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i A bickénidban a G0-as években kezdsds és maunkhnn‘
is tartd wﬁamﬂ foj18dbsbher nagyméritdkben hoaﬁai-
Mtummmum&tmﬂmmm ,
a kutatdsok kiterjednek az enzimfohérjék nupsm. |
térsuerkezotének folderitdsén kivill az aktlv centrum, |
valamint az dltaluk katalisilt reakeid kémial mechanize
musénak vizsgilatéra is. Mivel napjainkben az ipar is
egyre szélesebb teriileten alkaimazza a bioldgia, ezen
belil az enzimekkel, mint bickatalizdtorokkal vigzett
kutatisok eredmdmyeit, még inkibb hangsulyt kapnak az
enzimreakeldk felderitésdre irduyuld tirekvésels.

A disszertdcié témija az aminoacildz, amely a hidro-
litikus enzimek kizé tartozik, a nem peptid hiltés tore
mészetl C-N kitések hasitdsdt katalizdlja, alkalumes a
szintetikusan el841litott leacil aminesavak rezolvilde
gdra is.

Az aminoacildzt mdr a mult ssdzed végén ta
m,uﬂmwﬁmmamawm
ben indult meg. Napjainkban mir ismert, hogy az enzim
16¢ dés szubsztrdtegpecifitdsdit, Atomabszorpcids mérée
sekkel kimutattdk, hogy az enzin alegysépenként egy Zn>"
iont tartalmaz, Az aktlv centrum felderitésére végaett
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kémiai nédositisok még nem tartalmaznak elegendd megbize
haté adatot arra vonathkozllag, hogy mely aminosaveknak

van esszencidlis szerepe a Matalitikus aktivitdsban, Az
enzim 41tal katalizdlt reakcié kémial mechanizmusira vow
naticozdan ugyancsak kevés irodalmi adat 411 rendelkeszde.

Munkink oélja ezért az volt, hogy tovibbi vizsgilotoe
Kat végezelink az enzim aktiv centrumdnak felderitéeére.
Pelvildgositdst kivéntunk nyerii arra nézve; hogy o kaw
feleldsek, valemint mely aminosav oldalldnc vehet részt
a Zn2* lon keordindeids btdsében, Az irodalui adatok és
a mérdsi eredmények alapidn meghisdreltilnk pdrhuzemot
vonnl az aminoacildz és8 az oxopeptidizok kBzé tartozd,
Zn®" lon tartalmu karbexipeptiddz A alktlv centruma és
kémial hatismechanizmusa kbzitt.

Mivel az aminoacildsz LUtStt formdja ipari szoapontbél
is igen jelentls, olul tizillk ki az enzimimmobilizdlds
optimdlis kiriilményoinel kidolgoz4sit hazai alapanyagu
nordozéra. '



Az aminoacildzok az 6lévildgban elterjedt hidrolitikus
enzimek. A nem peptid-kités természetil C=l-kitések hasitdi-
st katalizdljsk. A sertésvese aminoacildz /EC. 3.5.1.14./
az alifds amindsavak /kivétel az aszparaginsav/ acilezett
szdrmazékainak dezacilezését, valamint egyes dipeptidek
hasitdsdt katalizdlja. Az enzim 41ltal katalizdlt reakcid
dltaldnos egyenlete:

0
R—?!—m v R—?—COOH + R*=COOH

N’l—-g—ﬂ’ mz

Az sminoacildzok jellemzd tulajdonsdga az amindsavak op=
tikail izomerjeivel szembeni nagyfoku specifikussdg. Nagy
gyakorlati jelentdségik miatt a G0-as dvekben intenziv kue
tatémunka indult meg az enzim jellemzésére, aktiv centru=
ménak felderitésére, valamint immobilizdlt formdjénak elle
d1llitésdra és ipari alkaelmazisdra.

1./ Az

Az aminoacildzokat a legkiilBnbizdbb 618 szervezetekbSl
mutatték ki. Pl. a baktériumok kizlil az Escherichia coliw-
bSl 1izoldlt enzim az Neacetilel-ornitin és az NeacetileLe
metionin hidrolizisét katalizdlja. Altaldban a tSbbi bakte=
ridlis eredetil aminoacildz szélesebb specifitdsu.
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Két penésztirzsbdl, a Penicillium vinaceus-bél és egy
Aspergillus-bél Michi &s Tsuda /1958/ mutattak ki amino-
acildz aktivitdst. Szdmos magasabbrendil ndvényi szbvetek
extraktundbél mértek aclldz aktivitdst. |

Az éllati azerwmtm prepardlt mimmldm vonate
kozé irodalom aehntﬁs része a sertésvesére vonatkozik, de
mis fajokbdl, mint pl. a wmalbél is sikeriilt aminoacildzt
iz0ldlni. Szewczuk /1971/ az Neklbreacetile =leglutanile -
naftilanid szintetikus szubsztrétot hasznilva vizsgilta a
Co?* aktivilte acildz eléforduldsét galamb, patkény, tengerie
malac, nyul és emberi szivetelk homogenizdtumaiban. A legma=-
gasabb aktivitdst valamennyi faj esetében a vesében észlel-
te. Alacsonyabb az aktivitds a mdjban, a lépben, tldSben és
a belekben. Legalacsonyabb a sziv és vdzizomban., Az egésze
séges ember vizelete és vérszéruma nem tartalmaz acildz ak=
tivitdst, de pl. mdjbetegség /viiusos mdjgyulladds/ eseté-
ben a szérumban kimutathaté. [NozdrinePlotnicki, Jankoveki,
1976./

Ziomek és munkatdrsai /1979/ a Kkill8nbo28 elektroforetie
kus vdndorldsuk alapjdn vlasztotték szét a Co>'esktivilta
acilézok killonbdzé molekuldris formiit. Emberi méh midm&bSl
izol41tak &s tisztottal Co>’waktivilta acildzt Tyron és mme
katdrsal /1979/.

Lorentz és tdrsel /1975/a/b/ egy uj eljérdst dolgoztak ki
kiilinbiz8 betegségekben szenvedd emberek szérum aminoacildz
aktivitdsdnak meghatdrozdsira.
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Az aninoacildz élettani szerepérfl gyakorlatilag semmit
sem tudunk. Lugay és Aronson /1964/ a Parkinsonia aculeata
L. magjdbSl izoldlta az enzimet. Vizsgdlatuk sordn felvetetw
ték amnak a lehetdségét, hogy az aminoacildzok a fehérje-
szintézisben résztvevd li-formil-metionin ciklikus regenerd=
ldsdt végzik. Feltételezdsilket arra alapoztdk, hogy az enzim
ugynevezett fizioldgiai hatdsfoka /Ky, v, ./ az Neformile
metionin szubsztrdt esetében a legkedvezdbb. Pier Point /1973/
vizsgilatal szerint azonben az enzim az Neformilemetionint |
hidrolizdlja, de az Neformilepeptideket nem. Ezt Moravesik
és munkatdrsai /1974/ vizsgélatai is aldtdmasztjék, mely
szerint a tiszta enzim csak a dipeptidek hidrolizisét kataw

1izdlja.

2./ A

Az eminoacildzra vonatkozé olsd irodalmi adat 1881=t51
&lnied-rberg-e&l szdrmazik, de csak az 1940-es években kezde=
tek részletesebben foglalkozni az enzim tanulményozdsdval.
Fodor és kutatd csoportja /1949/ a sertésvese vizes extrake
tumdnak etanolos fraikciondldsival 41litottdk eld az enzimet.
Birnbaum és mmkatdrsal /1952/ nevéhez fUzddik az az izold-
1dsi eljdrds, mely a vizes extraktum pH-, amoniumszulfitos
és acetonos frakciondldsin alapszik. Ezzel az eljdrdssal a
kordbbi prepardtumokhaz viszonyitva magasabb specifikus aktie
vitdsu enzimet lehetett elddllitani, mintegy 30-szoros tisze
tuldst értek el a kiinduldsi anyaghoz viszonyitva. A Bruns és
Schuleze /1962/ dltal kidolgpzott tisztitdsi eljdrds aceton
helyett etanolt alkalmazott, majd DEAE celluléz ioncserés



- G -

kromatogrdfia alkalmazdsdval a kordbbindl lényegesen tisze
t4bb aminoacildizt nyertek.

A 70-es években Kbrdel és Schnelder /1976/ Sephadex G=-150
kromatogrdfia és DEAE-ioncserds kromatogrdfia kombindlt ale
kelmazdsival elektroforetikusan homogén amincacildzt 41li-
tottak eld.

Ipari célokra alkalmas /£8leg immobiliz4lt enzim el8411i-
tdsfra/ izo0ldldst Szajdni /1979/ dolgozott ki. KUldnbbzd em=
18s fajok /16, marha, nyul, sertés/ veséjébsl oly médon izo=-
141tdk az enzimet, hogy a szerv vizes kivonatit 70 CP-on
10 percig hékezelték, majd a denaturdlt fehérjék eltdvolitde
sa utdn az oldatban maradt fehérjéket ammoniumszulfittal
frolciondltdk. A dializissel sémentesitett enzimet liofili-
241t formdban hoztdk forgalomba. Ezzel az eljdrdssal egysze-
rilen lehet ipari célokra alkalmas enzimet elddllitani, amely
kromatogrdfids médszerekkel tovdbb tisztithatd.

30/ i ROLLEGASA AL SGAINELE S5 L

Az aninoacildz molekulasulya Tsen U Tsi és mmkatérsal
/1958/ szerint 119,000, Bruns és Schulze /1962/ szerint
76.500, Kordel és Schneider /1976/ gélfiltrdcidval meghaté-
rozott értéke 86.000.

Az enzim abszorpcids maximume 280 nn-nél van. Fajlagos
extinkeléja Epe, /200/=20,5, moldris extinkcifs koerfici=
ense 1.15m105/m1"1 cn~t/. Izoelektromos pontja 5, 1 /Kirdel
és Schneider 1967/. Bruns és Schulze £ltal meghatdrozott

szedimentdeids konstansa : S, = 5,5 x 107 sec

diffuzids konstansa . Dzo = 7,02 % 10"‘7 w-zm-l




Az utébbi éveltben német kutaték - elsdsorban Kordel és
Schneider /1976/ - foglallioztalk behatéan az aminoacildz
prinor szerkezetének és aktiv centruminak felderitésével.
Meghatdroztdk az enzim aminosav 8sszotételét. Mérdseik szo=-
rint az enzim 772 emindsavbél 411, melynek molekulasulya
85,500, 12 triptofdn, 24 hisztidin és 12 ecisztein oldale
ldncot taldltak. Az enzim negyedleges szerkezetét SDS jJo=
lenlétében gélelektrofordzissel hatdroztdk meg. 43.000 mo-
lekulasulynck megfeleld erds és 86.000 Ms-nak megfeleld
gyenge csilot kaptak andliiil, hogy az enzimet eldzéleg mer-
megfelelden a molelula két alegysdgbSl 411, melyek nincse =
nek diszulfid hidakkal Ssszelapesolva.

