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ROVIDITESEK

ADP - adenozin-difoszfat

AMP - adenozin-monofoszfat

ATP - adenozin-trifoszfat

dATP -~ dezoxi-adenozin-trifoszfat

CM - karboxi-metil

CMC - l-ciklohexil-3/2-morfolino-etil/-karbodiimid-

-p-toluol-szulfonat

CTP - citidin-trifoszfat

DEAE - dietil-amino-etil

DINB - 5,5’-ditio-bis/2-nitro-benzoesav/

EDC - N/3-dimetilaminopropil/-N’-etil-karbodiimid-hid-
roklorid

EDTA - etilén-diamin-tetraacetdt

GTP - guanozin-trifoszfat

G6PDH - D-glikdz-6-foszfdt dehidrogendz

HK - hexokindz

ITP —~ inozin-trifoszféat

MET - pB -merkapto-etanol

NADPY - nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfét
-P- - foszfat

PMSF - fenilmetilszulfonil-fluorid

SDS - sodium-dodecil-sulfat

TEA - trietanol-amin

TRIS - tris-hidroximetil-amino-metén

UTP — uridin-trifoszfat



II. BEVEZETES

A biotechnoldgia egyre gyakrabban alkalmaz szildrd
féazisu biokatalizdtorként rogzitett enzimeket, illetve
rogzitett sejteket. A szildrd fdzisu bilokatalizdtorok
t6bbszor felhaszndlhatdk, mivel egyszeri fizikai mdd-
szerekkel elkiilonithetdk a reakcidelegybdl, igy ezek a
folyamatok és analitikai vizsgdlati mdédszerek gazdasd-
gosabbd tehetdk.

A hexokindzt /EC.2.7.1.1l./, mely minden é18 sejt-
ben eldéfordul, elsdként Meyerhof izoldlta 1927-ben /33/.
Mivel a hexokindz széles szubsztrdtspecifitdsu enzim
- 4dltaldban hexdbzokat foszforildl - ezért a napjaink-
ban kibontakozd biokémiai iparon belill a finomvegyszer-
gyartds fontos katalizdtora lehet.

Munkdnk célja a hexokindz enzim rogzitése, a rogzi-
tett é€s az oldott enzim sajatossdgainak bsszehasonlité -
sa, illetve a rogzitett enzim gyakorlati alkalmazhatdsd-

ganak vizsgdlata volt.



ITII. IRODALMI ATTEKINTES

A hexokindz /ATP-D-hexéz-6-foszfotranszferdz,

EC.2.7.1.1./ a kovetkezd reakcidt katalizdlja:

HK

D-hex6z + ATP*™ > D-hexéz-6-Toszfdte™ .
Mg

+ ADP>™ + HY

A hexokindz széles szubsztrdtspecifitdsu enzim /3/ -
-D-gliikéz, D-fruktdéz, D-galaktdéz, D-manndz, D-glikdzamin,
2-dezoxigliikéz atalakitdsdra egyardnt képes. A foszfdt do-
nor az ATP helyett dATP, ITP, UTP, CTP és GPT is lehet. A

2+

biokatalizdtor miikddéséhez Mg2+ vagy Mn“"-ion sziikséges.

l. A hexokindz eldéforduldsa

Mindeﬁ 8181ényben fellelhetl ez az enzim. Kimutattdk
emlds agyban, lépben, szivben, bélben. A legrészletesebben
vizsgdlt az élesztdbdl és az emlEsokbdl izoldlt hexokindz
/5/. Az élesztd-hexokindzhoz meglepben hasonldé tulajdonsa-
gokkal rendelkezl transzferdzt taldltak Aspergillus oryzae-
ban /41/ és buzacsirdban /32/. A bakteridlis hexokindzok
széles szubsztrdtspecifitdsuak és nagy az affinitdsuk kii-
16nleges szénhidrdtokhoz /50/. Erdekes, hogy az Entamoe-
ba histolytica glikokindzdnak gélelektroforézissel elklilo-
nitett izoenzimei hasonld viselkedésiiek, mint az élesztd-

hexokindz izoenzimei /40/.



2. A hexokindz izoenzimei

DEAE-celluldz oszlopkromatografidval mind az emlds,
mind pedig az élesztb-hexokindz izoenzimei elkiilonit -
hetdk /48/.

A nativ enzim pH-gradiens elucidval két, egymdast
kissé dtfedd csucsban eludlhaté. Ezeket P-I és P-II
formdnak nevezzilk /P - a pH gradiensre utal/.

Ha a készitmény protedzokkal, pl. tripszinnel ke-
zelt, ugy az oszlopkromatografia soréq a P-I és a P-I1
csucs nem jelenik meg. A pH-gradiens elucid végén azon-
ban uj csucs mutatkozik - P-III forma, és sé/o - 50 mM
NaCl/ gradiens elucidval az un. S-forma elualhatd.

Barnard /28, 42/ élesztdbdl izoldlt hexokindz izo-
enzimeket. A P-formdk aminosav-dsszetételiikben, elektro-
foretikus mobilitdsukban, izoelektromos pontjukban ki-
lonbdznek. A P és S-formék kromatografias sajatsdgaik -
ban, Osszetételiikben, elektroforetikus mobilitdsukban
térnek el, csupan katalitikus aktivitdsukban egyeznek.

A glikdz vagy a magas sdkoncentrdcidé minimdlis meny-
nyiségl tripszin jelenlétében eldbsegiti uj kromatografi-
ds formdk - S-I és az S-II kialakuldsdt.

Gazith és munkatdrsai /19/ megdllapitottdk, hogy a P-for-
ma S-formdva alakuldsa - tripszines kezelésre - egy kis
molekulatomegii bdzikus peptid kihasaddsdval jdr, ami ald-
tdmasztja azt a tényt, hogy az S-I és S-II formdk sava -

sabb karakteriiek /46, 45/.



A hexokindz médositdsdhoz a tripszin mellett a nagy
ionerdsség vagy gliikoz sziikséges. Ezen dgensek disszoci-
dcidt eld6idézd hatdsa ad magyardzatot szereplikre.
Valdszinii, hogy csak a disszocidlt molekuldban férnek a
protedzok azokhoz a peptidkdtésekhez, melyeket hasitanak;
ezutdn azonban reasszocidcid nem kovetkezhet be semleges
kozegben /csak pH = 5,5-nél tud asszocidldédni/. A peptid-
léncok ezen része a nativ, dimer szerkezet fenntartdsdhoz
kell, de nem sziikséges az aktivitdshoz, amint azt az l.&b-

ra szemlélteti.

Ms =100000 Ms=50000
(P) ge—— 7
l proteaz
(S) e &
l. dbra

A hexokindz P formdjdnak &talakuldsa S formdva - protedzok

hatdsdra /[47/

Az emlds hexokindzok izozimjei elektroforetikus mobilita-



sukban, gliikézra vonatkoztatott Ky /Michaelis-d1landé/ ér-
tékiikben térnek el /1. tdbldzat/.

Mindegyik emlés-izoenzim /I., I1., III./ maximdlis aktivi-
tdsdhoz ATP-t igényel. Széles pH-optimumuak, molekulatome-

guk azonos.

l. tdbldzat: Patkdny szovetbdl izoldlt hexokindz-izozimek

gliikézszubsztridt esetében mért Michaelis-

dllanddéi /47/.

Hexokindz tipus: Szovet: KM/M/
I. MA4j 2,5 x 1077
II. Tzom 2,0 x 1074
ITI. M4j 5,0 x 10~°
IV. /gliikokindz/ M&j 1,6 x 1072

3. A hexokindz szerkezete

3.1l. A hexokindz aminosav-Osszetétele

A P-L és P~-II izoenzimek C-termindlisa alanin, mig
N-termindlisa valin /5/. Az arginin, metionin, tirozin,
triptofdn és cisztein mennyisége azonos a két formdban.

Az alegységenként kimutatott 4 szulfhidril-csoport az
enzimaktivitdsban jatszik szerepet. A marhaagybdl izoldlt
hexokindzban 12 szulfhidril-csoport van.

Ha az S-I és S-II formdk aminosavosszetételét a P-I és



P-II formdkhoz hasonlitjuk, az eltérések hasonldak, pl.:
nagyobb hisztidin tartalom és nagyobb leucin: izoleucin
arédny mutathaté ki az S-I és P-I alakndl, mint az S-II és
P-ITI-ben.

Feltiind a kiilonbség a P-I /S-1/ és P-II /S-II/ kdzti pro-
lin, valin, fenilalanin tartalomban /19/. A dimer hexoki-
nidz teljes aminosav-szekvencidjdt még nem hatdroztak meg.

Anderson és munkatdrsai /2/ 1978-ban; Shoham és Steitsz
/51/ 1980-ban az elektrondenzitds-térképek alapjédn prdébdl-
tdk a szubsztrdtkotdhelyek aminosavaif meghatdrozni.

Shoham és Steitz /51/ elektronsiirliség-térképek segitségé-
vel megdllapitottdk a hexokindz aktiv helyeit - a hidrogén-
kotések révén.

Gray €és munkatdrsai /22/ 1983-ban elvégezték a hexoki-
ndz aminosav analizisét - kémiailag és rontgendiffrakcid
segitségével.

A 2. tébldzatban a szubsztrdtkotbhelyek eldbre meghatdro-
zott, feltételezett aminosavait /2, 51/ és a kémiailag

azonositottakat /22/ tintettilkk fel.



2, tablazat: A szubsztrétkétéhelyek meghatdrozdsa /az

elektronsiiriiség-térkép alapjdn/ és kémiai

azonositasuk

A szubsztratnak A kapcso- Elektrondenzités Azonosi-
a kolcsonhatds-— 16dds he- alapjén feltéte- tott
ban részvevd lye: zett csoport: csoport:
csoportja:
glikéz 30H és
4-0H 188 Asn Asp-188
3-0H 245 Asn Glu-245
4-0H 215 Asn Asn-215
4-0H és
6-0H 189 Asp Asp-189
Az ATP /Bés T
foszfdtjai p1o% Ser Thr-212
393 Ser nem azo-
nositott

X .. & 7 - e 7
a kotés a vdaznitrogénnel /nem az oldalldnccal/ van

3.2. A hexokindz térszerkezete

Fletterick és munkatdrsai /16/ 27 nm felbontdsu elek-

tronsiiriiség-térképet készitettek az élesztd hexokindzmono-

mer kristdlyos formdjardl. A monomert nyujtott alakunak

irtdk le, melyet egy kozponti mély hasadék két lebenyre

ogzt /2. adbra/.



2. abra

Az élesztd hexokindz monomer polipeptidldncdnak sematikus
modellje
A helikdlis régidkat a csovek, mig a ﬁ—redSzbtt struk-
turdt a nyilak jelzik. A pontozott nyilak a "B-reddk"
alkotta hengert mutatjdk. /Kotéshelyek jelolését 1ldsd

a szovegben./

Az egyik lebenyben tulnyomé a helikdlis struktura, mig
a mdsik a helikdlis régidk mellett P—strukturét tartalmaz
és a B—redéZétt szerkezetek egyike egy hengerszerii formdt
hoz 1létre.
A polipeptid 40 %-&t of-hélix, mig 30 %4t P-reddzott

konformdcidjunak taldltdk.



- 10 -

3.3+ A hexokindz negyedleges szerkezete

Nem denaturdldé olddszerek /pl.: hig savak/ jelenlé-
tében végzett molekulatomeg-meghatdrozdsok szerint az i-
zozimek 100 000 daltonos molekulatomegliek. A protedzos
médositds olyan peptidrészek elvesztését jelenti, melyek
a dimer szerkezet fenntartdsdban esszencidlisak. A pH no-
velése, magas ionerdsség, glikdz vagy foszfat-ionok eld-
segitik a dimer enzim disszocidacidéjat - 50 000 dalton mo-
lekulatomegii alegységekre /5/.

