 U/ml,
a rogzitett enzimnél pedig 1,5 U/ml volt.

-0o-0-: 2,0 M; -pA-A-: 2,5 M; -A-A-: 3,0 M; -x-x-: 3,5 M.



X. tdbldzat: Az oldott és a rogzitett tejsav dehidrogendz ureaval

szembeni stabilitdsdnak Osszehasonlitdsa

urea ty /0 /perc/
koncentrdcio oldott rogzitett
/M/ enzim
2.5 150
3,0 15
k. 52

4.3.4. Tarolédsi stabilitas

HGtb6szekrényben /+8 °Cc/ tarolt rogzitett piruvadt kindz és te]jsav
dehidrogendz aktivitdsdnak idobeli csokkenését mértik. 40 napos ta-
rolds utdn 0,1 M trietanolamin/HC1 pufferben /pH=7,6/ a piruvdt ki-
ndz 40%-4t /18. &abra/, a tejsav dehidrogendz pedig 0,1 M foszféat

pufferben /pH=7,0/ 73%-4&t /19. &bra/ 6rizte meg eredeti aktivitédsdnak.
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18. abra: A rogziteitl piruval kindz 1droldsi stabilitldsa
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19. dbra: A rogzitett tejsav dehidrogendz tdroldsi stabilitédsa

4.4, ROogzitett enzimek alkalmazdsa analitikai oszlopreaktorban

A rogzitett piruvadt kindz és tejsav dehidrogendz Jo stabilitdsa
lehet6séget nydjtott arra, hogy ezeknek az enzimeknek az alkalmaz-

hatésdgdt oszlopreaktorban.is megvizsgdl juk.

4.4.1. ROgzitett piruvdt kindz alkalmazdsa analitikai oszlopreak-

torban.

Rogzitett piruvdt kindzbdél 1,5 ml-es, 2,6 U aktivitdsu oszlopre-
aktort /0,9x2,5 cm/ &l11litottunk ©ssze. Az ADP koncentrdcié fiiggvé-
nyében 0,1 M trietanolamin/HCl1 pufferben /pH=7,6/ 0,2 mM PEP, 40 nM
KCl és 0,5 mM MgSU4 jelenlétében tanulmdnyoztuk a reaktor mikodését
70 ml/h dtfolydsi sebességnél /20.&bra/. PEP-re nézve maximdlis kon-

verziét / a bemérés 99%-a / 0,9 mM ADP-nél kaptunk.

Megdllapitottuk, hogy PEP-re nézve a maximdlis &dtalakulds eléré-

sehez legaldbb 25 mM KC1 szikséges. A KCl1 koncenirdciojdnak tlovabbi
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novelése /70 mM-ig/ nem befolydsolta az enzimreaktor mikodését

/21. dbra/.
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20. &bra: Az ADP koncentrdcidé hatdse a rogzitett piruvadt kindz

oszlopreaktor PEP konverzidjdara
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21. adbra: A KC1 koncentrdcié hatdsa a rogzitett piruvdt kindz

oszlopreaktor PEP konverziodjdra.

Az 41folydsi sebesség 10 ml/h-r6l 100 ml/h-ra valo emelésckor

a PLP-re mért konverzio mindossze 1%-ot csokkent. /22. dabra/ opli-
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mdlis korilmények kozott/0,1 M trietanolamin/HCl /pH=7,6/, 0,2 mM

PEP, 1,0 mM ADP, 40 mM KC1, 0,5 mM MgSO,/.
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22. dbra: Az dtfolydsi sebesség vdltoztatdsdnak hatdsa a rogzitett

piruvdt kindz oszlopreaktor mikodésére

4.4.2. Rogzitett tejsav dehidrogendz alkalmazédsa analitikai oszlop-

reaktorban

Rogzitett tejsav dehidrogendz enzimb6l 2 ml-es /0,9x3,3 cm/ 1,9 U

aktivitdsd oszlopreaktort dllitottunk Ossze. Tanulmdnyoztuk a NADH

koncentrdcid hatdsdt a reaktor piruvdt konverzidjdra 14 ml/h dtfo-

lydsi sebesség mellett. A reakcidelegy 0,2 mM piruvdtot tartalmazott

50 mM trietanolamin/HC1 pufferben /pH=7,0/. Megdllapitottuk, hogy a
piruvdtnak és a NADH-nak gyakorlatilag azonos koncentrdcioban kell

jelen lennie a teljes &dtalakuldashoz /0,2-0,22 mM/. Eredményeinket a

253. abran tintettuk fel.

