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х. щусагаЗа

A biokémiában a 6Q-as években kezdődő és napjainkban 

is tartó ugrásszerű fejlődésében nagymértékben hozzájá­
rult az íeizimiiatalizálta reakciók tanulmányozása. Özek 

a kutatások kiterjednek az enzimfehérjék felépítésének, 
térszerkezetének felderítésén kívül az aktiv centrums 

valamint az általuk katalizált reakció kémiai aechaniz- 

masának vizsgálatára is. Ilivel napjainkban az ipar is 

egyre szélesebb
belül az enzimekkel, mint Moliatalizátorokkal végzett 

kutatások eredményeit, még inkább hangsúlyt kapnak az 

enzimreakciók felderítésére irányuló törekvések.

A disszertáció tékája az ominoaciláz, amely a hidro- 

litikua enzimek közé tartozik, a nem pepfcid kötés ter­
mészetű €MI kötések hasításán katalizálja, alkalmaz a 

szintetikusan előállított W-acil aminosavak rezolválá- 

sára is.

*

za a biológia, ezen

Az affláaoacilázt «sár a múlt század végén tanulmányoz­
ták, de részletesebb vizsgálata csali a negyvenes évek­
ben indult meg. napjainkban már ismert, 1юду az enzim 

két alegységből áll, meghatározták aminoeav-összetéte- 

lét és ssi&sztrit-spectfitását. Atoaahszorpciós méré­
sekkel kimutatták., hogy az enzim alegységenként egy Zn2v 

iont tartalmaz. Az aktiv centrum felderítésére végzett
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kémiai módosítások aóg neu tartalmaznak elegendő uagbiz-
ható adatot arra vonatkozólag, hogy mely aminosavalmak
van fi3ü’j»nciális szerepe a katalitikus aktivltágiban* Az. 
enzim által katalizált reakció kémiai mechanizmuséra vo­
natkozóan ugyancsak lie vés irodalmi adat áll rendelkező-, 
síinkre.

Munkánk célja ezért as volts hogy további vizsgálato­
kat végezzünk as enzim aktiv centrumának felderítésére. 

Felvilágosítást kívántunk nyerni arra nézve, hogy a ka­
talitikus aktivitásért mely amimsav, illetve aminosavak 

felelősök s valamint mely oolnosov oldallánc vehet részt 

ion koordinációs kdtéaében. As irodaim adatok és 

a mérési eredmények alapján megki só ml tünk pártiusaoot 
vonni az aainoaeliáz és az oxopeptiőázok közé tartozó, 

Zn2* ion tartalmú karbexipeptidás A aktiv centruma és 

kémiai hatásmechanizmusa között.

2+ea Zn

Mivel as aainoaciléíz kötött formája ipari szempontból 
is Igen jelentős, célul tűztük ki az enximimmobiliaálás 

optimális körülményeinek kidolgozását hazai alapanyagú 

hordozóra.

t H i

í »

í * V ■» -•
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II. IRODALMI ÁTTUailTÉS

Az aminoacilázok az élővilágban elterjedt hi droll tikus 

enzimek. A nem peptid-kötés természetű C-N-kötések ha3itil­
sát katalizálják. A sertésvese aminoaciláz /КС. 3.5.1.14./ 

az alifás aminósavak /kivétel a2 aszparaginsav/ acilezett 

származékainak dezacilezését, valamint egyes dipeptidek 

hasítását katalizálja. Az enzim által katalizált reakció 

általános egyenletes

«2° -COOH + R-COOHR-CR ^ЖюаЬГЕТ?
Ш — л ” Ш2Г

Az aminoacilázok jellemző tulajdonsága az aminósavak op­
tikai izomerjeivel szembeni nagyfokú specifikusság. Hagy 

gyakorlati jelentőségük miatt a 60-as években intenziv ku­
tatómunka indult meg az enzim jellemzésére, aktiv centru­
mának felderítésére, valamint Immobil!zált formájának elő­
állítására és ipari alkalmazására.

1./ Az aralnoaciláz előfordulása az élővilágban

Az aoinoacilázokat a legkülönbözőbb élő szervezetekből 
mutatták ki. Pl. a baktériumok közül az Escherichia coli­
ból izolált enzim az II-acetil-L-omitin és az H-acetil-L- 

metlonin hidrolízisét katalizálja. Általában a többi bakte- 

riális eredetű aminoaciláz szélesebb specifitásu.
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Két penésztörzsből, a Penicillium vinaceus-ból és egy 

Aspergillus-bol IlicM és ísuda /1933/ mutattak ki aalno- 

aciláz aktivitást. Számos magasabbrendtl növényi szövetek 

cxtrakturaából mértek aciláz aktivitást.

Az állati szervezetekből preparált aminoacilázra vonat­
kosé irodaion Jelentős része a sertésvesére vonatkozik, de 

más fajokból, mint pl. a tonhalból is sikerült arninoacilázt 

izolálni. Szev/czuk /1971/ az lí-klór-acetil- -L-glutarail- - 

naftilaoid szintetikus szubsstrátot használva vizsgálta a 

Со2* aktiválta acildz előfordulását galamb, patkány, tengeri­
malac, nyúl és emberi szövete!, homogén!zátornaiban. A legma­
gasabb aktivitást valamennyi faj esetében a vesében észlel­
te. Alacsonyabb az aktivitás a májban, a lépben, tüdőben éa 

a belekben. Legalacsonyabb a szív és vázizomban. Az egész­
séges ember vizelete és vérszénsaa nem tartalmaz aciláz ak­
tivitást, de pl. oéJbetegség /vírusos májgyulladás/ eseté­
ben a szérumban kimutatható. /Ifoadrln—Flotnicki, Jankovcki, 
1976./

Ziooek és шишкаtársál /1979/ a különböző olektroforeti- 

kus vándorlásuk alapján választották szét a űo”''’-aktiválta 

acilázok különböző molekuláris formáit. Emberi méh niőoából 
izoláltak és tisztottak Со2'-aktiválta acilázt Tyron és mun­
katársai /1979/.

Lorcntz és társai /1975/a/b/ egy uj eljárást dolgoztait ki 

különböző betegségekben szenvedő emberek szérum aminoaciláz 

aktivitásának meghatározására.
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Az amlnoaciláz élettani szerepéről gyakorlatilag semmit 
sem tudunk. Lugay és Áronon /1364/ a Parkinsonla aculeata 

L. magjából Izolálta az enzimet. Vizsgálatuk során felvetet­
ték annak a lehetőségét, hogy az am±noacilá2ok a íehérje- 

szintézisben résztvevő n-formil-oetionln ciklikus regenerá­
lását végzik. Feltételezésüket arra alapozták, hogy az enzim 

úgynevezett fiziológiai hatásfoka /^, vna3C/ az N-foroil- 

raetionin szubsztrát esetében a lekedvezőbb. Pier Point /1373/ 

vizsgálatai szerint azonban az enzio az : i-fоrmil-metlonint 

hldrolizálja, de az П-forail-peptideket nem. Ezt Iloravcsik 

és munkatársai /1374/ vizsgálatai is alátámasztják, nely 

szerint a tiszta enzim csak a dipeptidek hidrolízisét kata­
lizálja.

2m/ A sertésvese aminoaciláz iz tálasa és tisztítása

Az aminoaciláar 'i vonatkozó első irodalmi adat 1881-től 
Shhniedorberg-től származik, de csali az 1’940-es években kezd­
tek részletesebben foglalkozni az enzim tanulmányozásával. 
Fodor és kutató csoportja /1949/ a sertésvese vizes exfcrak- 

tuoának etanolos frakcionálásával állították elő az enzimet. 
Birnbaum és munkatársai /1952/ nevéhez fűződik az az izolá­
lás! eljárás, mely a vizes extraktum pH-, ammoniumssulfátos 

és acetonos frakcionálásién alapszik. Ezzel az eljárással a 

korábbi preparátumokhoz viszonyítva magasabb specifikus akti­
vitású enzimet lehetett előállítani, mintegy 30-szoros tisz­
tulást értek el a kiindulási anyaghoz viszonyítva. A Bruns és 

Schulcze /1962/ által kidolgozott tisztítási eljárás aceton 

helyett etanolt alkalmazott, majd DEAE cellulóz ioncserés
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kromatográfia alkalmazásával a korábbinál lényegesen tisz­
tább aminoacilázt nyertek.

A 70-os években Kordel és Schneider /1976/ Sephadex G-150 

kromatográfia és DEAE-ioncserés kromatográfia kombinált al­
kalmazásával eloktrof о retikusan homogén aminoacilázt állí­
tottak elő.

Ipari célokra alkalmas /főleg imnobilizált enzim előállí­
tására/ izolálást Szagán! /1979/ dolgozott ki. Különböző em­
lős fajok /ló, Eiarha, nyúl, sertés/ veséjéből oly módon izo­
lálták az enzimet, hogy a szerv vizes kivonatát 70 C°-on 

10 percig hőkezelték, majd a denaturált fehérjék eltávolítá­
sa után az oldatban maradt fehérjéket ojomoniuoszulfáttal 
frakcionálták. A dialízissel sónontesitett enzimet liofili- 

zált formában hozták forgalomba. Ezzel az eljárással egysze­
rűen lehet ipari célokra alkalmas enzimet előállítani, amely 

kromatográfiás módszerekkel tovább tisztítható.

3*/ Az enzim fizikai és kémiai sajátosságai

Az aminoaciláz molekulasúlya Tsen U Tsi és munkatársai 
/1938/ szerint 119.000, Bruns és Schulze /1962/ szerint 

76.5ОО, Kördel és Schneider /1976/ gélflltrációval meghatá­
rozott értéke 86.000.

Az enzim abszorpciós maximuma 200 no-nél van. Fajlagos 

extiíikciója E^m /200/=»20,5, moláris extinkciős koeffici- 

1,13xlö,fVmol~1 cm*1/* Izoolektromos pontja 3, 1 /kördel 
és Sclmeider 1967/. Bruns és Schulze által meghatározott

« 5t5 x 10*3 sec

: D20 =» 7,02 x 10~7

ense

szedlmentáclós konstansa : S2Q 

diffúziós konstansa om^soo"1
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4./ A serié ovese aml>iQaclláz szerkezete

Az utóbbi óvekben német kutatók - elsősorban Kördel ós 

Schneider /1976/ - foglalkoztak behatóan az aminoaciláz 

primer szerkezetének ős aktiv centrumának felderítésével. 
Meghatározták az csízió aoinosav összetételét. Méréseik sze­
rint az csízió 772 aninósavbol áll, oelynek molekulasúlya 

05*500. 12 triptofán, 24 Iii3ztidin ős 12 cisztein oldal­
láncot találtai:. Az enzin nogyodleges szerkezetét SDS Je­
lenlétében gélelektroforózisseX határozták meg. 43*000 xao- 
lekulasulynali megfelelő erős ős 86.000 Ils-nak megfelelő 

gyenge csikót kaptak anélkül, hogy az enzimet előzőleg ner- 

kaptoetanollal vagy perhangyaaavval kezelték volna. Ennek 

megfelelően а molekula lsét alegységből áll, melyei: nincs© - 

nek diszulfid hidakkal összdiapcsolva.

Az enzim mindkét alegysége két különböző reaktivitása 

-Síi csaxx>Ftot és két diszulfid kötést tartalmaz, melyek kö­
zül az egyik könnyem hasítható SH- reagensekkel, a másik 

csal: ixntiangyasavas oxidációval.