Az enzim mindkét alegysége két kilonbsz8 reaktivitisu
-SH csoportot és két diszulfid kitdést tartalmaz, melyeck ke
zil az egyilk kimnyen hasithaté SH= reagensellel, a misik
csalk perhangyasavas oxiddcidéval.

A két SHe csoport kémial mSdositdsdval az eminoacilédz
elveszti katalitikus aktivitdsdt. A két diszulfid kités felw
szkaitdsa szintén inaktivdlja az enzimet. Ez arra enged kb=
vetkeztetni, hogy dimer enzimnel két aktiv centruma van,
amely egy esszencidlis -SH és egy diszulfid kitést tartale
maze. Feltételezhetd, hogy mindegyik alegységnels egy akiiv
centruma van.
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A pll fUggés vizsgilatak alapiin az esszencidlis =8I cgo=
port ciszteinhez rendelhet8 /pK = 8,36/. Kérdel és Schnei-
der /1975/ szubsztrdtspecifitdsra vonatkozd és kompetitiv
inhibitorokkal végzett kisérleteikbll azt a kivethkeztetdst
lehet levonni, hogy az aminoacildznok erSs hidrofSh Ltlw=
helye van. Az esszencifilis -SH csoport valésziniileg a hide
rof£éb kbrnyezetben vagy ahhoz kizel taldlhatl. Az aminoacie
1zt triptofin reagenssel mbédositva /1 Hediazotetrazol és
l=brém szukcinimid/ elvesztl aktivitdeit. Az enzim szubszt=
rdtjal és inhibitorai nem védik a két reaktiv triptofint a
megjelent munkd jukban ismertetik az acildznak metilénkdk
és oxigén Jelenlétében végrehajtott besugirzdssal torténd
inaktivdléddsdt. A teljes reakcidperiddus alatt az clbome
lott hisztidinetriotofdn ardny 2:1 volt /amely megfelel az
12 triptofin aminosav oldatldncnal molekuldnként/, tehdt a
két amindsav megktzelitden egyformdn aktiv. A fotooxiddcid
pH flgedsébdl kimutattdk, hogy 4 molelula hisztidinveszités
utdn az enzim teljesen inaktivilsdik, Dietilpirokarbonite
tal imidazol reagenssel médositva az enzimet, bebizonyo-
sodtak arrdl, hogy a hisztidinnck esszencidlis szerepe van
a katalitikus aktivitdsban. Mindezeket a kisérleti erednée
nyeket csak bizonyos femmtartdssal fogadhatjuk el, mivel az
alkelnmazott mbédszerek /besugirzds metildénkék és oxigén Jo=
lenlétében/ oz enzim szempontjdbSl durva behatdsnak teltinbe
hetdk és kontroll kisérletei sem tdmasztjdk ald a mérési
erednények Jogossdgite
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Lgfler és mmkatdrsal f1975/, késdbb Frey és munlae
tdrsal /1977/ kisérletei szerint az enzin TPCKeval is ine
aktivdihaté. Az inaktivdlSads pi £lgpésébSl egy olyan aminde
csoport jelenlétére kbvethkeztettek, anely a szubszirdt Lare
Ak ald Szajéni és mwkatdrsal /1978/ TiBSesel végzett ine
hibicids vizsgilatal, smelyelk arra utalnal:, hogy oz ESe

A 4Omes GvekbSl szimos irodalmi adat taldlhatd arra vo=
natkozdan /Maschmann 19413 Jolmson 19423 Smith 1949/, hogy

[i1l6nboz8 peptiddzokra a Co>® lonnak 68 egyéd bivalens
kationolmak oktivdlé hatdsa vane Reo /1952/, Marschall
/1956/ és mmkatdrsaik kiflénbbz8 reektivitisu kléracetile
és glicileaminésav hidrolizisét tanulndnyosztik kobaltklo=
riddal el8inkubdlt aminoacild
balteaktivdlt aminoac:
szubsztrdtra meghatdrozott Michaelis konstans értékét Lkisebbe
nek, a Srtdkét pedig ibzel azonosnak taldltdk a ko

Vaax

Kordel 6s mmkatdrsol /1977/b/ kisérletel szerint az

Iniubdiva elveszti aktivitdsdt, majd Z0°* hozzdadfséval
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visszanyeri. Hasonld eredményre jutottak Szajéni és munka-
tdrsai /1980/, akik az inaktiv apoenzimhez Co> =t adva is
azonos reakbtivdléddst tapasztaltak.

Az aminoacildz fémion tartalmit Kérdel és mmkatdrsai
mellett Moravesik ds kutatd csoportja is meghatdrozta
/1,9 £ 0,5 atom Zn/86,000 g értéket kaptak/. Az enzim te=
nét alegységenként 1 atom Znet tartalmaz.

Az ivodalmi adatokat 8sszefoglalva, tehit a sertésvese
aminoacildz két alegységhbll 411 ds két aktiv helyet tartale
maz. Alegységenként egy cinkatom és egy -SHe csoport esszene
cidlis az enzim aktivitdsdhoz. A kémial médositis erednényet
két triptofdin molekula és egy szabad aminocsoportot tartale
mazé oldalldne része a kitShelynek. Valészinileg négy hisz-
tidin oldalldnc vesz rdszt a ¥émionok megkitésében, Az «SH
reagensek inaktivdljdk ez enzimet két diszulfide-hid mege-
sziintetésével, amelyek az aktiv konformicidé femntartdséban
vesznek »dszt. A szubsztrdtok szabad karboxilesoporttal
kell, hogy remdelkezzenck, Valésziniileg oz a szabad kare
boxilesoport létesit kepesolatot a szabad amindcsoporttal
rendelkez8 amindsaveoldalldnceal.

5-/ AZ aminoacilsz realiclomechant ZusSe

A sertésvese amindacildz az acilezett alifds aminbsavak
/kivéve aszparaginsav/ hidrolizisét katalizdlja, ezenkiviill
dipeptidek is lehetnek az enzim szubsztrdtjaei.



"mésmﬁrmnsﬁz/vé@mmw AZ T
vagy csek igen kis sebességpel megy végbe.

Adott acilegyGk esetében a hidrolizis sebessége az ami-
zis scbességet Le-metionin acilezett szdrmazékainil tapasze
taltak Marschall és tdrsai 1956/.

Az enzimes hidrolizis sebessdgére nagy hatdssal van a
C-termindlis ominésav oldalldnc hossza és tériitUlise.

Az alkil oldallénc nbvelésével - a hidrofob klcstnhatds
erdstddse kbvetkeztében - a hidrolizis sebessége nd. Valine
ndl maximumot 6r el. Tovdbb nivelve a szénlinc hosszdt, a
hidrolizis sebessége csikiien. Aromds aminésavek acilszdrmas
z8kainak hidrolizise lényegesen kisebb sebességgel megy
végbe /Greenstein 1957/.

ldncu szubsztrdtok esetében mértdk a realcld sebessépbt,

és a 6 szénatomos amindsavndl tapasztaltdk a maximdlis fre
aladélyok miatt =, mint az alifis eminédiak megfoleld
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vald szubsztitucidja pedig meggitolja a dezacilezést
/Greenstein 1957/,

Azonos anindsav esetSben a hidrolizis sebesség vdltozik
az leacilgydlk természetdétll figglen. Ha az acilegydhk alkile
karbonsavaktSl szdrmazik, a ldnchossz ndvekedésével csbkken
a dezacilezds sebessége Mloravesik és mtsal 1971/.

Otvos és mtsa=i [1977/ ez acilerdésztfl fUgpd legnegyobb
sztereospecifitdst a dipeptidek hidrolizise esetén tapasz-
taltak. A homoldg sorba tartozd vegyliletek sztereospecifi-
tdsdban lényeges killinbsdg mutatkozik. Bz a killnbség ol=
sGsorban a Dekonfigurdcibiu acll-csoportot tartalmazé szube
sztrdtok eltérd realktivitdsibll szdrmezik. A katalitikus
hely ktzelében a sztérikus gitldsbeli effektusok folkozottabb
mértékben érvényesiilnek.

Az enzim 41ltal katalizdlt regkcid mechanizmusdt illetden
mdr Fu és Birnbaum /1954/ felvetették, hogy az enzimeszub-
sztrdt komplex kialaluldsiban nagy szerepe van az sszimete
rids szénatomhoz kapesoldds atomnalk, illetve atomcsoportol-
nalte KésSbb Moravesik és mmbkatdrsal /1971-1977/ vizsgiltdk
részletesen az enzimeszubsztrdt komplex kialakuldsét befo=-
lyésold tényezlket. Megillapitdsuk szerint az enzim és a
szubsztrdt két ponton 1ép kilcsbnhatdsba egymdssal. Az egyik
a Ceternindlis amindsav, a misik a szubsztrit és az enzin
hidrofdb kilcstnhatdsa. Vélendnylil: szerint a dipeptidek ke
tésében a hidroféb kilcsdnhatdsnak nincs szerepe. Ezzel
ellentétes Kordel és Schneider /1977/ c¢lképzelése. Szerintil
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a dipeptidelt le=termindlis amindsava az enzim egy erdsebb
hidroféb részletdhez hitddik.

figyelmet. A szétvilaszids immobilizdlt eminoacilézolkial
tBrténhet ipari néreteitbon.

Az €188 irodalmi adatok a GOwas évekbSl valdk, £8leg
WWWM&YMMM'&&@
mumkatdrsal 1966, 1967/. Kutatémmldjuk erednény
m-eaévakhwzelépmtazm&nzﬁltmw:m—
reire valé szétvilasztésire /Chibata és mumkatdrsai 1972/.
Ezelmél az eljdrdsokndl £8leg mikrobidlis eredetii aminoe
acildzt olkelmaztak. A sertdsvesSbl izoldlt enzim immow
bilizdldsdra csak kevés irodalmi adat ismeretes.
acilézt fMitz és Schlueter 1959/ £11litotidk eld. Jédacetil=
celluldzra, illetve lvegporra kovalens kitésen keresztil
immobiliz4&lt aninocacildzt Ohno és Stalman 1971/, valamint
Maskova és munkatdrsal /1973/ készitettek.
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Az immobilizdlt amincacildzok gyakorlati alkalmazdsdvel
kapesolatben a legjelentSsebb munkdt Chibata Japdn kutatd
és munkatdrsai végezték. Ioncserdld szorbensre felsdsorban
DEAE-Sephadexre/ immobilizdltdk az enzimet. Ledihidroxile
fenilalanin, illetve lLemetionin termeldsre létrehoztak az
immobilizdlt aminoacildzon alapuld ipari eljdrdst.