Vizsgdltuk az oszlop mikodését kilonbozo dtfolydsi sebességek

mellett. A méréseket 50 mM trietanolamin/HC1 pufferben /pH=7,0/
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végeztik 0,2 mM ndtrium piruvét ill. 0,24 mM NADH koncentrdcickndl.
100 ml/h-ig novelve az &4tfolyédsi sebességet, alig csokkent az ido-

egység alatt dtalakitott szubsztrat mennyisége. Kisérleti eredmé-

nyeinket a 24. dbrédn tintettik fel.

1001 /-x——‘—
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Piruvat konverzid (%)

23. 4dbra: A NADH koncentrdcid hatdsa a rogzitett tejsav dehidroge-

néz oszlopreaktor piruvdt konverzidjéra
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dtfolydsi sebesség (mi/h) atfolydsi sebesség (mi/h)

24, 4dbra: Az atfolydsi sebesség vdltoztatdsdnak hatdsa a rogzitett

tejsav dehidrogendz oszlopreaktor mikodésére
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4.5, Rogzitett piruvdt kindz és tejsav dehidrogendz alkalmazdsa

analitikai meghatdrozdsokra
4.5.1. "Batch" rendszerben végzett meghatdrozdsok
4.5.1.1. Foszfoenol-piruvdt meghatdrozdsa

A klinikai gyakorlatban oldott piruvdt kindzt haszndlnak PEP
meghatdrozédsdra. Mi a rogzitett enzimek alkalmazhatdsdgdat vizsgdl-
tuk. A kisérlet kivitelezése 50 mM trietanolamin/HC1 pufferben
/pH=7,6/ tortént. A reakcidelegy 0,24 mM ADP-t, 40 mM KCl-t és
0,12 mM NADH-t tartalmazott. Az elegy 20 ml-ében 0,8 U aktivitédsdu
rogzitett enzim alikvotokat szuszpenddltunk, majd meghatdrozott id6-
kozonként mintdt véve oldott tejsav dehidrogendz segédenzimmel 340 nm-
-nél mértik a reakcid sordn keletkezett piruvdt mennyiségét. A PEP
koncentrdciét 0,02-0,1 mM kozott vdltoztattuk. A rogzitett piruvat

kindz felhaszndlhatd PEP mérésére mint azt a 25. dbra mutatja.

0,11

Visszum'ercf> [PEP] mM
=)
w

0 0,05 01
|PEP] mM

25. dbra: Foszfoenol-piruvat meghatdrozdsa rogzitett piruvat ki-
ndazzal és oldott LDH-val kevert "batch" rendszerben

/PK: 0,8 U; LDH: 1,0 U; reakcigidd : 20 perc; 25 °C/



4.5.1.2. Pirosz6l6sav meghatdrozdsa

Rogzitett tejsav dehidrogendz segitségével pirosz6lésavat hatéd-
roztunk meg "batch" rendszerben. A reakcidelegy 0,14 mM NADH-t tar-
talmazott 0,1 M trietanolamin/HCl1 /pH=7,0/ pufferben. 0,09 mM-ig
gyarkorlatilag 100%cs visszaméréssel tudtuk a pirosz6lésavat megha-

tédrozni. Kisérleti eredményeinket a 26. dbran tintettik fel.
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26. dbra: PiroszO6l6sav meghatdrozdsa rogzitett LDH-val kevert

"batch" rendszerben /LDH: 1 U; reakciséidé: 20 perc; 25 °C/

4.5.2. Enzim oszlopreaktorral végzett analitikai meghatdrozasok

/"Flow injection analysis"/
4.5.2.1 Foszfoenol-piruvédt meghatdrozasa
A foszfoenol-piruvdt meghatdrozdsdt két rogzitett enzimet /pi-

ruvat kindz - tejsav dehidrogendz/ tartalmazd reaktorral végeztik.

Az oszlop 3,2 ml-es térfogatban /0,9x5,0 cm/ 0,8 U piruvat kindzt
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és 1,0 U tejsav dehidrogendzt tartalmazott. A méréseket 0,05 M
trietanolamin/HCl1 pufferben /pH=7,0/ végeztik, 99 ml/h &dtfolydsi
sebességnél. A vivo puffer 40 mM KCl-t és 0,5 mM MgSO4—et tartal-
mazott. A PEP koncentrécidja 0,2-1,0 mM kozott vdltozott. A mintéd-
ban a PEP: ADP koncentrdcidjdnak ardnya 1:10 volt. A minta térfoga-

ta 100 pl volt. 1 mM-ig a foszfoenol-piruvdtot 100%-o0s visszaméres-

sel tudtuk meghatdrozni /27. &bra/.