A két Sík* csoport kémiai nédositásával az oninoaclláz 

elveszti katolitilois aktivitását. A Iáit diszulfid kötés fel­
színi tása szintén inaktiválja az enzimet. Ez arra enged kö­
vetkeztetni, hogy dioer enzimnek két aktív centruma von, 
amely egy esszenciális -SH és egy diszulfid kötést tartal­
maz. Feltételezhető, hogy mindegyik alegységnél: egy aktiv 

centruma van.
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Л píl függős vizsgálataik alapján as esszenciális -Síi cso­
port clszteinhez rendelhető /pK. » 8,36/» Kordel ős Schnei- 

der /1975/ szubsztrátspecifitásra vonatkozó ős lionpetitlv 

ixádbi torokkal végzett kísérleteikből azt a következtetést 

lehet levonni, hogy az aninoaclláznak erős hidroféb kötő­
helye van. Az esszenciális -Sri csoport valószínűleg a hid- 

rofób környezetben vqqt ahhoz közel található. Az ominoaci- 

lázt triptofán reagenssel módosítva /1 П-diazotetrazol ős 

h-brőci szukcininid/ elveszti aktivitását. Az enzim szubs2t- 

rátjai ős inhibitorai nem védik a kőt reaktiv triptofánt a 

módosító reagensekkel szemben. Az colitett szerzői; 1977-ben 

megjelent munkájukban ismertetik az aciláznak octilőnliők 

ős óid.gén jelenlétében végrehajtott besugárzással történő 

inaktiválódását. A teljes reakciőporiódus alatt az elbom­
lott Msztidin-triotofán arány 2:1 volt /amely megfelel az 

oainősav összetétel alapján meghatározott 24 Iiioztidin ős 

12 triptofán aminosav oldatldncnal; molekulánként/, tehát a 

kőt aminosav megközelitőe» egyformán aktiv. A fotooxidácló 

pH függőséből kimutatták, hogy 4 molekula hisztidinvesztős 

utón az enzim teljesen inaktiválődik• Dietilpirokarbonát- 

tal isidazol reagenssel módosítva az enzimet, bebizonyo­
sodtak arról, hogy a hisztidinnek esszonoiális szerepe von 

a katalitikus aktivitásban. ílindezeket a kísérleti eredmé­
nyeket csal; bizonyos fomxtartáseal fogadhatjuk el, mivel az 

alkalmazott módszerei; /besugárzás metilőnkők óe oxigén jo- 

lenlőtáben/ az enzim ozeapontjából durva behatásnak tekinfc- 

hetők és kontroll Id. soriét el; som támasztják alá a mérési 
eredmények jogosságát.
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Löffler üö oisikatársai /1973/* később Proy és шиЫаа- 
társai /1977/ kísérletei szerint as enzim TPCK-val is in­
ai rtivá Illaté. Az inaktiválódás pH fUggésóbaL egy olyan amimé- 

csoport jdenlőtóro következtettek, anely a szubsstrát kom- 

boxilát anionjának ooglsötésébai vöket részt. Est tánosstot- 

ták alá Szajáni és rauritatároai Д978/ HIXB-sel vő/;sott im- 

Mblciős vizsgálatai* amelyek arra utalnak* begy as ES-* 

komplex kialakulásában egy szabad. aainőcsoport is közrejáb- 

szik.

A 40-os évekből számos irodalmi adat található arra vo­
natkozóan Alasctamn 1941? Johnson 1942$ Smith 1949/ * hogy 

a különböző popticMzokra a Go24* ionnak ős egyéb bivalens 

kationoknál: aktiváló hatása vm* Rao /1932/* Ilarscholl 
/1936/ és munkatársaik különböző reaktivitása klóracetil- 

ós gUcil-aminősav Mdrolizisét tanulmányozták IsobeltléLo- 

riddal ©lőlnkubált aoinoacilással. Az Így előállított ko­
balt-aktivált amlnoacilás /aciláa-Х А/ reaktivitásban és 

sztereospecifitásban különbözik az aciMz-X-től. Ilinden 

szubsztrátra maghatározott Slichoalio konstans értékét kisebb­
nek* a értékét pedig közel azonosnál: találtál: a ko­
balt-aktivált aaiDoacilás és az oainoaciláz esetében* lieg 

kell azonban jegyezni, hogy az ecűitett szerzők vizsgála­
tai non eléggé egzaktak.

Körtei és munkatársai /1977/b/ kísérletei szerint az
aminoaciláz kelatkőpző ágensekkel /EDTA* o-fenantrolin/ 

inkubálva elveszti aktivitását, majd 2li2" hozzáadásával
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visszanyeri. Hasonló eredményre jutottak Szajáni és munka­
társai /I960/, akik az inaktiv apoenzimhez Co2+~t adva is 

azonos roaktiválódást tapasztaltak.

Az acainoaciláz fémion tartalmit Köriéi és munkatársai 
mellett Koravesik és kutató csoportja is meghatározta 

/1,9 - 0,5 atom Zn/06.000 g értéket kaptak/. Az enzim te­
hát alegységenként 1 atom Zn-t tartalmaz.

Az irodalmi adatokat összefoglalva, tehát a sertésvese 

aminoaciláz kőt alegységből áll és két aktiv helyet tartal- 

. Alegységenként egy cinkatora és egy -SH- csoport esszen­
ciális az enzim aktivitásához. A kémiai módosítás eredménye: 
két triptofán molekula és egy szabad aainocsoportot tartal­
mazó oldallánc része a kötőhelynek. Valószinüleg négy hisz­
tidin oldallánc vesz részt a If éraionok megkötésében. Az -3H
reagensek inaktivdlják az enzimet két diszulfid-hid meg-

ily éli az aktiv konformáció fenntartásábanszüntetésével, 
vesznek részt. A szubsztrátok szabad karboxilcsoporttal
kell, hogy rendelkezzenek. Valószínűleg ez a szabad kar- 

boxilesöpört létesít kapcsolatot a szabad aminócsoporttal 
rendelkező arainósav-oMallánccal.

5•/ ‘4
A 3ei*tésvese arainóaciláz az acilezett alifás ozainősavak 

/kivéve aszparaginaav/ hidrolízisét katalizálja, ezenkívül 

dipeptidek is lehetne!: az enzim szubsztrátjai.
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Az enzim saubsatmtsoecifitas vizsgálatára már Bim­
bóm és munkatársai /1552/ vesztek kísérleteket* Az II- 

acetil-D-aainósavak enzimes hidrolízise egyáltalán nem, 
vagy csak igen kis sebességgel megy végbe.

Adott acil-gyük esetében a hidrolízis sebessége az 

nésav természetétől függően változik* Legnagyobb hidrolí­
zis sebességet L-metionin acilezett származékainál tapasz­
taltai! /Marschall és társai 1556/*

Az enzimes hidrolízis sebességére nagy hatással van a 

С-terminális aainésav oldalláne hossza és térki töltése*
Az alkil oldallánc növelésével - a hldrofob kölcsönhatás 

erősödése következtében - a hidrolízis sebessége nő* Valim­
nál moxinRJEQOt ér el* tovább növelve a szénlánc hosszát, a 

hidrolízis sebessége csöMsen* Aromás aminősavok acilsaáraa,- 

2ékainafe hidrolízise lényegesei i kisebb sebességgel megy 

végbe /Greenslein 1957/*

Hounter és aunkatárml Д950/ egyenes és elágazó szén- 

Xáacti szubsztrátok esetében mérték a reakció sebességét, 
és a G szénatomon aminósavnál tapasztaltál! a maximális ér­
téket* Ш/jállapitottáli, hogy az elágazó szénláncu vegyülő- 

tok Mdrolizise kisebb sebességgel megy végbe - sztérikus 

akadályok miatt mint az alifás aainö&ak megfelelő 

származékai.

Az acil orainésavak -hidrogénjét aetilcsoportra cse­
rélve a hidrolízis sebességének csökkenését eredményezi* 

/Baker és sutósatársai 1952/ Az anid-küiés alkil csoporttal
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való szubsztitúcióba pedig meggátolja a dozacllezéet 

/Grcenstein 1937/*

Azonos ceinésav esetében a hidrolízis sebesség változik 

az IJ-acilgyök természetétől függően. Па az aeil-gyök allűil- 

karbonsavaktól származik, a lánehossz növekedésével csökken 

a dezacilezés sebessége /fetoravcsik és otsai 1971/*

Ötvös és otsa-i /1977/ az acil-résztől függő legnagyobb 

3ztoreospecif itást a dipeptidok hidrolízise esetén tapasz­
tal talc. A Ixxjológ sorba tartozó vegyületek sztereospecifi- 

tásában lényeges különbség mutatkozik. Ez a különbség el­
sősorban a D-konflguráciőju acil-csoportot tartalmazó szub- 

sztrátok eltérő reaktivitásából származik. A katalitikus 

hely közelében a sztoriimé gátlá3beli effoktusok fokozottabb 

mértékben érvényesülnek.

Az enzim által katalizált reakció aochanizousát illetően 

már Fu és í&rnbaum /1954/ felvetették, hogy az onzio-ssub- 

sstrát komplex kialakulásában nagy szerepe van az asssinot- 

riás szénatomhoz kapcsolódó atomnak, illetve atonesoportok- 

nak. Később Koravcsik és ouiisatársai /1971-1977/ vizsgálták 

részletesen az enzio-szubsztrát kompit: kialakulását befo­
lyásoló tényezőket. Ifegállapitásuk szerint az enzim és a 

szabsztrát két ponton lép Icölcsönhatásba egymással. Az egyik 

a C-toiminális coinósav, a másik a szübsstrát ós az enzim 

liidrofób kölcsönhatása. Véleményük szerint a dipeptidek kö­
tésében a hidrofób kölc3önloatásnak nincs szerepe. Ezzel 
ellentétes Kordel és Schneider /1977/ elképzelése. Szerintük
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a dlpoptldok IJ-terninális aoinósava az enzim egy erősebb 

liidrofób részletéhez kötődik.

6,/ Az enzim lonobillzáoa és ipari alkalmazása

Az asainoacilázok jellemző tulajdonsába az ooinésavok 

optikai izomorjeivel szembeni nagyfokú specifikusság* Az 

aminósavak optikai Izomorjei iránti nagy kereslet és a vi­
lágszerte megnövekedőit igény el: - a szintetikusan előállí­
tott £J-aeetil recemátok enzimes szétválás ztására terelte a 

flgyelaet* A szétválasztás immobil!zált amire miiá sokkol 
történhet ipari Elérőtökben*

Az első irodalmi adatok a (30-as évekből valók, főleg 

japán szerzők munkái Ali piaura és Yosliida 1966# То за és 

munkatársai 1966, 1967/* Kutatéaunlsájuk eredményeképpen a 

70-es években felépült az imobilizált enzinen alapuló ipa­
ri eljárás kísérleti üzeme rácén aminosavak optikai izome­
reire való szétválasztására /Chibata és munkatársai 1972/. 
Ezelmél az eljárásoknál főleg nikrobiális eredetű otaino- 

aciMst alkalmaztak* A sortósveséből izolált enzim iom- 

billzálására csal: kevés irodaiad adat ismeretes.