A pufferek Osszetétele jelent8sen befolydsolja a disz-
szocidcidt, pl.: TRIS~pufferben - fliggetlenlil a pH-tél -
nincs disszocidcid, foszfdt puffer pH = 9.0 koriil eldsegi-
ti a disszocidcidt.

Denaturdld oldészerek /pl.: urea, guanidin-hidroklorid/
felhasénéléséval 50 000 dalton molekulatomeget hatdroztak
meg valamennyi formdra /SDSgélelektroforézis, egyensulyi
centrifugdlds 6 M guanidin-hidrokloridban, vagy 9 M ured-
ban/. Ez tdmasztja ald a két alegységbll 4116 szerkezetet
/14/.

Korébban a hexokindzt tetramer szerkezetiinek tételezték
fel, amelynek egy-egy alegysége 25 000 dalton molekulato-
megii. A kisebb molekulatOmegii alegységekhez a protedze -
mésztés miatt jutottak.

Szivbdl, patkdny agydbdl vagy mdjdbdl izoldlt hexokindsz

- SDS gélelektroforézis, az lilepedési sebesség vizsgdlati
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eredménye, a denaturdld dgensek jelenlétében végzett egyéb
molekulatomeg~meghatdrozdsi médszerek alapjdn - egy alegy-
s€gbbl 4116 - 100 000 dalton molekulatdmegii /5/.

Lehet, hogy az emlls vdzizombdl izoldlt hexokindz is két
alegységbdl &11l, csak ezeket a szokdsos mdédszerekkel nem

lehet elkiiloniteni egymastdl.

4. A hexokindz aktiv centrumdnak feltételezett szerkezete

Fletterick kisérleti eredményei alapjdn /16/ a gliikdz
a hexokindz két lebenye kozti mély hasadékba kot /2. ab-
ra-G/. A sabsztrdt bekdtése egy kiterjedt szerkezetbeli
vdltozdst indukal. Az aminosav-szekvencia ismeretének hi-
dnydban azonban nehéz a szerkezeti vdltozdsokat részlete-
sen bemutatni. Nukleotidok megkdtésére a monomerben poten-
cidlisan két régid varhatd /lédsd 2. dbra - I, €s Iq-nek
nevezett régidé/. Még nem sikeriilt egyértelmiien kotést 1é-
tesiteni a kristdlyos dllapotu hexokindz e két helyén.
Lehet, hogy ez a rész egy alegységasszocidcidt "igényel™"
és/vagy olyan tercier szerkezeti vdltozdsokat, melyek ha-
tdsosak a nukleotid kotésben, vagy a kristdly ugy tomsril,
hogy ezek a terliletek hozzdférhetetlenek a nukleotidok
szamdra. A tapasztalat szerint AMP vagy ADP mds helyhez
kotddik /2. dbra - A-val jeldlt rész/ egy kis "zseb'"-ben.
Feltételezhetjiik, hogy az ATP AMP-ként kotddik - igy az
ATP-molekula ¥ - foszfdtja mintegy 100 nm-nyire lehet a

glikdéz 6. hidroxil-csoportjatdl.



. T

Ez az AMP kOtési hely nem azonos a dimerben megfigyelt

nukleotid kotbhelyekkel. Feltételezhetd, hogy ezen utdbbi
helyek egyike az aktiv, mig a mdsik nukleotidkdtdhely va-
1dsziniileg az enzim allosztérikus szabdlyozdsdban jatszik

szerepet.

5. A hexokindz altal katalizdlt reakcidé mechanizmusa

Az ATP-D-hexéz-6-foszfotranszferdz foszfadttranszfere
egy enzim-terner komplex kialakuldsaval indul, mivel az
enzimnek két szubsztratja van.

A reakcid menetét a kdvetkezl séma mutatja /5/:

E-Glu E-G1lii-6-P

7 N\ 77N\

E-Gli-ATP Mg==E-Glii~-6-P-ADP Mg

N/ N4

E-ATP Mg E-ADP Mg

ahol E az enzimet, GlU a gliikézt jelenti.

Britton és Clark kisérletei /6/ a vastagabb nyillal je-
161t reakcidutat tdmasztjdk ald, de nincs egységes dalldspont
az irodalomban. A kérdés eldontését neheziti, hogy nem lehet
a reakciot két 1lépésre bontani.

Az élesztd hexokindznak van hidrolitikus aktivitdsa is,
bdr ez elhanyagolhatd a foszforildldé aktivitdshoz képest.

A két folyamat ardnya:
ATP hidrolizis 0.0thM/perc/mg KM/glﬁkézra/ 4 mM

Glikoéz-foszforildléds 800 pM/perc/mg KM/glﬁkézra/ O.1 mM
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De la Fuente és Sols /17/ kisérleteli azt mutatjdk,
hogy bizonyos pentdzok fokozzdk az enzim hidrolitikus ak-
tivitdsdt, ugyanakkor ezek a szénhidratok nem kompetitiv
inhibitorai a gliikéz foszforildldsdnak. Kotddésiik a hexo-
kindzhoz a feltevések szerint magdba foglal egy '"induced
fit" kolcsonhatdst. Az enzim konformdcidja a folyamat so-
rén médosul, ez okozza az ATP-kot8 képességnek és a hid-

rolitikus aktivitdsnak a megvdltozdsat is.

5e1le. Szulfhidril-csoportok szerepe

Az éleszt8 hexokindzban alegységenként négy szulfhid-
ril-csoportot mutattak ki a P-I formdban, mig a P-II-ben
hdrmat /4/.

Kaji /23/, illetve Lazarus /27/ bizonyitottdk, hogyha
az enzim szulfhidril-csoportjainak felét /4, illetve 3
szulfhidril-csoportot/ metil-merkurival vagy p-kldér-merku-
ri-benzodttal titrdaljuk, nincs aktivitdsvesztés. Tovdbb-
titrdlva az aktivitds teljesen megsziinik.

Anderson és munkatdrsai /2/ ugy vélték, hogy a 243-as
pozicidban cisztein-nek kell lennie, melynek oldalldnca
hidrogén-kdtéseket alkot harom aktiv centrumbeli aminosav-
val /188., 215., 245./. Valdjdban -~ a kémiai analizis ered-
ménye alapjan /22/ - ez a csoport az aszparagin oldalldnca,
amely jobban alkalmas a hidrogén-kotések létesitésére. A
244. helyen viszont ciszteint mutattak ki. Valdszinli, hogy

a szulfhidril-reagensek ezen aktiv centrum kdrnyékén 1évd
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cisztein oldalldncokkal reagdlnak. »

A R -merkaptoetanolt kordbban /19, 24/ az aktivitds visz-
szadllitdsdban hasznaltdk, pl.: luggal inaktivdlt enzim
esetében - pH = 7.0-en, mert valdsziniileg megakaddlyozza
a fehérje szulfhidril-csoportjainak oxidacidjat.

Ha a [3-merkaptoetanolt pH = 9.0-nél adtak hexokindz P-I
formdjdhoz, akkor az lilepedési dllanddé csbkkenését ész -
lelték, mely disszocidcidra utal, illetve a merkaﬁtoeta-
nol az enzim teljes inaktivdldddsdt okozhatja.

A merkaptoetanol hatésdt nehéz értelmezni, hiszen pH 8-9-
en, mint denaturdld dgens jadtszik szerepet, mig pH = 7.0-
nél épp az enzimaktivitds visszanyerésére haszndlatos. Ha
a merkaptoetanol dltal inaktivdlt hexokindz-formdkat a ti-
ol-felesleg eltdvolitdsa utdn DTNB-vel /5,5°-ditiobis/2-

nitro-benzoesav/ titrdltdk - pH = 8.6-on,akkor azt tapasz-

/
taltdk, hogy a P-I forma mintegy "eltemetett'" egy szulf-
hidril-csoportot.

A fentiek alapjdn a tiolok inaktivdld hatdasdt azzal pré-
bdljdk értelmezni, hogy képesek kiszoritani a peptidlénc

szulfhidril-csoportjdt a koézeli ldnchoz vald kStésébdl

~ amint azt az aldbbi séma szemlélteti /19/:
SH e oo o0 +R‘—SH"_—_" I‘SH-'*‘ R-SH ceeo oo

A marhaagybdl izoldlt hexokindz 12 salfhidril-csoportot
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tartalmaz /39/, melyek DTNB-vel titrdlhatdk. A reagens

gyors inaktivdldddst okoz egy-két viszonylag reaktiv cso-
porttal vald reakcid révén. Ezt az inaktivdcidt gliikéz-6-
foszfat teljesen, gliikdz részlegesen sziinteti meg. A gli-
kéz~-6-foszfdt hatdsa meglepl, valdszinlileg  konformdcid-
vdltozdson alapszik. Eleszt8 hexokindzban a gliikéz hason-

16an véd az inaktivdalddés ellen.

/

6. A hexokindz élettani szerepe., lokalizdcidia

A glikolizis enzimeinek hidnya vagy csokkent aktivita-
sa ritka. Oroklésmenetiik autoszomdlis, recessziv. A vOros-
vértestekben a hexokindz hidnya vagy nem kielégitd milkkodé-
se zavarokat okozhat /15/, mivel a glikolizis az oxigén -
transzportot befolydsolja. A glikolizis és az oxigéntransz-
port kozott a 2,3-difoszfo-glicerdt teremt kapcsolatot,
mely a hemoglobin oxigénaffinitdsdt szabdlyozza /a 2,3~
difoszfo-glicerdt novekvd mennyisége csCkkenti a hemoglo-
bin oxigénaffiﬁitését/.

A patkdnyagybdl elddllitott hexokindz Osszetett fehér-
je - lipoproteid, amely lehet, hogy a membrdn foszfolipid-
jeivel kapcsoldédik. Kimutattdk /12, 55/, hogy a mitokond -
rium kiilsé membrénjéhoz k6t6dik és a kapcsolat D-gliikéz-6-

foszfattal sziintethetd meg. Az ellentett folyamat, vagyis
| tisztitott hexokindznak a mitokondriumokhoz torténd kap-
csoldsa még nem sikeriilt. Oka, hogy kapcsold faktordt el-

veszti a tisztitds sordn, mely kapcsold valdszinilileg a
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lipid rész.

7. A hexokindz tisztitdsa

a4

A hexokindzt leggyakrabban sajtolt siitéélesztébdl izo-
141jdk. Darrow és Colowick /13/ a szdritott élesztdt
NazHPO4
NagHPO4—oldat/. A 37 °C-0s, 3 érdn 4t tartd autolizis u-

-~oldatban tdrjdk fel. /333 g éleszt6/1 dr 0,2 M

tdn a keveréket centrifugdljdk /1 Sra 0 °C, 4000 g/, majd
a felliluszdt pH-frakciondldssal kezelik és két 1lépésben
amméniumszulfdttal kisdzzdk. A centrifugdldssal Osszegyilj-
tott csapadékot jéghideg desztilldlt vizben oldjak, diali-
zéd1ljdk. Bentonit adszorpcidval torténik a tovabbi tiszti -
tds.

Schulze és munkatdrsai /48/ médositdsokat kozdlnek az
el8z8 eljdrdshoz. Az autolizist kovetden a felliluszdhoz
2 x 107°M végkoncentricidban PMSF-t adnak - az élesztd
protedzok gdtlédsdra.