1,01

0,51

Visszamert [PEP) mM
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0 0.5 10
[PEP ] mM
27. édbra: Foszfoenol-piruvat meghatdrozdsa rogzitett piruvédt kindz-

zal és LDH-val datfolyd rendszerben

4.5.2.2. Piruvat meghatdrozésa

A piruvdt meghatdrozdsdahoz 3 ml-es /0,9x4,7 cm/ tejsav dehidro-
gendz reaktort haszndltunk, amely 1 U aktivitdst tartalmazott. A
méreéseket 0,05 M trietanolamin/HC1 pufferben /pH=7,0/ végeztik. A
mintdban a piruvat : NADH mennyiségének ardnya 1:3 voll. A minta

térfogata 100 P] volt. 100 ml/h &tfolydsi sebesség mellett 0,5 mM
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piruvdt koncenirdcidig 100%-os visszamérést értink el. Eredmenye-

inket a 28. 4dbran tintettik fel.
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28. dbra: Piruvat meghatdrozdsa rogzitett LDH-val dtfolydé rend-

szerben

A piruvit meghatdrozasdt dgy is elvégeztiik, hogy a NADH-t /0,52
mM-t/ a vivd pufferhez tettiik, igy a felvitt minta csak piruvdtot
tartalmazott. A mddszer eldénye, hogy nem kell minden egyes mintdhoz
NADH-t hozzdmérni, hdatrdnya, hogy tobb NADH-t igényel. Az el6zd
médszernél a jel magassdga a feleslegben maradt NADH mennyiségével
ardnyos, tehdt ugyanolyan NADH koncenirdcicdjd mintdkndl a nagyobb
piruvat koncentrdcidjuira kapunk kisebb Jjelet, itt pedig a negativ
jelmagassdg / a kilérés ellentéteseldjelld / egyenesen ardnyos a min-
ta piruvdt koncentrdcidojdval. A reaktor térfogatdt 1 ml-re /0,9x1,6

cm/, a felvitt mintdaét pedig 20 Pl—rc csokkentetllik, igy a piruvat



meghatdroz4dsdt nagyobb koncentrdcid tartoméanyban /9mM-ig/ tudtuk
elvégezni. Az oszlop 1 U aktivitdst tartalmazott. 0,05 M trieta-
nolamin/HC1 puffert /pH=7,0/ haszndltunk 100 ml/h &dtfolydsi sebes-

ségnél /29. &bra/.
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29. édbra: Piruvdt meghatdrozdsa rogzitett LDH-val &dtfolyd rend-

szerben 0,52 mM NADH-t tartalmazd trietanolamin/HC1l puf-

ferben /pH=7,0/
4.5.2.3. Tejsav meghatdrozdasa

A tejsav dehidrogendz dltal katalizdlt reverzibilis reakcio
pH=9,5-nél tejsav—s piruvat irdnyban megy végbe, igy az LDH meg-
felelo koridlmények kozott tejsav mérésére is felhaszndlhatd. A meg-
hatdrozdst hidrazin/glicin pufferben végeztiik, amely hidrazinra
nézve 0,4 M-os glicinre 1,0 M-os, EDTA-ra pedig 2 g/1000 ml-es volt
¢s a pH-3at NaOH-dal &11itottuk be pH=9,5-re. A 3 ml térfogati/o0,9x
4,7 cm/ rogzitett tejsav dehidrogendzzal toltott reakior 4,1 U ak-
livitast tartalmazotiti. 99 ml/h difolydsi sehességnél HH]/H mintdval

torténtek a mérések. A minta 20 mg/ml NAD -1 is tartalmazotti a te)-



sav mellett. 4 mM-ig 100%-0s visszamérést valdsitottunk meg. 100%-
-nak az oldott enzimmel mért tejsavat vettik. Kisérleti eredménye-

inket a 30. édbran tintettik fel.
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30. &bra: Tejsav meghatdrozdsa rogzitett LDH-val atfolyod rendszer-

ben

Tanulmdnyoztuk a NAD koncentrdcid hatdsdt a reaktor mikodésére.
Az oszlop 4,5 ml /0,9x7,1 cm/ rogzitett tejsav dehidrogendzt tartal-
mazott, aktivitdsa 12 U volt. Hidrazin/glicin pufferben /pH=9,5/
dolgoztunk /0,4 M hidrazin; 1,0 M glicin; 2 g EDTA/1000 ml; 0,4 M
N82804/. 99 ml/h dtfolydsi sebességnél 100 Fl mintat vittink az osz-
lopra, mely 1,71 mM tejsavat tartalmazott a NAD mellett. A NAD kon-
centrdcidjat 34 mg/ml-ig noveltiik és megdllapitottuk, hogy 20 mg/ml
NAD mdr elegendd a 100%-os konverzid eléréséhez. Kisérleti eredmé-

nyeinket a 31. dbra szemlélteti.
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31. dbra: Rogzitett tejsav dehidrogendz oszlopreaktor mikodése

