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I.

BEVEZETLES

A struktura és a funkcid egymast feltételezd egy~
sége az egyik Altaldnos rendezd elv, amely az anyagi
vildg minden szint jén érvényesiil,

"A sejtben lejAtsz6dé folyamatok és a sejt strukturéd-
inak felbonthatatlan egysége teremti meg az életben-
maraddsnak, az élet stabilitdsénak, az Onszabilyozis~-
nak és a fejlddésnek a fundamentumét,"/Dubinyin 1963./
A sejteket felépitd molekuldk kozstt bonyolult funk-
ciondlis kolcsonhatdsok 4llnak fenn, melyek feltéte~-
lezik, hogy a sejt szerkezetét tekintve is hasonldan
sokoldalu kdlcsonhatésoknak kell érvényesiilniiik, A
sejten beliil a biolbégiai mozghsforma szempontjadbdl 1é-
nyeges strukturdltségi szintek a kovetkezdk: a biomo=-
lekuldk belsd, molekuldris szerkezete, az egyes bio~
molekuldk kozott kialakuld komplexek, a citoplazmati-
kus szerkezet, a kiilonféle membrinstrukturdk, s a sejt-
ben taldlhatd se jtorganellumok,

A sejt szervezettsédgi szint jeinek megismerése az
egyszeriitél a bonyolult felé halad, A molekuldris bio~-
légia elsd lAtvAnyos sikerei az egyes biomolekuldk -
enzimek, nukleinsavak stb, = szerkezetének és funkcid~-
jinak felderitéséhez fiiz6dnek. Az enzimek esetében ez
egyet jelentett azok fizikai, kémiai, biokémiai para-

métereinek leirédséval,



U

‘Ezt kovette - ugyancsak az enzimeknél maradva = a
kiilonféle reakcibsorok, s a benne szerepet jatszd
enzimek feltédridsa, Ebben a megismerési folyamatban

a kovetkezd lépést a fent emlitett funkciondlis
kapcsolat /pl, egy reakcibsorban részt vevd enzimek
kozott/ kialakuldsidt biztositd szerkezeti kdlcsdn-~
hatédsok feltérképezése jelenti., J61 bizonyitja ezt

a fehérje-fehérje, fehérje~lipid, fehérje-nukleinsav
kolcsonhatdst kimutatd, s az azt vizsgald kozlemé-
nyek egyre gyarapodd szama,

Az alkalmazott vizsgidlati mdédszerek legtobbszor
komoly miiszeres hAdtteret feltételznek, ezért munkank
soradn olyan, egyszeriibb kisérleti feltételek kozott
is hasznalhatd mbédszer utédn kutattunk, amellyel ta~-
nulmdnyozhatdk a biomolekuldk kozotti kolesdnhaté-
sok, legyen az akir egy oligomer enzimmolekula al~-
egységei kozbtt fenndlld kdlecsonhatds, akér kiilonbozd

enzimek kozott kialakuld komplex.



IT.

TRODALMI ATTEKINTES

Fehérjék kozotti kolcsbnhatdsok vizsgdlata

Az elmult két évtizedben a fehérjék, koztik az en-
zimek nagyobb egységekké torténd szmervezddését alapos
vizsghlat alé vették. /Kirschner,1972.,Friedrich 1975,/
Az eddigi kisérleti eredmények alapjén az enzimek ko~
zott kialakuld komplexeket két nagyobb csoportra lehet
felosztani.

A monofunkciondlis enzimkomplexek tobb, egymidssal
azonos alegységb6l épiilnek fel, mint pl. az LDH,GAPD,
eeey amelyek egyetlen reakcidt katalizélnak,

A mésik csoportot a multifunkciondlis enzimkomple=
xek alkot jdk, melyek két vagy tobb reakcid katalizisét
végzik Usszehangoltan. Az ebbe a csoportba tartozb
komplexeket még tovAbbi két alcsoportra védlaszthat juk
szét, melyek koziil az egyikbe azok az enzimkomplexek
tartoznak, amelyek ugy tekinthetdk, mint kiilonbozd funk-
cidju alegységekbdl felépiilé enzimek, ahol az alegységek
kozott a kdlcsbnhatds viszonylag erds., Tisztitds sorén
ennek eredményeképp maga a komplex is kinyerhetd pl.
piruvit-dehidrogenidz /Henning, 1972./ zsirsav-szinte=-

tdz /Sumper, 1972./



A misik alcsoportot azmok az enzimkomplexek al-
kot jAk, amelyekben az alkotdrészek koézotti kolcson-
hatéds viszonylag gyenge. A komponensek &ltaléban
csak kiilon-kiilon tisztithaték, esetleg extrém ko-
riilmények koézdott, mint pl., nyers sejthomogenizédtum~-
b6l végzett gélkromatogrifids tisztitds a glikoliti-
kus komplex esetében /Mowbray,1976./ = jelenik meg
a komplex viszonylag sértetleniil,

A multienzimkomplexek vizsgdlatidra szémos mdd-
szert dolgoztak ki, Réntgendiffrakcibs vizsghlatok-
kal megadhaté az oligomer enzimek pontos térbeli
strukturdja, A rontgendiffrakcids képbdl a szekven=
cia ismeretében leolvashatdk az alegységek kozotti
kontakt feliiletet alkotd peptidszakaszok is /Blow,
1970./. A médszer hitrdnya egyrészt, hogy az oljiras
rendkiviil hosszadalmas és bonyolult, s a vizsgilat-
hoz sziikséges idd a vizmsgdlt objektum méretnsvekedé-
sével ardnytalanul megnd, midsrészt, hogy az eljaras
csak a jol kristdlyosithatd enzimekre alkalmazhaté,
Az un, "laza"enzimkomplexeket még nem sikeriilt kris-
tdlyos formdban eldallitani.

A gyorsreakcidkinetikai mbédszerek /stopped flow,/
is lehetbséget nyujtanak az enzimkomplexek tanulméa-
nyozadsdra, Mivel ezzel a technikdval nagy enzimkon-
centrdcid mellett is végezhetdk a kinetikai mérések,

lehetbség nyilik még a "laza" enzimkomplexek kimuta-



tédsédra is a kinetikai gorbék analizise ut jén
/Ovédi 1978, Thomas, 1979./

A fluoreszencia depélarizéciés mérések is alkalma-
sak a fehérjék kozstti kdlcsbnhatdsok kimutatédséra,
A komplex képzddésekor fellépd részecskeméretniveke=
dést a depolarizicids mérésekkel kovetni lehet,
/Oovédi, 1978/, Churchich,1978./

Ugyancsak ezt, a komplexképzddéskor fellépd méret-
novekedést haszndltdk ki Stonehauer és munkatérsai

/1979/, akik a citokrém c és a citokrdém b, kozstti

5
k8lcsdnhatds kimutatdsira Sephadex G=75 gélt alkal-
maztak, A fehérjék gél és oldatfazis kozbtti megosz-
las4t mérve kovették a komplexképzddéskor fellépd mbdl-
sulynévekedést,

Backman és munkatédrsai /1976/ a fehérje-fehérje
k6lcsonhatds tanulményozdsidra az un., "counter-current
distribution" médszert alkalmaztdk, Egy kétfdzisu fo-
lyadékrendszerben /mindkét fAzis tartalmaz vizet/ vizs~
ghltdk az asszocidld fehér jék megoszlidsdt. A médszer~-
rel meghatédrozhatd a komplex disszocidcids &llandbja is.