Gyakorlati szempontbdl még jelentSs Marconi /1975/ celw
lulézétriacetdtra, valamint Yokote és mumkatdrsal /1975/
alkilaminé=tvegre immobilizdlt aminocacilézénak ipari slkele
maz4sa.

Hazdnkban a Reenal Finomvegyszergyir kapesolddott bele
az omindsavek optikai izomerjeinek immobilizdlt eminoacie
14zzal tWrténd elvdlasztdsiba ipari méretekben. A gydr
olyan immobilizdlt enzim ¢lddllitdsdira tirekedett, amely
a katalitikus aktivitds mages értdie mellett megfeleld
stabilitdssal is rendelltezik, és igy ipari célokra alkale
mazhaté, Ennek a oélnak megvalésitdsa Brdekében szdmos
hordozét és kapesoldsi eljdrdst prébdltak ki. A legjobd
eredméryeket egy polianionos karalteril, poliakrilamid alape
vizu hordozé vizoldhatd karbodiimlides aktivdldsa révién
kaptalk /Szojéni és mumkatdrsai 1979/. Ebbe a mmkéba kape
csolddott be tanszékink is. Feladatunk a megfeleld tu-
lajdonségu poliakrilamid gél ¢lédllitdsa, a gl tulajdon=
ségainak, valamint a gdlhez tirténd eminoacildz immobili-
z414s feltdteleinek vizsgilata volt.



Az aminoacildz sertésvesébldl izoldlt, sémentes liofili-
zédlt készitmény, a Reanal Finomvegyszergydr Biokémiai La-
boratériumdban prepardltdk, Specifikus aktivitdsa 2000=3000
EU/mg, 208 Keen, pHs7,0=ndl Neacetilelemetionin szubsztréte
tal,

A kisérlet sordn felhaszndlt vegyszerek kizll a Servacell
DEAE=32, a TNBS, az EDTA, ninhidrin és a metilcelloszolv
Merck gydrtmdny volt. Az Usszes tUbbi vegyszer Reanal kée
szitmdny volt és tovdbbi tisztitds nélkill keriilt felhasze
ndldsra,

3;/ o T

A nativ enzim fehérjetartalmit a 280 nmeen mért extinkcid
nérés alapjén hatdroztuk meg. Az enzim fajlagos extinkeidja
E}S /280 mm/ = 20,5, moléris extinkeiés koefficiense
1,15x10° /mo1"tem™1/,

Az immobiliz4lt enzim fehérjetartalmit indirekt médon, a
reakeidelegybe vitt és az immobilizdldsi eljdrds utédn a
felilluszéban, illetve a moséfolyadékban maradt fehérjekon=
centrdcid killinbségeként hatdroztuk meg.

3./ Az aminocac

Az ektivitds meghatdrozdsa tBrténhet mind a dezacilezési
cstkkendse/, mind pedig a termék /amindsav/ keletkezésének
nyomonkdvetdsdvel.
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Az aminbacildz aktivitdsit 41taldben specifilus szub-
sgtrdtbval, az Neacetil-lemetioninnal szemben mérik, s
az enzin egy 1 mg-ja dltal idSegység alatt elbontott ull

58gé adjik meg. Meghatdrozdsdra

t8bb nédszer ismeretes:

a./ Az amid=-kités hidrolitikus hasitdsa kizvetlen speli
san mérhetd a 238 nmees abszorbeild csblikend=
r 1955/,

Az oldott enzim aktivitdsdnak meghatdrozdsakor 1,6 ml
0,015 1 lleacetil=l-metionin /0,1 1 foszfit pH=7,0/ szub-
mmo,xmmmcmm@.ﬁm[kb.zumm
tiroztuk az 1 percre esé extinkeid cstklhends értékét. Az
limacetileL-metionin moldris extinkcids koefficiensének
/€ = 1,800 W ten™t/ ismeretében a LkivetkezS egyenlet
szdmithaté az enzin specifikus aktivitdsas

Tehdt 1 EU/mg amnak az enzimnek a specifikus aktivitdsa,
emelynek 1 mge=je 1 perc alatt 1 plienyi NeacetileLe-metionint
bonte

b./ Heghatdrozhatjuk az enzim aktivitdsdt a katalizdlt
reakeld sordn felszabaduld amindsav mermyiségének mérdsével
pS1 megfeleld 1d8kibzdkben vett aliquotol-




- 17 =

bOL = hikezoldssel tirténd ledllitds utdn - ninhidrines
nédszerrel, mely eljirds lMoor és Stein /f1948/ dolgozmtil: ki.

A standard reakcidelegy 1,0 ml 0,1 M Hegcetilel-glanin
vagy 0,015 M NegcetileL-metionin /0,1 M pH=7,0 foszfit pufe
ferben/ tartalmazott, amelyhez a nativ cnzimbdl 0,1 mlet
adtunik. |
Az inkubdldsi iddket a vdrhaté aktivitdsnak megfelellen v
lasztottuk mege A realkcid ledllitdisa 10 perces forrd vize
flirdSben vald hékezeléssel tirtént. Lehillés utdn ebbll az
oldatbSl 0,1 ml aliquotokkal végeztilz el a ninhidrides
analizist 1,0 nl ninhidrin oldat hozzdaddséval. A kémcsbe
béltuk. Ezutdn a még forrd oldathoz 5 nml nepropanoliviz
1:1 elegyét adva 15 perc 4114s utdn 570 nmeen mértik az
extinkeld értéidt. Metionin, illetve alaninbsl standard
kalibrdcids gdrbét készitettini, nelynek segitsdégével meg-
hatdroztuk az oldatok emindsav koncentrdcidjbt.

A katalitikus reakcid sordn keletkezd amindsavat a
TiBS=gsel t6rténd reakcidjbval is meghatdrozhatjuk. Bzt a
kolorimetrids eljdrdst Mokrasch és mmkatdrsal dolgoztdk
ki aminok, aminbsavak és proteinek keverdkének meghatéro-
zdséra. A standard reakcidelegy és kirilménye a ninhidrie
nes analizisnél leirtakkal azonos volt. A reakcid ledlli-
tdsa ugy tortént, hogy a reakcibelegybdl 0,1 ml aliquotot
0,9!10,1!!-0:&231‘07'1&2@&661993”1&%%
£lrddn hékezeltik. Ehhez az oldathoz lehiilés utdn 0,1 ml

0,03 1 THES=t adva 10 percig 40%=on inkub&ltuk. 2 ml 0%6s >



metanol hozzdaddsa utdn 420 noeen nértik az extinkeidt.
Az emindsavalt TNBS-sel felvett standard kalibrdcids gire
be segitségével hatdroztulk meg az adott 1d8 alatt az cne
zin dltal elbontott szubsztrdt mermyisé

gBrbét vettink fel. 0=15 percig /3 percenkénti mintavétele
lel/ hatdroztuk meg a felszabaduld emindsev memmyiségét.
Mind a TiilS-gel, mind a ninhidrinnel tOrténd aktivitdsi
mérési médszer esetében az enzim specifikus altivitdsit
az aldbbi egyenlettel szémitottult kis

aninésav hidrolizise sordn felszabadult amindsav pHestat
rendszerben luggal valé titrdldssal. Ezt az oljérdst tan-
sz2ékiinkdn dolgoztuk ki az enzimaktivitds lugos pH tarto=
féinyban vald meghatdrozdsdra.

4./ Az enzin spontdn héinaltivdléddsdnal mérdse

lotelen végeztilk el. 0,9 nl 0,1 H Na,HFO,/KIL,FO, puffert
/oli=7,0/ az adott héfokon 5 percig elfinkubdltulk, és ehhez
adtuk az 1 mg/ml koncentrdcidju enzimoldat 0,1 mle ét.
EbbSl a reakecidelegybll 0,1 ml aliquotokkal 303 Keen mére
tik a killinbdzd idSkben kivett enzim-minta maradék akti-
vitdedt TIBS~sel tirtdénd anindsav meghatdrozdssal.



Az enzimnek EDTA=val tOrténd gitlfisakor a reakeidelegy
emindaciliz koncentricidja minden esetben 5,85 x 1072 I,
oz EDTA~S 10™% Meos volt. Az alkalmazott puffor O,1 N fosze
£4¢ volt, melyet killsnbbzd pH értékekre dllitottumk be.
Ebben a pufferben oldottuk az enzimet, illetve az EDTA-t is.
Oldds utdn ismételten a kivint pil Srtékre §1llitottuk az Ol
datolat. 1 ml EDTA oldathoz 1 nl enzimoldatot mértink s
310 Eeen inkubdltuk,. RSgtin az Ssszebntéskor /O perc/, majd
ilBnboz8 1d8kben 0,1 ml mintdt vettink ki 0,9 ml jeges
pufferbe /0,1 M pHs= 7,0 foszfdt puffer/. Az aktivitdsokat
ebbSl a higitdssal és hiltdssel ledllitott reakcidelogybll
THES=gel t8rténd aktivitds méréssel hatdroziuk meg 303 Keon.
kontrollokat készitettink.
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Kisérleteinihez haszndlt aninoacildz a Reanal Finome
vegyszergydrban Szajdni /1979/ 41ltal kidolgozott médszere
rel izoldltdk. Ez a prepardtum ipari felhaszndldsra /pl.
utdn volt felhaszndlhats.

foszfit pufferrel ckwilibrdlt ha

hmﬂ%ﬁl.&mmmtwmtafmw
ferrel kimostul, mértilz a frakeidk fehdrjotartalmit és
aktivitdsit. Az alkalmazott hipllnények kizitt oz aminoaci=
14z a kationcserdéldn nem kBtddik, a puffercs mosdssal a
frakeidkban visszamérhetd volt az Usszes felvitt fehérje
és enzimaktivitds.

A részlegeseon tisztitott 1liofilizflt aminoocildzt 0,05
M pH«7,5 TRISZAHCI pufferben feloldottuk és a fontl pufe
mmzyzsm’mmaxmaw/mm:;m
200 ng enzimol vittink fel. Az glkalmazott kirillmée
nyck kizttt a fohérisk nintery 90 Hea meghttéditt. Az eluw
ciét 1épcsbs NaCl konsentrécid gradienssel wégeztils /l.dbra/.
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A sertésvese aminoacildz tisztitdsa DEAB-celluldzon lépcalds
NaCl koncentricid gradienssel

x=x 3 Zfcohérjetartalon mg/al,A- - A EUys--= e Elif/ag

Az oszlop térfogata 25 o /1,4 = 16,7 caf
Az eluflist 50 mi pH=7,5 TRIS/HCL pufferben oldott 0,1-0,5 M
laCl=dal végeztilk.
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Az enzin 0,2 M NaCl=dal mdr cludlhats, de csak nagy térfos
gattal, m&ga&,BﬂMaszﬁthtmﬁwt

hatdrozni, mert a gpektrum nem tartalmazott egyetlen jele
lemz8 csucsot sem/.