Az első, DEAE-cellulézra Imobilizált sortésvese omino- 

acilázt Alitz és Schlueter 1959/ állították elő. Jódacotil- 

cellulózra, illetve Üvegporra kovalens kötésen keresztül 
imobilizált aminoacilázt Ohno és Stábom /1971/, valamint 

Ilaskova és munkatársai /1973/ készítettek.
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Аз imoobilizált aminoacilázok gyakorlati alkalaazá»tfval 
kapcsolatban a legjelontősebb munkát Chibata japán kutató 

ós munkatársai végezték. Ioncserélő szorbensre /elsősorban 

DEAE-Sephadexre/ irxiobilizálták az enzimet, L-dihidroxil- 

fanilalanin, illetve L-metionin termelésre létrehoztál! az 

ieoobilisált ominoaciláson alapuló ipari eljárást.

Gyakorlati szempontból még jelentős Marconi Д975/ cel- 

lulÓ2Őtriacetátra, valamint Yokote és munkatársai /1975/ 

olkileminő-Övegre imoobilizált aminoacilázának ipari olkol-

Ilazánkban a Reanol Finoovegyszergyár kapcsolódott bele 

az aminősavak optikai izomerjeinek immobilizált aaimacl- 

lázzal történő elválasztásába ipari méretekben, A gyár
olyan immobilizált enzim előállitására törekedett, amely 

a katalitikus aktivitás értéke mellett megfelelő 

stabilitással is rendelkezik, és igy ipari célokra alkal­
mazható, Ennek a célnak megvalósítása érdekében számos 

hordozót és kapcsolási eljárást próbáltak ki, A legjobb 

ere dméry eket ©ЗУ polianionos karakterű, poliakrilamid alap- 

vázu hordozó vizoldható karbodiimides aktiválása révén 

kaptak /Szájára és munkatársai 1979/, Ebbe a munkába kap­
csolódott be tanszékünk is. Feladatunk a megfelelő tu­
lajdonságú poliakrilamid gél előállítása, a gél tulajdon­
ságainak, valamint a gélliez történő aminoaciláz immobil!-* 

sálás feltételeinek vizsgálata volt.
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III, АЙУАООК ÉS MÓDSZEREK

!•/ Felhasznált anyarak

Az aainoaciláz sertésvesébol izolált, sómentes liofili- 

sált készítmény, a Reanal Finomvegy szertár Biokémiai La- 

boratériteaában preparálták* Specifikus aktivitása 2000-3000 

EU/mg, 298 K-en, pH=*7»Q-nál П-acetil-L-iaetionin szubsztrát-
tal*

A kísérlet során felhasznált vegyszerek közül a Servacell 
DEAE-32, a TNBS, az EDTA, ninhidrin és a metilcelloszolv 

Merck gyártmány volt. Az összes többi vegyszer Reanal ké­
szítmény volt és további tisztítás nélkül került felhasz­
nálásra.

2./ aak aefüatdrozáaa

A nativ enzim fehérjetartalmát a 280 nm-en mért extinkció 

mérés alapján határoz túli meg. Az enzim fajlagos extinkciója 

Elcm Z200 " 20,5» moláris extinkciós koefficiense
l,15xl03 /mol^cnT1/.

Az immobil! zált enzim fehérjetartalmát indirekt módon, a 

reakcióolegybe vitt és az immobilizáláai eljárás után a 

felHúszéban, illetve a moséfolyadókban maradt fehérjekon­
centráció különbségeként határoztuk meg.

3./ Лг .afe?oafi4Ms.ia&aí,aas amvi-цмп^ sésász
Az aktivitás me határozása történhet mind a dezaeilezési 

folyamat előrehaladtának /fJ-acil-aminósav mennyiségének 

csökkenése/, mind pedig a termék /aminésav/ keletkezésének 

nyoaonköveté sávéi.
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Az aninóaciláz aktivitását általában specifikus szub- 

sztrátjávol g az íbacetil-X^notioiiiiinal samten merik, в 

az enzim egy 1 og-ja által időegység alatt elbontott tfi-l 
acotil-ootionin mennyiségével adják meg, fleghatár©sására 

több módszer ismeretes:

a,/ As amiü-kötós hidrolitilcus hasítása közvetlen spek­
trofotometriásán raéxtető a 230 dd-gs absaorbció esökkonő- 

sg róván /tilts c Schloeter 1933/.

Az oldott enzim aktivitásának rogiatározásakor 1,6 ol 

0,015 И II-acetll-b-EiGtionin /0,1 И foszfát pH=*7»0/ szül>* 

sztráthoz 0,1 ol megfelelő hígítása /кb. 1 ag/ml/ enziool- 

datot mértünk. VSU2-P /Carl Zeiss Jéna/ speittrofotooóteren 

ssabsstrát ösazeliasonlitőval szemben 2 percig, 15 másod­
percenként oértUk az esrtinkeiő értéket 230 no-en. Шфа~ 

tároztuk az 1 pereibe eső esctinkciő csökkenés értékét. Az 

Iacetil-L-iaetlonln moláris csrtinkciés koefficiensének 

/£ » l,0xl05 Г-Г^слТ1/ ismeretében a következő egyenlettel 

számítható az ensio specifikus aktivitása:

Е2зд/рОГС g 1>7
0,010x0,Izmg fehérje

/pl l/porCSOg/Eü/ng -

feliét 1 EU/ng annak az enzimnek a specifikus aktivitása, 

amelynek 1 mg-je 1 perc alatt 1 píl-nyl IJ-acetil-L-aetionint 

boat.

b./ ffegbatárokhatjuli as enzim aktivitását a katalizált 

reakció során felszabaduló rminésav mennyiségének oórósóvel 

is. A realtció-elogyből megfelelő időközökben vett aliciuotok-
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bél - hőkezeléssel történő leállítás után - ninhldrines 

nódszorrel, nely eljárás Itoor és Stein /1943/ dolgszu'-k ki.

A standard reakcióelogy 1,0 ol 0,1 И K-acetil-L-alanin 

vagy 0,015 И ll-oeetil-L-oetionin /0,1 И pH»7,0 foszfát pu£~ 

ferben/ tartalmazott, Goelyhcs a nativ enzimből 0,1 ol-t 

adtunk.
Az inkubálásl időket a váriiató aktivitásnak megfelelően vá­
lasztottuk ooc* A reakció leállítása 10 perces forró víz­
fürdőben való hőkezeléssel történt. Lehűlés után ebből az 

oldatból 0,1 cű. aliquotokkal végeztük el a п!пМ<1гЫез 

analízist 1,0 ol ninhldrln oldat hozzáadásával. A kémcsö­
veket alufóliával lezárva 20 percig ferró vízfürdőn inku- 

báltuk. Ezután a még forró oldathoz 5 ol n-propanolsviz 

Isi ©legyét adva 15 perc állás után 570 

extinkció értékét, IXotionin, illetve alaninból standard 

kalibrációs görbét készítettünk, melynek segitsógével meg­
határoztuk az oldatok aninósav koncentrációját.

mértük az

A katalitilais reakció során keletkező ominősavat a 

TlIDO-sel történő reakciójával is oe^ratározhatjuk. Est a 

koloricietriás eljárást IMirasch és mnkatársai dolgoztál; 
IdL aminek, aniuésavak és proteinek keverékének negliatáro- 

zására. A standard reokciéelegy és körülménye a ninhidri-
nes analízisnél IcirtalikcűL azonos volt. A reakció leállí­
tása úgy történt, hogy a roakciéolegyből 0,1 ni aliquotot 

0,9 ol 0,1 И-os IlQgB^Oy-Iioz adtuk és 10 percig forró víz­
fürdőn hőkezeltük. Ehhez az oldathoz lehűlés után 0,1 el 
0,03 И THBS-t adva 10 percig 40°-on iniaibéltuk. 2 tál 0°-osfa _ \%

• - ***6е,0 ;
,

&
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metanol hozzáadása után 420 no-on mértük az escfcinkciét.
Az aainósavak TUBS-sol felvett standard kalibrációs gür- 

bo segítségével Iiatároztuk meg az adott idő alatt az en­
zim által elbontott szubaztnát mennyiségét*

Minden aktivitási értek ae^atározásához kinetikai 
görbét vottti.il: fel. 0-13 'percig /3 percenkénti mintavétel­
lel/ iiatárostul*: meg a felszabaduló oainésav mennyiségét. 
Mind а ТпШ-зеХ, mind a ninhidrinnel történő aktivitási 
mérési módszer esetében az enzim specifikus aktivitását 

az alábbi egyenlettel számítottuk kis

/иП oainésav :c Iii/ixláa
reolccióidő/perc/ ж enzim mg

/pM/percamg/EU/mg »

c./ Meghatározhatjuk az enzim aktivitását az U-acil- 

minősav hidrolízise során felszabadult ominósav pH-stat 

rendszerben lúggal való titrálássol. Ezt az eljárást tan­
székünkön dolgoztuk lei az enziooktlvitás lúgos pH tart©» 

sfjánybon való meghatározására.

4./ Az e;izio spontán liőinalctlválodásánalc mérése

Az enzim spontán liőinalctiválédását különböző hőmérsék­
letei :en végeztük el. 0,9 nü 0,1 M IJapHPO^/lŰigro^ puffert 

/рП«7*0/ az adott hőfokon 3 percig előihcubóltuk, és ehhez 

adtuk as 1 og/ol koncentrációjú enziooldat 0,1 dL- ét* 

Ebből a reakcióelegyből 0,1 ol aHquotoMcal 305 K-en mér­
tük a különböző időkben kivett enzim-minta maradók akti- 

vitását Ш ДБ-sol törtünő aoiiiósav negtiatározással.
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5./ 1\х1^У^Ш\

Az enzimnek ШТА-val történő gátlásakor a reakciéelegy 

aoinőaciláz koncentrációja minden esetben 5*05 x 10“^ II» 

аа ЕЩА-é IO"*1 I3«*os wit* As ollialmzott puff or 0,1 И fosz­
fát volt , melyet különböző pH értékekre állítottunk bo. 

Ebben a pufferten oldottuk as enzimet, illetve a2 EDTA-t is* 

Oldás után igétől ton a litvánt pH értőkre állítottuk as ol­
datosat* 1 ol EDTA oldathoz 1 ni aazlooldatot mértünk és 

310 E-on inkubáltuk* Rögtön az üsszeöntéskor /0 perc/, majd 

különböző időkben 0,1 ml mintát vettünk ki 0,9 ml jogos 

pufferbe /0,1 M pH« 7*0 foszfát puffer/. Az aktivitásokat 

ebből a hígítással és hűtéssel leállított reakeiéelogyből 
ТПШ-oel történő olctivltás méréssel határoztuk meg 303 K-om. 
Minden pü értéken azonos onzlrJioncentráciéban ШВД-nélMXLi 
liontrollokat készített ülik*
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XV. la&ÚRLSTI 1ЖИ/Д1УГ2С

!•/ A oortósveso admaelXuz tisztítása

Kisőrletelrfihez használt aninooclláz a Rconal Finoo- 

vo^y szertárban Szagán! /197:;/ által ItlcblßOZQtt módszer­
rel izolálták. Bz a preparátum Ipari felliasználásra /pl* 

iombilizáMa közvetlenül Is alkalmas# asonban a
biokémiai jellemzőöóhsz csak további tisztítási lépésök 

után volt felhasználható.