Erdekes megkdzelitéds a fehdrjék kozotti kolesdnhatés
tanulmédnyozidsdra W.Chan /1976/ médszere, Immobilizdlt
tobb alegységes enzimekkel végzett kisérletekben vizs~-

galta a kidzeg hatdsidt az enzimek asszocidcibs-disszo-

cidcidbs tulajdonsédgaira,



ot (£

Az alegységek kozotti kdlecsdnhatds tanulminyo-
zdshra Osborne és Hollaway /1975/ hibridizécids ki=-
sérleteket végeztek, A Kkiilonbozd forrdsbdl szArmazd
gliceraldehid 3~foszfdt dehidrogendz enzimek kozott
kialakuld hibrideket gélelektroforézis segitségével

vizsgiltak,

Az affinitdskromatogréfia alkalmazisai

Az affinitdskromatogriafia Cuatrecasas /1971/ utto=-
ré kisérletei nyoman ma mar széles koriien alkalmazott
mdédszer a biomolekuldk tisztitédsi el jArdsaiban., Az affi-
nitédskromatografids el jArdsokndl olyan géloszlopot al-
kalmaznak, amely a tisztitandd biomolekuléval specifi~-
kus kdlcsdnhatasra képes ligandot tartalmaz., Az utdbbi
években szaporodnak azok a kozlemények, amelyek a matrix
és a biomolekuldk - pl, enzim - kozotti kdlcsonhatést
magit veszik vizsgilat ald, Az affinitdskromatograifiénak
ezt a vAlfajat kvantitativ affinitédskromatografiinak
nevezik /Chaiken, 1979,/

Meghat&rozzdk a komplex disszocidcids Allanddjat, va~-
lamint tanulmdnyozzdk a komplex kialakuldsAnak felté-
teleit, vizsgdlva annak fiiggését a gél ligand koncent-
rdcidjitdl a felvitt enzimkoneentréciétél;... /s

Powell és Morrison /1979/az affinitéskromatografiit
a korizmAdt mutdz-prefendt dehidrogenédz és az aromas

aminosav aminotranszferidz enzimek kozotti kolcsdnhatés



kimutatédsdra alkalmaztak, vizsgidlva az elucibds profil
vadltozAdsAt ha egyik, illetve mindkét enzimet kromatog-
rafdltidk, azonban a mdédszert csak a komplex létének
bizonyitdsdra haszndltdk fel,

Fex és munkatérsai /1979./ a prealbumin és a retinol-
kotd fehérje Qﬁzﬁtti kolesdnhatast vizsgdltdk affinitds~-
kromatografia segitségével. JelentSs hétradnya a fenti
kromatografids mdédszereknek, hogy a disszocidcids 4llan-
dé meghatérozdsira csak igen bonyolult Osszefiiggés segit~
ségével nyilik lehet8ség /Nichol,1974., Danner,1979./.

A Blue Dextrédn Sepharose 4B gél, igen elterjdten
hasznédlatos affinitds szorbens a kiilonféle tisztitdsi el-
jAridsokban., /Haff, 1978./ A festékmolekula a Cibacron

Blue F3G, szerkezete, amely tulajdonképpen a gél "hatd~-

anyaga" az 1, 4bran lathatd,

|

X

X' -Cl: Cibacron Blue F3G
X--0-Dextran: Blue Dextran

1, Abra
A Cibacron Blue F3G és a Blue Dextrédn szerkezeti képlete.



A térkitoltési modelleket vizsghlva a Cibacron Blue
F3G strukturdlisan a NAD/P/, illetve az AMP szerkeze~-
tére emlékeztet, Ez teszi lehetdvé, hogy a Blue Dextrén
Sepharose 4B gélt f8ként dehidrogendzok és kinAzok tisz=-

tithdsdra felhaszndlhassék., /Thompson, 1975.//2.4bra/.

2, abra

A Cibacron Blue és a NAD térkitoltési modell je

A Blue Dextrédn Sepharose 4B gélen azonban szémos
mAs tipusu enzim is képes megkdtddni, mint pl., az al=-
doldz, a kimotripszinogén, a citokrém ¢, az interferon,
eee Stb, Feliilvizsgdlasra szorul tehdt az a korébbi
4llitds, mely szerint csak azok a fehér jék képesek meg-

k6t6dni a Blue Dextrédn Sepharose 4B gélen, amelyek wun,



"dinukleotid fold"-ot, azaz nukleotid kotShelyet tar=-
talmaznak /Thompson 1976.,, Stelwagen 1977./.
A dehidrogenédzokban a dinukleotid fold 1léte bizonyitott,
de pl. a citokrém c, vagy a kimotripszinogén esetében
nem lehet kimutatni a nukleotid-kotd helyet.

Beissner /1979/ azt &4llitja, hogy a Cibacron Blue
F3G festéket tartalmazd oszlop nemhogy csak nem megfeleld
eszkdz a dinukleotid fold kimutatdsédra, hanem tulajdon-
képpen nem is nevezhetd szigoru értelemben vett affini-
tAs szorbensnek, hanem olyan "lokalizadlt kationcseréldnek",
amely képes hidrofdéb kélcsdnhatdsra is.
“Ennek a feltételezésnek ellentmond az a tény, hogy nem
képes minden fehérje megkotddni a gélen, mArpedig egy
ioncserélén a pH=-t6l filiggben bekovetkezik a szorpeid, to-
vabba, hogy a megktt8dott enzimek mar kis / lO'BM/ szubsztrit
koncentridcidénal eludldédnak az oszloprdl, ami specifikus

kolcsonhatasra utal,



Fehér je=fehérje kolcsonhatdsok a gliceraldehid

3=foszfAt dehidrogendz enzim alegységei, valamint

a GAPD és az aldolédz enzim kozott

A GAPD a glikolizis egyik kulcsenzime, Katalitikus
funkcidja a PGA oxidAcidja és foszforolizise DPGA-vA,
Négy egymassal azonos alegységhbdl felépiild enzim,
/Harris, 1968/ amely higitdssal dimerekre illetve mo~-
nomerekre disszocidl /Hoagland, 1969,.,, Lakatos 1972,/
A NAD, a PGA illetve a P; hatdsa az enzim asszocidcids~-
disszocidcids tulajdonsdgaira nem egyértelmii /Hoagland,
1969., Lakatos 1972., Schmidt 1973./

Kinetikai vizsgdlatok valdsziniisitik /Ovadi 1979/, hogy
a PGA eltolja az egyensulyt a disszocidcid irédnydba.
Ultracentrifugdn végzett iilepitési kisérletekben nem
sikeriilt a disszocidcidt, azaz az alegységeket kimutat-
ni /Lakatos, 1976/.

Az aldolaz ugyancsak a glikolizis enzime, amely az
FDP-t hasit ja PGA-ra és DHP-ra, azaz a reakcidsorban a
GAPD~t kozvetleniil megeldzd enzim, Ez is egy négy al-
egységes enzim, de az eddig ismert adatok szerint még
nagy higitdsban sem disszocidl,

A glikolitikus enzimek kozotti kolcsonhatds 1étét
mAr régdéta sokan feltételezték /Clarke,1973, F6ldi,1973/.
Mowbray és Moses 1978=~ban az E, coli tomény nyers ho~-
mogenizatumabdl Biogel A5M oszlopon eg v 1,6 x 106 dal~-

ton "molsulyu" komplexet izoldlt, amely mutatta a teljes



glikolizist, A tisztitott glikolitikus enzimek kozotti

kdlcsbnhatas kimutatdsdra végzett ultracentrifugéis ill,

gélsziirédses kisérletek sikertelenek voltak,

Az elsd egzakt kisérletes bizonyitékot az aldolidz és a

GAPD kozotti kOlcsonhatds létére a kinetikai vizsgila-

tok hoztak /Ovéadi 1978/. Nem sokkal ezutdn fluoreszcen-
cia depolarizécids mérésekkel sikeriilt kvantitative is

jellemezni a két enzim koézotti kdlcsonhatédst, A komplex
disszocidcibs 4llamddjat 2,5 x 1077 Henak talflték,