Meg kell Jegyemmiink, hogy a legnagyobb specifikus aktie
vitds nen esik egybe a fehérje és az enzimaktivitds maximum
helyével. Ezek az eredményck azt mutatjdk, hogy az enzim
tisztuldsa 1lépcsdzetes elucié sordn csak részleges. Ezért
célszerinek 1ldtszott linedris NaCl koncentrdcid gradiens
alkalmazdsa. A 0,1 M pH=7,5 TRISZ/HCL pufferben feloldott
liofilizdlt enzimet cldszbr Sephadex G=25-0n kromatogras=
£81tuk ez esetleg még jelenlévd /i, /.80, eltdvolftdsa céle
JbSl. A sémentes enzimoldatbSl 500-700 mg fehérjét vittink
:!'alw%m’m, /2 % 32 en/ a fentl pufferrel egyensuly=

. zoszlopra. A nem ktSdstt fehéribket
pufferrel kimostuk, majd linedris NaCl-gradienssel /0=0,4 11/
mmwmtlmﬂmrquﬁo,aumww
talmu puffer/ 30 ml/éra eludlédsi sebességgel. 10 mlwes
frakcidkat szedtink, m]ymk nértik aktivitdsdt és fchérje=
tartaimit. A NaCl koncentrdcidjét vezetdképességnénrés alape
Jén hatéroztuk meg /2. dbra/.




; mgfmi M Eqmg TEUY
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Az oszlop térfogata 97 en® /2 % 32 cn/
Az elucidt 0=0,4 M Hall tartelmu 0,1 1 pl=7,5 TRIS/HCL
pufferrel, 30 ml/éra cludlidsi sebességgel végeztik.
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A fehérje a sbgradienssel t0rténd clucid hatdisira hirom
csucsban jelenik meg, melyek kizil az elsd tartalmazza az
enzimaktivitds 80 %=dt. Ezeltben a frakeidkban az enzim gpoe
cifikus aktivitdsa 4.500-5.000 EU/mg, amely 5,5=sz8ris
tisztuldst jelent. Az Usszegylljtdtt aktiv frakcidkat szie
1rd amméniumszulfdttal telitettils /266 g s6/1 oldat/ és
277 E=en tdroltul.

Az igy nyert prepardtum hénapokig nem veszitett aktivitie
s84b6l. Felhaszndlds eldtt Sephadex G=25-0n kromatografdle
tuk az anméniumszulfit eltdvolitdsa céljdbél.

Az enzimkatalizis optimdlis pli=jénak meghatirozdsakor a
szubsztrdt pH=jdt 303 Keen d1litottulk be a kivdnt értélre,
és méritlk a reakecid kezdetl sebességét pli= 5,5=9,0 tarto=
ményban. A vizsgilatok sordn 0,1 M KH,FO,/Na,HFO, puffert
haszndltunk. Az enzim aktivitds vdltozdsdt a pH flggvle
nyében a 3. dbrsn - tlintettilk fel. A sertésvese eminoacildz
d1tal katalizdlt reakcid optimdlis pHeja 7,0. A reakcile
elegy savanyitdsdra az enzim aktivitisa nagyobb mértéki
csBldienést mutat, mig az optimmtsl lugosabb pil tartomdnye
ban kisebb mértékil az aktivitis csBlkends.
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aktivitas o/,

22.80x8

Az aminoaciléz aktivitdsénak pH flgpése 303 Keen

Az alkalmazott puffer 0,1 M nazxmoa/mzma volt.



Az eminoacildz 4ltal katalizdlt reakeid himérséilete
flggését 0,1 M Na PO, /KIL,FO, pufferben pH=7,0 értéken haté=
roztuk meg. A reakcidelegy hénérediletét 293-353 K kizbtt
vdltoztattuk és mértilk az enzim aktivitdsdt /4. dbra/.

15 perces rakcildiddt vdlasztva, az aktivitds hémérséilot=
fliggdednek meximm pontja 333 K kirnyezetében mérhetd.
Ennél magasabb hémérsdlileten az enzin denaturdcidja jelen=
tOsen felgyorsul, 353 Keen a maximdlis aktivitdsnalk mér
csak 45 %-a mérhetd.

sebességét 313 és 398 K kizbtti hémérsékleteken, pH=7,0
értéiken hatdroztuk meg. Az adott hiémérsdékleten kiflonbbzs
inkubdcids idSkhbz tartozdé maradék aktivitdsokat 0,1 I
foszfitpufferben, l=acetilwl~alanin szubsztrdttal mértilk
meg 303 Keen. Az adott héfolion O percig inkubdlt enzim ale
tivitdsdt 100 %enak vdve, a maraddk aktivitisok N-dt az
eldinkubdcids 1d8 fUggvénydében az 5. dbrdn tintettlk fel.
Mint l4thatd, az enzim 313 Keen 60 perc alatt sem veszit

az aktivitdsdbbl, 323 Keen ugyanennyi idd alatt az aktivitds
35 %e=kol cstkkent, de 16 éra mulva is még 33 % maradék
alttivitds tapasztalhaté. 303 Keen a hbinaktivilédds nem kb=
vet ldtszblagos elsSrendd kinetikdt, mig az ettSl magasabb
hiénérséileteken a £éllogaritnilkus dbrdzoldsban minden eset=
ben a 1l4tszdlagos elsdrendl kinetilkdnal megfelelden egyenest
kaptunk.
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A némérséklet hatdsa az aminoacildz aktivitdsdra

A kisérieteket 0,1 M rxazrm%/m@& pil=7,0 pufferben
végeztik, az inkubdlisi mﬁ 15 perc volt.
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A héadradiilet hatdsa az aminocacildz sktivitdsdira

A maradék aktivitdsok szdzaldka az elSinkubdldsi 1a6 figpg=-
vényében.

Az enzimet 313«353 K kizitti hémérsékleten, 0,1 1 foszfit
pulferben lukubdliuk.
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Ennek oka valésziniileg az lehet, hogy a dimer enzim disze
szocidl és a dimer, illetve monomer hlstabilitdsa eltérd.
/Szajéni 1979/, |

Ak-].naltug Bsszefiigpds alaopiin mechatfroztui: a
héinaktivdlédds sebessépl £11landbit 6s ezelmel logaritmue-
st dbrdzoltulk az abszolut hinmérsdiilet reciprokdnak flggvé=
nyében /6. &bra/. Az Arrhenius Bsszeflignds /AH=e2,303xRxtg/
tivldei energldjdt 2,07 x 107 J/M Grtélnek hatdroziul meg.

A katalizdlt reakcid kinetilkal 41landéinak /K, és v, ./
neghatdrozdsit az enzin szintetilkus szubszirdjdra, az N
acetil-l-netioninra hatdroztult meg, 0,1 M foszfit puffere
ben [pH=7,0/. Az enzimaktivitisokat 303 K hémérsékleten
mértilc, A Hanes-féle grafikus Abrdzoldssal /7. dbra/ az
abszclsgsza tengely metszetdéb3l meghatdrozott Michaelis
konstans értéke Ky=5,4 x 107 Henak adédott, emely 36
egyezdst mutat Kirdel és Schneider /1976/ dltal meghatéroe
zott értéhkiel.
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Az aminocacildz spontdn héinaktivilddds aktlwildsi
encrglijinak meghatdrozdisa fArrhenius Usszefliggés
alapddn /AH = 2,07 x 10° Jhi/
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A szubstritkoncentrdcio hatdsa a reakeld scbességére.
Hanes-f£éle dbrdzolds a kinetdkal konstansok megha=
tédrozdsira '



Az endonulkledzok egy része szerineenzim. Felmeriilt a kér-
dés, howaz aminoacildz a tripszinhez és a kimotripszinhez
hasonléan tartalmaze-e szeril oldalldncot az aktiv centrume
ban. Ezért megvizsgiltuik, hogy az enzim fenile-metileszulfo=
nil«fluoriddal /%1?/ gétolhatb=e?

A kisérletet 0,1 M NaiF0, /Ki,P0, pH=7,5 pufferben 303 K-
en végeztik el. Mivel a FUSF acetonitriles oldatdt haszndle
tuk, a kontroll kisérletekben az enzimhez PHMSF nélkiili, azow
nos mennyiségll acetonitrilt adtunk. A féhérje-bonmtrécié
az egyes kisérletsorozatokban 1,17 x 107°, illetve 1,17 x 107
‘M, a PMSF koncentrdcija 10™2 = 10™7 1 volt. 10 perces imku=
bAlds utdn visszamértilk a mintdk maradék aktivitdsit. A mé-
rési ereduényeket az 1. tdbldzat foglalja Sssze.

0,117 we 90,3
10~ 91,6
104 102,7

1'17 > RO
19‘3 93,1
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Az alkalmazott kirilmények kizOtt az enzim aktivitdsa
nem tért el lényegesen a kontrolltdl, még 10, illetve 100w
- szoros felesglegben alkalmazott MISF koncentrdeid jelenlée
tében sem. Usszehasonlitdsul megemlitjik, hogy a kimotripe
szinnek PiSF-fel M/M ardnyben vald inaktivildéddsinak sebese
ségl 41landdja k=14,9 Mxsec™ 296 Keen, pil=7,0-nél /Fahrney
és Gold 1969/.

Ezen eredmények alapjén arra kivetkeztetiink, hogy az
eminoacildz aektiv centruma nem tartaimaz szeril oldalléncot,
8 igy a kizvetlen analégia az aminoaciliz és a £0bb endo=

peptididzok /kimotripszin, tripszin/ hatdsmechanizusa ke
z6tt nagy valdsziniliséggel kizdrhatd.