A dializisig megegyezik a két eljdrds, a bentonitos 1lépést

nehézkessége miatt, DEAE-celluldz ioncseréld kromatografid-
val vdltjdk fel. Egyuttal a hexokindz izoenzimeit is elkii-

lonitik.

Scopes /49/ a glikolitikus enzimek éleszt&bdl torténd
prepardldsdra amménids feltdrdst javasol, mint dltaldnos
médszert. 450 g széritott élesztdt 1 dr lg EDTA-t tartalma-
zé ammdénia oldattal tdr fel. 800 crw 0,5 M tejsavval dllitja

le 24 éra utdn a feltdrdst. Ekkor a keverék pH-jat 7,0+0,5-
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re dllitja és centrifugdlja azt /0 °C, 1 éra 4000 g/.
McDonald /31/ a friss élesztét toluollal tarja fel
/12,5 kg éleszté/6 dr toluol/. A szuszpenzidt 45 °C-os
vizfiird6be helyezi. Ha az élesztd megolvadt, szobahémér-
sékleten 2-3 Srai 41lds utdn, 10 °C-ra hiitve 12 dr hideg
desztilldlt vizzel higitja és 18 drai 0-5 °C-os 411lds u-
tdn - a szuszpenzid minden dwéhez 100 g Myflo Super Cel-t
adva - sziri. A feltdrdst ammdénium-szulfdtos frakciondlds
kGveti, végll etanolos frakciondldssal tisztitja az enzi-

met.

8. A hexokindz gyakorlati alkalmazdsa

In vitro a klinikai kémia alkalmazza. A gliikéz meghatd-
rozds /vérbll, vizeletbll/ egyik elterjedt mdédszere az a -
14bbi reakcidkon alapszik /35/.

HK
D-gliikkéz + ATP ——————=m D-gliik6z-6-foszfdt + ADP

G6PDH
D-gliikéz~6-foszfdt + NADPY = >~ D-gliikondt-6-fosz—

T4t + NADPH + HT

A magasabbrendii szervezetek energiagazddlkoddsdban sze-
repet jadtszd kreatin kindz aktivitdsdnak meghatdrozdsdra is
hexokindzt haszndlnak.

A tisztitott hexokindz alkalmas lehet D-hexdz-6-fosz-

fatok enzimatikus elddllitdsdra.
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Rogzitett hexokindzzal a fenti alkalmazdsok gazdasd-
gosabbd tehetdk, illetve a felhaszndldsi terililet szélesit-
hetd.

Rogzitett glikolitikus enzimek sorba kapcsoldsdval a
glikolizis kozti termékeinek elbdllitdsa is megvaldsitha-
td.

9. Enzimek rogzitése

A rogzitéssel szildrd fdzisba vitt enzimek katalitikus
aktivitdsukat meglrzik és folyamatosan miikodtethetdk. A

rogzitett biokatalizdtorokat az aldbbiak szerint osztdlyoz-

zdk /10/.
Rogzitett enzim
|
r T
bezdrt enzim kotott enzim

8 1 ! !
matrixba mikrokapszuldba adszorbedlt kovalensen

zart zart ionosan

A rogzitési mdédszerek a kovetkezdk:

1. hordozdhoz kbtés/carrier-bindig/ mdédszere: vizoldhatat-
lan hordozdhoz kotjik az enzimet fizi-
kai adszorpcidval, ionos vagy kovalens
kGtéssel,

2. kereszt-kotés /cross-linking/ médszere: intermolekuld-
ris keresztkotéseket alakitunk ki az
enzimmolekuldk kozott bi- vagy multi-

funkcids reagensekkel.
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3. bezdrds mdédszere: az enzimeket szemipermedbilis polimer
membrdnnal vesszilk koril vagy szemiper-
medbilis gélrédcsba zdrjuk.

9.1. Enzimek rdgzitése adszorpcidval

Az enzimek adszorpcidval tdrténd rogzitése a legkordb-
ban alkalmazott mddszer, ui. az enzim régzitése a vizben
nem oldodd szildrd hordozdhoz viszonylag egyszerii. Az ad-
szorpcid fligg a pH-tdl, a hémérséklettdl, a kdzeg ionerds-
ségét81l, az enzim és az adszorbens koncentracidjdtdol.
Adszorbensként klilonbozd fémek, kalciﬁm—karbonét,'aktiv
szén, celluldz, kollagén és liveg alkalmazhatdk, melyek nagy
affinitdssal kotik az enzimet /56/.

A médszer hdtrdnya, hogy az ionerdsség, a pH és a hlémér-
séklet vdltozdsa a kOtott enzim deszorpcidjat eredményezheti.
Egyes rogzitett enzimeknél, pl.: a kaolinithez adszorbedlt
uredzndl vagy & nitrocelluldzhoz adszorbedlt laktdt dehid-
rogendzndl irreverzibilis az adszorpcid /53, 54/, mely a

folyamatos miikodtetésnek kedvez.

9.2. Enzimek rogzitése kémiai kotésekkel

A kémiai mddon rogzitett enzimek ionosan és kovalensen
kot8dhetnek a szildrd hordozdhoz. Ekkor ionos komplexek, il-
letve intramolekuldris kovalens kotések, valamint a polimer
hordozdhoz vald kovalens kotés kialakitdsa a cél.

A kovalens kOtéshez viszonylag bonyolult reakcidfeltételek

kellenek és némely esetben megvdltozik a biokatalizdtor
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térbeli szerkezete, esetleg karosodik az aktiv centruma,
ami aktivitds veszteséget, illetve szubsztrdtspecifitas
vdltozdst okozhat. Nagy eldénye a mddszernek, hogy magas
ioner8sségi sdoldat és/vagy szubsztrdt jelenlétében sem
kovetkezik be enzimveszteség; az erls kotés miatt.

Intramolekuldris kovalens keresztkotéseket bi- vagy
multifunkcids reagensekkel az enzimmolekuldk azon oldal-
léncai kozott alakitunk ki, melyek nem jatszanak szerepet
a katalitikus aktivitdsban. Ilyen reagensek pl.: az N,N’-
etilén-bisz-maleimid, az izociandt szdrmazékok, melyek
peptidkdtések; a glutdraldehid, mely Schiff-bdzis; a bisz-
diazo-benzidin, mely diazo-kOtés kialakitdsdra alkalmas.
Ezen reagensekkel intermolekuldris keresztkotéseket is 1ét-
rehozhatunk, mellyel nemcsak a kovalensen kotott, hanem az
adszorbedlt vagy a bezdrt enzimet is irreverzibilisen rog-
zithetjik. Valdészinl, hogy az enzimben kedvezltlen térszer-
kezeti és kémiai vdltozdsokat eredményez a keresztkotés, a-
miért nem tul gyakran alkalmazott ez a mddszer.

LegtObbszor polimer hordozdhoz kovalens kotéssel rogzi-
tik a biokatalizdtorokat. Olyan vizben nem 0lddédé szildrd
hordozdt kell valasztanunk a rogzitéshez, mely nem reagdal
az enzim aktiv centrumbeli aminosavainak oldallédncaival.

Szamos kovalens kotési eljards ismert. Ezekbdl csak

az altalunk alkalmazottakat részletezzik.
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9.2.1e Enzimek rogzitése aktivdalt karboxil-csoportot tar—

talmazd gélre

A szabad karboxil-csoportokat tartalmazd gélt karbo-

diimiddel aktivdljuk, melynek sordn O-acil-izourea szdrma-

zékhoz jutunk. Az aktivdlt gél az enzimet N-termindlis

L-amino- és a lizin E-amino-csoportjai révén rogziti,

sav—amid kStéssel, N,N'-dialkil urea képzddése kozben /26/.

Az aktivdlds és a kapcsolds egyenletei a kdvetkezdk:

@)

/

OH

LHILLL LS

poli-akrilamid-—
N,N?-metilén-
bisz-akrilamid-

akrilsav

H* /O

T By —

vizoldékony kar-

AN

O P—

%——5——o==%——w

bodiimid mazék

O-acil-izourea szar-

A kapcsoldsban az enzim amino-csoportjai vesznek részt:

0
/ ’
\ l
C NH+
\ “
O——¢
|
NH
L

0
/ +
+ NHZ—enzim-- (L\\\
NH-enzim

savamid-kotéssel
rogzitett enzim



- PP

9¢.2.2. Enzimek rogzitése aktivalt hidroxil-csoportot tartal-

mazd gélre

A poliszacharid alapu, pl.: agardz alapu gélek ldncai
hdromdimenzidsak és igy a szabad hidroxil-csoportokat a brdm-
cidnnal torténd aktivalas aciklusos, illetve ciklusos imido-
karbondatta alakitja /25/. Az aktivalt csoportok nukleofil-
csoportokkal, pl.: amino-csoporttal reagdltathatdk. Az ak-

tivdalds és a kapcsolds egyenletei:

3,6-anhidro-L-galaktdz D-galaktdz

OH

LLLLLL L 2207
\
D
i g
@)
)
T
O
+ o/
99,
M
O
T

aktivalt gél



= D8

NH

Qo— C —NH-enzim
C=———=NH + NH, —-enzim-=»_

Py
e M=

N

O-izirea

9.2.3. Enzimek rcgzitése aktivdlt aldehid-csoportot tartal-

mazd gélre

A szabad aldehid-csoportokat tartalmazd gélhez
Schiff-bdzis képz8désével kapcsoldédik az enzim /21/.

A rogzités egyenletei:

/O
S}C\\\\ :}Q\\ NH9 enz1m:¥C——~H,,£}C1’h—en21m
NH—en21m
szabad aldehid cso- gemindlis diol Schiff-
portot tartalmazd gél szdrmazék bédzis

9.3. Enzimek gélbe zardsa

A gélekbe vald bezdrds médszere azért elényds, mert kis
mennyiségii enzimet igényel és a rdgzités viszonylag egysze-
rii /10/. A gélképz8dés sordn az enzim termikus vagy kémiai
hatdsra inaktivdlddhat. A médszer lényeges hdtranya, hogy a
rogzitett enzimek kis aktivitdst mutatnak nagy molekuldju

szubsztrédtokra, diffuzids gdtak miatt.
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10. Rogzitett hexokindzok elbdllitdsa €s tulajdonsagaik

A hexokindzt kiilonboz6 médon, tobbféle hordozdhoz rog-
zitették, illetve méds enzimekkel koimmobilizdltak.

Bohnensack és munkatdrsai /4/ kovalensen rogzitették
az élesztl hexokindzt brdémcidnnal aktivdlt Sephadex G-200
gélhez. Tanulmdnyozva a rogzitett enzim sajatsdgait, nem
tapasztaltak lényeges kiilonbséget az aktivitds pH-fliggésé-
ben. A Michaelis dllanddk értékét gliikézra 0,2 mM-nak,
ATP-re 0,17 mM-nak talaltak.

Broun és munkatdrsai /7/ glutdraldehiddel szérumalbu-
min jelenlétében keresztkotéseket hoztak létre a hexokindz-
molekuldk kozott, és igy egy fehérjemembréanba rogzitették,
majd poliakrilamidba zdrtdk az enzimet. A rdgzitett és az
o0ldott hexokindz specifikus aktivitdsdnak hdnyadosaként
adtdk meg a bekotés mértékét, mely 30 %-os volt.

Schmith és Lenhoff /52/ cianur-kloriddal aktivdlt ce-
lofan-membrdanhoz kapcsoltak -~ kovalensen - hexokindzt. A
rogzitett enzim stabilabbnak mutatkozott, mint az oldott.