/Oovadi, 1978,/



MODS ZEREK

A GAPD és az aldoldAz tisztitasa

A kisérletek sorédn négyszer Atkristdlyositott nyul-
ill, disznbéizombdl izoldlt GAPD-vel dolgoztunk, melyet
E18di és Szorényi mbdszere szerint tisztitottunk, Az
aldolédzt, melyet Taylor mdédszere alapjan preparaltuk,
hdromszor kristdlyositottuk 4t, Az enzimeket a kisérle-
tek eldtt Sephadex G~25 ill, Sephadex G~100 oszlopon
gélsziirtik, 50 mM tris/HCl pH 7,5 pufferben, hogy az
amméniumszulfédtot ill, a GAPD~b3l az esetleges mio=-
globin szennyezéseket eltadvolitsuk, A gélsziirés utédn a
GAPD NAD~tartalma 2,5 mol NAD/mol tetramer enzim volt.
Az enzimek koncentridcid jit spektrofotometridsan mértik
a kovetkezd extinkcids koefficiensek segitségével:

7/
0,1% 0,1%

GAPD E,go" = 1,00; aldoléz Esdo’ = 0,75 /Fox,1956,/

GAPD aktivitdsmérés

Az enzim aktivitédsidt spektroforometridsan hatdroz-
tuk meg 298 K-en a kovetkezd reakcidelegyben: 2 mM NAD,
2 mM PGA, 1 mM arzendt, 50 mM tris/HC1 pH 7,5 pufferben.
A reakcidét 0,5=-1,0 pg GAPD=vel inditottuk, Ilyen koriil-
mények kozott a nyul GAPD specifikus aktivitéasa 230-250
katal/mol, a disznbéizom GAPD-é 200~230 katal/mol volt,

Az enzim molekulasulyit lh5o0o0o-nek vettiik /E16di,1958/.



A GAPD NAD-tartalmanak meghatédrozisa

A GAPD NAD-tartalmdt enzimatikusan mértiik a GAPD
katalizdlta reakcidéval, A reakcidbelegy Osszetétele a ko~
vetkezd volt: 2 mM PGA, 1 mM arzenédt, U x10'6M GAPD
50 mM tris/HC1l pH 7,5 pufferben, Mértiikk az elegy fényel~-
nyelését 340 nm-en,majd bemértilk a NAD-ot tartalmazdé min-
tdt, s miutdn a reakecid lejhdtszddott /kb 20 perc/ ujbdl
megmértilk az elegy fényelnyelését,

A kezdeti és a végsd extinkcidérték, valamint a NADH
extinkcidés koefficiensének ismeretében / E =6,22x 18 ™1
cm_l/ a NAD koncentricidé megadhatd,

Aldoladz aktivitdsmérés

Az aldolédz aktivitAsmérését GAPD, mint segédenzim fel~-
haszndlsaval spektrofotometridsan végeztiik 298 K-~en.
A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 2 mM NAD,
1 mM arzendt, 1 mM FDP és 4 x 10-OM GAPD 50 mM tris /HCL
PH 7,5 pufferben. A reakcidét 1~ 10 pg aldoXdzzal inditot-

tuk., Az enzim specifikus aktivitdsa 24-28 katal/mol volt.
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Gliceraldehid 3-foszf4t preparélésa

A gliceraldehid 3~-foszfAt preparélidsat Szewczuk mbéd-
szere szerint végeztiik FDP-b6l kiindulva azzal a kiilénb-
séggel, hogy a bAriumot ndtriumszulféttal csaptuk le.

Az eljaréds a kivetkez=d volt: 10 g fruktdz 1,6-difoszfét
Ba-sb6jdt feloldottuk o,1 N HCl-ban, Ehhew hozzdadtunk
lo,5ml 2 M Nazsou-ot, a kivalt BaSo, csapadékot lecentri=-
fughltuk, A feliiluszbdhoz 50 ml 1 M HIO)-ot adtunk és 15
percig jég kozott Allni hagytuk, Eztudn hozzdadtunk 8 ml
etilénglikolt és 30 percig 4llni hagytuk 273 K-en, Az

elegy pH~jat 2 N NaOH-dal pH 7,2-re Allitottuk és 1:1 aréany~-
ban hideg etilalkoholt adtunk hozzéd, Miutédn két o6rat 4l1llt
273 K~en, a kivAlt fehér pelyhes csapadékot hiitSben le~-
sziirtiik, A sziirlethez 35 ml 1 M Mg-acetAtot és 1:1 arény-
ban hideg etilalkoholt adtunk. Egy 6ra &l¥s utén leswziirtiik.
A sziirlethez 25 ml 1 M Ca~- acetidtot adtunk,.aminek hatéséra
levalik a PGA Ca~sd formd jdban. A csapadékot lecentrifu-
ghltuk és mostuk 50 %os hideg etilalkohollal., A csapadékot

vikuumexsiccAtorban vizmentes CaCl, f6létt hidegen szairi-

2
tottuk, A kitermelés 20 %~o0s volt, A PGA~t mélyhiitében téa~-
roltuk,

Blue Dextrin Sepharose 4B gél készitése /Ryan,1974./

20 ml Sepharose 4B gélt /Pharmacia/ 500 ml desztillalt

vizzel mostunk iivegsziir6n,A leszivatott gélhez 20 ml deszt,



vizet adtunk és a gélszuszpenzid pH-jit 1ll,o0-re A1lli-
tottuk 1 N NaOH-dal, A gélszuszpenzidhdéz elszivofiilke
alatt 6 g szildrd BrCN-t adtunk kis részletekben, k&z-
ben 10 N NaOH adagolédsaval a pH~t 10,5 és 11,0 kozott
tartottuk., A reakcibdedényt 288 - 293 K~en termosztil-
tuk, Miutén az Osszes BrCN feloldbédott és a pH nem
valtozott tovAbb a gélt Biichner tolcséren lesziirtiik

és mostuk 300 ml o,1 M NaHCO,-tal 293 K=-en,

3
Az aktivAlads soridn a gélen megjelend gyiiriis imidokarbonét
csoportok nukleofil csoportokkal, mint pl. egy primer

aminocsoport kémnyen reakcidba lépnek s egy izouera szir-

mazék keletkezik. /3.4bra/

3. adbra

Sepharose 4B gél aktivélasa brémecidnnal

,-:27?’;‘—75}‘;-. "
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0,4 g Blue Dextridnt feloldottunk 20 ml O,4 M Na2 003-
ban és a 20 ml BrCN- aktivAlt Sepharose 4B gélhez adtuk,
A reakcibelegyet 277 K-en egy éjszakan a4t kevertettiik,
A Cibacron Blue festék molekula az antraquinon gyiiriijén
egy primer amino csoportot tartalmaz,

A gélhez vald kot8dés valdsziniileg ezen keresztiil tor-

ténik. / U4.4bra/

s ,Abra

A Blue Dextrdn kot8dése brdémcidnnal aktivalt Sepharose
4B gélen.
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Miutdn a fenti reakcidé lezajlott a gélt leszivattuk és

1 M NaCl-dal mostuk, Mikor az Osszes nem kovalensen ko=~
tott Blue Dextréint eltAvolitottuk, a gélt desztillélt

~ vizzel Atmostuk és hiitészekrényben tdroltuk., Bakteridlis

fert6zés ellen 0,01 % NaN,-ot haszndltunk,

3

A gél ligand koncentréicid jAnak meghatédrozésa

Kisérleteinkben a disszocidcibés Allandd meghatdrozisi-
hoz ismerniink kellett a gél ligand tartalmat, Ezt foto-
metridsan hatdroztuk meg, Két 1 mm=es kiivettédba kiiilepi=-
tettilk a Sepharose UB gélt, illetve a Blue Dextrant is
tartalmazdé gélt, s lemértiik a fényelnyelédsiik kiilonbségét
615 pnm-en, Igy a Cibacron Blue F3G moldAris extinkcids
koefficiense /E= 13600 M‘lcm'l/ ismeretében az Altalunk
készitett gél festéktartalma 7 x 10~"M volt., Ez az érték
jo61l egyezik a visszamérés alalpjén / az Osszes bevitt és
a nem kot8dstt Blue Dextridn mennyiség kiilonbségeként/ meg-

hatérozott koncentricidval,

A gél effektiv ligand koncentrdcidjinak meghatédrozisa

A gél ligand koncentréicid jaként nem a 7 x 10-4M érték-
kel szAmoltunk, hanem meghatiroztuk a gél effektiv ligand
koncentracid jit, a kévetkezd mdédon: a Blue Dextrén Sep-
harose 4B gélt batch rendszerben telitettiik GAPD-vel,
Mértiikk az igy telitett gél és a tiszta Blue Dextrin Sep~-
hmrose 4B gél fényelnyelésének kiilonbségét 660 nm-en, s

a komplex molAris extinkcids koefficiense ismeretében
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"1cm"l/ meghataroztuk a gél effektiv ligand