1Д. -flsglitás l:ürbQ2dUao-til«»oolluláaon

Első tisztítási lépésként аз en2Íaot egy 0,1 й pH*=>7,Q 

foszfát puffernd cltvilibrált karlx^dj^il-eelXiiloz osz­
lopra vittük fel. A asm kötődött fehérjéket a fenti pof- 

ferről kimostuk, mértök a frakciók fehőrjetartálmát ős 

aktivitását. As alkoloaaott ШгШпопуск között аз oaiaoaci- 

lás a Uationcserőlon nem kötődik, a puff eres mosással a 

frakciókban visszamőrhotő volt аз összes felvitt fehértó 

ős ensifiialítivitá s*

1/2. Di^-coilulóg ioncserés kramtorbáfla

A részlegesen tisztított liofilizált aoinoacilázt 0,09 

И píb7,9 TRISZ/IICI pufferbon feloldottak ős a fenti puf­
féiból ekvilibrált Sorvucell IS2AD-32 oszlopon Zsrcoatogro- 

fáltuk. Egy 25 со?-ез /1,4 se lő,7 со/ Ioncserélő oszlopra 

200 cis enziaoldatot vittünk fel. Az alkalmazott ШгСШзб- 

пуск között a fehérjék mintegy 90 ió-a cie^sötődött. Az du­
ci őt lépcsős líaCl komentráeiő Gradienssel végeztük fX+ábro/«
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EU^mg
mgjml SEU 0,3 M0,1 M 0,2 М 0,5М NaCI

II I^0 ■400
■5000

3503,5 АЛ
■3004° 4000!!Л !\ :

•' \ v
2,5 250

■3000
■2002,0 / л иI \

I1,5 150 2000Л! \ \ л.1,0 100 /X
\\х ! 1000

i \\5045 \ V : х_ х
^"х-х-Х * Хх^Ск_х/ х'х.*W/

80 240О 120 160 20040 ml

1, ábra

A aertésvese aminoaciláa tisztítása ША1 —cellulózon lépcsős 

HaCl koncentráció gradienssel

Ml : fehérjetartalom ag/hl^A- - A LU,*-— • LlJ/qg

Аз oszlop térfogata 25 ш? /1,4 к 16,7 со/

Аз eluálást 50 nil рК-=7,5 TLHö/Hdl pufforbcii áldott 0,1-0,5 И 

SaCl-Oal végeztük.
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Az enzim 0*2 И IíaCl-dal már cluálhatő, do csal.: nagy térfo­
gattal* mig a 0*3 И ИаС1 as összes még kötődött enzimet 
oluálja. A preparátumot szennyező sárgás festékanyag a DCAIJ 

cellulózon igen erősen adssorboálődi]; /a festékanyag köz­
alapján nem lehetett meg­

határozni* mert а щюШш пет tartalmazott egyetlen jol-
centrációjút abszorpciós

1ш2б csúcsot sem/.

Heg kell jegyeznünk* hogy a legnagyobb specifikus akti­
vitás neo esik egybe a fehérbe és az enzioaktivitás maximum 

helyével. Ezek az eredmények azt mutatják* hogy az enzim 

tisztulása lépcsőzetes elucié során csali részleges. Ezért 

célszerűnek látszott lineáris riad koncentráció gradiens 

alkalmazása. Д 0,1 И pii«7*3 TPJLS2/HC1 pufferben feloldott 

liofilizált enzimet először Sophadex G-25-ön kromtogra- 

fáltuk az esetleg oég jelenlévő /ÍU^/gSO^ eltávolítása cél­
jából. A sómentes cnzimoldatbol 300-700 mg felkérj ét vittünk 

fel egy 97 ea^-es, /2 к 32 со/ a fenti puff erről egyensúly­
ba hozott ШАЕ-cullőzoszlopra. A non kötődött fehérjéket 

puff erről kimostuk, majd lineáris Had-gradienssel /0-0*4 II/ 

eluáltuk az enzimet /200 ml puffer - 200 ml 0*4 M UaCl tar­
talmú puffer/ 30 ol/éra eluálási sebességgel. 10 ol-es 

frakciókat szedtünk, mely elmek mértük aktivitásit és fehérje- 

tartolmát. A fiad koncoaitráciőját vezetőképességaérés alap­
ján határoztuk meg /2, ábra/.
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Аз iiutüioacildz ioncserés krooatográ^iá^a ЛкШ-cellulóson, 
lineáris Ilaßl koncentráció gradienssel

x-x PöháróetartaioBi mg/ml9 Д-----Д Ш, о------- о j ш/mg

Аз oszlop térfogata 97 ca? /2 x 32 со/
Аз eluciót 0-0,4 и Had tartalxau 0,1 Я $11=7,3 7RIS/HC1 

puff őrrel, 30 нй/óra eltsllási sebességgel végeztük*



~ 24 -

A fehérje a sógradienssol történő elucié hatására három 

csúcsban jelenik aog, melyek közül as első tartalmassá as 

ensinaírtivitás GO Sá-dt. Eschen a frakciókban az enzim spe­
cifikus aktivitása 4,500-5.000 LTJ/ng, amely 5*5-3sörös 

tisztulást jelent. Az összegyűjtött aktiv frakciókat szi­
lárd amóiiiiiaszulfáttal ‘telitettüli /266 g збД oldat/ és 

277 K-en tároltuk.
Az Így nyert preparátum hónapokig neo veszített aktivitá­
sából.
tűk az anmőmiumszulfát eltávolítása céljából.

2./ Az onzldkatallzist befolyásoló tényezők vizs-álata

2/1. jLEüJaa&sa
Az onziakatalizis optimális píí-jánok no$mtározásakor a 

szubsztrát pll-ját ЗОЗ К-on állítottuk be a kívánt értélire» 

és mértük a reakció kezdeti sebességét pH» 5»5-9,0 tarto­
mányban. A vizsgálatok során 0,1 M KHJPO^/HagHPO^ puffert 

használtunk. Az enzim aktivitás váltóssá t a pH függvé­
nyében a 3. ábrán tüntettük fel. A sertésvese aminoaciláz 

által katalizált reakció optimális pH-ja 7»0. A roakciő- 

elegy saváról tá sara az enzim aktivitása nagyobb mértékű 

csökkenést mutat, óig az optimumtól lúgosabb pH tartomány­
ban kisobb mértékű az aktivitás csökkenés.
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2/2. A hőnréséklet hatása a reakció sobossérre

Az omimaciláz által katalizált reakció hőmérséklet­
függő sót 0,1 M №^HP04/feiyP04 pufferben pH*7.0 értéken hatá­
roltuk meg. A reokciéelogy hőmérsékletét 293-353 К között 

változtattuk és oértCI; as enzim aktivitását /4. ábra/.
15 porces rakcióidőt választva, as aktivitás hőmérséklet­
függő sének шз&шшз pontba 333 К környezetében mérhető.
Ennél magasabb honor sél iloten as enzim denaturációja éden- 

tü3cn felgyorsul, 353 K-en a maximális aktivitásnak már 

csak 45 #-a mérhető.

2/3. As ensim hőinaktiválédásái-iak klnetlkána

A sertésvese oaimacilás spontán liőinoktiválódásának 

sebességét 313 és 358 К közötti hőmérsékleteken, plb7,0 

értéken határostul; meg. As adott hőmérsékleten kUlömböső 

inkubációs időkhöz tartozó maradék aktivitásokat 0,1 Й 

foozfátpuffőrben, U-acetil-L-alanin szubsztráttal mértül; 
meg 303 K-en. As adott hőfokon 0 percig inímbáit ensim ak­
tivitását 100 &-nok véve, a maradék aktivitások ?6-át as 

olőinkubáciés idő függvényében as 5* ábrán tüntettük fel. 

Mint látható, as ensim 313 K-en 60 perc alatt зет vészit 

az aktivitásából, 323 K-en ugyanennyi idő alatt as aktivitás 

35 %-kal csökkent, de 16 óra múlva is még 33 % marodéi; 
alítivitás taposztalható. 303 K-en a hőinairtiválédás пал kö­
vet látssélagos elsőrendű kinetikát, mig as ettől magasabb 

hőoárséléLeteken a féllogaritnikus ábrázolásban minden eset­
ben a látszólagos elsőrendű kinetikának megfelelően egyenest 
kaptunk.
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4. ábra

A hőmérséklet hatása az aminoaciláz aktivitására

A kísérleteket 0,1 M plb7*0 pufferten
végeztük, az inkubáMsi idő 15 porc volt.
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maradék aktivitás %
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50

343 К

353 К
20 lf~LÖ0 5 10 15 45 50 55 60

perc.

5. ábra

A ftőraőrsőkl&t balúöu az ai_u«oacÜáz aktivitására

A maradók aktivitások százaléka as olőiiiliubálási idő függ­
vényében.
Az enzimet 313-353 К közötti hőmérsékleten, 0,1 H foszfát 

pufferten ixikuiáltük«
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Ennek oka valószínűleg az lebet» hogу a dimer enzim disz­
kó stabilitása eltérő.szoclál és a dimor, illetve 

/Szalámi 1979/.

А к =» ln2/fc -j y0

hőinoktiválódás sebesség állandóit és ezeknek logaritmu­
sát ábrázoltul; az abszolút hőmérséklet rociprakának függvé­
nyében /6, ábra/. Az Arrhenius (ЙШМ№лгс5з /ATfc>-2,303xít 

segítségével az aminoacilás spontán liőinaktiválódásának ak- 

tiválási energiáját 2,07 ж 10^ J/E értél mek határoztuk meg.

összefüggés alapján ne^vitá roztult a

?/4. A ozabsztr^t.-korioeíva^áclü hatása a reakció sebességére

A katalizált reakció l&netikal állandóinak /ív, és vocűJ 

meghatározását az enzim szint etilius szubsztTJtjára, as íí- 

acotil-L-oetioainra határoztuk meg, 0,1 M foszfát puff őr­
ben /рИа»7#0/. Az enzimakfcivitósokat 303 К hőmérsékleten 

mértei;. A Hanes-féle grafilois ábrázolással /7* ábra/ az 

abszcissza tengely metszetéből i^erjiatározott Michaelis 

konstans értéke Кц«*>94 ж Ю*“^ йнпак adódott» шзоХу jó 

egyezést mutat Kordel és Öchnoider /1976/ által aegtmtáro- 

zott értékkel.
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6« álspg

Az aninoaciláz spontán höimkti-válődás aktiválási 

oncrsiááán£íIí ruhatárosába iu*rttönius összefüggés 

alapján /ДН » H*07 x IG3 J/
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IA szubstrátkoncentrácio hatása a reakció sebességére. 
Hanes-féle ábrázolás a kimtikal konstajieok шефa-

táro sására
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3»/ Az enzim aktiv centrtoáml: vizsgálata

3/1« Kísérletek aktiv ssorln csoport kimutatására

Az endonukleázok egy része szerin-enzim. Felmerült a kér­
dés, hagy as aminoaciláz a tripszinhez és a kimotripsziíihez 

hasonlóan tartalmaz-e szeri! oldalláncot az aktiv centrum­
ban* Ezért megvizsgáltuk, hogy as enzim feniX-metil-sziilfo- 

nll-fluoriddal /HSF/ gátolható-e?
A kísérletet 0,1 Ш Ha^IK^/kHgPO^ pH-7,5 puff erben 303 K- 

ea végeztük el. Fiivei a FHSF acetonitriles oldatát használ­
tuk, a kontroll kísérletekben az enzimhez H-ISF nélküli, azo­
nos mennyiségű acetonitrilt adtunk. A fehér Je-koncentráció 

az egyes kisérletsorozakókban 1,17 s 10 , illetve 1,17 x 10 J
Ш, a PHSF koncentrációja IG”3 - 10“3 И volt. 10 perces inku-
■tel' *
'bálás után visszasírtok a minták maradék aktivitását* A mé­
rési oredoényeket az 1. táblázat foglalja össze.