kilonbozd NAD koncentrdcidkndal

Vizsgdltuk az dtfolydsi sebesség hatdsét az oszlop mikodeésére.
A reaktor 4,5 ml-es /0,9x7,1 em/ volt 12 U aktivitdssal. Hidrazin/
glicin puffert /pH=9,5/ haszndltunk. 100/J1 mintdval mértink, amely
1,71 mM tejsavat tartalmazott és 20 mg/ml NAD-t. 150 ml/h-ig vé-
geztink méréseket 25 ml/h-ként. Minden &dtfolydsi sebességnél U]
kalibrdcidot készitettiink ismert koncentrdcidoju NADH oldatokkal. Meg-
dllapitottuk, hogy 150 ml/h-ig az &4tfolydsi sebesség novelése nem
befolydsolja a reaktor konverziéjdt. 100%-os visszamérést értink el.

Eredményeinket a 32. dbran tintettik fel.
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32. &bra: Rogzitett tejsav dehidrogendz oszlopreaktor mikodése

kilonboz6 d4tfolydsi sebességeknél

4.5.2.4. Mérések bioldgiai mintakkal

4.5.2.4.1. Kilonboz6 borok tejsav tartalmdnak meghatdrozasa

A mérésekhez 5 ml térfogatd /0,9x7,9 cm/ 15,6 U aktivitdsd tej-
sav dehidrogendz oszlopot haszndltunk. Hidrazin/glicin pufferben
/pH=9,5/ dolgoztunk /0,4 M hidrazin; 1,0 M glicin; 2 g EDTA/1000ml;
0,4 M NaZSOQ/. 100 ml/h dtfolydsi sebességnél 100 Pl higitott bormin-
tdt - amely 20 mg/ml NAD-t is tartalmazott - vittink fel az oszlopra.

A higitdsokat Ggy vdlasztottuk meg, hogy a tejsav koncentrdcidéja 1,5-

2,0 mM kozé essen. Az dltalunk vizsgdlt bormintdk tejsavtartalmdnak

értékeit a XI. tdblazatban foglaltuk Ossze. A tdbldzatbdl lathato,

hogy az oldott és rogzitett enzimmel mért koncenirdcid érickek hiba-

hataron belul azonosnak tekinthetok.
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X1l. téblszat: Kilonbozd borok tejsav tartalmdnak meghatdrozdsa

Tejsav /mM/

BOROK
oldott enzimmel .Kotott enzimmel
DEBROI 8,44 I 0,31 8,48 X 0,17
EGRI MUSKOTALY 14,29 % 0,15 14,15 I 0,18
PINOC NOIR 15,01 = 0,16 14,96 X 0,06
SZURKE BARAT 15,05 ¥ 0,47 15,05 ¥ 0,13
PUSZTAMERGESI 15,73 ¥ 0,04 15,76 ¥ 0,15
RAINAI 15,90 £ 0,13 15,94 I 0,22
BIKAVER 16,36 = 0,43 16,48 ¥ 0,11
SZEGEDI MUSKOTALY 20,09 % 0,29 19,63 I 0,07
CSONGRADI CABERNET 21,16 ¥ 0,25 21,26 % 0,21

4.5.2.4.2. Vérmintdk tejsav és piruvdt tartalménak mérése

A Szegedi Orvostudoményi Egyetem Sebészeti Matéttani Intézetétol
- kapott haemorrhagids shockban 1évé kutydk /89/ vérmintdinak tejsav
és piruvadt koncentrdaciéjat mértik. A tejsav mérése a borok analizi-
sére haszndlt oszloppal tortént. A XII. tdbldzatban a plazma tejsav

koncentrdcidéjat adtuk meg 0t mintéara.

A mintdk piruvat koncentrdcidjat 3 ml-es /0,9x4,7 em/ 2,5 U ak-
tivitdsd LDH oszloppal mértik. Az dtfolydsi sebesség 120 ml/h volt.

A méréseket 0,05 M trietanolamin/HC1 pufferben /pH=7,0/ végeziik.



A NADH feleslegben volt. Eredményeinket a XIII. tdbldzatban foglal-
tuk ossze. Az eredményekbdl lathatd, hogy rogzitett enzim oszlopre-

aktorok vérmintdk esetében is eredményesen alkalmazhatok.