/E= 4300 M
koncentrédcibé jat., Ez a U x lO'hM-nak addédott,

NAD immobilizdlédsa CH=-Sepharose 4B gélre

Az affinitds szorbens készitéséhez a Pharmacia gyar
dltal forgalmazott CH-Sepharose UB gélt alkalmazmtuk,
A gél heptédnkarbonsawv oldallédncokat tartalmaz, A NAD
immobilizAdlAdsa nem kozvetleniil a gél felszinére, hanem
a heptédnkarbonsav oldalléncokra tortént mivel Lowe /197/
vizsgdlatai szerint a Cs szénléncot tartalmazd kar ide~-
4lis hosszusidgu , amely mAr elég hosszu, s még nem tud
visszahajolni, ha a ligandot radkstottiik. A kar alkalmazi-
sa lehet6vé teszi, hogy ne 1lépjen fel a gél mitrix okoz~-
ta sztérikus gitlds az enzim és a ligand kdlcsonhatésa~
kor. Karbodiimidet alkalmazva kotd reagensként a kar
karboxil csoportja és a NAD purin gyiiriijének primer amins-

csoportja kozott savamid kotés jon létre.

e
20 N N
%»c +EDC+ EOH
~OH
>——— _NH S OH
k W
N-P—H C @

5. &bra
NAD immobilizdlAdsa CH-Sepharose 4B gélen EDC segitségével
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Az el jAréds menete a kovetkezd volt: 1 g liofilizdlt
gélt 0,5 M NaCl oldatban duzzasztottunk, majd ugyan-
ezen oldat 200 ml=ével mostuk, A duzzasztott gél térfo-
gata 4 ml volt, A gél pH-jat 1 N HCl-val pH 4,5-re 41~
litottuk, A gélhez hozzdadtunk 4 ml 5 %-os EDC és 4 ml
10 %~os NAD oldatot, amelyek pH=-jat eldz8leg szintén pH
4,5=-re Allitottuk,

A reakcidelgyet szobahdmérsékleten egy éjszakédn At ke~
vertettiik, majd a feliiluszét leszivattuk, A gélt 1 M NaCl-
dal mostuk, amig a sziirletnek elnyelése volt 260 nm-en.
Végiil a gélt desztilldlt vizzel Atmostuk, s vizes szusz-

penzié formé4 jAban taroltuk 277 K-en.

GAPD kromatografidja Blue DextrAn Sepharose 4B oszlopon

A Blue Dextrédn SHpharose 4B oszlopot /o,6 x 24 cm/
egyensulyba hoztuk 50 mM tris/HC1 pH 7,5 pufferrel, Aypy
alegységktlcsdnhatds vizsgdlatédndl esetenként a puffer
2 mM PGA-t tartalmazott, A kisérleteket 277 K-en végez~
tilk.,. Az oszlopot telitettiik a kiilonboz8 koncentrdcidju
enzimoldatokkal, A telitést akkor értiik el, mikor az elué-
tumban a GAPD aktivitdsa ugyanaz volt, mint a felvitt ol=-
datban, Az Atfolydsi sebesség 4,2 ml/6ra, a frakcidk tér-
fogata 1,4 ml volt., A nem kot8dstt enzimet két oszloptér-
fogat pufferrel mostuk, amely esetenként szintén 2 mM PGA -~
t tartalmazott, A megkdtstt fehérjét lineAris NAD-gradiens-
sel eludltuk, A gradienst 30 ml pufferrel és 30 ml 10 mM

NAD~ot tartalmazd puffermel készitettiik. Az elucid sorén



a kiinduldsi enzimaktivitds tébb, mint 95 %4t vissza-
kaptuk, Kontroll kisérletek szerint a GAPD nem tud ko~

t8dni a Sepharose 4B oszlopon.

GAPD és aldoléz egyiittes kromatografidja Blue Dextrén

Sepharose 4B oszlopon

Ezeket a kisérleteket hasonld médon hajtottuk végre,
mint a fentieket. A kiilonbségek a kévetkezdk voltak:
1/ a Blue Dextrdn Sepharose 4B oszlopra aldoldz és GAPD
elegyét vittiik fel,
2/ a linedris NAD-gradienssel tortént elucidét még kovet-
te egy 1 M NaCl-os elucid,
3/ a frakcibkban egyarédnt mértiink aldoldz és GAPD aktivi=-
tast,

GAPD két8dése Blue Dextrdn Sepharose 4B gélen egyen=

sulyi batch rendszerben

A kisérleteket 277 K~en 50 mM tris/HC1l pH 7,5 puffer-
ben végeztiik, 0,2~0,5 ml Blue Dextrdn Sepharose 4B gél
szuszpenzidét/17 ml iilepitett gél 25 ml végtérfogatban/
toltottink kémcsdvekbe és ehhez 0,5 =10,0 ml enzimoldatot
/1077-10""M/ adtunk.

A csoveket az egyensuly bedlltdig kevertettiik, azaz ami~-
kor az enzim aktivitésa a feliiluszdéban nem valtozott to-
vabb, Ez hdrom 6rdig tartott, Ekkor a szuszpenzidét iile-
pedni hagytuk és mértiik a feliiluszbé enzimaktivitédsat.
Kontroll kisérletekben az enzimoldatot hasonld higitésban
g6l nélkiil kevertettiik azanos koriilmények kozstt és hAdrom

6ra utdn mértiik az aktivitést,
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GAPD szorpcidja NAD-Sepharose 4B gélen aldoldz

jelenlétében

A kisérleteket 50 mM tris/HCl pufferben végeztiik,
vidltoztatva a puffer pH=-jat, illetve a hOmérsékletet,
A kémcsdvekbe 0,3 - 0,5 ml NAD-Sepharose 4B gélt /10 ml
iilepitett gél 20 ml végtérfogatban/ és 0,5 ~0,5 ml GAPD
/107%M/, illetve aldoldz /107°M/ oldatot mértiink be.
A csoveket idénként rdzogatva hidrom 6rédn &4t /239 K fe-
lett két 6r4n &t/ inkubdltuk, Az egyensuly bedllta utén
a kililepedett szuszpenzid feliiluszdjabdl mértiik az enzi=-
mek aktivitasat,
A kontroll kisérletek a kovetkezbk voltak:
1/ a gélhez csak GAPD oldatot adtunk,
2/ a gélhez csak aldoldz oldatot adtunk,
3/ a GAPD=t kevertettiik /azonos koncentrécibban,pH~-n és
hémérsékleten/ gél nélkiil,
4/ az aldoldzt kevertettiik gél nélkiil hasonld mbdon,

5/ Az aldoldz és a GAPD elegyét kevertettiik gl nélkiil,

P —
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KISERLETI RESZ

A,/ A GAPD alegységei kozotti kélcsonhatéds vizsgélata

A GAPD és a Blue Dextrén kozdtti kdlcsbnhatds jellege

A GAPD alegységei kozotti kolcsdnhatéds vizsghlatéra
Blue Dextrédn Sepharose 4B gélt alkalmaztunk, Az iroda-
lomban a Blue Dextrédn /illetve maga a Cibacron Blue F3G/
és az enzimek kozotti kdlcsdnhatdsra adott magyardzatok
ellentmondédsosak, Vizsgdltuk, hogy a GAPD esetében a Blue
Dextrédnon vald kotddés specifikusnak tekinthetd-e, vagy
sem, azaz valdéban nevezhet8~e affinitds szorbensnek a
Blue Dextrédn a GAPD szempont jabdl, A kérdés eldontésére
reakcidkinetikai méréseket alkalmaztunk, Az apo=-GAPD-vel
végzett kisérletekben kiilénbdzd NAD és Blue Dextrian kon=-
centrdcidéndl mértiik a GAPD katalizdlta reakcid sebességét.,
Az eredményeket Dixon szerint Abrézoltuk. /6,4bra/