■

Fenil-qietil-sznlfonll-fliK>rl-l hatása a sortosvene

aminoaciláz aktivitására

Ensiakoneentrá ció 

Ш x 105
Maradék aktivitásP И S F 

koncentráció %M
1Q~3 84,2

•40,117 ■ 90,3

1Q~3 91,6
-4 102,710

1,17
10-3 93,1
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As alkalmazott körülményei: között az enzim aktivitása 

nem tért el lényegesen a kontrolitól, még 10, illetve 100-
szoivs feleslegben alkalmazott IliSF koncentráció jelenlé­

tében összehasonlításul megemlítjük, hogy a iiimotrip- 

szinnek RlSF-fel И/Й arányban való Inaktiválódá sának sebes­
ségi állandója k«14,9 I-^шее“1 293 K-cn, pil«7#0-nél /Fahrney

és Gold 1969/.

Ezen eredmények alapján arra következtetünk, hogy az 

aminoaciláz aktiv centnuia nem tartalmaz sseril oldalláncot, 

s Így a közvetlen analógia az aminoaciláz és a főbb endo- 

poptidázok /kimotripszin, tripszin/ hatásmechanizmusa kö­
zött nagy valószínűséggel kizóriiató*

3/2. v pH-függose

Az aminoaciláz enzinológiai vizsgálatához szükség volt 

az aktivitás lúgosabb pH tartományban történő me^iatározá- 

sa. Mivel a magas 01Г ion koncentráció erősen befolyásolja 

mind a nlnhidrirmel, mind a ТИШ-scl történő aktív!tó snéróst, 
ezért szükségesnek látszott egy olyan módszer kidolgozása, 
amely alkalmas a lúgosabb pH tartományban mért enziaakti- 

vitás meghatározására.

Az enzim által katalizált reakció során egy savas /Г-3-acetiX- 

b-netionin szubsztrát esetiében ecetsav/ és egy bázisos /oe- 

tionln/ vegyülőt képződik. Ez alapul szolgálhat egy titri- 

metriás mérési módszer kidolgozásához• Megfelelő pH értékek­
nél - ahol a keletkező komponensek egyike csak részlegesen 

van protonált állapotban - az acilamid kötés hidrolízise 

pH-stat készülékben folyamatosan követhető.
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Ezen az elven alapuló тегоз! módszert a lúgos pH tar­
tományban dolgoztuk ki, aliol a metionin aainócsoportja 

már nincs teljesen protonált állapotban. A metionin disz- 

3zociációja a következő egyenlettel irható les

H H
HgH С-СО(Г + 1Г

4
+EjN - C - COO”

™2
ch2

.:
S-CH3

Atot"/
s - 2H3

Atet/

A reakció disszociációs állandójas

к *
[ltot]

Az aktuális £ metrionin koncentrációs

[Met] + [Met* ]C s*

disszociált metionin koncentrációját kife-oelyből a
jezve és a disszociációs egyenletbe helyettesítve egysze­
rűsítés után kifejezhetjük a disszociált metionin koncent­
rációját:

[Hrt-J-ДЛА.
H .♦ к

melyet kiszámíthatunk egy adott metionin koncentrációnál 
/с=>0,001 И/ különböző pH értékeken, ha ismerjük a disszo­
ciációs állandó értékót /pK*9t21/. /Edsall ós Wyman 1950/.
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Esen értékek Ismeretében kiszámítottuk a metionin 

elméleti disszociációé görbédét /3. ábra/, melyből 
gállapitható, hogy a píl-stat módsser előnyösen al­

kalmazható 8-9,5 pH tartományban• A semleges körüli 
pH értékénél a várható XugfQgyás túlságosan kicsi 
lenne, ha az enzim specifikus aktivitása nem elóg 

nagy*

Méréseinket АШ 13, CT2 /Radiométer Coponhaga/ 
automata tltratoron végeztük* 2,5 ml 0,015 И K-acetil- 

L-notioninlios 0,1 ml 2 mg/ol-es enziraoldatot adtunk 

és a hidrolízis során főiszabadi ló eetioiiint 0,01 N 

faktoré zott MaGH-dal titráltuk* A lugfogyásból as 

elméleti disssociáciős görbe segítségével meghatároz­
tuk as 1 perc alatt elbontott ssübsstrát mennyiségét, 
ős kiszámítottuk as adott pi-hos tartozó anziraakti- 

vitásokat.

? S-Cia I
^ *ri\'я
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[Met]
M'IO4

V>

0,6

<¥■
/
/

X

Í
/

X
Ц2

X

dH98 10 11

0« ábra

A oetionin eluiloti disszociációé £?MxíJo

К* с
[Wetm] т öasaofllgßüs alapján számítva.

[н*] + К
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A 9/a. ábra tartalmaz egy ldLsérletsorozatot, melyben 

három különböző pH értőkön meghatároztuk az 5 perc alatt 

fogyó lúg mennyiségét az aktivitási olegyhe2 adott kon­
centrációi jának függvényé ben. A liisérletileg meghatáro­
zott értékbe jó közelítéssel egy-egy egyenesre esnek. A 

lugfogyáa alapján számított aktivitásokat a 9/b. ábrán 

tüntettük fel.

Kísérleteink alapján megállapíthatjuk, hogy a píl-stat
módszeren alapuló aktivitási mérési módszer alkalmas 8,0
és 9,5 pH tartományban az ominoaciláz aktivitásinak 

határozására. A mérések könryen és gyorsan kivitelezhe­
tek. Igen nagy előnye a módszernek, hogy az immobil!zált 

ensira aktivitásának mérésére is alkalmas, mivel a kötött 

enzim által hidrolizált szubsztrát mennyiségét folyama­
tosan határozhatjuk meg a gól eltávolítása oólklll.

Az aminoaciláz által katalizált reakció kinetikai 
konstansainak pH-fUggéséből arra kerestünk felvilágosí­
tást, hogy az enzim mely csoportjainak ionizációja szük­
séges a katalitikus aktivitáshoz, azaz mely aminosav ol­
dallánc, illetve oldalláncok vesznek részt a szubsztrát 

megkötésében és átalakításában.

A Michaelis konstans /к-j/ és a maximális sebesség
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ml 10"^ N NqOH

0,5 0,5-

0,4 ■ 0/-

V - 0,3-

0,2-0,2

0,1-0,1 -

t
0p4 OpS 0,12 0,16 P20 mg

Acilaz 1
0,04 0p8 0,12 0,16 p20 mg

Acilaz 1.

bCL

9. ábra

/a* Az öt porc alatt fogyott lúg aennyiségo az amino- 

aciláz koncentráció függvényében

/b. A lugfbgyás alapján száraitott ^<zloaktivltásci& az 

enzia kcmceíitrócióáának függvényében
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4

10» ábra

á Lineweaver-Durk föle (jrafilíuo ábrázolás

A kezdeti sebességek reciproka a szubsztrátkoncei«.tráció
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A maximális sebességek logaritmusát a рИ-fUggvényé- 

ben ábrázolva felvilágosítást nyerhetünk a szubsztrát át­
alakításában résztvevő aminésav oldalláneok disszociácioo 

állandójára. Az optimális 01=7,0 értéken számított maxi-
százalék loga­

ritmusait ábrázoltuk a píl-függvényóben. Mint a 11. ábrán 

látható, kőt törésponttal jelleiaezhető görbét kaptunk. 
píí=6,0 ős 8,0 között az értékek csali jelontéktelen válto­
zást mutatnak, a pontok az abszcisszával párhuzamos egye­
nesre esnek. 01=6,0 alatt tapasztaltunk jelentős csökko- 

nést. 01=5,3 és 6,0 között értékek egy közel 45°-os 

/tg*= 1*02/ meredekséget egyenesre esnek. A két egyenes 

metszéspontjából eegjbatározhatő érték pKx = 6,0 körülinek 

adódott* A katalitikus centrumban egy oainosav oldallánc 

protonéit állapotában az enzim пега aktiv, deprotonált 

állapotában aktiv. A 0£ érték alapján ez feltehetően 

egy hisztidin. Ez érthetővé teszi IÍÖrdel és Schneider 

/1970/ fotooxidáciés kísérleteiben az enzim inaktiválő- 

dását*
01=8,0 és 9,5 között a log v^ 

ségü egyenesre esnek, tehát ez a szakasz nem követi a

íbességot 100 Stank véve, a vmális

egy tg*» 0,3 meredek-

nichaella pH függést. így nem lehet egyértelműen cisstein 

vagy amino csoport jelenlétére következtetni a 0í2= 8,3 

érték alapján. Az enzim alrfciv centrumában a cisztein aint 

proton donor szerepelhetne a ezubsztrát amid kötésiek fel­
hasadásaikor. Ilivel a 0S «=» 8,0 és 9,5 között meghúzható

zár be 45°-o3 szöget az abszcisszával, felte­
hető, hogy bizonyos funkciós csoportok denaturációja csök- 

kenti az enzim aktivitását.

egyenes
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*9 4mx V.

x.2,0

\ 1,0
О

I

0 4-
pH8,5 9fi 9,55ß 60 6ß ^0 7,5 80

pk2рк.

11. ábra

A maximális sebesség logaritmusa a pH függvőnyóben

X—« ,* N-acetil-L-metionin szubsztrát

0-0 :U-acotil-L-alanin szubsztráttal megbatározott értékek

/
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A Michaelis állandó a pM-függvényeben n<
Jellegzetes változást. A plID a pli-függvényében nem volt 

felbontható 0 és l meredeksógii egyenesre, melyből kö-

mutatott

veti te2tétőst lehetett volna levonni az enziaszübsztrát
komplex kialakulásában szerepet Játszó csoportok termé­
szetére .

3/3* CDTA-j átlós DH-fÜPJTÓSG

a kétértékű fémionokkal kelátot képező ve- 

gyöletekkel, mint pl. EDTA-val inaktiválható, mivel az
2 í" iont tartal-

Annak eldöntésére, hogy a Zn koordinációs kötésé* 

ben mely aminósav oldalláncok vesznek részt, megvizsgál­
tuk az enzimnek EDTA-val történő gátlásának pH-függé- 

sét.

Az

aktiv centrumában alegységenként egy Zn'

Adott EDTA /0,1 Н/ és enzinkoncentráció /5,8 x lO”5!!/ 

mellett különböző pH értékeken vizsgáltuk meg a gátlás 

kinetikáját, 0,1 H WágHFO^O^FO^ pufferben. Az enzim­
nek EDTA-val történő inaktiválását 310 K-en végeztük, 
a különböző időpontokhoz tartozó maradék aktivitásokat 

303 K-en határoztuk meg. A sebességi állandók meghatá­
rozásához ábrázoltuk a százalékos maradék aktivitás lo­
garitmusát az idő függvényében. Egy tipikus kisérleti 
sorozatot mutat be a 12. ábra. lieg kell Jegyeznünk, hogy 

az ordináta metszetek nem felelnek meg 100 ,j*nak /00-35 &/• 

Ez а я Burst” valószínűleg az EDTA szubsztrát-analóg 

szerkezetére vezethető vissza.
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*9 maradék aktivitás °/0

2,0:

•-----pH=8,01,8
□
'a

Д
1,6-* \ Д□

pH=7,15

1,4- l x
— pH=6,5oq

1,2 ■■
\

1,0

1Ofi-
pH-6|05

46-■ □

0,2 * pH-5,6

40 50 60 700 10 20 30 perc

12. ábra

Az ominoaciláz EDTA-vaL történő gátlásának pH-függése

A maradékaktivitás az idő függvényében» különböző
pH-értékeken.
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A főilogaritmikus ábrázolás alapján az inalctiváló­
ddá nem egy egyszeri! elsőrendű kinetika szerint játszó­
dili le* hanem két elsőrendű, párhuzamos reakcióról van 

szó. A kapott görbe második* egyenessel közelíthető 

szakaszát extrapolál juk a t « 0 időpontra. Az extra- 

polált egyenes pontjait lei vontuk a mőrósi pontokból, és 

Így féllogaritousos ábrázolásban újabb egyenest kaptunk. 
A két utóbbi egyenes inánytangensébŐl meghatározható a 

lassú* illetve a gyors folyamat sebességi állandója.