3/2. ﬁ, V;mpﬂ-fw

Az aminoacildz enzimoldglal vizsgilatdhoz sziikség volt
az aktivitds lugosabb #H tartomdnyban tirténd meghatdrozdi-
sa. Hivel a magas OH ion ko ,
nind a ninhidrimmel, mind a TNBES-sel tBrténd aktivitdsmérést,
ezért szilkségesnek ldtszott egy olyan médszer kidolgozdsa,
amely alkalmas a lugosabb pH tartomdnyban mért enzimaktie-
vitds meghatdrozdsdra. ,

Az enzim &1tal katalizd1t reakeié sordn egy savas [li-acetil-
L-netionin szubsztrdt esetében ccetsav/ és egy bdzisos /me-
tionin/ vegylilet képz8dik. Ez alapul szolgilhat egy titri-
metriis mérési médszer kidolgozdsihoz. Megfeleld pH Srtdkek-
nél - ahol a keletkezd komponensek egyike csak részlegesen
van protondlt dllapotban - az acilamid kdtés hidrolizise
pH=stat késziilékben folyamatosan kivethetl.
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Ezen az elven alapuld mérési médszert a lugos pH tare
tomdnyban dolgoztuk ki, ahol a metionin aminbcsoportja
mir nincs teljesen protonilt &llapotban. A metionin disze
szocidcibja a kivetkezd egyenlettel irhatéd les

u
gli- 600" = S oo
o e
re “ M2
S—CHy ~ - s—aiy
et/ fet™/
A reakeid disszocidcids dllandSjas
K = -tetT_[H]
(Met]

Az aktuilis ¢ metrionin koncentsdcids
o = [Met] + [Met”]

melybdl a nem disszocidlt metionin koncentrdcidjét kifee
jezve és a disszocidcids egyenletbe helyettesitve egyszew
riisités utdn kifejezhetjik a disszocidlt metionin koncentw
rdcidjats

[Met™]= SEg

- m*]+ &
melyet kiszdmithatunk egy adott metionin koncentrdcidndl
Je=0,001 M/ killénbzé pi értékeken, ha ismerjik a disszo-
cideids 41landd értékét [pK=9,21/. /Bdsall és Vyman 1958/.



Ezen értékek ismeretében kiszdmitottuk a metionin
elnéleti disszocidcids gorbéjét /8. dbra/, melybsl
megillapithaté, hogy a piestat médszer eldnySsen ale
kalmazhaté 8-9,5 pH tarte A semleges koriili
pH értékeknél a vlrhaté lugfogyis tulsdgosan kiosi
lenne, ha az enzim specifikus aktivitdsa nem elég
nagys

Méréseinket ABU 13, TT2 /Radiométer Copenhaga/

automata titrdtoron végeztik. 2,5 ml 0,015 M Neacetile
0z 0,1 ml 2 mg/ml-es enzimoldatot adtunk

és a hidrolizis sordn felszabadild metionint 0,01 N
faktorozott NaOH=dal titrdltuk. A lugfogydsbll az
elméleti disszocidcids gbrbe segitsépével meghatdroze
tuk az 1 perc alatt elbontott szubsztrit mennyiségét,
és kiszdmitottuk az adott pHehoz tartozd enzimakiie-
vitésokat.
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A metionin elwéleti disszocidcids girbéje
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tsszefigpés alapjin szdmitva.
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A 9/a. ébra tartalmaz egy kisérletsorozatot, melyben
héirom killénbbzé pH értéhken meghatdroztuk az 5 perc alatt
fogyd lug mernyiségét az aktivitdsi elegyhez adott kone
centrdcidjénak fliggvényében. A kisérletileg meghatdro=
zott értéhek J6 kizelitéssel egy-egy egyenesre esnek. A
lugfogyds alapjdn szdmitott aktivitdsokat a 9/b. 4brén
tintettik fel.

Kisérleteink alapjdn megdllapithatjuk, hogy a pi-stat
médszeren alapuld aktivitisi mérési mbdszer alkalmas 8,0
és 9,5 pH tartomdnyban az aminocacildz aktivitdsdnak meg=-
hatdrozdsira. A mérések kémyen és gyorsan kivitelezhew
tOk. Igen nagy eldnye a médszernek, hogy az immobilizdlt
enzim aktivitiséinak mérésére is alkalmas, mivel a kitdtt
enzim d1ltal hidrolizdlt szubsztrdt memnyiségét folyama=
tosan hatdrozhatjuk meg a gfl eltdvolitdisa mélkiil.

Az aminoacildz 4ltal katalizdlt realcid kinetikai
konstansainak pH-fliggésébll arra kerestink felvildgosiw
tdst, hogy az enzim mely csoportjainak ionizdcidja sziike
séges a katalitikus aktivitdshoz, azaz mely aminosav ol=
dalldne, illetve oldallincok vesznek részt a szubsztrdt
megkdtésében és dtalakitdsdban,

A Michaelis konstans /K,/ és a maximilis sebesség

WNgoy! PH=flggését két szubsztrit, az Neacetilel-metionin
és az Neacetil-le-alanin esetében hatdroztuk meg.
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Ja. Az 6t perc alatt fogyott lug mennyisége az amino=
acildz koncentrdcié flggvényében

Joe A lugfogryis alapiin szinitott enzimaktivitisok az
enzin koncentrdcidjinak fLiggvényében
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0,1 M KH,F0,/Na HFO, pufferben a szubsztrdt koncentri=
ci634t Neacetilel-metionin esetében 1,5 x 10™2= 8 x 1074 m,
illetve Neacetilelealanin osetében 6,2 x 102 = 9 x 10™ N
KbzBtt viltoztattuk. A reakcidelegy pHejit 5,3 = 9,5=ig
Lilonbbz8 értékekre 4llitottuk. Az aminoacildz aktivitde
sdt, vagyis a kezdeti sebessdgeket /v / 303 Keen hivettilk
a renikcid sordn szabaddd vwild amindcsoportok koncentricid=
jénak ninhidrinnel, illetve THBS-sel tHrtdénd meghatiro-
zésdval.

Lineweaver-Burk £6lc dbrdzoldsban a kezdeti sebesgbe
gek reciprokit dbrdzoltuk a szubsztrdt koncentidcid re-
hatdroztuk a Ky 6s v, Grtékeit. Egy tipikus kisérleti
sorozatot mutat be a 10. 4dbra.

Kontroll kisérletekiel ellendriztilk, hogy az aktivie
tds méréskor a 15 perces reakcididd alatt pHeinaktivie
18d4s nem kiwvetkezett be sem a lugos, sem a savas pil

W.
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A Lineveaver-Burk f£éle grafilkus 4brdzolds

A kezdeti sebességek reciproka a szubsztrdtkoncentrdcid
reciprokinak flggvényében killdnbizd pH é&rtékeken.
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A maximilis sebességek logaritmusdt a pHefliggvényé-
ben dbrdzolva felvildgositist nyerhetink a szubsztrit dt-
alakitdsiban résztvevd amindsav oldalldncok disszocideils
é1llandd Jéra. Az optimdlis pH=7,0 értdken szdmitott maxie
milis sebességet 100 S=nak véve, avmsdnuklnn-
ritausait dbrdzoltuk a pHe-flggvényében, Mint a 1l. dbrdn
l4thatd, két tdrésponttal jellemezhetd girbét kaptunk.
pH=6,0 és 8,0 kbzBtt az értékek csak jelentéktelen vdlto-
2ist mutatnak, a pontok az abszcisszdval pdrhuzanmos egye=
nesre esnek. pH=6,0 alatt tapasztaltunk jelentds csSkkew
nést, pl=5,3 és 6,0 kbzbtt értékek egy kbzel 45°-os
ltgpx= 1,02/ meredekségili egyenesre esnek. A két egyenes
metszéspont b6l meghatdrozhaté érték pK,= 6,0 kiriilinek
adédott. A katalitikus centrumban egy aminosav oldalldnc
protondlt dllapotdiban az enzim nem aktiv, deprotonilt
4llapotdban aktiv. A pK érték alapjdn ez feltehetden
egy hisztidin, Ez érthetbvé teszi Kérdel és Schmeider
/1978/ fotooxiddcids kisérleteiben az enzim inaktivdlée
disdt.

pH=8,0 és 9,5 kdzbtt a log Vpax ©&V ter= 0,3 meredek=
ségl egyenesre esnek, tehdt ez a szakasz nem kiveti a
Michaelis pH fliggést. Igy nem lehet egyértelmilen cisztein
vagy amino esoport jelenlétére kivetkeztetni a pk,= 8,3
érték alapjibn. Az enzim aktiv centruméban a cisztein mint
proton donor szerepelhetne a szubsztrdt amid kbtésének fel=
hasadisakor. Mivel a pH = 8,0 és 9,5 kozbtt meghuzhatd
egyenes nem zir be 45°-0s sziget az abszcisszdval, felte=
hetd, hogy bizonyos funkeids csoportok denaturdcidja csile
kenti az enzim aktivitdsdt.



b anx /o

2,04

s °
§x_ 1 ®

1,0+

il. dbra

A maximdlis sebesség logaritmusa a pH fliggvényében

Rwwy  Nwacetil=Le-metionin szubsztrdt

o=0 :limacetilel-alanin szubsztrittal meghatirozott értéhkek
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A Michaelis 4dllandd a pl-fliggvényében nem mutatott
Jellegzetes viltozdst. A pky a pHefliggvényében nem volt
felbonthatdé 0 és 1 meredekségll egyenesre, melybdl ki
vetkeztetést lehetett volna levonni az enzimszubsztrit
komplex kialakuldsdban szerepet Jitszd csoportok termée
szetére.

Az enzim a kétértékil fémionokkal keldtot képazb ve=-
gyiletekkel, mint pl. EDTA=-val inaktivdlhaté, mivel az
aktiv centruméban alegységenként egy Zn>' iont tartale
maz. Ammak elddntésére, hogy a Zn koordindcids kitésé-
ben mely amindsav oldalldncok vesznek részt, megvizsgile
tuk az enzimnek EDTA=val tBrténd gitlésénal pHefiggé-
sét.

Adott EDTA /0,1 11/ és enzimkoncentrdcié /5,8 x 10”2/
digllett killénbbzd pH értékeken vizsgdltuk meg a gitlds
kinetikdjét, 0,1 M Na HPO,/KH,F0, pufferben. Az enzim-
nek EDTA-val t8rténd inaktivdldsdt 310 Keen végeztilk,

a killdnbdz8 idSpontokhoz tartozd maradék aktivitdsokat

303 Kwen hatéroztuk meg. A sebességi dllanddk meghatd-
rozdsdhoz dbrdzoltuk a szdzalékos maradék aktivitis lo=
garitmusit az idé fluggvénydben. Egy tipikus kisérleti
sorozatot mutat be a 12. dbra. Meg kell jJegyezniink, hogy
az ordindta metszetek nem felelnek meg 100 Pwnak /80«85 %/.
Bz a "Burst" valészinilleg az EDTA szubsztrit-analdg
szerkezetére vezethetd vissza.



|9 maradek aktivitas o/,

| _
i \ pH=605

0 1'0 Zb 3'0 4'0 50 60 7b perc

2. Sbra

Az aminoacildz EDTA-val t5rténd pitlisénak pHefliggdse

A maradékaktivitds %-a az idé flggvényében, kilonbdzs
mena
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A £61logaritmikus dbrdzolds alapjén az inaktivili=
dds nem egy egyszerid elsdrendll kinetika szerint jdtszde
dik le, hanem két elsdrendl, pirhuzamos reakeidrél van
sz6. A kapott gbrbe misodik, egyenessel kizelithets
szakaszét extrapoldljuk a t = O idSpontra. Az extra=
poldlt egyenes pontjait kivontuk a mérdési pontokbdl, és
igy £éllogaritmusos dbrdzoldsban ujabb egyenest kaptumk.
A két utébbi egyenes irdnytangensébdl meghatdirozhaté a
lassu, illetve a gyors folyamat sebességi dllandéja.