XII. tdbldzat: Vérmintdk tejsav koncentrdcidja

Tejsav /mM/

rogzitett enzimmel oldott enzimmel
1. 2,64 I 0,13 2,68 X 0,06
2. 8,18 ¥ 0,34 8,03 ¥ 0,10
3. 10,05 % 0,19 9,57 ¥ 0,18
4. 9,87 I 0,28 10,09 I 0,16
5. 10,16 ¥ 0,29 9,88 I 0,16

XIII. tdbldzat: Vérmintdk piruvat koncentrdcidja

Piruvat /mM/

rogzitett enzimmel oldott enzimmel
1. - 0,18 I 0,016 0,15 % 0,008
2 0,39 ¥ 0,034 0,41 % 0,021
3. 0,59 ¥ 0,052 0,61 ¥ 0,031
4. 0,63 1 0,055 0,64 % 0,032
5. 0,54 1 0,047 0,56 > 0,028
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4,5.2.5. Rogzitett tejsav dehidrogendz oszlopreaktor mikddesi

stabilitdsa

Vizsgdltuk a rdgzitett tejsav dehidrogendz reaktor mikodési
stabilitdsdt pH=7,0-nél. 1,6 ml-es /0,9x2,5 cm/ LDH oszlopunk kez-
deti aktivitdsa 1 U volt. Az analizisek meggyorsitdsa végett a min-
tatérfogatot 20 Fl—nek, az dtfolydsi sebességet pedig 300 ml/h-nak
vdlasztottuk. A minta 1,0 mM ndtrium-piruvdtot tartalmazott, 0,05 M
trietanolamin/HC1l pufferben. A NADH feleslegben volt. 22 nap alatt
osszesen 625 mérést végeztink el. Kozben az oszlop aktivitdsa 0,28
U-ra csokkent, de még ekkor is 100%-os konverzidval mikodott. Meg-
dllapithatdé, hogy az enzim aktivitds vesztésében nagyobb szerepe
van a kozben eltelt id6nek, mint a mérések szdmdnak. 8 nap alatt
0,53 U-t csokkent az enzim aktivitdsa pedig kdzben csak 20 mérést
végeztink, mig 200-ndl tobb mérés sem csokkentette az enzim aktivi-
tdsédt rovid idd alatt. Az dtfolydsi sebesség novelésével eés a tér-
fogatok /oszlop és felvitt’minta/ csokkentésével sikerilt ugyan a
meghatdrozdst meggyorsitani / egy mérés minddssze 1,3 percet igé-
nyel/, ugyanakkor azonban a szdrdsok értékei nagyobbak lettek, mint

a kordbbi méréseknél /XIV. tdbldazat/.

XIV: tablédzat: Rogzitett tejsav dehidrogendz oszlopreaktor mdko-

dése 0,05 M trietanolamin/HCl pufferben /pH=7,0/

Mikodési idd /nap/ Mérések szdama Minta /1 mM/
1. 45 1,00 = 0,19
9 v 65 1,01 : 0,13
11 300 0,99 " 0,09
18 470 1,02 ¥ 0,25

22 625 0,99 0,17




4.5.2.6. Rogzitett tejsav dehidrogendz reaktor tdroldsi stabilitdsa

Vizsgdltuk a rogzitett LDH reaktor tdrolhatdsdagat hidrazin/gli-
cin pufferben /pH=9,5/. A térolds hiGtészekrényben tortént 8 o
A méréseket szobahGmérsékleten végeztilk. Az oszlop térfogata 4,5 ml
/0,9x7,1 cm/, a mintdé 100 pl volt. A minta 1,71 mM tejsavat tar-
talmazott. 100 ml/h 4tfolydsi sebességet alkalmaztunk. Megdllapi-
tottuk, hogy az oszlop hdnapokig haszndlhaté anélkil, hogy a kon-
verzid csokkenne /33. dbra/. Az enzim aktivitdsa fél éves tdrolas

soran 40%-ra csokkent /34. &bra/. Az 50%-o0s inaktivdldddshoz tarto-

z6 idd 118 nap.
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33. dbra: Rogzitett tejsav dehidrogendz oszlopreaktor tdroldsdanak

hatdsa a konverziéra /pH=9,5; 8 °C/.
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dbra: Rogzitett tejsav dehidrogendz oszlopreaktor tdrolasi