A meghatározott sebességi állandók logaritmusait áb­
rázoltuk a ptl-függvényében /13. ábra/. Az első, gyors 

lépés sebességi állandóinak /к-, egy nagyságrenddel na­
gyobb, mint к2/ pH-függó sóbői meghatározott pK^ érték 

6*5 körülinek adódott. Ez e;y hisztidin-Zn koordiná-
>g. /Irodalmi értékciós kötés pK értékériek felel 

pK - 6,6/

A második, las3u lépés sebességi állandóinak pH- 

függéseiből egy 8,0 körüli püv érték határozható meg, 
amelyből esetleg egy ci3ztein dioszociációs állandó­
jára lehet követke ztotni.
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- lg к

Уз,о
о-----

2,5

2,0

1,5

',0

0,5" /X
/*

0 5,5 6Р 6,5 7,0 7,5 80 8,5 ф 9,5 pH

Az ГЮТА-gátlás sebességi állandóinak рй-fUggé

az első gyors lépés sebességi állandóinakX—X

0—0



- 47 -

Л mérések alapján a következő mechanizmust tételezzük
EDTA-val történő inaktiválására:fel as

к21# I#ч

EDTA rrVT*A4 *2
& Г

ahol:

D* aktiv dimer
1# inaktiv 

D* inaktív dlmer
Feltételezzük, hogy kj> к, Illetve kg > к

Hipotézisünk szerint a sebességi álltadéval jel tt
gyors lépés a disozociációs egyensúly által megszabott

EDTA-val történőkoncentrációban jelen lévő

inaktiválódása /kb. tízszer lassabban/.

Az EDTA gltlás pH-függésből meghatározott disszociá- 

ciós érték alapján feltételezzük, hogy az enzim aktiv 

centrumában a cink iont hiestidin koordinálja /рК=*3,0/.

4./ Következtető зек a katalizált reakció kémiai raechaniz-
Lmodra. Az, .щщщ

Az aktív centrum felderítésére végzett vizsgálataid, 

valamint az irodalmi adatok alapján szoros hasonlóság té­
telezhető fel az aminoaciláz és a karboxipeptidáz A aktiv
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centruma és az általuk katalizált reakció kémiai aecha-
között*

Feltételezésünket alátámasztó kísérleti eredmények a 

következők:

1./ Ötvös és munkatársai /1971/ feltételezték, hogy 

aminoaciláz által katalizált acilominósav hidrolízis a

termedieren keresztül halad* Ez egy aktivált OH- vagy Síl-
csöpört, jelenlétét tételezi fel az aktiv 

vei vizámlátóink szerint az aminoaciláz sem ШЗР-dal, 

pedig alkilező szerekkel /monojódacetát, raonojód- 

acetamid/ nem gátolható /Száján! 1900/, 
alapján megállapítható, hogy az enzim aktív centruma ak­
tivált 0H-, illetve SÍI- csoportot

Ili-

az aminóacilás és a főbb endopeptidázok /tripszin, kioo- 

tripszin, papain, stb*/ Iratásrrachanizmusa között*

2./ Az aminoaciláz alegységenként egy Zn ‘ iont tártál- 

, melyet Kördel ős Schneider /1976/ atoraabszorbeiő
mérésével igazoltak. Héróseink szerint az enzim EDTA—
val inaktivá lila tó, tehát a Zn2'1' io ólmaid kulcsszerepe
van az enzim katalitikus aktivitásában. Ezért fölmerült
a kérdés, hogy az aminoaciláz
Iranern a cinktartalmu exoyoptidázokkal, a Isarboxipeptl- 

dázokkal hasonlítható össze.
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Ezért megvizsgáltuk, hogy as aminoaciláz aktiv cent­
rumában mely aminesav oldalláncoknak van ess zeneié Из sze-

pH—függéséből egy hisztidin 

és egy cisstein /рК^а6,0, рК^ав^З/ aminésav oldallánc je­
lenlétére következtettünk, mely eredmények jó egyezésben 

Kordel és Schneider /1976/ fotooxidáciés, valamint 

iJEP-pel végzett hisstidinaódositási eredményeivel.

repe. A kinetikai

Az enzim EDTA gátlásának píl-függésobül választ pró­
báltunk keresni arra, hogy as aktiv centrumban lévő cink- 

iont mely amino sav koordinálja /рК-^,5» pK^e^O/, ez fel- 

tehetően egy hisztidin és esetig cisztein. Ez a koordi­
nációs kötés a fémion és a hisz ti din aminósav oldallánc 

között a karboxipeptidáez-A-val hasonló, ahol szintén két 

hisztidin /169, 69/ koordinálja a cinkiont.

3-/ Megvizsgáltuk az aminoaciláz leííetséges katalitiicus 

mechanizmusa és a karboxipeptidász-Л katalitikus raechaniz- 

oiusa közötti hasonlóságot*

A katalitikus reakció első lépése a szubsztrát megkö­
tése. Mint а 14. ábrán látható, a karboxipeptidász-A-ban 

több xx>ntos kötést tételeznek fel/Quiocho, Lipscomb 1971» 

Lipscömb 1971-1972./.

a./ az enzim aktiv centrumának hidrofób "zsebe'5.
Moravceik és munkatársai /1971/, valamint Kördel és

Schneider /1976/ 3zub3ztrát-spocifitáo vizsgálatai során 

kimutatták, hogy az aminoaciláz két apoláros zsebbel ren­
delkezik, esni egyrészt képes m gkötni az acilező karbonsav
szónláncát, másrészt az acilezett aminősav R-gyökét.
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hidrofób "zseb"

hidrofób aminosav-az enzim által oldallánc
hasított kötés

His 69

Arg 145His 196

a savkatalizishez 
szükséges oldallánc

О------Tyr 248

Glu 72

Glu 270

nukleofil
támadás

Arg 71

Arg 124

A karboxipeptidáг-A aktiv contruaánal: szerkezete egy 

poptid szubsztrát jelenlétében /Libacomb, 1971./
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részt vesz a 145-ös Argl&in guonldinó csoportja, sókötést 

képezve a peptic! C-torrainális karboxil csoportjával.
Az aiainoaciláz eltolható TIJDS-sel /Szajáni 1979/. A blok­

kolt csoportok között szerepelhet az a primer ominocsoport 
/Lizin vagy Arginin/* ami részt vehet a szubsztrát karbOKÜ 

csoportjának megkötésében a karboxipeptidáz-A-hoz hasonlóan.

c./ A karboxipeptidáz-A-ban további másodlagos kötések 

lehetne!*:» a 248 Тут, a 2?0 GXu és a hisztiéinek által koor­
dinative kötött Zn‘"v és a szubsztrát között.

Az aainoacilássnál felmerülhet a kérdés, hogy az esszen­
ciális SH-csoport /ez lehet с-isztein/ hasonló szereidet tölt 

be, nint a 240-as Туг, a karboxipeptifMa-A-ban, vagyis az 

caid-rötés felhasadásakor nb t protondonor szerepelhet.

peptidáz-A által katalizált dipoptid hirolizio cmalógiáóá­
ra, hogy a szubsztrát karbonil csoportjánál: polarizálása 

által megnöveli orrnak érzékenységét a nukleofil támadással 
szemben. A feltételezhető nukleofil reokciópartner az ensia 

egy aminósav oldallánc karboc&ilát anionja /Glu vagy Азр/* 

.tkozóan még nincsenek kisérleti bizonyítékaink.
Eredményeink, az Irodalmi adatok és az összehasonlító 

elemzés alapján megállapíthatjuk, hogy szoros rokonság áll 

az aainoaclláz és a karboxipeptldáz-A aktiv centruma 

és kémiai hatásmechanizmusa között. A 15. ábrán bemutatott 

hipotetikus modellben foglaltuk össze az aniinoaclMz aktiv 

centrumát.

de erre
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*

hidrofób zseb
I Lys/Arg

I

Rí
\

Cys-SH U

t

hidrofób zseb

? í

15.. „ábra

A sortóovosG aninaacllás alcfciv íx^ntruaának 

hlpotetilwa nodoll^e

•3 SZ'Ga
\>

& «Л
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5-/ te .easts .taart alteOrázdsa, aa tojobmaálda föl-
tőteleinek kidolgozása

5/1* kinetikai vizsmlatok Л1 irilex-P flsólok &kriIe%:«C

Finföavegysser^yár által előállított Akrllex-C 

poliaía-ilamid gélek jó mátrix anyagok аз enzimek kovalens 

kötéssel történő kapcsolására, azonban kvantitatív ada- 

r^ndelköstitnk arra vonatkozóan, bogy a gól 

fehérjekötő kapneltáaakás a kötött enzimek fizikai- 

kémiai tulajdonságai hogyan függőek a gélben liialaki« 

tott karboxilcsoporliok mennyiségé tői.

A

•tolikai

Üzért tanulmányoztuk az AiurllcK-P, illetve a Heakril-P 

gélekben levő savasaid csoportok részleges hidrolízisének 

időbeni lefolyását kölifeböző köKto&yok között. Célunk 

az volt, hogy a kísérleti eredmények alapján standard 

körülményeket deffirdáljunl:, oegLxatárosott karboxü- 

tartaliau és enzinkötő tulajdonsága gélek előállítására.

A géleket 1 П ЯаСХ I Я SsuCSD^ illettje 1 Ш MCI oldat­
ban szuszpen-Mlva, különböző hőmérsékleteken inkubéltuk. 