A meghatdrozott sebességi &1landdk logaritmusait 4b-
rédzoltuk a pi-flggvényében /13. dbra/. Az elsS, gyors
1épés sebességi dllandéinak /k, egy nagysdgrenddel na=
gyobb, mint k2/ pH=~£liggésébsl meghatdrozott pK, érték
6,5 kbrillinek adédott. Ez egy hisztidineZn koordini=
cids kttés pK értékének felel meg. /Irodalmi érték
PK = 6,6/

A mfsodik, lussu 1lépés sebességi 4llandSinak pHe-
fliggéseibll egy 8,0 kirili pK érték hatdrozhatd meg,
amelybdl esetleg oyww&bm
Jra lehet kivetkeztetni.
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A mérések alapjdn a kivetkezd mechanizmust iételezzilk

EDTA l Xy xal EDTA
ut pt
mg!"akﬁvmr
D* aktiv dimer
u"zmktivm
D' inaktiv dimer

MW;WH>>I;, illetve k,> k

Hipotézislink MtaklMﬂwmlmtt
gvors lépés a disszocifdcids egyensuly dlial megszabott
koncentricidban jelen 1évé monomernek EDTA-val tSrténd
inaktiviléddsa. Ezzel pirhuzamosan jétsz4dik le a dimer
inaktivdlédisa fxb. tizszer lassabban/.

M m ﬁm ﬂ* WEZPesh

61 meghatdrozott disszocide

cifs érték alapjin feltételezzilk, hogy az enzim aktiv
centrumiban a cink iont hisztidin koordindlja /pK=8,0/.

PORONSA M IMNET 2Ca S

Az aktiv centrum felderitdsére végzett vizsgilataink,
valamint az irodalmi adatok alapjén szoros hasonldsig 6w
telezhetd fel az aminoaclildz és a karboxipeptiddz A aktiv
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centruma és az dltaluk katalizdlt reakcid kémiai mecha=
Peltételezéslinket aldtdmasztd kisdérleti eredmdnyek a
kévetkezlks

1./ Otvis és munkatdrsai /1971/ feltételezték, hogy ez
aminoacildz dltal katalizfilt acilamindsav hidrolizis a
tripszirhez és a pepszinhez hagonldan egy acilenzim ine
termedieren keresztill halad. Ez egy aktivilt OHe vagy SHe
csoport jelenldtét tételezi fel az aktiv centrumban, Mi=
vel vizsefilataink szerint az amindaciliz sem FiSP~dal,
sem pedig alkilez8 szerekkel /monojddacetdt, monojéd-
acetamid/ nem gitolhaté /Szajini 1980/, ezen eredmények
alapjén megillapithatd, hogy az enzim aktiv centruma ake
tivdlt Ole, illetve SHe csoportot nem tartalmaz. Igy
nagy valésziniiséggel kizdrhatjuk a kdzvetlen analégiidt
az aminfacildz és a £6bb endopeptiddzok [tripszin, kimo-
tripszin, papain, stb./ hatismechanizmusa kbzdtt.

2./ Az aminoacildz alegységenként egy Zn>' iont tartale
maz, melyet Kbrdel és Schneider /1976/ atomabszorbeid

nérésével igazoltak. lMérdseink szerint az enzim EDTA-

val inaktivdlhatS, tehdt a Zn°® lonoknak kulesszerepe

van az enzim katalitikus sktivitdsiban. Ezért félmerilt
a kérdés, hogy az aminoacildz nem az endopeptidizokkal,
hanem a cinktartalmu exopeptiddzokkal, a karboxipeptie-
ddzokkal hasonlithatd Ossze.



owo

Ezért megvizsgdltuk, hogy az aminoacildz aktiv cente
rundiban mely aminésav oldalldncoknak van esszencidlis szee
repe. A kinetikai konstansok pHeflggésébSl egy hisztidin
és egy cisztein lyzluﬁgo, px.‘,-e.)/ aminésav oldallénc je-
lenlétére kivetkeztettink, mely eredmények jé egyezésben
vannak Kordel és Schneider /1976/ fotooxidicids, valamint
DEP=pel végzett hisztidinmédositisi eredményeivel.

Az enzim EDTA gAtldsénak pH-figgésébél vilaszt prée
biltunk keresni arra, hogy az aktiv centrumban 16vé cinke
iont mely eminosav koordindlja /pK,=6,5, pK,=8,0/, ez fel-
tehetden egy hisztidin és esetleg cisztein. Ez a koordi-
ndcids kités s fémion és a hisztidin amindsav oldallénc
KBzttt a karboxipeptiddsz—A-val hasonld, shol szintén két
hisztidin /169, 69/ koordinilja a cinkiont.

3./ Megvizsgiltuk az aminoacildz lehetsdges katalitilus
mechanizausa és a karboxipeptidisz-A katalitikus mechanize
musa kizdtti hasonldsdgot.

A katalitikus reakcid elsd 1lépése a szubsztrit megki-
tése. Mint a 14. dbrdn ldthatd, a karboxipeptidisz-A-ban
t8bb pontos kotést tételeznek fel/Quiocho, Lipscomb 19713
Lipschab 1971=1972./.

a./ az enzim aktiv centrumdnak hidroféb "zsebe®.
lMoravesik és mmkatdirsal /1971/, valamint KSrdel és
Schneider /1976/ szubsziritespecifitis vizsgilatai sordn
kimatattdk, hogy az aminoacildiz két apoldros zsebbel ren-
delkezik, ami egyrdszt kiépes megkttni az acilezd karbonsav

szénlénedt, misrdszt az acilezett amindsav Regytkét.
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b, Gbra

A karboxipeptidiz-A alktiv centrumdnal szerkezete egy
peptid szubsztrit jelemlétéven [Libscomb, 1971./



b./ A karboxipeptiddzeA szubsztrdtjénak
részt vesz a 145-8s Arginin guanidind csoportja, sékdtést
képezve a peptid C-termindlis karboxil csoportjdival.

Az amindacildz gitolhatd TNBSesel /Szajdni 1979/. A bloke
kolt csoportok kizitt szerepelhet az a primer aminocsoport
/iizin vagy Arginin/, ami részt vehet a szubsztrdt karboxil
csoportjdnak megkttésében a karboxipeptidfzeA=hoz hasonléan.

c./ & karboxipeptiddz-A~han tovdbbi miscdlagos kitések
lehetnek, a 248 Tyr, a 270 Glu és & hisztidinek £1ltal koor=
dinative kbtott Zn°" és a szubsztrit Ldzbtt.

Az amineacildzndl felmerillhet a kérdés, hogy az esszen=
ciflis SHecsoport Jez lehet cisztein/ hasonld szerepet tolt
be, mint a 248-as Tyr, a karboxipeptidfz-A-ban, vwlau

A fémion lehetséges szerepére felidtelezzilk, a karboxi-
peptidizeA 41tal katalizdlt dipeptid hirolizis amalégidjs=
ra, hogy a szubsztrdt kerbonil csoportidnak polarizéldsa
4ltal megnbvell ammak érzdkenységdit a mukleofil tdmaddssal
szemben., A feltételezhetl mukleofil reakcidpartner az enzin
egy aminésav oldalldnc karbexilét anfonje /Glu vagy Asp/,
de ere vonatkozdan még nincsemek kisérleti bizonyitékaink.

Ervedndnyeink, az irodalmi adatok 85 az 8sszehasonlitd
elemzds alapién megdllapithatjuk, hogy szoros rokonsdg 411
ferm az aminocacildz és a karboxipeptidize-A aktiv centruma
és kémiai hatdsmechanizausa kbzdtt. A 15. dbrdn bemutatott
hipotetikus modellben foglaltuk Ussze az emincacildz aktiv
centrumit.
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A sortdsvese aminoacildz aktiv contrumdnak
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poliakrilamid gélek 36 mitrix anyagok az enzimelk kovalens
k&tdasel t8rténd kapeosolisdira, azonban kvantitativ ade=
tokkal nem rendelkeziink arra vonatkozdan, hogy a gél
fehérjekstd kepacitisalfis a kbtStt enzimek fizikeie
kémiai tulajdonsigai hogyan filggnek a gélben kialakiw
tott karboxilesoportolk memnyiségitil.

Ezért tanulndnyoztuk az Akrilex=P, illetve a ReakrileP
1a8beni lefolydsit killonbdzd kirilabnyek kBzitt. Célunk
az volt, hogy a kisérleti credmfmyek alapién standard

A géleket 1 M NaCl 1 M Na,C0,, illetve 1 N HCL oldate
sken inkubdltuk.
AMWR&WWMWM&&
me_wmte.mwm
titrdlds segitségével hatdroztuk meg. Néhdny tipikus ki-
sérleti eredményt mitat be a 16. dbra.
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10, dbra

A karboxilesoportok kialakulfsénak kinetikija az Akrilex
P=30 gél 1 1 HCL fo-=o/, 1 M NaCOz/A=A/ é8 1 1 NeOH /O =0/
' oldatban vald kezelésekor
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A 6 6ra alatt maximdlisan kialakult csoportok szdmit
alapul véve és a "maradék csoportok” mennyiségének loga=
ritousit az 146 fuggvényében dbrdzolva nem kaptunk li-
nedris Ysszeflggést. [/17. dbra/

Ez arra utal, hogy a hidrolizis folyamat nem kivet "ldtw
sz6lag elsfrendli kinetildt®, bdr a lug, illetve a sav
minden esetben nagy feleslegben van Jjelen. A lugos
hidrolizis esetén a NaOH karbondtosodisa nem eredményez-
heti a reakcidk viszonylagos lelassuldsit az id6 eldre=
haladtdval. Kontroll kisérletink szerint ezt a lassubbo-
ddst a gl duzzadisinak iddben elnyujtott volta sem okoze
hatja. A jelenség oka valdsziniileg az lehet, hogy a save
amid csoportok hasitisa a gél killsé régidjdban sokkal
gyvorsabb /és valdban elsdrendi kinetika szerint jite
sz6dik le/, mint a gél belsd régidéjdban, ahol a lug vagy
sav diffuzidja lassabb, s igy az utdbbi folyamat vélik
a teljes reakcid sebességmeghatirozd lépdsévé.