A mérések alapjén megdllapithatd, hogy a Blue Dextran a
GAPD=-nek a NAD~-ra nézve kompetitiv iphibitora, Ez azt je-
lenti, hogy a festék molekula feltehet8en a NAD-ktd hely-
hez kapcsolédik a GAPD aktiv centrumédban, Az enzim inhibi-
tor komplex disszocidcids dllandéja a fenti mérések sze-

6

rint X, = 10" M, Ez a K, érték egy viszonylag szoros ko=

i
tést jelent, s igy lehet8ség nyilott arra, hogy az immo-
boliz4dlt Blue Dextrdn és a GAPD kolcsdnhatidsdt széles

fehérje kancentridcid tartomdnyban vizsgidlhassuk,



1 perc
[NADH M

x 16%

[B0] Mx10°

6. Abra

A GAPD katalizélta reakcid gAtlédsa Blue Dextrénnal
Dixon szerinti AbrAzolésban,/GAPD/:1 x 10~8y,
Az aktivitdsmérés 298 K-en tortént.

o » x 10™OM NAD

X 9 x 10™2M NAD

& 1 x 10"“M NAD
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A GAPD-Blue Dextran komplex sztéchiometrid janak

vizsghlata

A kinetikai kisérletek eredményeit megerSsitették a
spektrofotometrids mérések, ahol a GAPD és a Blue Dextran
kozotti kolosOnhatés sztochiometridjét vizsgéltuk, |
A festékmolekula 610 mm-nél megjelend elnyelési sévja
enzim jelenlétében eltoldédik a magasabb hullédmhosszak fe-
16, Az enzim-festék komplex differencia spektruménak ma-
ximuma 660 mnm~nél jelenik meg, /7. 4bra/ Hasonld jelensé-
get figyelt meg Thompson /1976/ az LDH és a festék ko=
z6tt kialakult komplexnél is,

A tetramer enzim /apoenzim és holoenzim/ és a Blue
Dextrédn kozotti kolcsdnhatdsra jellemzd differencia spek=-
trum maximumin ndvekv8 Blue Dextrédn koncentridcidénidl mér-
tiik a fényelnyelés vAltozdsat., /8. dbra/ Az enzim tel jes
telitésénédl mért extinkcidvAltozAsbdl szémolt extinkeids

L o™t pek ‘adédott, 660 mE=nél.

koefficiens E= 4300 M ~em™
Az apoenzimre mért adatokat Wu és Hammes szmerint /1973/
4dbrdzolva toréspont nélkiili egyenest kaptunk, amely arra
utal, hogy az &ltalunk alkalmazott Blue Dextrén kot&dés
szempont jAb6l homogénnek tekinthetd, ellentétben az iro=-
dalomban kozslt egyes adatokkal, /Weber, 1979/,

A Blue Dextrén és a GAPD kozdtti kdlesdnhatéds egyetlen
disszocidcibds Allanddéval jellemezhetd /Kd= 4,8 x 10-5/,
amely az egyenes meredekségébdl hatédrozhatd meg., A teli-

tésb61l nyert K4 érték nagyobb, mint a kinetikailag meg-

hatéArozott K,, amely tulajdonképpen szintén az enzim és a



i
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T. abra

A Blue Dextrdn spektruma — === =--
a GAPD-Blue Dextrédn komplex differencia

550 = 800 nm

spektruma

hulldmhossz tartomdnyban.
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GAPD telitése Blue Dextridnnal, A méréseket 660 nm-en
298 K=~en végeztiik,

i B 10—5M ApPO=GAPD mmremtiems !

o 0™ N BlosGAPD b = eEeite S
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Blue Dextrédn komplexének disszocidcids 4llanddja.
Ennek oka feltehetben az, hogy a két kisérletben az
enzim koncentridcidja nagysdgrendileg kiildnbézott, s mint
az a késbbbi kisérleteinkbdl kideriilt a Blue Dextrédn és
a GAPD kozotti komplex disszocidcids 4llanddja erdsen
fiigg az enzim koncentrécid jatél., A telitési kisérlet-
ben nyert adatok Wu-Hammes szerinti Abrézolédsa lehet&-
séget nyujt a kdlcsdnhatds sztéchiometrid jAnak magha-
tidrozdsédra, Az egyenes az ordindta tengelyt ~~l-nél
metszi, s ez azt mutatja, hogy a GAPD alegységeként egy
Blue Dextrant képes megkétni. /9, 4bra/

Ha a holé~-GAPD, amely 2,5 mol NAD=-ot tartalmaz tet-
ramerenként, és a festék kolcsdnhatésidt vizsgidl juk, a
kot8helyek csaknem a felét ugyanugy telithetjiik, mint
az apoenzimnél /8.4bra/. A tovAbbi kot8helyek és a Blue
Dextrdn kozotti kdlcsonhatdst az ott szorosan kotstt
NAD-ok ghtoljak.

A GAPD és Blue Dextrdn kozotti kolcsonhatéds fiiggése

a GAPD koncentrédcidjatodl

A holo~GAPD, amely 2,5 mol NAD=ot tartalmazott tetra~-
merenként szorpcidjht vizsghltuk Blue Dextrén Sepharose
4B oszlopon, kiilonboz8 enzimkoncentrédcidndl, A kisédrlet

sémdja a 10, 4bran lathatd,

Az oszlopot az adott koncentrécidju GAPD oldattal teli=-
tettiik, a amikor a felvitt és a kifolyd oldatban a GAPD
aktivitdsa megegyezett, az oszlopot mostuk két oszloptér-

fogat pufferrel, majd a megkttddott enzimet lineAris NAD~-
gradienssel /1~lmM/ eluAdltuk,
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9 . ébra

GAPD telitése Blue Dextrinnal Wu-~-Hammes szerint Abrazolva.

=5

/apo=GAPD/: 1 x 10 "M, A tengelymetszet a GAPD~-n levd

Blue Dextrédn~kotdhelyek szamat adja meg,
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10, éAbra

GAPD affinitdskromatogréfidja Blue Dextrin Sepharose 4B
oszlopon 277 KX-en. Az oszlop méretei: 0,6 x 24 cm,
Atfolyhsi sebesség: 4,2 ml/éra., Frakcidétérfogat 1,3, ml,
A kisérletet 50 mM tris/HC1l pH 7,5 pufferben végesztiik,
A GAPD aktivitédsdt o,1 ml mintdval 3,0 ml reakcidétérfo~-

lo sec
gatban mértik, s E3ho egységekben fejeztiik ki,
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A kisérlet végén az oszlopot 1 M NaCl-os és pufferes
mosAdssal regeneridltuk, A NAD-dal eludlt enzim mennyi-
ségét azonosnak vettiik az oszlopon az egyensulyban meg-
kotott enzimmel, Ez csak kézelitbleg igaz, hiszen a
pufferes mosAs sorén deszorpcid is bekidvetkezik, mivel
az oldatban a szabad enzim koncentrécidja lecsdkken,
A pufferes mosds sordn azonban az oszloprdl eluéiédott
enzimet, aktivitdsméréssel nem lehet kimutatni, azaz
a GAPD koncentridcidja ezekben a frakcidkban elenyészd.,
A NAD~dal eluAdlt GAPD mennyiségét tehdt, ha nem is azo~-
nosnak, de mindenesetre arényosnak vehet jiilk az oszlopon
megkotstt enzim mennyiségével,