Ä savaaid csoportok részleges hidrolízise révén előálló 

Akrilex-C gélek кагЪогЛ.1 tartalmát O»XNrJa0H-dal való 

titrálás segítségé vei határ osiuk iaog. Léhány tipikus ki«
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-COOH tartalom 
mekv/g

7

1M NaOH
6

5 д__ 1M Na2C03

L

3'

2

1

302010 perc0

16, ábra

A karboxilcsoporfcok IdLalalculásáiial; kinetikája az Akrilex 

P-30 gél 1 И HCl /о--о/, 1 II ШХ>3/б - А/ és 1 К ЫаОН /□ - □/
oldatban való kezelésekor



- 35 -

alapul véve és a “maradék csoportok“ mennyiségének loga­
ritmusát az idő függvényében ábrázolva 

neáris összefüggést. /17. ábra/
Ez arra utal, hogy a hidrolízis folyamat 

szólag elsőrendű kinetikát0, bár a lúg, illetve a sav

kaptunk li-

követ "lát-

hidrolizis esetén а ПаОИ karbonátosodé; 
heti a reakciók viszonylagos lelassulását az idő előre- 

hal adtával. Kontroll kísérletünk szerint ezt a lassúbbo­
dást a gél duzzadásának időben elnyújtott volta 

hatja. A jelenség oka valószinüleg az lehet, hogy a sav- 

aaid csoportok hasítása a gél külső régiójában sokkal 
gyorsabb /és valóban elsőrendű kinetika szerint ját­
szódik le/, aint a gél belső régiójában, ahol a lúg vagy 

sav diffúziója lassabb, s Így az utóbbi folyamat válik 

a teljes reakció 3ebeesé{p»ghu tározó lépésévé.

ez-

Akrilex—ЕЧ50, P-100 és P-20Ű góleiaiek részleges hid­

rolízisét vizsgálva 1,0 U líaOH—ban, különböző hőmérsék­

leteken, a 17 .ábrához hasonló lefutású görbéket kaptunk.
Méréseink szerint a gól porozitá a folyamatot nem
folyásöl ja jelentős mértékben* csal; az elérhető maximá­
lis “kapacitás“- /-С00Н aekv/g/ értéke növekszik cse­
kély mértékben a pórusijéret nő ve lseivel. Ä mérési eredőé-
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lg (-COOH tartalom)

••

2,0-

&------ 323 К
1,0

333 к

+
Iо 1 2 3 4 5 6 ora

17« ábra

Akrilex P-30 hidrolízisének kinetikába 1 H IJaOH oldatban
való iíoaelesekor

az idő függvényében különböző hőmérsékleten«
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elérhető }?каpacitása” különböző hőmérsékleteken.
ak »■

-GOGH tartalom /mekv/g/
Akrilex

333 К313 К 323 К303 к

6,6P-200 7,0 7,55,1

б,В4,9Р-100 5,9 7,2

6,2 б,бF-60 4,85 5,3

/0,1 И ííaOH, б óra/

s/a. affito^oteaa.<Laa
Feltételezzük, hogy a gélek enziaköté képességet, vala­

mint kötött enzim fizikai-kémiai tulajdonai gát a gél -CQQH 

tartalmán klvfflL Jelentősen befolyásolja a gél duzzadása, 
pontosabban a duzzadás aortáké a reakcióelegyben az enzim
kapcsolásaikor és a kötött enzim tárolásakor.

A karboxilcsoportot tartalmazó kationcserélő poliakrii-

,ionkoncentrációjától és attól, hogy a készítmény И+, vagy 

Ha* formában van-e Jelen. Minthogy a hidrogén fo: 
savas oldatban létezik, melyben az enzimek általában nem 

aktivak óa
formában levő /előzetesen IiaQB-dal, majd doszt, vízzel

csali

*

.

■s^
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íiesat. vízben, illetve adott 

koncon trdci ó Ju IlaCl oldatban szuazpenzáltuk és hagytuk 

Uleixxlni. ílegkatározott időnként 

gél térfogatát* Zléréseink cser int a gélek ülepedéoe 20-30 

alatt gyakorlatilag befejeződik, még 0,1 M NaCl ol­
datban is* Tbvábbi állás során a leülepedett gél térfo-

>rtük a leülepedett

módon függ a IíaCl koncentrációtól. 1 Ш iiaCl oldatban a 

leülepedett gél térfogata mértiető módon nem változik. A 

tórfogatválto sás extrém módon függ a IJaCl koncentráció­
tól* 1 Ш UaCl oldatban a leülepedett gél -térfogata mint­
egy fele a 0,1 M kaCl oldatban mértnek, és 5-10 ;S-u a 

doszt, vízben iáért gól térfogatnak. A különböző gélek duz­
zadásának üsszeliasonlitiiatósága céljából a de3zt. vizes 

szuszpenzióból td.ülepedett gél térfogatát 100 %-nak vet­
tük és elihez viszonyítottuk a térfogatváltozást. A 18. 
ábrán látható a különböző porozitású Akrilex P gélekből 
készített Akrilex C készítmények tórfogatszázaléka a 

NaCl koncentráció függvényében. Általános összefüggésként 
megállapíthat Juli, hogy a kiindulási Akrilex P gél poro­
zitású befolyásolja a képződött Akrilex C gél viselke­
dését s a nagyobb pórusa gélekből előállított Akrilex C 

preparátumok térfogata nagyobb és erősebben függ az ol­
dat sókoncentrádójától, mint a kispórusu gélekből
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V(ml)
%

100

3ü
\50

№ :§

Q1 05 1 MNaCl

13, ábra

Különböző porozitású Akrilex C gélek térfogatának só-
koncentráció függése a desirfc* vízben »sért térfogat

,S-úban kifejezve

Akrilex C-30 /100-320 u/ 6,43 raokv/g
n C-60 /50-100 u/ 7»33 mekv/g

C-60 /100-320 u/ 7,31 aekv/g
C—100/100—320 u/ 5,61 mekv/g
C—200 /50-100 u/ 4,99 nekv/g

»Л-A
x- x u

о*— t
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ható ugyanis, hogy a gélek fehérjékét© képeseege függ 

a duzzadásl foktól, a fehérjék számára hozzáférhető 

belső térfogat nagyságától. A duzzadás pí-I-függéaét 
0,05 И foszfát puff erben vizsgáltuk, különböző mennyi­
ségű -0Э0Н csoportot tartalmazó Akrllesz C gélek eseté- 

boa /13. ábra/.

Eredaéiyeink szerint a gélek duzzadása ugrásszerűen 

növekszik pH 5 és 6 között, maximális értéket ér el 
iái 6 és 7 között, majd további lugositás hatására ke- 

csökken a térfogata. A fehérjék Akrilax C
■-*- *«- - *- * в 4 ГУ.ШП.-Л- i 1 Л +mJÍ "3 __ J?  .* »-. ri T<r -,«»^ÓXOaTO vÖF úiHO 1ШЮ Э11>Х2ЦХи1ШРй ХбШ С

tűnik а pH б alatti tartomány, míg a duzzadás
pontjából gyakorlatilag ekvivalens a pH 6 és 8 közötti 
bármely pH érték. A locsolás azonban nemcsak egyedül
a duzzadás mértékének függvénye, mint ez az amino-
aciláz enzim inaobilizálásának pH-függésére végzett
kísérleteinkből is kitűnik.
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5/5. Aminoaciláz mitősc Akrilex C

As általunk előállított* különböző kapacitású Akrilex-C 

gélekhez kötöttünk sertésvese oainoacilázt. 100 mg Akrilex
C készítményhez 50 mg EDC-t, majd 50 mg enzimet adtunk
/0*1 И pB-8,0 foszfátpuff erben/ és 4 órán keresztül jo- 

vizfürdőn kevertettük. A neakötodött fehérjéket 0*1 H

folyadékot és az iomo bilisált enzim aktivitását. A 

rési eredményeket а III. táblázat foglalja össze.

1 g szilárd hordozóra /a kiindulási Akrilex P-50-га/ 

számolva több* mint 50.000 Ш aminoacilázt tudtunk 1жо- 

bilizalni.

A kísérleti eredmények bői megállapítható, hogy minél 
nagyobb a gél karboxil tartalma, annál jobb az immobill- 

sálás "hatásfoka". A kötődő enzim mennyisége a reakció» 

elegyben lévő enzimek csal: 5-5 fima* az enzim aktiv
formában oldatban marad, visszanyerhető, eg/ kisebb része
pedig inaktiválódik. Ezért szükséges tovább tanolmáryoz- 

ni, milyen tényezők befolyásolják az iimaobilizálás hatás­
fokát.



Ill, táblázat

összes visszamért 
enziaoktivitás

A gélhez kötött 

enzinalitivitás
a ki in«!.
aktivitás
^5-óban

Alícalaazott 
Akrilox 030 
gél COOH-cooport 
tartalma 
mekv/g

összes neo kötött enzimaktivitás

a luind.
EU aktivitás EU

A Id-indulási 
aktivitás 

gj-4ban
l.ooső 2.mosé 3*mosó

;>-ában

6,12* 41.330 31.000 6,4 70,472.330 64,0 7.240
•>, 20.660 16.500 5.170 42.360 37,5 5.600 4,95 42,44,74

4,43* 70,1420.670 6.200 73.370 64,945*300 581 5,1

14,26+* 61,266068.460 60,649.600 11.625 7.230 0,58 e
\A
I3,56** 39,60,7628.420 10.330 5.170 43.920 30,9 860

2,45++ 40,9710 0,6329.450 12.400 3.620 45*470 40,2

2,25* 56.330 50,3 2.550 0,26 50,646.500 10.330

0,82*+ 31.410 6.820 5.170 43.400 38,4 0,09 30,5102

/ IJagCO^-tal készített gélek♦+/ IICl-val+/ NÖOH-dal
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5/4. M.li-I

Eioavigs^ltulc# hogyan függ az isnoblllzálás hfcás- 

foka a ftidrogénlon koncentrációjától. As ominoacllás 

ionobilizálását pH» 6-8 tartcoánybmi tmiul^ínyos- 

tuk. 50 mg Akrilex G-60-t /6,3 ós 2,3 mekv/g kapaci­
tású/ 25 mg í*3D-v»X aktiváltunk 0,1 M különböző pH-ju 

foezíát pufferte:!, majd ebhez a realccióelegyhez adtuk

A kötést 4 órán keresztül Vermes vízfürdőn kevertetve 

végeztük. Hint a 20, ábrán látható, a nagyobb kapa- 

citásu gól esetében a píl=6 körül levesebb a megkötő-
oldatban, pH 7 és 8 

között a különbség csekély, bár a lúgosabb reakció- 

eledből a fehér je jobb hatásfokkal köthető. A görbe

dő aktiv mint

lefutása aszal értelmezhető, hogy a fehérje aminócso-
portjai lúgosabb oldatban lafejozettebben nukleofil 
természetűek a deprotonáXódáauk fokozódása miatt,

reagálnak.

•t)
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IlegpórtUk az aainoaciláz Akrilex C gélnél: kapcsolódá­
sának időfüggő sót* Л fehérjeaoXelculák bekötődése néhány 

óra alatt végbemegy. Mint a 21. ábrán látható, a kapcso­
lódás 4 óra alatt eléri a maximális érárólcet.

A reakciőelegy összetételét, gél: Ш)f fehérje ará­
nyokat változtatva oogvi zsgáltuk» hogyan változik a gél­
hez kötődő aktiv enzim mennyisége. A mérési eredményeket

gélhez 25, 50,a IV. táblázat foglalja össze. 100 

illetve 100 fehérje adásakor imoobilizált enzim
mennyisége nő. Ugyancsal: no a bekötött enzim mennyisége,

a reakcióelegyben a WSQ arányát növeljük. Egyes kisér-
az ИС1) mennyiségének 50-ről 100 mg-ra való nö­

velése azonban aár eredményezett jobb kapcsolást.

IV. táblázat

Az aminoaclMz AdJ-vel a:kivált •. crllcx 9-6ü cél­
hoz ! enne sold sára aHminazott reakcióelo.Ty össze­

tételének hatása a kötött enzim aktivitására

„ ..............