Pollack és munkatdrsai /38/ keresztkotott poliakrilamid
gélbe kondenzdcids kopolimerizdcidval rogzitettek enzime -
ket, koztiik hexokindzt is, amelyre 105 EU/g szdrazgél ak-
tivitdst értek el. A hexokindzt gyakran alkalmazzdk koim -
mobilizaldsra.

Mattiason és Mosbach /37/ brdémcidnnal aktivdlt Sepha-
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dex G-50 gélhez hexokindzt, gliikdéz~6-foszfdt dehidrogendzt
és PB-galaktoziddzt rdgzitettek, igy laktdzbdl 6-foszfo-
-gliikonolaktont tudtak elSallitani. Az enzimek "random"
kotédtek a gélre.

Gestrelius és munkatdrsai /20/ poliakrilamidba polime-
rizdltdk a hexokindzt, gliikkdz-oxiddzzal és tripszinnel e-
gyutt. A mikrokdrnyezeti hatdsokat vizsgdlva megdllapitot-
tdk, hogy a hexokindz pH optimuma a rogzitett enzimnél pH
8,1-r81 8,5~re tolddott /5 mM pufferben/. Ha ndvelték a
glukéz‘koncentréciéjét, akkor az optimum értéke pH 9,3-re
tolddott, mely valdsziniileg a gliikkdz-oxiddz reakcidban
képz8ddé protonoknak tulajdonithatd.

Campbell és Chang /9/ szemipermeabilis kollodium mikro-
kapszuldkba zdarta a hexokindzt és a piruvdtkindzt, igy az
ATP és ADP ciklikus regenerdldsdnak a feltételeit tanulmé-
nyozhatték.

Coulet és munkatdrsai /11/ kollagén felhaszndlédsdval
rogzitették a hexokindzt és a tejsav dehidrogendzt. A kol-
lagén karboxil csoportjait metildltdék, majd savaziddd ala-
kitva aktivdltdk. A rogzitéssel T4 EU/cif aktivitdsu hexo -
kindzt dllitottak eld.

Morris és munkatdrsai /34/ nylonhoz kototték a hexoki-
ndzt és a glikéz-6-foszfdt dehidrogendzt. A két enzim rdg-
zitett formdjédt gliikdéz analizisre kivédntdk felhasznalni,

azonban a rogzitett enzimrendszer fokozatos aktivitdsvesz-
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tés miatt alkalmatlannak bizonyult erre.

Mosbach /36/ ugyanezeket az enzimeket poliakrilamid-
poliakrilsav gydngypolimerhez kototte. A karboxilcsopor-
tokat karbodiimiddel aktivdlta. A képz8d4 redukdlt NADPT
mennyiségének meghatdrozdsa alapjdn megdllapitotta, hogy
a koimmobilizdlt rendszer aktivabb, mint az oldott enzim-
rendszer.

Brown és munkatdrsai /8/ a glikolizis elsd négy enzi-
mét /hexokindz, foszfogliikdéz-izomerdz, foszfofruktokindz,
aldoldz/ rogzitették poliakrilamid gélbe. A rdgzitett en-
zimekbdl oszlopot készitettek ugy, hogy az egyes biokata-
lizdtorok a konszekutiv reakcidknak megfelellen egymds
utan helyezkedtek el. A rendszerrel glicerinaldehid-3-
-foszfdtot &llitottak eld.

Luca és Kricka /30/ brdémcidnnal aktivalt Sepharose 4B
gélen multienzim rendszereket rogzitettek. Az 0t rogzitett
enzimb8l 8116 rendszer segitségével gliikdéz-1-foszfdtbdl
1,3-difoszfo~-glicerdtot allitottak eld.

A glikolizis valamennyi enzimét tartalmazdé koimmobi-
1izdlt multienzimrendszeriikkel a glitkézt etanolla alaki-

tottak.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Felhasznalt anvagok:

Kisérleteinkben felhaszndlt vegyszerek kdzilil a
Folin-reagens és az EDC Merck, Darmstadt, NSZK, a CMC
Sigma, St. Louis, USA, ez EDC Aldrich, Steinheim, NSZK,

a PMSF Serva, Heidelberg, NSZK gydrtméany volt. A tiszti-
tdshoz haszndlt Sephadex G-200 gél, a rdgzitésnél alkal-
mazott CNBr aktivdlt Sepharose 4B és a CH Sepharose 4B
Pharmacia, Uppsala, Svédorszdg, mig a szilokrom aldehid
az NPO Biokimreaktiv, Riga, Szovjetunid terméke. A tobbi
anyag a Reanal Finomvegyszergydr /Budapest, Magyarorszidg/

terméke és tovabbi tisztitds nélkiil keriilt felhaszndldsra.

2. A fehérjetartalom meghatarozasa

Az enzimoldatok fehérjetartalmanak meghatdrozdsdt
Lowry és munkatdrsainak médositott médszerével végeztiik.
/29, 44/

Az alkalmazott Folin-reagens lugos pH-n kék szinre-
akcidét ad fehérjékkel, melyet 750, illetve 650 nm-en foto-
metridltunk. A fehérjekoncentrdcidét marha szérum albumin -
bé1l készitett kalibrdcids gbrbe segitségével hatdroztuk
meg.

A Lowry és munkatdrsai dltal leirt /29/ médszerhez

sziikséges oldatok:
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4 %-os Na, CO3 - oldat

0,2 M NaOH-oldat

1 %-os CuSO4—oldat

2,7 %-os K-Na tartardt-oldat

kétszeresére higitott Folin reagens.
Az un. "C"-reagens az aldbbi mdédon késziil:

0,5 c CuS0O,-oldatot 0,5 cw K-Na-tartardt-oldattal ele-

4
gyitiink, majd a 24,5 crr Na2003—oldatb61 és a 24,5 c
NaOH-oldatbdl &116 elegyhez adjuk.

A "C" reagens 2 cw-éhez 0,2 cr fehérjeoldatot pipettd-
zunk €és 10 percig szobahdémérsékleten inkubdljuk. Ekkor
0,2 c - kdzvetlenliil mérés eldtt higitott - Folin rea -
genst adunk hozzd és 30 perc mulva 750 nm-en fotometrdl-
juk. A Schacterle-Pollack mddszer szerint /44/ alkalikus
rézreagenst készitiink, melynek 1 dw-e 120gNaOH-ot, 100 g
NachB—ot /vizmentes/ 1 g K~-Na-tartardtot /vizmentes/ és
0,5 g CuSO4-ot~/vizmentes/ tartalmaz.

1 cr mintdhoz 1 cr alkalikus rézreagenst adunk, majd 10
percig szobahdmérsékleten inkubdljuk az elegyet. Ekkor
gyorsan 4 cw 18-szorosdra higitott Folin-reagenst adunk
hozza és 5 percig 55 OC—os vizflird6be helyezziik. Jeges

vizes hiités utdn 650 nm-en fotometraljuk mintdainkat.

3. A hexokindz katalitikus aktivitdsdanak meghatdrozdsa

A hexokindz katalitikus aktivitdsdnak meghatdrozdsat
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kapcsolt enzimreakcid alapjdn vagy pH indikdtorok segitsé-

gével végezhetjik spektrofotometridsan vagy titrimetridsan.

3.1. A hexokindz katalitikus aktivitdsdnak enzimreakcidn

alapuld meghatdrozdsa

A mérés alapjdt a IL/8. pontban leirt egyenletek képe-
zik /3/. Bgy egység /EU/,az az eunzimmennyiség, amely per-
cenként 1 umol hexdéz foszforildldsdt katalizdlja standard
korilmények kozolt.

SI-rendszerben 1 EU = 16,7 nkatal, mivel 1 katal = 102k

A segédenzim - a gliikéz—-6-foszfdt dehidrogendz -
reakcidjdban képzddd redukdlt NADP'-t 340 nm-es abszorp-
cidja alapjén folyamatosan regisztrdljuk; a térfogatakti-

vitdst az aldbbi egyenlettel szdmitjuk:

AE

EU Az X Vr
térfogataktivitas ( ):

cmw Ex 1 x Vm

ahol V. - a reakcidelegy térfogata -~ crw-ben,

V, - @ minta térfogata - cr-ben,

1 - a fényut hossza - cm-ben,

£ - moldris extinkcids koefficiens, melynek értéke
cif

340 nm-en 6,22
}mml
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AE

—— - 1 perc alatti extinkcidvédltozds

At
A méréshez haszndlt reakcidelegy Osszetétele a kovet-

kez8 volt /3/:

Komponensei Térfogata Koncentrdcid a reakcid-

/er/ elegyben /mM/

TEA-puffer

/0,1 M pH = 7,6/ 1,3 43,3
gliikéz /100 mg/cw/ 12 222,0
MUC12 /0,1 M/ 0,2 6,7
o
ATP /10 mg/crc/ 05l 0,54
NADPT /10 mg/cw/ 0,1 0,38
glilkéz-6-foszfdt de-
hidrogendz 0,01 3,3 pg/em
/1,4 EU/cw/
enzimoldat 0,05

3.2. A hexokindz katalitikus aktivitdsdanak indikdatorokkal

torténd meghatdrozdsa

Az indikdtorokkal végzett aktivitdsméréseknél a

4 HK
hexdéz + ATP —_—

3=

5
x6z-6-foszfdt”
hexdz-6-foszfat L g

+ ADP
folyamatban képzldd protonok az indikdtor szinének vdlto-
zdsd4t eredményezik, illetve a protonok titrdlhatdk. Az

indikdtor szinvdltozédsa fotometridsan detektdlhatd pli-
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indikdtorként krezolvorost /13/ és fenolvorost /31/ nasz-
naltunk. Mindkét indikdtor esetében spektrofotometrikus

médszerrel dolgoztunk.

3.2.1. Krezolvords indikdtorral végzett hexokindz aktivi-

tdsmérés

Egy egység, az az enzimmennyiség, amely percenként
1 pekvivalens proton keletkezését katalizdlja 30 °C-on.

Krezolvoros indikdator hasznalatakor 574 nm-en folya-

matosan regisztrdltuk az optikai elnyelés csOkkenését.Mi-
vel 1 pmol D-gliikéz foszforildcidja ugyanakkora extinkci-
évdltozdst okoz, mint 1 pmol sdésav hozzdaddsa a reakciéd -
elegyhez, ezért standard sdsavval kalibraltunk.

A térfogataktivitdst az aldbbi egyenlettel szamitottulk:

AE
térfogataktivitds ( EU)= 4% X L pmol gliikdz
e/ A E . v
= m

ahol V-~ a minta térfogata -~ cm-ben

AL _,- 1 pmol sésav okozta extinkcidvaltozds
~

AESt=O,O7
.AE1 s )
—_— perc alatti extinkciovaltozas
At

A konstansok behelyettesitésével

) AESt = 0,07 es V["l

= 0,1 cr, a fenti egyenlet igy egyszeriisddik:

EU
térfogataktivités( ) - AE AR
cm Atx0, 007 At
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A méréshez haszndlt reakcidelegy /13/ az aldbbiak sze-

rint késziilt: 7 cw 1,6 %-os MgCl, x 6 H,0 tartalmu

0,006 %-os krezolvortos oldathoz 1,5 cr 0,1 M ATP-oldatot
pipettddunk, majd ezt a keveréket 0,1 M NaOH-oldattal sem-
legesitettiike A biborvords, semlegesitett oldathoz 3 cr

0,1 M/pH = 9,0/ glicil-glicin puffert adtunk, majd desz-
tilldlt vizzel 30 cw-re egészitettiik ki az elegyet. Ezen
reakcidelegy 2,5 cwr-éhez 0,4 cr 0,2 M gliikéz-oldatct mér-
tiink és 0,1 c mintdval inditottuk a reakcidt. A felhasz-

ndlt reakcidelegy Ooszetétele a kovetkezd volt:

Térfogata Koncentrdcid a reakcid-
Jcew/ elegyben /mM/
krezolvoros indika-
tor /0,006 %/ 3,05%x10™2
Mg012 x 6 H2O /1,6 %/ 0,583 15,32
ATP /0,1 M/ 0,125 ' 4,17
glicil-glicin puffer 0,25 8,33
/O,1 M pH = 9,0/
gliikéz /0,2 M/ 0,4 26,7
enzimoldat 0,1

3.2.2. Penolvoros indikdtorral torténd hexokindz aktivitds-

mérés
Penolvoros indikéatoxr alkalmazdasakor 550 nm-en - -foto-

metrdltunk /31/. Egy egység az az enzimmennyiség, amely a
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standard reakcidelegyben 10—8 ekvivalens proton keletkezé-
sét katalizdlja percenként 5 °C-on pH = 7,5-en.