Alirilex=P=00, P=100 és P=200 géleknek részleges hide
rolizisét vizsgilva 1,0 N NaOHeban, killdnbdzé hénérsék-
leteken, a 17.dbrdhoz hasonld lefutdsu girbéket kaptunk.
Méréseink szerint a gél porozitisa a folyamatot nem bee
folydsolja jelentSs méridkben, csak az elérhetl maximfe
1lis "kapacitdisVe /«COCH melv/g/ értéke nbveliszik csew
kély nértékben a pdérusndret ndvelsdvel. A mérési eredné-
nyeket a II. tdbldzat foglalja Ussze. |
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7. dbra

Akrilex P=30 hidrolizisének kinetikdja 1 N NaOH oldatban
valdé kezelésekor

A maradék karboxil csoportok memmyiségének logaritmusa



305 K 33K 323 K 335 K

P=200 5,1 6,6 7,0 7.5
P=100 4,9 5,9 6,8 72

i
{

FPeltételezzilk, hogy a gélek enzimkbid hépességét, vala=-
nint kététt enzim fizikai-kémial tulajdonsdgit a gél ~COOH
tartalmén kiviil jelentdsen befolyisolja a gél duzzaddsa,
pontosabban a duzzadis mértéke a reakcidelegyben az enzim
kapcsoldsakor és a kitttt enzim tdroldsakor.

A karboxilcsoportot tartalmazdé kationeseréld poliakrile
anid gélek duzzadisinak mértéke nagymértékben fligg az oldat
ionkoncentrdcidjdtsl és attdl, hogy a készitmény H+, vagy
Na+ forméban vanee jelen. Minthogy a hidrogén forma csak
savas oldatban létezik, melyben az enzimek dltaldban nem
aktivak és nem stabilisak, a duzzadisi vizsgilatokat Naw=
formiban levd /eldzetesen lalli=dal, majd deszt. vizzel mo=
sott/ készitmdnyekkel végeztilk.



A megfeleld készitmériyeket deszt. vizben, illetve adott
koncentrdcidju NaCl oldatban szuszpenzdltuk és hagytuk
ilepedni. Meghatirozott iddnként megmértik a lelilepedett
@61 térfogatit. Méréseink szerint a gélek Ulepeddse 20=30
perc alatt gyakorlatilag befejezfdik, még 0,1 M NaCl ole
datban is. Tovdbbi 411ds sordn a lelllopedett gél térfo-
gata mérheté médon nem viltozik. A térfogatviltozds extrénm
médon flgg a HaCl honcentirdciétdl. 1 ¥ HaCl oldatban a
lelilepedett gél térfoguta mérhetd médon nem wiltozik. A
térfogatviltozds extrém médon figg a NaCl konceniricide=
t61. 1 M NaCl oldatban a leillepedett gél térfogata minte
egy fele a 0,1 M NaCl oldatban mértnek, és 5-10 f-a a
deszt. vizben mért géltérfogatnak. A killonbdzd gélck duze
zaddsénak Usszehasonlithatésdga céljbsl a deszt. vizes
szuszpenzidbsl kiilllepedett gfl térfogatit 100 Fenak vete
tilk és ehhez viszonyitottuk a térfogatviltozdst. A 18,
Sbrdn 14thaté a killénbdz8 porozitisu Akrilex P gélekbSl
készitett Akrilex C készitmények térfogatszdzaléka a
NaCl kencentrdeid flggvényében. Altalédnos Bsszefliggésként
megillapithatjuk, hogy a kiinduldsi Akrilex P gél poro-
zitdsa befolydsolja a képzdddtt Akrilex C gél viseliee
déséts a nagyobb pérusu gélekbSl elSfllitott Akrilex C
prepardtumok térfogata nagyobb és erdsebben fligg az ole
dat sékoncentrdcidjdtdl, mint a kisplrusu gélekbSl
nyert prepardtumoké.



V(ml)

100

18, Sbra

Killonbdzé porozitdsu Akrilex C gélek térfogatdnak sb-
koncentrdcid fuggése a deszt. vizben mért térfogat

YPwdban kifejezve
o=wo Akrilex Ce30 /100-320 u/ 6,43 mekv/g
H=a 8 C=60 /50-100 w/ 7,53 mekv/g
8—4 ® Cu60 /100-320 w/ 7,31 mekv/g
KX 7 Ce100/100-320 uw/ 5,61 mekv/g
e—e W Ce200 /50-100 w/ 4,99 melkv/g
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Megvizsgdltuk a gélek duzzaddsénak pH-fliggését., Vire
haté ugyanis, hogy a gélek fehérjekité képessége flgg
a duzzaddsi fLoktdl, a fehdrjék szdmdra hozzdférhetd
belsd térfogat nagysdgitfl. A duzzadis pleflggdsét
0,05 1 foszfit pufferben vizsgiltuk, Lillénbizé memyie
ben [f19. dbra/. '

Eredményeink szerint a gélek duzzaddsa ugrdsszeriien
nvekszik pH 5 és 6 kizbtt, maxindlis értéket ér el
pil 6 és 7 kbzbtt, majd tovibbi lugositis hatdsira ke-
véssé ismét csdkken a térfogata. A fehérjék Akrilex C
tinik a pH 6 alatti tartominy, mig a duzzadis szem=
pontjdbél gyakerlatilag ekvivalens a pH 6 és 8 kizBtti
bdrmely pH érték. A kapcsoldis azonban nemcsak egyediil
a duzzadis mértékének fliggvénye, mint ez az aminoe
kisdrleteinkb3l is kitinik,
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120 1 $ o XXX —— X ——X—— x_x
100 1 X/I/
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A\/
20 +
I} +
A 5 6 7 8 pH

19, dbra

Kilonbdzd kapacitisu Akrilex C-60 gél duzzadisdnak
véltozdsa a pil LUggvényében

Oo==0 Alrilex C=60 /100-320 u/ 4,1 mekv/g
M - /50=100 w/ 3,9 mekv/g
awe) W /50=100 w/ 2,2 mekv/g



Az {1talunk el841litott, kiUldnbbzd kapacitisu Akrilex-C
¢ készitményhez 50 mg EDC-t, majd 50 mg enzimet adtunk
/0,1 1 pHe8,0 foszfitpufferben/ és & 6rdn keresztil je-
ges vizflrddn kevertettik. A nemkotSadtt fehérjéket 0,1 M
pH=7,0 foszfit pufferrel kimostuik. Megnértilk a mosé
folyadékot és az immobilizdlt enzim aktivitdsit. A mée
rési eredményeket a III. tdbldzat foglalja Bssze.

1 g szildrd hordozdra fa kiinduldsi Akrilex Pe30-ra/
szédmolva t6bb, mint 50.000 EU aminoacildzt tudtunk immo=
bilizdini,

A kisérleti eredményeckbSl megillapithats, hogy minél
nagyobb a gél karboxil tartelma, anndl jobb az immobiliw
2414s "hatdsfoka®. A kBtddS enzim mennyisSge a reakcide
elegyben 1évd enzimmek csak 5«0 %=a, az enzim zime aktiv
formiban oldatban marad, visszanyerhetS, egy kisebb része
ni, milyen tényezdk befolyfsoljék az immobilizflis hatise
fokdt.



;:M@E% E " Osazes nem kBBt enzinektivitds & gftns M  Sammte shgummntet
m | 1.m086  2.m0sé 5.ma61 BU  aktivitds U  aktivitd alttivitds
i - HPudban d=dha Sefban _

6,12" (1,330  31.000 - 72,330  6h,0  7.200 6,4 70,4
6, 7% 20,660 16,500 5,170 42.360 37,5 5.600 4,95 42,4
4,48" &Zsoa 20.670] 6.200  73.370 64,9 M 5 0,14
4,26 49,600 u.e-a-s ;:zae ss.:;o ;o,s 660 0,58 61,2
3,56"" 28,420  10.330 ;.m | 43.920 38,9 860 0,76 39.5
g,as” 29.450 12,400 3.620 45,470 l:o.z 71: = e;ss 40,9
2:25* 464500 1;.530 - 56.830 50,5 2.5 0,26 50,6
o,a2* 31.410 6.3201 5.170  43.400 38,4 m: t;,w 38,5

+/ m-dal veef N32m3-¢a1 készitett gélek

++/ HCleval




HMegvizsgiltuk, hogyan fiigg az imaobiliz4A1l4s hids-
foka a hidrogénion koncentricidjdtsl. Az amincacildz
immobilizdldsdt pli= 6 - 8 tartoninyban tamilminyoze
tuk. 50 mg Akrilex C=60-t /6,3 és 2,3 mekv/g kapaci~
tisu/ 25 mg MCD=vol aktivdltunk 0,1 M kKilldnbdzd pHeju
foszfit pufferben, majd ehhez a reakcibelegyhez adtuk
hozz4 a 25 mg enzimet.

A ktést & Grdn keresztil jeges vizfirddn kevertetve
végeztik. Mint a 20. dbrdn 1l4thaté, a nagyobb kapa=
citdsu gél esetében a pHs=6 kiril kevesebb a megkitle
46 aktiv enzim, mint semleges oldatban, pH 7 és 8
kBz6tt a killonbség csekély, bAr a lugosabb reakeié-
elegybSl a fehérje jobd hatdsfokkal kithetd. A girbe
lefutisa azzal értelmezhetd, hogy a fehérje amindcso=
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20, gbra
Az auincaciliz immobilizSldsincl pHl figpése

Cw=ed Airilex C-50 /100320 w/ 6,3 melv/g
i " /100320 u/ 2,3 mekv/g
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Hegnértilk az eminoacildz Akpilex ¢ gélnek kapcsolddie
sdnak 1d6fUggdését. A fehérjemolekuldk bekttSdése néhiny
éra alatt végbemegy. Mint a 21. dbrédn 1£thatd, a kapcso=
16dds 4 Ora alatt eléri a maximdlis éritéket.

A reakecidelegy Usszetdteldt, géls MCD: fehérje ard=
nyokat wiltoztatva megvizsgiltuk, hogyan vdltozik a gél=
hez ktt8d8 aktiv enzim memnyisége. A nérdsi eredményeket
a IV. tibldzat foglalja Ussze. 100 mg gélhez 25, 50,
illetve 100 mg fehérje addsakor az immobilizdlt enzim
mennyisége né. Ugyancsak né a bekdtitt enzim mennyisége,
ha a reakcidelegyben a MCD ardnydt ndveljik. Egyes kisére
velése azonban mdr nem eredményezett jobb kapcsolist.