Aciláz /mg/
1005025

1.262 Ш 1.469 EU 1.345 Ш25

4.466 EU3.578 EU2.193 EU50

5.026 EU3.640 DU 4.509 Ш100

/А kapcsolás 4°-on történt, 16 órás reakció idővel, 

100 ag Akrilex C-60 6,32 mekv/g./
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EU/ 
/mgkötött

x —
X'

X
5000

X

3000

1000

8 12 Ъ41' I óra244

Az ominoaciláz Akrilex C gélhez kötésének
idű£tiggéee

/50 :íg Akrileoc 0*60» 25 ag aainoGclláz, 25 rag ÜCD» 277 К/
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'■ф.Пар Itottuk, hogy az enzim az immobil! sálás soron rész­
legesen inaktiválódott. Ennek mérteke a körülaéinyektől 
függően 30-60 % között változott. Feltételezésünk 

rinfc az inaktiválódás oka az, hogy a karbodiiadddel 
aktivált karboccil csoport képes az enzim aktiv centric

ni, s bizonyos mértékben szubsstrát analógnak tekint­
hető. Feltételezésünket alátámasztja az a kísérlet, 

hogy az IICD-vel aktivált ecetsav képes az aminóaclláz 

reagálni ós aktivitását ccsökkenteni, 
győzzük, hogy az Ily módon történő acilezé3 nemcsak az 

aktiv
nyeshet aktivitás vesztést,

gvizsgilni, hogy 

az aktiv centrumnak inhibitorokkal történő blokkolása 

révén kivédhető-e az iaaobilizáláskor fellépő részle, 

inaktiválódás •

Az enzimet különböző koncentrációjú acetil-D-íaetionin 

jelenlétében kapcsolta Akrilex C-60 gélhez /22. ábra/.
feleltek neg a vár áldozásnak, 

mert részleges inaktiválődás ekkor is bekövetkezett, s 

az aktivitásra számított bekötési hatásfok nem változott. 

Ennek oka leheteenyrószt az, hogy 02 acetil-D-oetionin

Az

hatásfokú inhibitor, másrészt az, hogy az inaktiválődás 

oka lehet egy olyan aminósav oldallánc módosítása, amely
nem az aktiv centrumban található.
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gelhez kötött
Eü/5

1500-

XX
X X

X1000 -

500'’

П +
lg[Äcetil-D-nnetionin]-3 -2 - 1

22» ábra

Akrilex С-60 fgSlhea: kötött aainoacilás aktivitása 

különböző koncentrációjú acetil-D-netiOíiin jelen-
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5/5. Да-ImoMllgáit.. malin rlellonzöso

ílögvizegáltuk as MCD-vcl aktivált Akrilex C gólhoz kö­
tött ominoaciláz tulajdonságait /pH függős, hőmérő sklet- 

f'dggés, szubsztrát koncentráció függős/ ős összevetettük 

az oldott enzim paramétereivel.
Vizsgáltuk a pH hatását as iamobilizált ominoaciláz 

által katalizált reakció sebességére, A rcakciéolegy 

pH-ját 5»5-3,5-ig változtatva, 15 perces reakcióidő mel­
lett mértük as inmobilsált enzim aktivitását 293 K-en 

0,1 И foszfát puff erben« A maximális értéket 100 ^ó-nak 

véve ábrázoltul; az aktivitás százai ólakat a pli-függvő- 

nyében /23, ábra/. Az iamobilizált enzim által katali­
zált reakció pH optimuma 7,5-nek adódott, amely fél pH 

egységgel a lúgosabb tartomány felé tolódott a nativ en­
zim pH optimumához /рП**7,0/ viszonyítva.

Az immobilizált aminoaciláz által katalizált reakció 

hóméréskletfüggését o,l M foszfát puff őrben píb7»5 ér­
téken határoztuk meg, A roakciéolegy hóméráékletét 293 

és 353 К között változtattuk és mértük az enzim aktivi­
tását /24, ábra/, 15 perces reakcióidőt választva, a hő- 

mérséklotfüggés maximuma 343 K-nek adódott. Azonos körül­
mények között mérve a nativ ehzim optimuma mintegy 5 K-vel 
alacsonyabb. 300 ós 340 К között a natív ős az iraoébili- 

aált enzim által katalizált reakció sebessége azonos 

mértékben növekszik, mig az ofolötti hánórsékletokon a 

nativ enzim denaturációja nagyobb mértékű, 353 K-en az 

lamobilizált enzimnek mintegy 70 &-a még aktiv, óig a 

natívnak csal; 45 ?S-a /azonos, 15 porcos reakcióidőre 

vonatkoztatva/.
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aktivitás %

100 -
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340 К320300

í

ЙЙл...4,ЬуЗ„

A hőmérséklet hatása az immobil!zált aalnoaciláz

aktivitására
к

A kísérleteket 0,1 M Ite^HFO^/KHgHFC^ píi-7,5 pufferben 

végeztük*
Az inkubálási idő 15 perc volt.
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Meghatároztuk az immobilizált enzim kinetikai para­
métereit. A szubsztrát koncentrációját 1,5 xlO"^ - 7,0x10“^ 

M között változtatva mértük az enzim aktivitását. Az al­
kalmazott puffer 0,1 M pH=>7*5 foszfát puffer volt. A ki-

ighatározása a Hanes féle grafikus 

ábrázolással történt /25. ábra/. A tengelymetszetből meg-
netikai paraméterek

határozott Michaelis állandó 20,8 uM, amely csaknem har-
nativmadrésze a nativ enzimének /K^

Mérési eredményeinket összefoglalva megállapíthatjuk, 

hogy az immobilizált aminoaciláz pH optimuma fél pH egy­
séggel a lúgos tartomány felé tolódott el, hőmérséklet 
optimuma 5 K-vel magasabb a nativ enziméhez képest. Az 

immobilizált enzim magasabb hőmérsékleten kisebb sebes­
séggel denaturálódik. A Michaelis állandó csökkenéséből 
megállapíthatjuk, hogy az immobilizálás során az enzim­
nek olyan oldalláncán vagy láncain keresztül alakult ki 
a kovalens kötés, mely az enzim aktiv centrumát kedvező 

irányban befolyásolta, alacsonyabb szubsztrát koncentrá­
ció elegendő a maximális sebesség eléréséhez.

= 58,2 pM/.
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A szubsztrái?koncentráció hatása az immobilizált amino- 

aciláz által katalizált reakció sebességére
/Hanes - féle ábrázolás /
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Аз aminoacildsra vonatkozó kísérleti eredményeinket az 

alábbiakban foglalhatjuk össze*

A sertésemé üol izolált amlnoaciláz pH-optimuma 7,0- 

nől található, hőmérséklet “optimuma1* 355 К körüli érték*

A Michaelis konstans értéke K,;J = 5,4 x 1G**3 14-nak adó­
dott I'J-acetil-L-estionin szubsstráttal*

Az awinoaciláss spontán héinaktivólédássának kinetikájá­
ból kiszámítottuk a h&tnaktiváXÓdás aktiválási energiáját 

Ml w 7,07 x 105 J/H /, molyból ae^XXi^ithat juh. hogy 

enzim szobahőmérsékleten közepesen stabil fehérbe*

Az aktiv centrum felderítésére irányuló vizsgálataink 

sarán megállapítottuk, hogy аз enzim HS3F-fol mm gátol- 

Itató, tehát aktiv centruma ш tartalmai ivóit szerin 

oldalláncot«

as

A kinetikai konstansok pH-ltlggó sóból arra kérést unit 
folvilágositáse, hogy mely aminosav oldalláncok szüksé­
gesek a katalitikus aktivitáshoz* A lg Vnay p$*£Uggé«é- 

ből kapott pIC « 6,0 értékből arra következtettünk, hogy 

az aktiv centrumban íolleliiotoon ©gy hiastidiz oainosav 

oldaAláncnak van esszenciális szerepe*

Az oiuim fém-tartalmi metalloproteid, Így ЕШРА-val gá­
tolható . Az ШТА-gátMs pH-függós vizsgálataiból arra
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■ követkostettünk, hogy az aktiv centrumban a fémiont va-
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■

loszinUleg hiaztidin koordinálja /рК=*б,б/.
fc ;*

As aktiv centrum felderítésére végzett vizsgálataink 

és as irodalmi adatok alappá*, összefoglaltuk azokat as 

érveket, mely szerint az amir.oaciláz és a karboxi-pep- 

tidáz-A alctiv centruma és kémiai mechanizmusa között szó-
4 ’* * •» 4 * 1

ГОЗ hasonlóság áll fenn.
'» ” •* ‘ ■ ! •« J -г .i ;

Az enzim ipari alkalmazhatéságénalí, vagyis immobili- 

zálásának egyik feltétele a megfelelő mátrix-anyag elő­
állításáé A Reanal Finoeivegyszergyár által előállított 

Akrilex C pollakrilamid gélek Jó szőrbensnek bizonyul­
tak az enzim kovalens kötéssel történő kapcsolására.
Ezért meghatároztuk azokat a standard reakciókörülménye­
ket, amellyel meghatározott karboxil-tsrtalmu és enzim-

‘

kötő tulajdonságú gólokért lehet előállítani,

Megvizsgáltuk, hogyan befolyásolja a gól porozitású 

a savamid hidrolízisét. Méréseink szerint a gél poro­
zitású nem befolyásolja Jelentős mértékben a folyama­
tot, csak az elérhető maximális karboxil tart alom növek­
szik csekély mértékben a porusoéret növelésével.

A gél onzinkötő képességét a karbcad-ltartalmon ki-
vlil a gél duzzadásának mértéke is befolyásolhatja. Ál­
talános összefüggésként megállapítottuk, hogy a kiindu­
lási Akrilex P gél poroz!tása befolyásolja a képződött 

Akrilex C gól viselkedését* a nagyobb porusu gélekből

t

V

■

4

;
4
л

I
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■ í
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előállított preparátumok térfogata nagyobb ős erősebben 

függ аз oldat sőkoneentréelődtől. A gól duzzadásának 

szempontjából аз шщЗлк&ЬЗвхчэ alkalmas pH-tartoaány 

Зрн - 7,0 - 0,0 között található.

Az általunk előállított Akrila: C gólokhoz karbodi- 

imides aktiválással kötöttünk soriéeveoo a:mieacilázt. 

Meghatároztuk a re&kai^cBit^imnytóiét $ ашИуеХ gazdasá­
gosan* megfelelő aktivitású iraobiliaált enzim állitha- 

tő ©lő /100 mg ilűD-vel aktivált 100 sag AkriJUac C-ro 50 

mg aoinoaclláz, pH » 7,0 4 áráig b°Oan ktr/ertekv©/.

Az elárt erédményelni alapján tanszékünk a Heanal 
Fixsenvegyszergyárral közösen szabadalmi oltalmat kért 

az Országos Találmányi Hivataltól Щ. Julius 9~i be- 

Jelentési nappal. A szabadalmi eljárás Jelenleg folyá­
siban van. Az eljárás a lieaaal Finaavogysaergyár Bio- 

kémiai Üzemében megvalósításra került.
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DEAü-cellulóa: diGtil-amino-etil-celluIóz 

EDO: l-otil->-/-3-cliQetil-»aminoiDropil/UarlX)diimicl

hidroklorid
ЛЮТА j G'cllon-diaciin-tGtraecotsav-diiiátrIuLi3Ó

ílGD í 1-с11аоЬех11->-/2-::югГо11: ioetil/i^rx>diJjttid

ИБР: fenil-raetil ezulfonil-fluorid
SDSj M trio>-dodec il-s aulíát

TTIffi í trinitlX>-bGn2032UlÍ0x]3aV

Tris: tids-íiMroxiaotil-csminooetán
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Köszönetét mondok dr. Boross Lászlónál:, a Biokémia 

Tanszék professzorának „ hogy lehetőséget nyújtott disz- 

szertációm elkészítéséhez, figyelmemet e témára irányí­
totta és hasznos elméleti és gyakorlati tanácsaival 
kamat kisérte.

Köszönetét mondok dr. Sza^áni Bélának, a Reanal 
Finoovegyszergyár csoportvezető mérnökének az igen 

sokoldalú elméleti és gyakorlati segítségért.