A reakcidelegy az aldbbiak szerint késziilt:

5 co 0,039 M ATP és 0,0065 M MgCl2 x 6 H20 oldathoz

5 c 0,0025 %-os fenolvordos-oldatot mériink, majd 0,1 M
NaOH-oldattal az dtmeneti szinig titrdljuk a keveréket.
Ekkor 5 cr 0,088 M gliikéz-oldatot adunk az elegyhez /a
gliikézt 0,5 M pH = 7,5 Sorensen-foszfdt pufferben oldot-
tuk és desztilldltvizzel higitottuk/. Az igy kapott olda-
tot desztilldltvizzel 20 cr-re egészitjik ki. A kiivet-
tédba 2,5 cw fenti elegyhez 0,5 cr enzimoldatot pipettd-
zunk.

A kalibrdldst szintén sésavval végeztik. A térfogataktivi-
tdst a krezolvdrdss indikdtorndl leirtak szerint szdmolhat-
Jjuke.

A koustansok: AE_, = 1,86 x 107% és V= 0,5 cr

st

Tehdt a térfogataktivitéds (3%%) -
C

- AE - 2E 4 1,075 x 10%

At x 9,3 x 1077 At

/A jelolések azonosak a 3.2.1l. pontban haszndltakkal./

A felhaszndlt reakcidelegy Osszetétele:



= 3 =

- . Térfogata  Koncentrdcid a re-
Reakcidelegy komponensei /iﬁ/oba akciéelegyben /m&/

ATP /0,039 M/  + 0,625 8,13

lgll, x 6 Hy0 /0,0065 1/ 1,35
fenolvorss /0,0025 v%/ 0,625 1,46 x 102
gliikéz /0,088 M/ + 18,52

S6rensen-foszfdt puffer
[0,06 M pH = 7,5/ 0,625 125

enzimoldat Gy5

3.3. A kiilonboz8 aktivitdsmérések Osszehasonlitdsa

Az irodalmi adatok Osszehasonlithatdsdga végett szik-
ségiink volt a kiilonbczd mérési mdédszerek egybevetésére.
Ismert aktivitdsu hexokindz készitmény aktivitdsdt megmér-
ve a fent leirtak alapjdn a kovetkezd faktorokhoz jutot -
tunk /3. tdbldzat/.

A dolgozatban szerepld aktivitdsadatok a 3.1l. pont szerinti
médszerre atszdmitottak.

3. tabldzat: A kiilonboczd hexokindz aktivitdsmérési mdd-

szerek Osszehasonlitdsa

Gliikkéz-6-foszfdt- Krezolvoros in- Fenolvoros in-
—~dehidrogendz segéd- dikdtorral dikdtorral
enzimmel /EU/cm/ /EU/crr/ /EU/c’/

1 S 56,55

0,282 1 15,93

0,017 0,062 1
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4. ROgzitett hexokindz elbdllitdsa

4,1, Akrilex C~100 gélre torténd rogzités /26/

1 g szdraz Akrilex C-100 gélt szuszpenddltunk 50
cr 0,1 M 4 °C-0s TRIS /HC1 vagy foszfdt pufferben
/pH = 7,0/. 2 g CMC-t vagy EDC-t oldottunk 25 crw hideg
fenti pufferben. Ezt a gélhez adva 15-20 percig kevertet-
tiik jeges vizfiirddén. Az igy aktivalt gélhez 20-50 mg 0,1 M
pH = 7,0 TRIS/ HC1l vagy foszfat pufferrel szemben dializd-
lédssal sémentesitett enzimet /300—12OQ EU/ adtunk, majd
4 °C-on, 48 S6rdn &t kevertettiik.
Vakuumsziirés utan a rogzitett enzimet 3 x 100 cr a rogzi-
téshez haszndlt pufferrel, 3 x 100 cw 0,5 M NaCl tartalmu
ugyanilyen pufferrel, majd ismét 3 x 100 cr fenti puffer-
rel mostuk. Ezt kovetden 4 °C-oh a rogzitéshez hasznilt

pufferben /pH = 7,0; 0,1 M/ tdroltuk.

4.2, Rogzités CH-Sepharose 4 B gélre /1/

200 cr 0,5 M NaCl-oldatban 1 g szdraz CH-Sepharose
4 B gélt duzzasztottunk, majd desztilldlt vizes mosdssal
tdvolitottuk el a NaCl-ot /1 g gél 4 crw-re duzzad/.
Cseppenként annyi CMC-oldatot /170 mg/cw/ adtunk a gél-
hez, hogy a karbodiimid végkoncentrdacidja 0,1 M legyen.
/A kOtésnél a folyadék:gél ardny 2:1/
A pH-t 1 drédn keresztiil 4,5-6 k6zott kell tartani 0,1 M

NaOH-oldattal, a késébbiekben mdr kis mértékii a pH valto-
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zds. Kevertetés utdn 6 cr 40-80 mg - desztilldlt vizzel
szemben dializdlt hexokindzt /100-300 EU/ adtunk az ak-
tivdlt gélhez és a pH dllandd ellendrzése mellett 24 6-
rdn &t kevertettiik a rendszert 4 °C-on.

Vakuumsziirés utan 0,5 M NaCl tartalmu pH = 4,0; 0,1 M
acetdt pufferrel /3 x 10 crr/ és 0,5 M NaCl tartalmu
pH = 8,0 0,1 M bordt pufferrel /3 x 10 cw/ mostuk az ele-

gyet. A gélt bordt pufferben 4 °C-on tdroltuk.

4.3. Bromciannal aktivalt Sepharose 4 ‘B gélre torténd rog-—

zités /25/

40,0 cw Sepharose 4 B gélt 1 drw desztilldlt vizzel

mostunk ilivegszirén. A gélhez 40,0 cr desztilldlt vizet a-
dunk és a gélszuszpenzid pH-jat 11,0-ra dllitottuk 1 M
NaOH-oldattal. A gélszuszpenzidhoz elszivdfiilke alatt 12 g
BrCN-t adtunk kis részletekben, mikozben a pH-t 10,5 és
11,0 kdzott tartottuk. /A reakcidedényt 15-25 °C-on ter-
mosztdltuk./
Miutan a pH mdr nem vdltozik a gélt leszlirtikk és mostuk
500 cr 0,1 M NaHCO3—oldattal 25 °C-on.

3,5 e aktivdlt gélhez /ami 1 g szdrazgélnek felel
meg/ 20-60 mg /150-300 EU/ hexokindzt adtunk, melyet 0,1 M
pH = 8 bordt pufferrel szemben dializdltunk. 0 °C-on 16
6rds kevertetés utdn a feliiluszdt leszivattuk, majd mostuk

a gélt: 2 x 15 e 1 M NaCl tartalmu 0,1 M acetdt puffer-
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rel pH = 4,0, 2 x 15 cr 1 M NaCl tartalmu O,1 M bordt
pufferrel pH = 8,0. A gélt 0,1 M pH = 8,0 borat pufferben

tdroltuk 4 °C-on.

4.4, ROgzités szilokrdm-aldehidre /43/

1 g gélt olyan desztilldlt vizzel mostunk, melynek
pH-jdt elbzetesen 8,0-ra dllitottuk, majd 100mg desztil-
141t vizzel pH = 8,0 szemben sémentesitett - hexokindzt
/50-100 EU/ adtunk a gélhez. O °C-on 24 érdt kevertet-
tilk a szuszpenzidt pH ellendrzés mellett /pH = 7-9/. A
mosdst desztilldlt Vizzel végeztiik /3 x 100 cr/, majd a

gélt desztilldlt vizben tdroltuk.

4.5. Poliakrilamid gélbe zaras /8/

1,75 e /20-30 mg/ enzimhez /10-20 EU/ 2,46 cm
0,1 M TRIS/HC1l puffert /pH = 7,6/ adtunk, amelyben 1 g
akrilamidot és 0,05 g N,N’-metilén-bisz-akrilamidot oldot-
tunk. Az elegyhez 0,02 g /NH4/28208—ot és 10,5 ml 3-di-
metil-amino-propionitrilt adtunk. Oxigénmentesités és po-
limerizdcid alatt sdés jéggel hiitottilkk a reaktansokat
/-2 - 0 °C/. A polimerizdcié fél érdn beliil bekdvetkezett.
A gélt szitdn dtnyomtuk, majd 5 x 5 cw 0,1 M pH = 7,5
TRIS/HC1 pufferrel és 5 x 5 cr desztilldlt vizzel mostuk.
Valamennyi rogzitési eljdrds utdn a mosdé oldatok és a
felliluszd fehérjetartalmdnak, valamint ezen oldatok és a

g€l aktivitdsdnak mérése alapjdn kovetkeztettiink a megks-
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tés mértékére.

5. A rogzitett hexokindz aktivitdsdnak meghatdrozasa

100 mg hexokindzt szuszpenddltunk 1,3 cr 0,1 M
pH = 7,6 TEA pufferben. A rogzitett enzimhez 1,2 cr 0,1 M
MgCl2-oldatot és 0,1 c¥ 10 mg/cw ATP-oldatot adtunk.
25 °C-on 10 perces &llandd kevertetés utdn a reakcidt
gyors sziirédssel dllitottuk le, majd a sziirlet 2 cw-éhez
0,1 cr 10 mg/cr NADP -oldatot és 0,05 cr gliikéz-6-
-foszfdt dehidrogendz segédenzimet adva 30 perc utan 340
nm-en fotometridltuk mintdinkat.

A NADPH + HY koncentrdcid ismeretében ktvetkeztet-

hettliink a rogzitett hexokindz aktivitdsdra, melyet a ko-

vetkezd egyenlettel szdamitottunk:

V2 V1
C2. .
V. t
EU _ M2 1
€szdrazgél my

C, - NADPH + H™ koncentrdcié umol/cw-ben,

V, - reakcidelegy térfogata cr-ben,
Vo~ minta térfogata cr-ben,
V, - reakcidelegy térfogata cwr-ben,

tl ~ reakcididd
my - a gél tomege /szdrazgélre szdmitva/ g-ban,
1 - a rogzitett hexokindz dltal katalizdlt reakcidra

utal



- 39 -

2 - a NADPH + H' képz8dés reakcidjdra utal.

6. D-gliikéz, illetve D-gliikéz-6-foszfdt meghatdrozdsa

video-denzitometridsan

A rogzitett hexokindz d1tal katalizdlt reakcidban az at-
alakulds mértékére a szubsztrdt vagy a termék mennyiségi
meghatdrozdsdbdél kovetkeztethetiink.

A feleslegben marad D-gliikkdéz, illetve a képzddd D-glii-
kdz-6-foszfdt meghatdrozdsdara egyarant lehetdség nyilik a
vékonyrétegkromatogram videodenzitometrids értékelésébll.