25 1,262 &Y 1.469 EU 1.345 EU

50 20930  3.578EU 4466 EU
100 3.640 BU ' 5,026 BU 4,509

/A kapesolds 4°-on tBrtént, 16 érds reakeid iddvel,
100 mg Akrilex C=60 6,32 mekv/g./



kotot EU/mg

/X/\//\x

X

" /. 1
L 8 2 6 2, ora

Az aminoacildz Akrilex C gélhez kidtésének

/50 mg Akrilex C-60, 25 mg aminoacildz, 25 mg MCD, 277 K/
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Az anincaciliz enzimmel wigzett kisérleleink sordn
megillapitottuk, hogy az enzim az immobilizdlds sordn résa-
legesen inaktivdlddott. Emnek méritéke a kdrilményel
fugpden 30-60 % kdzttt vdltozott. Feltdtelezésiink sze-
rint az inaktivilédads oka az, hogy a karbodiimiddel
aktivilt karboxil csoport képes az enzim aktiv centyrue
ni, s bizonyos mértékben szubsztrit analdgnak tekinte
hetd, Peltételezésinket aldtimasztja az a kisérlet,
hogy az MCDwvel aktivdlt ecetsav képes az aminbacildz
enzimmel reagilni és aktivitdsdt csikkenteni. Megje-
MW&WMWMM&:
aktiv centrumon bekivetkezd médositis esetében eredmé-
nyezhet aktivitds vesztést, hanem misodlagos effektu-
sok révén is. Lrdemesnek ldtszott megvizsgiini, hogy
az aktiv centrummak inhibitorokkal tSriténS blokkoldsa
révén kivédhetd-e az immobilizdldskor fellépd részleges
inaktivdldédis.
jelenlétében kapesoltuk Akrilex C-G0 gélhez /22. dbra/.
Az eredmények azonban nem feleltek meg a vdrakozdsnak,
mert részleges inaktivdlédds ekkor is bekidvetkezett, s
az aktivitdsra szdmitott bekStdési hatisfok nem viltozott.
Emnek oka leheteegyrdszt az, hogy az acetileDe-metionin
szubsztrit analdg szerkezetére ellenére viszonylag kis
natdsfoku inhibitor, mdsrészt az, hogy az inaktivilédds
oka lehet egy olyan amindsav oldalldnc médositisa, amely
nem az aktiv cemtrumban taldlhats.




gelhez kotdtt

EUJg
1500 T
X
x X
1000T x
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22s Zdbra

Akrilex C-60 gélhez kititt aminocaciléz aktivitdsa



5/5. Ag immobilizdlt enzim jellomndse

Megvizsgdltuk az MCDevel akitivdlt Akrilex C gélhez kie
tott aminoacildz tulajdonsdgait /pH figsés, himérésklete
fugeés, szubsztrdt koncentrdeid fliggds/ s Bsszevetettih
az oldott enzim paramétereivel.

Vizsgiltuk a pH hatdsdt az immobilizdlt aminoacildz
d1ltal katalizdlt realcid sebessdgére. A reakeidelegy
pli=jdt 5,5=8,5«ig vdltoztatva, 15 perces reakeidids mele
lett mértik az immobiledlt enzim aktivitdedt 298 Keen
0,1 M foszf4t pufferben. A maximdlis értéket 100 Wenak
véve dbrdzoltuk az aktivitds szdzalékokat a pHeflggvée
nyében /23, ébra/. Az immobilizdlt enzim 1ltal katali-
241t reakeid pH optimma 7,5-nek adbédott, emely £61 pH
egységgel a lugosabb tartomdny felé tolddott a nativ en=
zim pH optimumdhoz /pH=7,0/ viszonyitva.

Az immobilizdlt eminoacildz 4ltal katalizdlt reakeid
néméréskletfignését o,1 M foszfdt pufforben pHs7,5 ére
téken hatdroztuk meg. A reakcidelegy hémérédékletdt 293
é8 353 K kbzttt vdltoztattuk és mértik az enzim aktivie
tdsdt /24, dbra/. 15 perces reakeldiddt vdlasztva, a hi=
mérsékletfiiggds moximuma 343 Kenek adédott. Azonos kirile
mények kbzbtt mérve a nativ chzim optimma mintegy 5 Kevel
elacsonyabb, 300 és 340 K Lbzitt a nativ és az immébilie
241t enzim d1ltel katalizdlt reakeid sebessége azonos
nértéhben ndvekszik, mig oz ef8lBtti hdmérsékleteken a
nativ enzin denaturdcidja nagyobb mértéki, 353 Keen az
immobiliz4dlt enzimmek mintegy 70 f-z még aktiv, mig e
nativak ecsak 45 ¥ea fazonos, 15 perces reakeiéiddre
vonathoztatva/.



| aktivitas %

50T

Az immobilizdlt emincacildz aktivitdsdnak pH
fuggése 303 K-en

Az alkalmazott puffer 0,1 M leﬂlm“/mam‘. volt.
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A hinéraéklet hatdss ax imeobiiizflt smincacilds

A kisérleteket
végeztiik,

aktivitdsdra

0y M Na,HPO, /KHHPO, pHs7,5 pufferben

Az inkubdldsi 146 15 perc volt,
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Meghatdroztuk az immobilizdlt enzim kinetikai para=-
métereit. A szubsztrdt koncentricidjét 1,5 x10™2 - 7,0x10™2
M kbz8tt vdltoztatva mértik az enzim aktivitdsdt. Az al-
kalmazott puffer 0,1 M pH=7,5 foszfdt puffer volt. A ki~
netikai paraméterek meghatdrozdsa a Hanes féle grafikus
dbrdzoldssal tértént /25. dbra/. A tengelymetszetbdl meg-
hatdrozott Michaelis 4llandé 20,8 uM, amely csaknem hare
madrésze a nativ enzimének /Knnativ = 58,2 nM/.

Mérési eredményeinket Bsszefoglalva megdllapithatjuk,
hogy az immobilizdlt aminoacildz pH optimuma f£él pH egy-
séggel a lugos tartomdny felé tolddott el, hémérséklet
optimuma 5 K-vel magasabb a nativ enziméhez képest. Az
immobilizdlt enzim magasabb hémérsékleten kisebb sebes-
séggel denaturdldédik. A Michaelis d1landé cstkkenésébdl
megillapithatjuk, hogy az immobilizdlds sordn az enzime-
nek olyan oldalldncdn vagy ldncain keresztill alakult ki
a kovalens kbtés, mely az enzim aktiv centrumit kedvezé
irdnyban befolydsolta, alacsonyabb szubsztrit koncentrd-
cié elegendS a maximdlis sebesség eléréséhez.,



)%

x103 /

s / o s 'EQEA{O“)
25, dbra

A szubsztrdtkoncentrdcid hatdsa az immobilizdlt amino-
acildz 4ltal katalizdlt reakcid sebességére
/Henes - féle dbrdzolds /



Az aminoacilizra vonatiozdé kisérloti eredményeinket az

A sertésvesébsl izoldit aminoacildz pil~optimma 7,0
nél taﬁ:ﬂnté, Mniuﬁkht Yoptimuma® 333 K m-m érték.

A Michaelis konstans értéke Ky = s,hxm‘*’mm
dott Neacetil-lmmetionin szubssirdital. |

Az aminoacildz ;mt&n héinaktivdldddsdnak Wﬁn
Bl kisedmitottul a héinaktivilsdds aktivdldsi energidjdt
A1 = 7,07 x 10° 3/ /, melybSl me@Allapithatuk, hogy az
enzia szobshémérséileten kizepesen stabil fehérje.

Az aktiv centrum folderitésére irdnyulé vizsgilataink
sordn megillapitottul, hogy cz cnzim FSP.fel nem gitole
haté, tehdt aktiv centrume nem tartaluaz altbivdlt szerin
oldalldncot, ’

A kinetikal konstansok pH-£Uggésébdl arra kerestiink
Ielvﬂamiﬁn‘k. ‘hogy mely aminosav am-mmok ﬂxuksé- ;
gosek a katalitikus aketvitdshoz, A 1g V. phe-figeésée
b81 kapott pK = 6,0 SrtékbSl arre wvmmnm. nogy
ez alktiv centrumben fellelhetdon egy hisstidla aninosav
eldauémk van esszencidlis szerepe. ey ,

Az endn fém-tartalmu m«)pmmm, igy EDTA-val gle
tolhatb. Az EDTA-gitl4s pH-fUggés vmmmzm arra
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| kivetheztettink, hogy az aktiv centrumban a ‘tme‘nt vae
| 16sziniileg hisztidin koordinflja /pk=6,6/

Az akts.v centrun tamm'béndm vdgzett vizaa&hta&uk
ésumadatokmaﬂnammmmw“
6ml:et. mﬂ.y szm&nt az amincacildz 6: a karboxi-per
*udﬁn-A akt&v mﬁm és kémiai mhmlm kozbtt szo-
ros hannldadg 411 fern. , _

Az nnz:'m &wﬁ alkalmazhatdésdginak, vagyls immobilie
aﬂéaﬁmk uyﬁt feltétele a negfeleld n&ﬁu-myu ellw
amm ‘A Reanal Finomvegyszergydr 41tal tld&ulwtt
Akrilex C peu.mnma gélek j6 szorbensnek bizonyule
tak az mlu kwalens kﬁtéml m:w knpcaoudm.
Ezért meghatiroztuk azokat a standard reakeidkirilménye=
ket, muwl mmﬁmtt kmxmm és enzine
kotd tmmm gélm:et lehet az&mwu.

Hegvizagliuk, hogyan befolydsolja e gél porozitdsa
a M,M’b. Méréseink szerint a gél poroe
zitdsa nom befolydsolja jelerntds méridkben a folyama=
tot, csak az olérhets maximilis kerboxiltartalom ndveke
szik cselkély mértékben a porusméret nbveldsével.

A g6l enzimktté kipessépét o kerboxiltartalmon ki
viil a gél duzzaddsinak mértéke is befolydisolhatja. Ale
taldnos Usszefliggdoként megillapitottuk, hogy a kiindu-
1dsi Akrilex P gél porozitdsa befolydsclja a képzSddtt
Agrilex C gél viselkeddsétt a nagyobb porusu gélekbsl




e

e18411itott preparitumolt tdrfogata nagyobb ds erdsebben

figg az oldat sékoncentricibjdtél. A gl duszadisinak

szempontJdbdl az enzimkdtdere allalmas Marwnv
pil = 7,0 = 8,0 kbzbtt taldlhaté.

Az d1talunk e184114tott Akrilex C gélekhoz karbodi-
imides aktivildesal kbtotilnk sertdsvese aminoacildzt,
Moghatdroziuk a reakeidibrilnéryeliot, amellyel gazdasde
gosan, megfelold aktivitdsu immobilizdlt enzim 4ilithae
t6 018 /100 mg MCDevel alttiviile 100 mg Akrilex Cwre 50
mg eminoacildz, pH = 7,0 4 Swiig 4°Ceon kevertetve/.

Az elért erédményeink alapjin tanszdkiink a Reanal
Finomvegyszergyirral kiztsen szabadalmi oltalmat kért
az Orszégos Taldlmdnyi Hivataltdl 1979. julius 9-i bee
Wﬁ.w AMM&W&&M;MW
‘matben van. Az eljérds a Reanal Fincavegyszergydr Bio-
kémiai Uzemében megvaldsitdsra kerilt,
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