Az oszlopra 107°-10"/M GAPD oldatot vittiink fel.
Az elucids profilok a 11, 12, és 13, Abrékon léthatdk,
A kromatogriafiéds adatokbdl szémolt kozelitd disszocidcids
Allandd fiigg a GAPD koncentrécidétél, mégpedig kisebb en~
zim koncentrdcidéndl viszonylagosan tobb kotddik az osz~-

lopon, azaz a KX, csokken, A disszocidcids 4llanddét az

d
aldbbi mbédon szAmoltuk:
K.d = /GAPD/telitésix /B'D°/szabad
/GAPD/ eluélt

ahol /GAPD/telitésijelenti azt a GAPD koncentréiciét amellyel

az oszlopot telitettilkk a /B.D./_, .. 4 a Blue Dextrén kon-

centrdcid és az oszloprdl eludlt kistott GAPD koncentrécid-
jhnak kiilonbsége , és a /GAPD/eluédlt a kotott GAPD meny=-

nyiség és az oszlop térfogaténak hényadosa,
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11, abra

GAPD elucibja Blue Dextran Sepharose 4B oszloprdl linedris
)

2 mM PGA jelenlétében
PEA né R A a e T B @

NAD~gradienssel

/GAPD/: 1 x 107”M, A kromatogrifiis adatokbdl szémolt

disszocidcids Allanddk:
PGA jelenlétében: 2,4 x 10'3M,

PGA nélkiil: 2,1 x 107M,



GAPD aktivitas
10 sec
aEsin

2|0"l

(\

12, &bra

GAPD elucibéja Blue Dextrdn Sepharose 4B oszloprdl linedris

HAD~gradienssel 2 mM PGA jelenlétében
/GAPD/: lxlO-6M. A kromatogrdfids adatokbdl szémolt disz-

szocidcibs &llandok: oo, je10n1étében k4,4 x 10~

PGA nélkiil 1,6 x 1072M,
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13, abra

GAPD elucidja Blue Dexxtridn Sepharose 4B oszloprdl lineédris

NAD~gradienssel 2 mM PGA jelenlétében

7

JGAPD/: 1 x10 ‘M. A kromatografids adatokbdl szémolt disz~-

szocibeibs &llandék: PGA jelenlétében 7,2 x 107°M,

PGA nélkiil 4,4 x 10-1'M.
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A fenti kisérletsorozatot megismételtiik 2 mM gliceral-
dehid 3-foszfAt jelenlétében, s azt tapasztaltuk, hogy
adott telitési enzim koncentridcid mellett a szubsztrat
jelenlétében tobb enzim k6t6dik az oszlopon, mint annak
tdvollétében, azaz a Kdértéke kisebb, A latszbélagos
disszocidcids 4llandd itt is csdkken az enzim koncentri-
cibé csokkenésével,

A 11, 12..13. dbrdkon lathatd, hogy az elucids profilok
is kiilonboznek a 2 mM PGA jelenlétében ill, anélkiil, vég-
zett kromatogréfia sorédn., PGA jelenlétében az mnzim kisebb,

mint 10‘"

M NAD-dal mér eludlhatd, s egy éles csucsot ad,

mig a szubsztrat tdvollétében a kotstt enzim jelentbs ré-
sze csak 1 mM NAD koncentrédcidéndl eludlddott az oszloprdl,
Batch rendszerben végzett kisérletek szerint a GAPD és a NAD
Sepharose 4B gél kozotti komplex disszocidcids Allandd ja
csokken a GAPD koncentridcidé csdkkenésével,

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a GAPD koenzim ko-
t8helyei kiilonboznek attdl fiiggben, hogy az enzim tetramer
vagy dimer/monomer formiban van~-e jelen, s hogy a PGA
szubsztrit jelen van-e, vagy sem,

A GAPD-Blue Dextrén komplex disszocidcibs éllandd janak
meghatédrozdsa egyensulyi batch rendszerben

A kromatogrifids kisérletek sorédn az enzim-festék komplex
disszociécibds 4llandbdjhAra kapott érték csak kozelitd ér-
vényiinek fogadhatdé el, ezért a kromatogréfia sordn alkalma-

zott feltételek kozdtt megismételtilk a kotbdési vizsghlatokat
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egyensulyi batch rendszerben. A kiilonbozd koncentrdcidju en-
zim oldatokat a kisérleti részben leirt ardnyok szerint ke-
vertettiik Blue Dextrdn Sepharose 4B géllel. Az egyensulyi mé-
réseket megismételtilk PGA jelenlétében is. Az egyensuly bedll-
ta utdn a nem kotott enzim koncentrdcidjdt a feliiluszdban ak-
tivitdsméréssel hatdroztuk meg. A rendszerben levd Usszes en-
zim koncentrdciéja / a megfeleld higuldsokat is figyelembe vé-
ve/ és a g€l kiinduldsi ligand ancentréciéja ismert. Ezekbll
az adatokbdl az egyensulyban a gélen megkot8dott enzim kon-
centrdcidja, s ezzel egyiitt mdr a komplex disszocidcidés dllan-
déja is meghatdarozhatd.

A GAPD-Blue Dextrdan Sepharose 4B komplex ldtszélagos disz-

szocidcids dllanddjat az aldbbi egyenlet szerint hatdroztuk

meg:
K.= (/L/ﬁssz'/E/kﬁtatt) = /E/szabad
o /E/
kotott
ahol /E/ & nem k6tott enzim koncentrdcidja, amit aktivi-

szabad
tdsméréssel hatdroztunk meg a feliiluszdban

/L/ﬁssz: az immobilizdlt festék effektiv koncentrdcidja
/E/kﬁtﬁtt: a gélen kotott enzim koncentrdcidja
A fenti kisérletsorozatban nyert eredmények a l1l4. dbrédn
lathatdk. A GAPD-Blue Dextrdn komplex disszocidcids dllanddja
erdsen fligg az enzimkoncentrdcidtdél. A GAPD koncentrdcidjdnak
csbkkenésével a disszocidcids dllandé csbkken. Ha a holo-GAPD

helyett apoenzimet haszndltunk, hasonld lefutdsu gorbét kap-
tunk a Ky-/E/ flggvényre.
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A GAPD~Blue Dextrin komplex disszocidcids Allandd jhnak
fiiggése a GAPD koncentricidjatdl, egyensulyi batchrend-

szerben meghatirozva.

e — 2 mM PGA jelenlétében

— X — PGA nélkiil
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Az enzim=-Ligand komplex lAtszdlagos disszocidcids
éilandéjéban bekovetkezett vAltozAs oka lehet akir az
immobilizdlt ligand, akér az enzim inhomogenitésa.
Méréseink szerint /9, Abra/ a dextrdnhoz kotott kromofdr
homogénnek tekinhetd., A tetramer GAPD-ben az alegységek
kozott nincsenek kovalens kotések, igy képes dimerekre,
ill. monomerekre disszocidlni/Hoagland,1969., Lakatos,
1972./

Az enzim koncentréicid jidnak csdkkentése kedvez a tet-
ramer disszocidléAsénak, ezért az enzim=ligand disszocié-
cibs Allandd jaban bekovetkez®8 cstkkenés oka feltehetBleg
a disssocidlt formdk =~ dimer és / vagy monomer - megje-
lenése a rendszerben., Ez azt jelenti, hogy az enzim disz~-
szocidlt formAja jobban képes kétd8dni a Blue Dextrénon.
Bz feltehetbleg azzal magyaridzhatd, hogy a disszocidcid
kovetkeztében megvadltozik,a NAD-kotd fehérjerész konfor-
macidja,