stabilitdsa /pH=9,5; 8 Oc/ /Az oszlop térfogata 5 ml,

kezdeti aktivitdsa 25,4 U/



5. EREDMENYEK MEGVITATASA
5.1. Enzim rogzitési mddszerek értékelése

A piruvdt kindzt és a tejsav dehidrogendzt kovalens kotésekkel
rogzitettik. Hordozéként agardz alapu Sepharwse 4B-t, szilicium-dioxid
alapi Szilokrom aldehidet, valamint a poliakrilamid tipusd Akrilex
P 100~at és Akrilex C 100-at haszndltunk. A rogzitett enzimek mind-
egyike katalitikus aktivitdssal rendelkezett, de az egy gramm gélen
kotott enzim egységek szdama, a kotott fehérje mennyisége és az ak-
tivitds mennyiség a hordozdtdl és az enzimtdl flggden jelentbs el-
téréseket mutatott. Az inaktivdldédds mértéke a Szilokrom aldehidhez
vald kapcsoldskor volt a legnagyobb. Igy noha fehérje kot6 kapaci-
tds szempontjdbdl ez a gél bizonyult a legjobbnak, aktivitdsra nez-
ve viszont csak kozepesnek szamitott. A legnagyobb aktivitdsd rog-
zitett enzimeket a karbodiimiddel akti.adlt Akrilex C 100-hoz valéd
kotésnél kaptuk, a piruvédt kindzbdél 190 U, a tejsav dehidrogendzbdl
pedig mintegy 90 egység kot6dott egy gramm szdraz gélre. Ezeket az
ertékeket nehéz Osszevetni az irodalmi adatokkal, mivel vagy nem
kozolték az enzim rogzités anyagmérlegét, vagy mds egységekben /U/ml:

mg/g/ adtdk meg.

Pollagk €s munkatdrsai /90/ 10 U/ml aktivitdssal kototték a piru-
vat kindzt. A tejsav dehidrogendzt 1,6-6 U/g aktivitdssal kotték
poliakrilonitrilhez /72/, A1203—on 0,3-30 mg enzim adszorbedlddott
grammonként /77/, poliakrilamid kopolimerben pedig 13 U/ml aktivi-

tdst mértek /90/.

Az enzimek kovalens kotésekor tapasztalt jelentds aktivitds vesz-

teségnek tobb oka lehet. Egyrészt a kotések kialakitdsdban az aktiv



centrum aminosav oldalldncai is részt vehetnek, mdsrészt rogzités-
kor a hordozd vagy az egymds mellett 1évo fehérje molekuldk térben
lefedhetik az enzim aktiv centrumdt /91/. Toltéssel rendelkezd hor-
dozdkndl diffuzids gdtakkal is szdmolni kell. Megvdltozhat a fehérje
felileti toltése is ami a térszerkezet megvdltozdsdt vonhatja maga

utan.
5.2. Az Akrilex C 100-hoz rcgzitett enzimek sajdtsdgainak értékelese

A rogzitett piruvédt kindzndl az aktivitds pH optimumédnak 1lugos
irdnyba vald eltolddédsdt figyeltik meg az oldott enzimhez viszonyitva
Az eltolddéas magyardzhatdé azzal, hogy a rogzitett enzim anionos mikro-
kornyezetben van. A hordozg éajétségai a kotott enzim tulajdonsdgairsa
is befolydssal vannak. Goldstein és munkatdrsai /92,93/ szerint a to:
téssel rendelkezd hordozé a rogzitett enzim pH optimumdnak eltoldda-
sdt eredményezi az oldottéhoz képest. Megfigyelték, hogy a negativ
toltésl hordozdk a pH optimum lidgos irdnyban vald eltoldddsadt eredmé-
nyezték, pozitiv toltésl hordozdkndl pedig savas irdnyd eltolddést
mertek. A mikrokornyezeti hatdsbdél eredd eltoldédds a hidrogén és hid-
roxil ionok egyenldétlen eloszldsdnak kovetkezménye. Polianionos gé-
lekben a hidrogén ionok koncentrédcidja nagyobb, mint a kiilsd folya-
dékban. A pufferek ioner6sségének novelésével ezek az eltérések meg-
sziintethetdk /12/. A piruvdt kindzndl az ioner6sség novelése a rog-
zitett enzim aktivitdsdnak pH optimum eltoldddsdt csokkentette ugyan,
de nem szintette meg. Az Akrilex C 100 polianionos mikrokdrnyezete
mellett tehdt az enzim szerkezetének a kovalens rogzitésbdl ered6

megvaltozdsat sem lehet figyelmen kivil hagyni.



A tejsav dehidrogendzndl az oldott és a rogzitett forma is
pH=7,0-nél mutatott maximdlis aktivitdst. Az optimum gorbe alak]ja
azonban megvdltozott, kotott enzimnél a ligos tartomdny felé vald

kiszélesedését tapasztaltuk.

A rogzitett enzim a létrejott kovalens kotés réven legaldbb egy
oldalldncdban mddositva van és specidlis kOlcsonhatdsok kialakitdsa-
ra is lehet6ség nyilik /enzim-enzim, enzim-mds fehérje, enzim-hordo-
z6/. Ha az enzim kémiai mdédositdsa az aktiv centrumban torténik,
megvaltozik a KM vagy a Vmax értéke. Ha a mddositds nem érinti az
aktiv centrumot akkor is a fehérje konformdcidjdnak és a felileti

toltés viszonyoknak a megvdltoztatdsa révén hatdst gyakorolhat a mo-

lekula egészére.