A 2-3 pnl mintdt Szilikagél 60 F-254 /136 239/ Merck,
Darmstadt, NSZK, lemezre cseppentettiink, majd acetonitril;
desztilldltviz 87:15 ardnyu elegyével futtattunk /18/,
friss futtatdszerrel. A lemezeket szdritjuk, ezt kovetden
elbhivjuk.

Az elbéhivé oldat az aldbbiak szerint késziil:

2 g difenil-amint 2 cr anilinben oldva 50 cwr-re t6lt-

juk acetonnal, és ezt az oldatot hirtelen Osszedntjik

a 10 cr cc. foszforsav 50 cr-re higitott acetonos ol-

datdval. Az Osszedntéskor fellépd zavarossdg keverés

hatdsdra megsziinik.
Az elbhivott lemezeket 5-10 percig 100 °C-on szdritjuk

és videodenzitométerrel értékeljiik.
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V. KISERLETI EREDMENYEK

1. A hexokindz tisztitasa

Az irodalmi leirdsokat kovetd /13, 49, 31/ tisztitd-
sok sordn a hexokindzt rossz kitermeléssel / 1 - 15 %/,
csekély tisztuldssal /2-4/ nyertikk ki és az enzim specifi-
kus aktivitdsa is alacsony volt /0,14 ~ 5 EU/mg/. Ezért

szilkség volt az ismert mddszerek megfeleld médositdsara.

l.1l. A hexokindz feltardsa

Kiilonbozd - mechanikai, kémiai - mdédszerekkel pré-
bdltuk megnovelni a feltdrds hatdsfokdt. E feltdrdsok ered-
ményeit a 4. tdbldzatban foglaltuk Ossze.

Savas fecltdrdssal /0,1 M acctdt puffer, pH =5,6/ is
prébdlkoztunk, de ez gyakorlatilag inaktivdlta az enzimet.
A NaZHPO4—ta1, amménidval, é€s a toluollal végzett feltdra-
sok az irodalmat /13, 49, 31/ kovetik.

Kombindlt - toluol + NazHPO4, vagy citrdt puffer - fel-
tardsaink sordn 100 g szdritott éleszt8hdz 16 cr toluolt
adtunk, majd 312,5 cm 0,2 M Na,HPO,-oldatot vagy 0,1 M
citrat puffert /pH = 6,3/. Az igy nyert szuszpenzidt 3
Srén keresztul 37 °C-os vizfiirddben inkubdltuk, majd egy
éjszakai 4 OC-o0s 4114s utén centrifugdltuk.

Az 5. tdbldzat adatai alapjdn a foszfdtos - 24 dSrai -~
vagy a toluol + citrat pufferes feltdrdst célszeri alkal -

mazni. A feltdrdssal nyert autolizatumbdl a sejttormeléket
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centrifugdldssal vagy szliréssel tdvolitottuk el, majd az
igy nyert felllluszdt, illetve szlirletet tisztitottuk to-

vébb.

l.2. pH-frakciondalas

A nyers extraktumot /13/ 25 °Cc-ra melegitjik, majd
pH-jdt 3 M ecetsavval 4,4-re &1litjuk. Ezt kovetden jég-
flirdébe helyeztik az anyagot. A savazds sordn képzddott
csapadékot 10 perces, 4000 g, 0 °C-os centrifugdlédssal
tavolitottuk el.

A pH-frakciondlds helyetf negativ kicsapdssal prdébal-
koztunk, mert a tisztulds minimélis volt. A nyers kivonat
pH-jadt 3 M ecetsavval 4,8 - 4,9-re csokkentettilk. Ekkor
az enzimveszteség ugyan kisebb lett, de a tisztulds je -
lentésen nem vdltozott - igy a tovabbiakban ezt sem alkal-

maztuk.

l.3. Amménium-szulfdtos frakciondlds

Mivel a kisdzdst kovetd centrifugdldaskor a felililuszd
hexokindz aktivitdsa jelentds volt - 60-70 % - ezért a ki-
csapdst is vizsgdlat targydva tettiik.

20-80 %-os amménium-szulfdtos telitési sorozatot készi-
tettiink - 5 %-os 1lépésenként. A kisdzdst jegesviz firddn
végeztik, s a centrifugdlds utéan /15 perc, 300C g, 4 °c/

a csapadékot 1 cr hideg pufferben /0,1 M TEA puffer
pH = 7,6/ oldottuk.
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A felliluszdk és csapadékok aktivitds mérése és a fe-
hérje tartalom meghatdrozdsa alapjdn az alsd telitési ha-
tdrt 25 %-ban, mig a felsd8t 75 %-ban &llapitottuk meg.

A szildrd amménium-szulfdttal torténd frakciondléds
ezen eredményeit a 3. dbra szemlélteti.

A tisztulds és a kitermelés fokozdsa végett kiilonbszd
pH-n, valamint gliikéz és [3 -merkaptoetanol jelenlétében is
megvizsgdltuk az amménium-szulfdtos telitést.

A toluol és NazHPO4—tal feltdrt élesztd nyers extrak.

tumdnek pH-jat 3 M ecetsavval, illetve amménium-hidroxid-
dal &llitottuk pH = 4,4, 6,0, 8,5, 9,0-re. Ha ekkor csapa-
dék képzlddott, azt centrifugdldssal tavolitottuk el, majd
a felliluszdt 10 %-os 1lépésenként telitettiike A centrifuga-
1ldssal /0 °C, 20 perc, 9000 g/ nyert csapadékokat 1 cr’
hideg desztilldlt vizben oldottuk, majd mértilk a csapadékok
€és feliiluszdk aktivitasat, fehérjetartalmat.

A kisérleti eredményeket a 4. és 5. abra foglalja Osz-
SzZe.

A 4. dbrdn a csapadékok térfogataktivitdsdt dbrazoltux
a telités fliggvényében egy-egy adott pH-n, mig az 5. dbra
a térfogataktivitdst a pH fliggvényében tilinteti fel egy-egy
telitési értéknél.

A kisérleti eredmények alapjén pH = 6-7 a legalkalma-

sabb az ammdénium-szulfdtos telitésre.
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A tisztulds és kitermelés adatait is figyelembe véve
- ezeken a pH-kon - ha tobb 1lépésben telitiink, akkor eld-
szor a nyers extraktumot 40 %-osra, majd a centrifugdlds
sordr nyert feliiluszdt 50, illetve pH = 7,0-en inkdbb 60
%-osra célszeri amménium-szulfdttal teliteni /1ldsd az 5.
tabldzatot/.

Szubsztrdt jelenlétében is telitettiink. A kezeletlen
extraktumhoz 100 mM végkoncentracidéban D-gliikézt adtunk,
majd ezt kovetden telitettilk eamménium-szulfattal. A spe-
cifikus aktivitds €s kitermelés vdaltozdsdt a telités fligg-
vényében &dbrdzoltuk és gliikkdéz nélkiili kontrollhoz hasonli-
tottuk /6. tdbldzat/. A két adat valtozdsa hasonld a kont-
rollhoz, csupdn a kitermelési értékek némileg negyobbak
szubsztrdt jelenlétében.

Tehdt a tobb 1lépésben végzett kicsapdsndl vagy a
nyers extraktumhoz vagy az utolsd kisdzds feliiluszdjdhoz
érdemes szubsztrdtot adni.

Az irodalom alapjan /lésd I1II/4./ ismert, hogy
pH = 7,0-en a [3-merkaptoetanol aktivélja a hexokindzt.
Ennek hatdsat is megvizsgaltuk.

A nyers extraktumhoz 20 mM végkoncentrdcidéban (-mer-
kaptoetanolt adtunk és ezt kovetden amménium-szulfdtos te-
litési sorozatot készitettiink. Mint a 6. tdbldzatbol kitii-
nik, a reagens a tisztuldst jelentdsen befolydsolta /kb.

4—-szeres az 50 %-os csapadékban/, ugyanakkor a kitermelés
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a kontrollal kdzel azonos. A két reagens egylittes alkalma-
zédsdval is prdbdlkoztunk. Ekkor a tisztulds az 50 %-os te-
litettségli csapadékban emelkedett /4,3-szeres lett/, a ki-
termelés viszont lényeges nodvekedést nem mutatott /6. tdb-
lazat/.

A telitésre vonatkozd kisérleteink alapjéan megdllapit-
hatjuk, hogy a telitést dllanddé pH-ellendrzés mellett kell
kivitelezni és célszerii a pH-t 6-7 kOzott tartani, illetve
érdemes az amménium-szulfdtos frakciondldst tobb 1lépésben

végezni /40, 50, 60 %/.

l.4. Kromatografids tisztitasok

l.4.1. Hexokindz tisztitdsa DEAE-celluldz oszlopon

A 104 M EDTA tartalmu 5 mM szukcindt pufferrel
/pH = 6/ szemben dializdlt enzimet DEAE-celluldz oszlop-
kromatogriafidval tisztitottuk tovdbb /48/. Az 1,68 x 6
cm-es oszlopot 5 mM - 10—%MEDTA tartalmu - szukcindt puf-
ferrel /pH = 6/ ekvilibrdltuk. A nem ko6t8d8 fehérjéket a
pufferrel mostuk le az oszloprdl. A mosdst 90 cw/dra at-
folydsi sebességgel végeztilk - 8-9 oszlop agytérfogat-
tal, majd pH = 5,4 szukcindt pufferrel folytattuk az elu-
ciét. Az &tfolydsi sebesség ugyancsak 90 cr/dérds volt.
Két dgytérfogatnyi eluens dtfolyatdsa utdn az dtdramldsi
sebességet 33 crw/dérara csokkentettilk, ekkor azonkan mar

pH = 4,5 szukcindt puffert haszndltunk. Az elucid sorén

a puffer Osszetétele ég koncentrdcidja valtozatlan volt.
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Aktiv frakcidénk csak a pH = 4,5 eludldssal jelent meg €s
mint azt a 6. dbra mutatja, két kOzeli csucsban.

Az oszlopra felvitt 0,89 EU/mg specifikus aktivitdsu
minta 14, illetve ll-szeresére tisztult - a P-I csucs
/ldsd I1/2./ maximdlis specifikus aktivitdsa 12,7 EU/mg,
mig a P-II csucsé 9,9 EU/mg.

A DEAE-celluldz oszlopra felvitt hexokinazt sdégradi-
ens elucidval is tisztithatjuk. Ekkor 41landd pH mellett
8-9 oszlop agytérfogatnyi 5 mM - 10™% M EDTA tartalmu
- szukcindt puferrel /pH = 5,6/ mossuk az oszlopot, majd
0,5 M NaCl tartalmu fenti pufferrel sdégradienst alakitunk
Ekkor az 1,4 x 6,3 cm-es oszlopra felvitt 17,5 EU Osszak-
tivitdsu, 16,4 mg fehérje tartalmu - 10~% M EDTA tartalmu

ki.