A 2 mM PGA jelenlétében végzett kisérletekben a disz-
szocifcibs Allandd szintén csdkken az enzim kdncentricid

csokkenésével, s6t PGA jelenlétébe a K, koncentrécid fiig=-

d
gése még nagyobb, A 2 mM PGA~-nak a disszocidcids Allandd=-
ra gyakorolt hatésa lO~6M enzim koncentrécidénidl a leg-
kife jezettebb, Alacsony /lO_SM/ és magas /IO-hM/ enzim
koncentrédcidéndl gyakorlatilag nincs kiilonbésg az enzim

festék komplex disszocidcibds 4llandbjéban a PGA jelenlétében

ill, anélkiil végzett kisérletekben,



- 38 -

Ez kizArja annak lehet8ségét, hogy a PGA hathsa az
enzim gél kézti kdlcsdnhatdsra csak egy, az enzim
konformicid jAban eldidézett vAltozds volna anélkiil,

hogy hatdssal lenne az enzim disszociécid jéra is,

Ha az egyensulyi méréseket olyan rendszerben vé=-

hM NAD=-ot tartalmazott/a kromatogri-

geztiik, amely 10~
fids kisérletek szerint ilyen NAD koncentrécidéndl az
enzim mAr nem k&td8dik a gélen/ akkor 2 mM PGA koncentréi-
cidéndl az enzim még nem kitddott, de tovabb nivelve a

PGA konventridcidét a gélen megkstott GAPD mennyiség nd,

azaz a Kd csokken,

A fenti kisérletek eredményei Osszhangban vannak az
irodalombél ismert adatokkal /Ovadi, 1979./, melyek sze-
rint a PGA kétddése eltolja a GAPD asszociécids-disszo~-
cidcibs egyensulyAt az alacsonyabb oligomer formidk felé.

A kisérletek alapjidn nem donthetdé el, hogy ezek mono-
mer és /vagy dimer formédk-e, A GAPD-Blue Dextridn komplex
egyensulyi batch rend szerben meghatérozott disszocidcids
4llandb ja alacsony enzim koncentrédcidéndl, ahol fiiggetlen
a PGA koncentréciétdl, K = 7 x 10" "u /14 ,4bra/, ami jé1
egyezik a kinetikai mérésekben nyert Ki-vel./ Ezek alap-
jén valészinii, hogy a 10"% woru1i K, érték a disszocidlt
formdnak a Blue Dextrédnhoz vald affinitést jellemzi.

A magas enzim koncentréciéndl kapott K = 1073y érték fel-
tehetGén a tetramer GAPD-Blue Dextrén kolcsbnhatdsra jel-

lemzd,
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Tehdt a GAPD NAD-k$td helyeinek affinitésa fiigg az
enzim disszocidcidbés Allapotatdl,

B. Az aldoldz és a GAPD kozotti kolcsonhatéds vizs~-

Eélata

Aldoldz és GAPD egyiittes kromatografiéja Blue
DextriAn Sepharose 4B oszlopon

A GAPD affinitdskromatografid jat aldoldz jelenlétében
végezve az eldzbektdl eltérs eredményeket kaptunk.
Az itt nyert kromatogramm a 15, Abrdn léathatdé, Az oszlop=-
ra a GAPD és az aldolaz elegyét vittiik fel, A pufferes
mosAds utdn lineAris NAD gradienssel/0-10mM/, majd 1 M NaCl-
ot tartalmazdé pH 7,5 tris/HCl pufferrel mostuk az oszlo=-
pot. A frakcidban mértiik az aldoldz és a GAPD aktivitéasat.
A pufferes elucidéval a nem kétd6dott GAPD-t és aldolazt
tAdvolitottuk el az oszloprél, a NAD-gradienssel nyert
frakcibk csak GAPD-t tartalmaztak., Ez arra utal, hogy bar
a Blue Dextrdn festék molekuldja a Cibacron Blue F3G ké~-
pes kdlcsdnhatésba 1épni az aldolézzal, a kotddésért fe~-
lelds szerkezeti egység nem tekinthetd szigoru értelemben
vett "dinukleotid fold"~-nak, csak ahhoz hasonlénak, hiszen
a NAD~ot nem képes az enzim megkdtni., Az oszlopon megkoto-
dott aldolézt 1 M NaCl-dal szoritottuk le, Ezen frakcidk-
ban az aldoldz mellett a GAPD is megjelent,

Ha csak GAPD-~t kromatograféltunk az oszlopon az enzim
a NAD-os elucibéval visszanyerhetd, s az azt kévetd 1 M

NaCl-os moséssal mAr nem eludlhaté GAPD,/ 16,é4bra/
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GAPD és aldoléaz egyiittes kromatogrifidja Blue Dextran

Sepharose B oszlopon,

5M aldolézt tartalmazd

1. 29X 1o™°M GAPD-t és 4W,h x10"
oldat felvitele az oszlopra
2. 50 mM tris/HC1l pH 7,5 puffer

3. NAD-gradiens /35 ml tris/HCl pH 7,5 puffer és 35 ml
20 mM NAD/

4, 1 M NaCl
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GAPD kromatografidja Blue Dextrdn Sepharose 4B oszlopon
b [ 2,3x10~5M GAPD felvitele az oszlopra
2, 50 mM tris/HClL pH 7,5 puffer
3. LineAdris NAD-gradiens /35 ml tris/HCl puffer, és
35 ml 20 mM NAD/

4, 1 M NaCl
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- A két kromatogrifia eredményét Ssszevetve megdllapithatd,
hogy a GAPD képes az aldolédzon keresztiil is kotédni a
Blue Dextrin oszlopon, azaz a két enzim kélcsénhatéhsba
1ép egyméssal,

A k8lcsdnhatds kvantitativ jellemzésére azonban ezzel a
mbédszerrel nyert adatokat nem tudtuk felhasznalni, ugyan-
is a hosszi elucid sorédn valdsziniileg az aldolédzon ko~

tott GAPD egy része maAr eltévozott, Ezért a K, meghatéro-

d
zdslra itt is egyensulyi batch technikdt alkalmaztunk.,

Az aldoldz és a GAPD kozotti komplex disszmocidcids

dllandb jdnak meghatirozésa

A komplex dissZocidcibs Allanddjénak meghatidroziséra
egyensulyi batch médszert alkalmaztunk, Blue Dextrén
Sepharose 4B géllel végezve a kisérletet a rendelkezésre
4116 adatokbdl / az enzimek aktivitdsai a feliiliszdban az
egyensulyi helyzetben/ nem tudtuk a Kd-t meghatérozni,
Ezen a gélen mind az aldoldz, mind a GAPD meg tud kotdd=-
ni, tovibb4d a GAPD meg tud kot8dni a ligandon mar megko-
t6dott aldolAzon keresztiil is, s esetleg hasonld mbédon
az aldoldz is az oszlopon levd GAPD-n keresztiil,

A gélen megkotott enzimek két kiilonbszd tipusu kotésben
vehetnek részt, amelyek ardnyat az emlitett egyetlen, a
feliiltiszéban mért aktivitédssal meghatdrozni nem tudtuk,
Ezért olyan affinitds szorbenst kerestiink, amelyen csak
az egyik enzim képes megkdtédni,Az immobiliz4dlt NAD-ot
tartalamzé gél alkalmasnak latszott erre a ecélra,
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A NAD~-Sepharose 4B gél a GAPD~t, amélynek a NAD koenzime
megkoti, de az aldolazt nem,

Az Altalunk Osszedllitott rendszerben a kévetkezd két
szimultdn egyensuly All fenn / a tetramer GAPD disszocid-

jAtol eltekintiink/:

G + N = GN G + A = GA
x i L8l /L K g =-L8L AL
GN /GN/ /GA/

ahol az egyensulyi koncentricidk jelolésében a

/G/: a szabad GAPD; az /A/: a szabad aldoldz; az /N/: a
gélen kotott szabad NAD koncentracid ja.
K ...: a gél és az enzim kozotti; a K_,: az aldoldaz és a GAPD

GN GA

kozotti disszocidcids Allandb.

A KGN értékét az adott GAPD koncentricid mellett kii-
16n kisérletben hatéroztuk meg, ahol csak GAPD-t és gélt
tartalmazott a rendszer. Az egyensulyi szabad koncentridcid-
kat a feliilusz6bdl mért aktivitdsok alapjén szédmoltuk, a
komplex koncentricidja a kiinduldsi és az egyensulyban
mért aktivitidsok kiilonbségébdl adddott,

A 273 K-en végzett egyensulyi mérések szerint hxlo-6M
GAPD ill,., aldolaz koncentrdcidéndl a két enzim kolcsonha-
tdsdra jellemzd disszocidcids Allandd értéke 7 x 10_7M.