A piruvat kindz és a tejsav dehidroyendz aktivitdsdnak homérsek-
let figgését tanulmdnyozva megdllapitottuk, hogy a rogzitett enzimek
optimum gorbéi kiszélesedtek az oldott enzimekéhez képest. A kilonb-

ségek feltehetden a két forma eltérd stabilitédsdra vezethetdk vissza.

A rogzitett enzim Michaelis-konstansa eltérhet az oldott enzimé-
t6l. A valtozds oka lehet az enzim komformdcidjédnak megvdltozdsa mel-
lett a hordozd toltése, diffuzids kilonbségek. Ha a szubszirdt és a

hordozd kiulonbozo toltéslGek, akkor a K érték csokkenése varha-

M app
t6 az oldott enzimhez képest, mivel a hordozéban nagyobb lesz a szub-

sztrat koncentrdcidja, mint az oldatban. Ha a szubsztrdt toltése meg-

egyezik a hordozdéval, a K értéke nd. Az eldbbi megfontolédsok

M app
alapjan, ha mind a hordozd, hind a szubsztréatok hidrofob Jjelleglek,

a K értéke rogzitett enzimre kisebbnek adddik /94,95/. Az

M. app
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Akrilex C 100 hidréfil, polianionos Jjellegl gél, negativ tolteésd

szubsztrédtokra a KM app érték novekedése varhato.

Irodalmi adatok szerint szamos esetben nem taldltak leényeges
eltérést a rogzitett és az oldott enzim Michaelis-&dllanddjaban
/96, 75, 73, 68/. Kovalenko és munkatdrsai /77/ azonban az A1203-hoz
rogzitett LOH KM app értékét NADH-ra két nagysdgrenddel nagyobbnak
mérték, mint az oldott enzimét. Wykes /76/ a DEAE-celluldézhoz ko-
tott LDH esetén azt tapasztalta, hogy piruvdtra 0,81 mM-al n6tt a

KM ertéke.
app

Az Akrilex C 100-hoz kotott piruvdt kindz és tejsav dehidrogenaz
KM app értékei dltaldban nem tértek el lényegesen az oldott enzime-
kétd6l. Kivételt képezett a tejsav dehidrogendz NADH-ra mért latszo-
lagos Michaelis-konstansa, mely két nagysdagrenddel adddott nagyobb-
nak @ oldott enziménél. Feltételezhetd, hogy a toltés és a diffdzi-
0s viszonyok mellett az enzim szerkezetének megvdltozasa és a felil-
leti 4ttoltodés is szerepet jdtszik a szubsztrdthoz vald affinitas
alakuléséban; Ezzel magyardzhatd, hogy noha a szubsztrdtok és a hor-

dozd is negativ toltésdek, mégsem kovetkezett be minden esetben a

KM app eértékek ndvekedése.

A'rbgzitett enzimek stabilitdsi tulajdonsdgai is eltérhetnek az
oldott enzimekétdl. Az eltérés tobb okra vezethetd vissza. A kotott
enzim kémiailag médositva van, ami a konformdcid megvdltozdsat ered-
ményezheti. Uj kolcstnhatdsok, masodlagos kotések tovdbb médosithat-
jék az enzim harmadlagos és negyedleges szerkezetét /11, 12/. A

hidrofil jellegl gélek daltaldban stabilizdljdk az enzimek aktiv
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konformdciéjadt. Az egyes enzim molekuldk kiillonbczé szamu koteéssel
kapcsolddhatnak a hordozéhoz, igy a hordozéhoz viszonyitott hely-
zetilk mds és mds lehet. A kilonbozd bekotddésre a tobb alegységes
enzimeknél még tobb lehetdség kindlkozik. A hordozéhoz valo koto-
dés akkor is kihat a térszerkezet stabilitdsdra, ha maga a kotes

nem jJA4r a konformdcidé megvdltozdsaval.

A rdgzitett enzimek hovel szembeni stabilitdsa dltaldban nott
az oldotthoz képest. A piruvdt kindz oldott és rogzitett formdja
egyarant elsorend( kinetika szerint inaktivdlodott. A rogzitett tej-
sav dehidrogenzéndl /Akrilex C 100-hoz kotott/ dsszetett inaktiva-
16ddsi kinetikat figyeltink meg. Az Osszetett kinetikanak ket oka
is lehet. Az egyik, hogy az azonos funkcidjd enzimformdk eltéro
stabilitdstak, 111. az oligomer enzim disszocidl, €s az oligomer
€és a monomerek eltérd stabilitéssal birnak. A piruvdt kindz és a
tejsav dehidrogendz tetramer enzimek, igy az osszetett kinetika nem
meglepd /97, 98/. A piruvadt kindzndl urea jelenlétében kezdetben
gyors inaktivdlddadst figyeltink meg. Feltehetd, hogy a tetramer en-
zim dimerekre disszocidlt /97/, vagy kevésbé kompakt tetramer enzim
keletkezett /98/, amely kisebb aktivitdssal rendelkezett. A késoObbi-
ekben ez disszocidlt dimerekre és monomerekre. Ez a folyamat kotott
enzimnél lasabb, ami a hidrofil gél stabilizdldé hatdsdval magyardz-

hata.
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5.3. Rogzitett enzimek alkalmazdsa

