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BEVEZETES

Napjainkban az enzimek felhasznélasi kore egyre bdviil az ipar szdmos
teriiletén, a nem hagyomdnyos kozegli szerves kémiai szintéziseknél
(gybgyszerek, detergensek, aroma- és {zfokozdé anyagok, optikai izomerek,
stb. eldallitdsara), a klinikai laboratériumi diagnosztikdban és az élelmiszer
analitikdban. Az enzimek alkalmazdsidnak el6nyei a nagyfoku specifitas
(molekula, régid, sztereo, reakcid), az enyhe reakcié koriilmények (pH,
nyomds, hémérséklet), az, hogy nem toxikusak; biodegraddbilis mind a
termék, mind az enzim, igy kornyezetszennyezéssel nem kell szdmolni. A
szerves olddszeres kozegben torténd alkalmazds tovabbi eldnyokkel jar:
szemben a kémiai szintézisekkel itt nem kell melléktermékkel szamolni, nincs
sziikség védOcsoportokra, illetve azok eltdvolitdsdra. NOhet a szubsztrit vagy
a termék oldékonysédga, fokozédhat az enzim hdstabilitdsa, szabélyozhat6 a
régié- és enantioszelektivitdsa, és a katalizalt reakcid egyensulya is valtozhat.
Szerves oldoszeres kozegben hidroldz enzimekkel szintéziseket Ilehet
megvalositani. Ennek ellenére az eddig ismert mintegy Otezer enzimbdl
mindossze szdz koriili az iparban és a mindennapi gyakorlatban felhasznaltak
szdma, mivel az alkalmazds koriilményei dltaldban nem kedveznek az
enzimek katalitikus aktivitdsdnak és stabilitdsdnak.

A szerves olddszerek tobbféleképpen csokkenthetik az enzimek
aktivitdsat és stabilitdsat. Vizes oldatban a fehérjéket hidratburok veszi kortil,
szerves olddszer jelenlétében azonban az oldészer-molekuldk helyettesithetik
a vizmolekuldkat a hidritburokban és a fehérje szerkezetében. A
szervesolddszer-molekuldk bejutva az enzim szerkezetébe, megbonthatjdk a
szerkezetet stabilizdld madsodlagos kotéseket, helyettesithetik a szerkezeti

vizmolekuldkat, az enzim aktiv centrumdhoz is kapcsolddhatnak, lokalis



konformacidvaltozast idézhetnek eld, és ezaltal inaktivdlhatjdk az enzimet. Az
enzimek stabilitdsa, stabilizdldsa jelenti az egyik legbonyolultabb problémat a
fehérjekémidban, mivel azt sok tényezd befolydsolhatja. Szerves olddszeres
kozegben a stabilitds novelhetd a biokatalizator rogzitésével (Akrilex, Sorsilen,
stb. hordozok), adalékanyagok segitségével (ionok, polihidroxi-molekuldk),
kémiai és genetikai modositassal.

Szerves oldészeres kozegben hidroldz enzimekkel szdmos kémiai reakciot
(peptid-, észterszintézist, atészteresitést, izomerizaciét, aminolizist, stb.) lehet
megvalodsitani. Protedzokkal peptidek és aminosav-észterek szintetizdlhatok,
amelyeket az orvostudomdny, a biokémia és szerkezetbioldgia szamos teriiletén
felhasznalhatnak.

Kisérleteinkhez a papain cisztein protedzt vélasztottuk, melynek szerves
oldészeres kozegli katalitikus aktivitdsa, stabilitdsa és szerkezete kordbbrél nem
volt ismert, annak ellenére, hogy az enzimet széles szubsztrat-specifitdsdnak

koszonhetden gyakran hasznaljdk szerves kémiai szintézisben.

CELKITUZES

Munkénk sorédn célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk szamos, szerves kémiai
szintézisben gyakran haszndlt, eltérd kémiai sajatsdgokkal rendelkezd, vizzel
elegyedd és nem elegyedd szerves olddszer hatdsdt a papain katalitikus
aktivitdsdra és stabilitdsara.

Vilaszt kerestiink arra a kérdésre is, hogy a szerves olddszerek jelenléte
idéz-e el valtozasokat az enzim masod- és harmadlagos szerkezetében.

Altaldban a nem hagyominyos kozeg, szerves oldészerek jelenléte

aktivitdscsokkenést eredményez, ezért feladatul tliztik ki a papain

inaktivalodasanak kivédését szénhidratokkal (D-ribéz, D-frukt6z, D-gliikéz, D-
szachar6z, D-raffin6z).

Kisérleteink céljat képezte annak vizsgdlata is, hogy a szénhidratok
jelenléte okoz-e szerkezetviltozdst a papainban, és hogy kialakulhat-e
kovalens kotés a sz€nhidrit- és a fehérjemolekuldk kozott.