Az aldoldz a gélen mar megkotott GAPD-hez nem tud kap-
csoldédni, Ez sztérikus okokkal nem magyarazhatd, mivel a
Blue Dextrédn Sepharose 4B oszlopon végzett kromatogrifia

sordn a GAPD megkotddott a gélen maAr megkotott aldolézon

keresztiil is./15., Abra/
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Valdsziniibbnek tiinik, hogy a GAPD konformédcidévaltozAséban
keresendd a magyardzat, amelyet az immobilizAdlt NAD-
nak az enzim negyedik alegységén vald kotSdése idézett 10,

A NAD~CH~Sepharose 4B-t, GAPD=t és aldolézt tartal-
mazd egyensulyi batch rendszerben viszonylag egyszerii
mbédon /enzim aktivitdsmérés segitségével/ tanulményozha~-
ték a két enzim kozotti kolcsonhatéds kialalulédsédnak ko=
rilményei, a kdlcsonhatdst befolyédsold tényezdk.

A tovadbbiakban megvizsgidltuk a hSmérséklet és a pH hata-
st a két enzim komplexének kialakulidséra.

A kolcsdnhatds homérséklet fiiggése a 17, Abrain lat-
hatbé, A tris/HCl puffer pH-~ja er8sen fiigg a hémérséklet-
t61 /hémérsékleti koefficiense ApkK, /°C= 0,031/, ezért
mindig az adott hd8mérsékleten Allitottuk be a puffer pH~-
jat 7,5-re. A komplex disszocidcids allandéja a hémérsék-
let fiiggvényében maximum gorbe szerint vAltozik., Ennek
oka feltehetSen az, hogy a két fehérje kdlecsonhatidsira
kapott disszocidcids &llandd nem egyetlen koétésre jellem-
z6 adat, hanem tobb kétés / amelyek lehetnek eltérd ti-
pusba tartozdk is/ egyszerre érvényesiild hatédsidt leird
Atlagérték, ahol az egyes kdtések erdsségének vAltozésa
a hémérséklettel eltérd jellegii,

A két enzim kolcsonhatdsét leird disszocidcids Allan~-
dé fiigg a kozeg pH=jatdél is /18,.,4bra/. Ez arra utal,hogy
a két enzim kozotti kdlcsonhatédsban ionos kotések is
szerepet jAtszanak, azaz egyes aminosav oldalléncok meg=-

feleld ionizicids Allapota kell a kétéds kialakitéséhoz,



17 .,Abra
A h6mérsékle§ hatdsa a GAPD-aldoldz komplex disszociécids
éllandéjéra.‘A meghatéirozidst egyensulyi batch rendszerben
végeztiik NAD~Sepharose 4B gél alkalmazdsdval 50 mM tris/

HC1l pH 7,5 pufferben,
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18,4bra
A pH hatdsa a GAPD-aldoldz komplex disszocidcids Allan-

déjara 50 mM tris/pufferben 278 °K-on.
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Azt, hogy milyen aminosav oldalléncok vesznek részt a
két enzim kozotti kapcsolat biztositédsédban a fenti ered-
ményekb8l nem derithetd ki, Esetleg specifikus mbédosi-

tdsok valaszt adhatndnak a kérdésre,



Osszefoglalés

Munkénk soran fehérje-fehérje kolesonhatdsokat vizs-
ghltunk affinitéds szorbensek segitségével., A kisérletek
sordn a Blue Dextridn Sepharose 4B és NAD-Sepharose UB
géleket alkalmaztunk, amelyek koziil az dsd kdlcsonhatis-
ba 1lép a GAPD~vel és az aldoldzzal egyarant, de a NAD~
Sepharose 4B csak a GAPD-t koti, A szorbenseket kromatog-
rafids kisérletekben, valamint batch rendszerben haszndl-
tuk fel., A kisérletek sordn két kiilonbszdé tipusu enzim
komplexet tanulményoztunk, A GAPD alegységei kozotti kol
csbnhatdst vizsgidlva megdllapitottuk, hogy a PGA szubsztrit
eltolja az enzim asszocidcibés~-disszocidcids egyensulyat a
disszocidcid irényéﬁa.

Tanulminyoztuk az aldoldz és a GAPD kozott kialakuld
komplexeket, Meghatiroztuk a komplex disszocidcids Allan-
déjat, valamint annak fiiggését a hOmérséklettsl és a pH=-
t6l, Az dltalunk meghatérozott disszocidcids 4llandd
/7x10-7M/ nagysagrendileg megegyezik az irodalombdl ismert
disszociboibs &llandéval /2,5 x 10™'M, Ovéadi,1979./

A disszocidcids Allandbét egyensulyi batch rendszerben
végzett mérésekbd8l hatadroztuk meg, Ez a mdédszer nem csak
fehér je~-fehérje kolcsonhatdsok vizsgdlatidra alkalmas, hi-
szen ha két, egymissal komplexet alkotd biomolekula, le~-
gyen az fehérje, nukleinsav, lipid, szénhidrat stb, bar-
melyikére tudunk taldlni olyan affinitédsszorbenset, amely
a masik molekuldt nem képes kotni, a fenti egyensulyi

mbédszerrel a komplex disszocidcids Allanddja megadhatd,
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A mbédszer alkalmazhatdésdgénak kritériuma, hogy ha "A"

és "B" molekula komplexet alkot és "A" tud kotdédni egy
szorbensen, akkor a "A" megoszldsa a "B" és a szorbens
kozott osszemérhetd legyen, azaz vagy legyen a két disz-
szocidcibs &4llandd kozeli érték, vagy a koncentricid-

ardnyokat vAdlasszuk meg ugy, hogy a feltétel teljesiil jon.

E médszer elBnye a mAs szerzdk Altal leirt kisérleti
el jardsokkal szemben az, hogy egyszerii laboratdériumi koé-
riilmények kozott lehetdvé teszi a biomolekuldk kézotti
k8lesonhatds kvantitativ vizsgdlatidt, valamint vizsgil-
haté bidrmelyik harmadik anyag, tovAbbAd a h8mérséklet, a
pPH, az ionerdssdg, a kézeg dielektromos tulajdonséagénak

hatdsa a komplex kialakuliséra,



GAPD:
PGA
DPGA.:
ERDP :

NAD

AMP
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Roviditések

gliceraldehid 3-foszf4t dehidrogenaz
gliceraldehid 3-foszfét 3
gliceriﬁsav 1,3=difoszfat

fruktéz 1,6=difcszfat

nikotinsavamid adenin dinukleotid
adenozin monofoszfat

szervetlen foszfat

te jsav dehidrogenéz

tris~hidroximetil aminometén
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Koszonetnyilvanités

Ezuton mondok koszonetet Dr. BOROSS LASZLONAK a
Biokdémiai Tanszék professzorédnak, hogy lehetbséget
teremtett doktori dolgozatom elkészitéséhexz.
Megktszonom azt a figyelmet, mellyel munkémat végig-
kisérte, hasznos élméleti és gyakorlati tanécsait,

melyekkel el8segitette munkém eredményességét.

Koszonetet mondok Dr, OVADI JUDITNAK, az MTA SzBK
Enzimolégiai Intézet tudomdnyos fdmunkatérsénak az igen

sokoldalu elméleti és gyakorlati segitségért,

Kiilén szeretném koszonetem kifejezni NURIDSANY MIMINEK

a munkdm sorédn nyujtott gyakorlati segitségért.

K6 szonom TOTH EVA tudomidnyos segédmunkatérsnak és
JONAS ERZSEBET tanArsegédnek a dolgozat kéziraténak kri-
tikus és segitd javitAsdt, tovabbA a Biokémiai Tanszék
egész kollektividjAnak a segitséget, melyet munkam soréin

nyujtottak,