5 mM szukcindt pufferrel /pH = 5,6/ szemben dializdlt - en-

zimoldat eludlddik. A 2,5 cmw-es frakcidk mérése alapjén
egy aktiv csucsban jott le a hexokindz, melynek maximdlis
specifikus aktivitdsa 28,7 EU/mg, azaz 27-szeres tisztu-

ldsu /7. dbra/.

l.4.2. Hexokindz tisztitdsa CM-celluldz oszlopkromatogré-

fidval

A DEAE-celluldz oszlopkromatografia soran alkalma-
zott lépcsbzetes pH-elucidéval prdébaltuk a hexokindzt tisz-
titani a kationcseréld CM-celluldz oszlop segitségével.
Az 1,6 x 5,3 cm oszlopra felvitt - 10”% M EDTA tartalmu,

5 mM szukcindt pufferrel /pH = 6,3/ szemben dializdlt -
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enzimoldat Osszaktivitdsa 17 EU, Ossz-fehérjetartalma
16,4 mg volt. Az elucidt 5 mM szukcindt pH = 6,3 /1074

M EDTA tartalmu/ pufferrel kezdtilk, s ezen a pH-n egy
aktiv csucsot is kaptunk, mely egybeesik a fehérje csucs-
csal. A csucs specifikus aktivitdsa 1,4 EU/mg, azaz a
tisztulds minimdlis /1,4-szeres/ /8. &bra/. Tehdt a CM-
—celluldz nem alkalmas a hexokindz kromatogrdfids tisz-
titdsara.

2. A hexokindz rogzitési-kisérletek eredménye

A hexokindzt kovalens kOtéssel rogzitettik vizoldhatd
karbodiimiddel aktivdlt Akrilex C-100 és CH-Sepharose 4B
gélhez; brdmcidnnal aktivdélt Sepharose 4B gélhez, valamint
szilikrdm-aldehidhez, illetve poliakrilamid térhd&ldba zar-
tuk.

A kiilonbozd gélekhez vald rogzités eredményeit Ossze-
hasonlitva, az Akrilex C-100 gélhez t0rténd rdgzités bizo-
nyult a legjobbnak. A rogzitési kisérletek adatait a 8.
tdbldzatban foglaltuk Ossze.

Az Akrilex C-100 gélen torténd rogzitést részleteseb-
ben megvizsgdltuk. A rogzitési kisérletetklilonbozd pufferek
jelenlétében is elvégeztiik.

A puffer-vdltoztatds hatdsait a 9. tdbldzatban mutatjuk be.

A 9. tdbldzat alapjdan az Akrilex C-100 tipusu
hordozdhoz vald rogzitésben a TRIS/HC1l puffer bizonyult a
legjobbnak, illetve a 20 mM cisztein tartalmu TRIS/HC1l
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puffer, mert ekkor jelentdsen megndvekedett a megkotés mér-

téke és csOkkent az aktivitdsveszteség.

3. Az oldott és az Akrilex C-100 gélhez rogzitett hexoki-

ndz katalitikus tulajdonsdgainak és stabilitdsdnak

Osszehasonlitasa

3.1. Az oldott és a rogzitett enzim pH-optimuma

A hidrogén-ion koncentrdciodonak a hexokindz &ltal ka-
talizdlt reakcidra gyakorolt hatdsat pH 4-~-12 koz6tt, 0,1 M
koncentrdcidju pufferek jelenlétében végeztiik.

A pH = 4-5,5-ig 0,1 M acetat, pH = 5,5-7,5-ig 0,1 M
foszfdt és pH = 7,5-8,0-ig 0,1 M TEA, mig pH = 8,0-12-ig
0,1 M glicin puffert haszndltunk.

Az oldott hexokindz pH-optimuma 8,25 mig a rogzités
az optimum eltoldéddsdat eredményezte a lugos tartomdny felé.
A rogzitett hexokindz pH-optimuma 9,75 /9. abra/.

A kUlonbozb ionerdsségii pufferek alkalmazdsa mellett
is meghatdroztuk a rogzitett hexokindz pH-optimumat. 0,02
M, 0,1 M, 0,2 M TRIS/HCl pH = 8-8,7, illetve glicil-glicin
pH = 8,5-11 pufferek jelenlétében a pH-optimum nem valto-
zott /10. &bra/.

3.2. HOmérséklet hatdsa az oldott és a rogzitett hexokindz

aktivitdsara

A hémérséklet hatdsat a hexokindz katalizdlta reakcid-
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ra 30 - 70 °C tartomdnyban hatdroztuk meg. Adott hémérsék-
leten megmértik az enzim aktivitdsdt 0,1 M TEA pufferben

/pH = 7,6/. Igy kaptuk meg az enzim ldtszdlagos hémérsék-
let optimum értékeit, mely oldott hexokindzndl 36 °C, mig

a rogzitettnél 42 °c /11. &bra/.

3.3. A nativ és a rogzitett hexokindz Michaelis-dllanddja-

nak meghatdrozdsa

Az oldott és a rdgzitett hexokindz Michaelis-dllanddjat
két szubsztrdtjdra /D-gliikkéz, ATP/ vizsgdltuk. A D-gliikdz
koncentraciéjat 1-20 mM tartomdanyban vadltoztattuk 0,54 mM
ATP koncentrdcidé mellett, mig az ATP koncentrdcidjat
0,2 - 1,0 mM tartomdnyban vdltoztattuk 222 mM D-gliikdz
koncentracidé alkalmazdsdval. A Michaelis &llanddk meghata-
rozédsdt a Lineweaver~Burk-féle dbrdzoldssal végeztiik.

Az oldott hexokindz K, értéke ATP-re tobb, mint héarom-

M
szorosa a rogzitett hexokindz megfeleld értékének. D-glii-
kézra az ellenkezl eset 411 fenn, vagyis a rogzitett enzim
Ky értéke hdromszorosa az oldott enzimének.

és v értékeket a 12. és 13. 4brdk, valamint

A KM max

a 10. tablazat mutatja be.

3.4. Az oldott és a rozzitett hexokindz ureaval szembeni

viselkedése

Az oldott és a rogzitett enzim konformdcids stabilita-

sdt kiilonbozb koncentrdcidju urea oldatok jelenlétében
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vizsgdltuk. Meghatdrozott iddpontokban mintdt vettink a
0,75 - 2,0 M végkoncentrdacidju urea-oldatokban, szobahl-
mérsékleten inkubdlt oldott és rogzitett hexokindzokbdl
és meghatdroztuk a maradék aktivitdst.

Az inaktivdldédds sebességét a t1/2 értékkel jelle-
mezhetjlik. Az oldott enzim esetében a tl/2 1,5 M uredban
kb. 100 percnek és 2,0 M uredban 63 percnek tehetd, a rog-
zitett hexokindz esetén mdr 1 M uredban 90 perc. Az urea
koncentridcidé novekedtével - 1,5 M, illetve 2,0 M - a tl/2
értéke tovdbb csokken - 28,5, illetve 24 percre.

A leirtakat a 14/a és b. dbra szemlélteti.

3.5. Az oldott és a rogzitett hexokindz pH-stabilitdsa

Kiilonbsz8 pH-ju /pH = 7,0, 8,0, 9,0/ 0,1 M TRIS/HC1
pufferben szobahdmérsékleten inkubdltuk az oldott és a
rogzitett enzimet. Meghatdrozott iddépontokban mintdt véve
mértilk a hexokindz aktivitdsdt. Semleges kOzegben mindkét
forma egyarant stabil, mig lugosabb kdzegben a rdgzitett
hexokindz tlinik stabilabbnak. A rogzitett enzim tl/2 érté-
ke pH = 9,0-en kb. kétszer nagyobb /58 perc/, mint az ol-
dott enzimé /28 perc/. Magasabb pH-n az oldott hexokindz
inaktivdldddsa két részre bonthatd - egy gyorsabb és egy

lassubb szakaszra /15/a és b. abra/.

3.6. Az oldott és a rogzitett hexokindz hdstabilitdsa

Az oldott és a rogzitett hexokindz hdéstabilitdsat
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40-60 ¢ tartomdnyban hasonlitottuk Ossze - 5 OC-onként.
A méréseket 0,1 M TEA pufferben /pH = 7,6/ végeztilkk, miu-
tdn meghatdrozott iddpontokban mintdt vettiink az inkubdlt
enzimbél. 40 és 45 °C-on az oldott hexokindz esetében ak-
tivdldddst figyeltiink meg, melyet a rogzitett enzim nem
mutatott /16/a. és b, dbra/.

Az o0ldott hexokindz héinaktivdldddsi kinetikdjdnak rész-
letes elemzésére szolgdlt a kovetkezd kisérlet: 40 °C-on
az aktivdldddsi maximum idejéig /40 perc/ inkubdltuk az en-
zimet, mikdzben meghatdrozott idépontokban mintdt vettiink
és mértilkk a maradék aktivitdst /0,1 M TEA pufferben
pH = 7,6/, majd 4 °C-on 4llni hagytuk egy éjszakén, s mds—
nap 40 °C-on ugyanannyi ideig inkubdltuk az oldott hexoki-
ndzt, mint az elsdé napon, hasonldan mérve az aktivitdst.
Mindkét alkalommal maximumon &dtmend gdrbét kaptunk. A md-
sodik napi aktivdldédds kisebb mértékii, mint az elsd napi.

Feltételzhetd a kovetkezd dtalakulds:

Monomer/aktiv/ = Dlmer/aktiv/

Monomer/inaktiv/
A hémérséklet kis mértékii novekedése jelentls inaktivals-
déast eredményezett. Az oldott enzim tl/2 értéke 45 °C-on
116 perc, mig 50 °C-on kb. 5 perc. Ugyanezeken a hémérsék-

leteken a rogzitett hexokindz t1/2 értékei 35 perc, illet-
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ve 9 perc. Tehdt a rogzitett enzim magasabb hémérsékleten
lasabban inaktivdlodik.

50 °C felett a hdinaktivdlédds rendkiviil gyors, az ol-
dott hexokindz néhdny percen bellil kicsapddik.

A rogzitett hexokindz inaktivalddédsa Osszetett folya-
mat, mely egy gyorsabb és egy lassabb szakaszra bonthatd.

Az elsd gyors szakaszban az enzim kb. fele inaktivdlddik.

3.7. A rogzitett hexokindz taroldsi stabilitdsa

A rogzitett hexokindzt 0,1 M TEA .pufferben /pH = 7,6/
4 °C-on tdroltuk. Eltarthatdsdgdt szubsztritja /ATP/ és
terméke /glikéz-6-foszfdt/ jelenlétében is vizsgdltuk. A
kontroll jelentds és gyors aktivitdsvesztést mutatott - kb.
2 nap alatt elveszti kezdeti aktivitdsdnak felét. 2 mM ATP
némileg megndveli az eltarthatdsdgot. A hexokindzt terméke
- 2 mM gliikdz-6-foszfdt - jelenlétében célszeri tdrolni,
mivel jelent8sen megnoveli az enzim tdroldsi stabilitdsdt -
7 nap alatt a kezdeti aktivitdsdnak a felét veszti el,

amint ezt a 11l. tdablazat mutatja.

4. A rogzitett hexokindz gyakorlati alkalmazasdnak modelle-

zese

Az Akrilex C-100 gélhez kapcsolt hexokindzt 1,2 x 7 cm
oszlopba t51tdttiikk, majd a 25 °C-os pH = 7,6 reakcidelegy &t-
folyat dsa utdn a képzdd8 termék, D-gliikéz-6-foszfdt meny-

nyiségét glikdéz~-6-foszfdt dehidrogendzzal torténd méréssel
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hatdroztuk meg. Ezen mérés alapjédn kovetkeztethettlink az
oszlop miikGdésére.

E1l8sz0r a rekacidelegy Osszetételét vizsgdltuk meg.
Kiilonb5z8 ATP koncentrdcidju, majd D-gliikdéz, illetve MgCl,
koncentracidju oldatokat készitettiink. Természetesen min-
dig csak az egyik anyag koncentrdacidjat valtoztattuk.

Kisérleteink alapjdn az aldbbi osszetételii reakcide-
legy mellett maximdlis a konverzid: 2 mM D-gliikdz.