Feladatul tiiztik ki a papain szerves olddszeres kozegli aktivitdsdnak
novelését az enzim primer aminocsoportjainak kémiai médositasdval, szerves
savanhidridekkel (citrakonsav-, borostydnkdsav-, maleinsav-, ecetsav-,
propionsav-anhidrid).

Célunk volt annak felderitése is, hogy a kémiai médositasok sordn milyen
mértékli az aminocsoportok médosuldsa, és torténnek-e valtozdsok a papain
katalitikus aktivitdsdban, hatékonysdgdban, kinetikai paramétereiben (K,
Vmax) €s szerkezetében.

Arra is vélaszt kerestiink, hogy a mddositott enzimformék szintézisekben
hatékonyabbak-e a nem mddositott papainndl, amelyhez modellreakcidként az

N-acetil-L-tirozil-etilészter szintézist valasztottuk.

MODSZEREK

Aktivitismérések

Az aktivitdsmérésekhez szubsztritként kazein fehérjét és fluorogén Z-
Arg-7-amido-4-metilkumarint hasznaltunk. A méréseket 25 °C-on végeztiik.
Stabilitasvizsgalat

A papain stabilitdsat 0-90 tf% kozotti szervesolddszer-koncentracional
vizsgéltuk. A megfeleld koncentrdciéju viz/szerves olddszer elegyhez

enzimoldatot adtunk, melyet ezt kdvetéen szobahOmérsékleten 0—120 percig



inkubdltunk, majd meghatdrozott id6k6zonként megmértiik az inkubdldsi
elegyek aktivitasat.
A papain kémiai médositasa

A  kémiai moédositidsokat ecetsav-, propionsav-, borostydnkdsav-,
citrakonsav-, maleinsav-anhidriddel végeztiik 0,1 M foszfat pufferben (pH 8,0).
Szabad aminocsoportszam meghatarozasa

A papain szabad aminocsoport-tartalmat szénhidritok jelenlétében és az
anhidrides moédositasokat kovetden 2.4,6-trinitrobenzolszulfonsav segitségével
hatdroztuk meg. A keletkezd fehérje—trinitrofenil-szdirmazék  spektro-
fotometridsan 420 nm-en detektdlhaté.
Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

A nativ és a moddositott enzimformdk homogenitdsat nativ poliakrilamid
gélelktroforézissel vizsgdltuk. Az elektroforézist 12%-os poliakrilamid
elvélasztogélben végeztiik, mely folé 4%-os koncentral6gélt polimerizaltunk.
N-acetil-L-tirozil-etilészter szintézise

A mbdositott enzimformdk hatékonysdgit N-acetil-L-tirozil-etilészter
szintézisében hasonlitottuk ossze etanolos kozegben, a viztartalom 4 tf% volt.
Belsé fluoreszcencia mérése

Az inkubdlasi elegyeket a stabilitismérések alapjan dllitottuk Ossze. A
fluoreszcencia emisszids spektrumokat 0-90 tf% olddszer koncentricié kozott
vettik fel 30-120 perces 25 °C-os inkubdldst kovetden. A papain belsd
(triptofan-) fluoreszcencidjanak vizsgalatakor 295 nm-es gerjesztési hullim-
hossznal detektaltuk az emisszids spektrumokat.
Cirkuléris dikroizmus mérése

A méréseket a tdvoli-UV-tartomanyban 190-250 nm kozott, valamint a
kozeli-UV-tartomdnyban 250-300 nm kozott végeztiik. Az inkubdlasi elegyet a

stabilitisméréseknek megfelelden éllitottuk Gssze.

1.

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a vizzel elegyedd szerves
olddszerek tobbsége [etanol, metanol, aceton, acetonitril (ACN)] nem
csokkenti jelentdsen a papain aktivitdsit, az apoldrosabb tetrahidrofurdn
(THF) viszont mar kis koncentraciéban drasztikus aktivitasvesztést okoz.
Eredményeink azt is mutattdk, hogy a vizzel nem elegyedd szerves
oldészerek koziil az n-hexan csak a nagy szervesolddszer-koncentraciéknal
csokkenti az enzimaktivitist, a toluol és az etilacetit pedig jelentds
inaktivdl6dast eredményez. Igazoltuk, hogy a kozeg hidrofébicitdsdnak

csokkenésével az enzimaktivitds egyre inkabb megdrzddik.