Az Akrilex C 100-hoz rogzitett enzimek mikodését tanulmdanyoztuk
oszlopreaktorban. Meghatdroztuk a szubsztrédt koncentrdcidék optimdlis
értékeit. A tejsav dehidrogendz és a piruvadt kindz-tejsav dehidro-
gendz reaktorunk konverzidjdt a sebesség 100 ml/h-ig valdé ndvelése
mindossze 1-2%-kal csokkentette. Erdemesnek 1&ttuk ezeket a készit-
ményeket analitikai vizsgdlatokra felhaszndlni. "Batch'"- és oszlop-
reaktoros méréseket végeztiik, ahol rogzitett enzimeinkkel elvégez-
tik a foszfoenol piruvdt, a piruvdt és a tejsav mennyiségi analizi-

sét. Kisérleti korilményeink mellett 97-100%-0s visszamérést értink

el.

Atfolyé kiivettds rendszeriinket bioldgiai mintdk mérésére is al-
kalmaztuk. Bor - és vérmintdk tejsav ill. tejsav és piruvat tartal-
madt hatdroztuk meg. Az oldott és a rogzitett enzimmel mért koncent-
racid értékek hibahatdron beliil azonosak voltak, tehdt a rogzitett
enzim oszlopreaktorok bioldgiai mintdk esetében is eredményesen al-

kalmazhatdk. Tobb enzim egybekapcsoldsdval mds intermedierek is mér-

hetok.

A rogzitett enzimes reaktorok felhaszndlhatdk kofaktorok .regene- :

rdléasdra és inhibitor meghatdrozésara is /71, 91/.



6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink sordn elgdllitottuk a piruvdt kindz és a tejsav
dehidrogendz kilonboz6 hordozdkhoz kotott formait. Rogzitett enzi-
meink mindegyike rendelkezett katalitikus aktivitdssal. lLegaktivabb-
nak a vizoldhatd karbodiimiddel aktivdlt karboxil csoportokat tar-
talmazd poli-akrilamid alapd hordozdn rogzitett enzimeket taldltuk,
igy ezek sajadtsdgait vizsgdltuk részletesebben, Osszehasonlitva az

oldott enzimek tulajdonsdgaival.

Megdllapitottuk, hogy a tejsav dehidrogendz oldott és rogzitett
formadjanak pH optimuménak értéke megegyezik, a piruvat kindzndl 1ld-

gos irdnyba vald eltoldddst tapasztaltunk az oldotthoz képest.

Tanulményoztuk az enzimek aktivitdsdnak homérseklet fiiggéset.
Rogzitett enzimeknél az optimum gorbe kiszélesedett feltehetden a

nagyobb stabilitds eredménye képpen.

Az oldott és a kotott enzimek Michaelis-dllanddit ©Gsszehasonli-
tottuk. A tejsav dehidrogendz NADH-ra meghatdrozott KM app értéeke
két nagysdgrenddel nott az oldott enzimhez képest, a tobbi esetben

nem taldltunk lényeges kilonbséget.

A kilonboz6 inaktivalddédsi kinetikdk alapjan az enzimek rogzi-
tett formdi nagyobb stabilitdsdak. A rogzitett és az oldott piruvat
kindz hfinaktivdldddsa egyardant elslrendd kinetika alapjédn tortént.
A rogzitett tejsav dehidrogendz Osszetett hdinaktivdloddsi kineti-

kat kovetett.

Piruvat kindz aktivitds vesztése urea jelenlétében egy kezdeti
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gyors és egy azt kovetd lassu inaktivdldddsi szakaszra bonthatg.
A rogzitett enzim kezdeti aktivitds vesztése valdszinlleg a gel

stabilizald hatdsa miatt lassudbb.

Tanulmdnyoztuk rogzitett enzimeink reaktortoltetkeént vald al-
kalmazhatdsdgdnak optimdlis kdriulményeit. Meghatdroztuk azokat a
feltételeket, melyek mellett a foszfoenol-piruvdt, a piruvat es a
tejsav mennyiségi mérése 100%-o0s konverzidval "Batch"- és dtfolyd

rendszerd reaktorokkal megvaldésithatg.

Kisérleteket végeztink bioldgiai mintédkbdl piruvdt és tejsav

meghatdrozdséra.
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