A vizzel elegyedd szerves olddszerekben tanulmanyoztuk a papain
mdsod- és harmadlagos szerkezetét, melyeket a papain triptofan
fluoreszcencidjanak vizsgdlatdval, valamint kozeli- és tavoli-UV-CD-
spektroszkopiai mérésekkel kovettiink. Kimutattuk, hogy etanol és ACN
hatdsdra az enzim helikdlis szerkezeti elemeinek mennyisége ndtt,
ugyanakkor nagymértékli konformdcidvaltozast ezek a szerves olddészerek
nem okoztak. Jelentdsebb szerkezetvéltozdst a THF eredményezett, ami

végiil a harmadlagos szerkezet teljes felbomldsdhoz vezetett.

A vizzel elegyedd THF inaktivdlé hatdsat szénhidratok segitségével
sikeriilt csokkenteniink. Eredményeink azt mutattdk, hogy a szénhidratok
ligos kémhatdson fejtik ki stabilizdlé hatdsukat, mely maximalis
stabilizdlasi szénhidrat-koncentraciokndl a kovetkezd sorrendben alakult: D-

rib6z > D-fruktéz > D-gliikkéz > D-szacharéz > D-raffindz. Kimutattuk, hogy



a szacharidok stabilizdl6 hatdsa a kis koncentraciékndl jol korreldl

hidroxilcsoport-szamukkal.

A fluoreszcencia és a kozeli-UV-CD spektralis véltozdsok azt mutattak,
hogy a szénhidratok stabilizdlni képesek az enzim harmadlagos szerkezetét,
melyben lokdlis és specifikus véltozdsok torténnek. A CD sdvokban tapasztalt
véltozasokért redukdlé cukrok jelenlétében a papain primer aminocsoportjai,

és a szénhidrat-molekulak kozott kialakuld Schiff-bazisok tehetOk felelossé.

Kémiai mdédositdsokkal is noveltik a papain aktivitdsit és stabilitdsat.
Kimutattuk, hogy az acildldsok sordn a papain primer aminocsoportjainak
tobbsége modosul. A monokarbonsav-anhidrides moddositdsok (ecetsav €és
propionsav) csokkentették a papain pozitivitdsat, a dikarbonsav-anhidrides
mddositdsok (citrakonsav, maleinsav, borostydnkdsav) pedig negativ
toltéseket vittek be az enzim szerkezetébe. A kémiailag mddositott papain
elektroforetikus mintdzata minden esetben 2—3 enzimforma egyideji jelenlétét

mutatta.

Kisérleti eredményeink arra is rdmutattak, hogy a kémiai mddositadsok
stabilizdlé hatdsa nagymértékben fiigg az oldészer karakterétdl. Kimutattuk,
hogy a mdédositott enzimformdk a vizes kdzeg mellett etanolos kézegben is
jelentdsen aktivabbak a kontroll enzimnél. Igazoltuk azt is, hogy a kémiai

mddositasokkal egyiitt jar a papain katalitikus hatékonysdganak novekedése.

A triptofanfluoreszcencia-paraméterek arra utaltak, hogy etanol hatdsara a
modositott papain szerkezetében valamelyest kisebb valtozds torténik, mint a

kontroll enzimében. Kozeli-UV-CD-mérésekkel kimutattuk azt is, hogy az

enzim konformdicidjdban nem okozott jelentdés véltozdst az anhidrides

mddositds sem vizes, sem etanolos kdzegben.

8. Meghatdroztuk a mddositott enzimformdk szintetikus aktivitdsdt is
etanolos kozegben, szubsztritként N-acetil-L-Tyr-t haszndltunk. Kimutattuk,
hogy a mddositdsok minden esetben szignifikdnsan novelik az
észterszintézis konverziéjat. A monokarbonsav-anhidriddel mdédositott
papain joval hatékonyabbnak bizonyult a dikarbonsav-anhidriddel
médositottndl. Megéllapitottuk, hogy a papain pozitiv toltéseinek
semlegesitése egy hatékonyabb enzimformat eredményezett a pozitiv

toltések negativra cserélésénél.

Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a papain stabilitdsa fiigg az oldészer
tulajdonsagaitdl. Eredményeink azt is igazoltdk, hogy szerves olddszer
hatdsdra a papain mdsod- és harmadlagos szerkezetében jelentds valtozdsok
torténhetnek. A papain szerves oldészerek okozta inaktivdlodasét szénhidratok
alkalmazasdval és anhidrides kémiai médositdsokkal sikeriilt csokkenteni. A
szénhidratok koziil a ribdz, az anhidridek koziil a monokarbonsav-anhidridek
voltak igazdn alkalmasak az enzim stabilitdsdnak novelésére. Kimutattuk,
hogy a szénhidratok stabilizdlni képesek az enzim harmadlagos szerkezetét; a
szerves savanhidrides kémiai modositdsok viszont nem okoznak jelentds
szerkezetvaltozadst, a papain aktivitds- és stabilitdsnovekedése inkabb

toltésallapotbeli valtozdssal magyardzhato.
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