2 mM ATP

7 mM MgCl2
Mint az a konverzid-atfolydsi sebesség gOrbébdl /17.&4bra/
kitinik, a legnagyobb dtalakuldst akkor értiikk el, ha 1 cr
reakcidelegy 10-15 perc alatt halad &t az oszlopon.
Meghatdroztuk az oszlop napi, illetve tObb napi hatékony-
sdgat is.

Az Akrilex C-100 gélhez rogzitett hexokindzt 0,8 x 3
cm-es oszlopba toltottiikk. Az eldzbekben meghatdrozott COsz-
szetétell reakcidelegy pH-jat 0,1 M NaOH-oldattal pH = 9,0-
re allitottuk. A reakcidelegy dtfolydsi sebessége 15 perc/cr
volt.

Az oszlop hatékonysdgdt 24 °C-on vizsgdltuk, a gylijtott
2 cw-es frakcidk glikdz tartalmdnak meghatdrozédsa alapjén.
A glikéz mennyiségét videodenzitometridsan hatdroztuk meg,
s igy kOvetkeztettlink a konverzid mértékére. A konverzid

mértékét - a gyljtott 15-18 frakcidban - a 18. dbra mutat-
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ja. Az oszlop a 8-9. frakcidndl mutatott kismértéki csok-
kenést.
Ugyanilyen méreti oszlopot hasonld koriilmények kozott
tobb napon at milkkodtettiink.

Naponta 3-4 2 cw-es frakcidét szedtiink az oszloprdl,
majd 4 °C-on téroltuk a rogzitett hexokindz oszlopot. A
frakcidk gliikkdéz tartalmdnak meghatdrozdsa alapjén kovet-
keztettiink az oszlop tobb napos mikddésére.
A konverzidé mér a mdsodik napon 85 % korili volt, ami fé-
leg a tdrolds alatti inaktivdlddéasnak tulajdonithatd, az
enzim oszloprdl vald leolddddsa nem volt mérhetd.
Az Akrilex C-100 gélhez rdgzitett hexokindz tobb napos

miikcdésének konverzidjdt a 19. dbra szemlélteti.
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VI. MEGVITATAS

A hexokindz szdritott élesztdbdl torténd izoldldsakor
a tisztulds és a kitermelés fokozdsa végett az egyes 1lépé-
seket kiilon-klilon is megvizsgdltuk.

A feltdrds hatdsfokdt az ellendlld élesztd sejtfal
megbontdsdval, tobb sejttartalom kinyerésével prdbdltuk
novelni. Az ozmotikus viszonyok megvaltoztatdsa mellett
toluollal is prodbdlkoztunk. A két hatds egylittes alkalma-
zédsa €s a feltdrds idejének ndvelése eredményezheti a fel-
tdrdssal nyert aktivitds novekedését.

A pH frakciondlds és a negativ kicsapds sordn a mi-
nimdlis tisztuldst a hexokindz és a szennyezésként jelen-
1évé proteolitikus enzimek izoelektromos pontjdnak &tfe-
dése okozhatja.

Az amménium-szulfédtos frakciondlds pH optimuma miatt
az autolizdtum feliiluszdjdnak pH-jét 6-7 kOz6tti értékre
kell &llitani.

A lugos kOriilmények kozott, illetve a gliikdz jelenlétében
végzett amménium-szulfdtos frakciondlds eredményei aldtd-
masztjdk azt az irodalombdl /5/ ismert tényt, hogy a pH
novelése, a magas ionerlsség, glikdz eldsegitik a dimer
enzim disszocidcidjdt - monomerekre.

A kontrollhoz viszonyitott kismértékii kitermelés-no-
vekedés a D-gliikézzal végzett ammdénium-szulfdtos frakciondlds

esetén a szubsztrit szerkezet-stabilizdld hatdsdval fiigghet
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Ossze. A D-gliikéz bekot az aktiv centrum szubsztrat kotd-
helyére, igy meggatolhatja az ionok térszerkezet mdédositd
hatdsat akdr a dimerben, akdr a monomerben.

Bidr az aktiv centrumban cisztein nincs, de szulfhidril
csoportjai révén az aktiv centrumban 1év4 aminosavakkal
hidrogén-kotéseket 1étesithet és ha ez a kapcsolat mdédosul,
akkor az enzim inaktivdlddhat. Semleges kozegben 3 -merkap-
to-etanol védi ezeket a csoportokat. Ezen aktiv konformd-
ciét biztositd, stabilizdld hatdsa adhat magyardzatot az
amménium-szulfdtos frakciondldsban aktivitdsfokozd, tisz-
tulasnoveld szerepére.

Altaldban 70-80 %-os telitettségnél aktivitdsvesztés
1ép fel. Ez a magas ionerdsség mar emlitett hatdsdnak tu-
lajdonithats.

A hexokindz izoenzimjeit DEAE-celluldz oszlopkromatog-
réfidval, pH lépcsbzetes csOkkentésével klilonitettik el. A
kromatogram két csucsa megfelel a P-I és P-II formdknak.

A NaCl-gradiens elucidval kapott csucs az S formdnak felel-
het meg.

A fehérje toltésviszonyai alapjédn anioncseréldkhoz kotd-
dik, kationcserélbkkel /CM-celluldz/ negativ kromatografia
valdsithatd meg. Ekkor az izoenzimek elkiiloniilése nélkil
egy aktiv csucsot kaptunk.

Az &ltalunk alkalmazott rogzitési eljdrdsokndl a kova-

lens kOtések kialakitdsdban a hexokindz primer amino-cso-
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portjai vesznek részt. A bekdotés mértéke nagységrendilég
kiilonbozik, melynek oka a Sepharose 4B gélek esetében el-
s6sorban sztérikus tényezbkkel magyardzhatd, mig a szilo-
krom—-aldehidnél az ok a kevés aktiv csoport lehet.

A hexokindz aktivitdsdt, szerkezetét nagy mértében
befolydsolja a puffer anyagi minésége, pl.: foszfdat puf-
fer eldsegiti a dimer enzim disszocidcidjat, aktivitdsgdt-
16 is, mert a foszfdt az ATP kdt8helyhez kapcsolddhat /5/.
A cisztein hatdsa megegyezik a f-merkapto-etanoléval.
Ezekkel a tényekkel értelmezhetdk az Akrilex C-100 gélhez
torténd rogzités eltérd eredményei kiilonbszd pufferek je-
lenlétében. A poliakrilamid gélbe zdrédskor fellépd nagy-
foku aktivitdsvesztést feltehetbleg a polimerizdcid sordn
keletkez6 szabad gyokok okozhattdk.

A rogzités megvdltoztathatja a fehérje fellileti t01-
tésviszonyait és ezen keresztiil térszerkezetét. Ezek meg-
vdltoztatjdk a katalitikus tulajdonsdgokat és a konformdcids
stabilitdst.

Az Akrilex C-100 gél savas mikrokdrnyezetet jelent a
hexokindz szdmdra. A pH-optimum lugos irdnyba vald eltold-
ddsa erre vezethetd vissza. Az ilyen iranyu eltoldédds po-
lianionos gélek esetében d1ltaldnos.

Ha ez a pH-optimum eltolddds a pufferek ionerdsségének
novelésével megsziintethetd, akkor az eltolddds a polianio-

nos mikrokornyezetbS6l adddik. A hexokindz esetében ezt nem
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tapasztaltuk, tehdt a feliileti 4tt05l1t6dés miatti konfor-
miacié-vdltozds eredményezte a pH-optimum eltoldddsdt, ami

megvaltoztatja a K, értékeket és a stabilitdsi jellemz{l-

M
ket is.

Altaldban a rogzitett oligomer enzimek inaktivaldddsa
/pH, hémérséklet, urea/ bonyolultabb, mint a monomer enzi-
meké, ugyanis az oligomer esetében az alegységek kotodése
kiilonbozd lehet. A rdgzitett hexokindz hé- és pH-stabili-
tdsa nagyobb foku, mint az oldott enzimé.

Az oldott hexokindz héinaktivdldéddsdnak kezdeti sza-
kaszdn né az enzim aktivitdsa, ami a dimer disszocidcidjakor
a megndvekedett hémozgds kovetkeztében fellazult szerkeze-
ti dimer 1létrejottével értelmezhetd. Ehhez az enzimhez a
szubsztrdtmolekuldk konnyebben hozzédférhetnek. A hémérsék-
let novelésével az aktivalddds kisebb mértékii és rovidebb
ideju lesz, ami arra utal, hogy a dimer gyorsabban disszo-
cidldédik, illetve a monomer inaktivdlddik. Ez a hatds ered-
ményezi a tl/2 értékek csdkkenését is /45 °C-on 116 perc,
50 °C-on 5 perc/. Ez mindkét formdndl fenndll és teljes
Osszhangban wan azzal a ténnyel, hogy a hexokindz hékeze-
léssel nem tisztithatd /45 °C feletti autolizis teljes
inaktivdldddst eredményez/.

Az irodalmi adatok alapjéan a pH valtoztatds hatédsdnak
mérését TRIS/HC1 pufferben valdsithatjuk meg, mivel eltben

a pufferben a pH-t81l fliggetleniil nincs disszocidcid /5/.
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Az enzim térbeli szerkezete savas, illetve lugos kOzegben
/24/ "kicsavarodik" €s a hexokindz inaktivalddik. Ez a fo-
lyamat reverzibilis. Ezzel magyardzhatd, hogy a semleges
kozeg a legoptimélisabb az enzim szamdra. Magasabb pH-n

az oldott hexokindz inaktivdldddsa két részre - egy gyor-
sabb és egy lassabb szakaszra - bonthaté. Ez a dimer két
lépéses disszocidcidéjdval, valamint a dimer és a monomer
eltérd stabilitdsdval értelmezhetd.

Denaturdldé szerek /pl.: urea/ koncentracidjdnak ndve-
lése az oldott enzim nagyfoku aktivitdsvesztését okozza.
Ez szintén konformdcid-valtozdsnak, a monomerre disszocid-
18ddsnak és inaktivdldddsnak tulajdonithatd. Kis urea kon-
centrécidéndl /0,75 M/ az aktivdlddéds a szerkezet fellazu-
ldsdval értelmezhetd.

A rogzitett hexokindz hdéinaktivdldddsdnak van egy gyor-
sabb és egy lassubb szakasza, és magasabb hémérsékleteken
nagyobb tl/2 értékeket mériink /50 °C-on 9 perc/, mint az
oldott enzimnél.

A rogzitett hexokindz pH-stabilitdsa lugosabb kdzegben
nagyobb, mint az oldott enzimé. Ezek a stabilitdsbeli kii-
lonbségek a mikrokdrnyezetnek és a rogzités konformdcid
stabilizdld hatdsanak tulajdonithatdk. A rogzitett enzim-
ben feltehetdleg hexokindz izoenzimek vannak, melyeknek az
uredval szembeni stabilitdsa eltérd. Kis koncentrdcidju

/0,75 M, 1,0 M/ urea hatdsdra a rogzitett enzim aktivdld-
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dik, ami valdszinilileg a nem-kovalens kCOtések felszakaddsd-
val, dtrendezbdésével aktivabb konformdcid kialakuldsdt
eredményezheti. Magasabb urea koncentracidk /1,5 M, 2,0 M/
esetén gyors és nagyfoku az aktivitdsvesztés, mely a ki-
1onboz8 formék disszocidcidjdval és inaktivdldddsdval ér-
telmezhetd.

A rogzitéskor létrejovs térszerkezet és feliileti to1l-
tésdllapot vdltozdsok okozhatjdk az enzimformdk affinitds-
beli kiilonbségeit szubsztrdatjaikhoz. A rogzitett hexokindz
affinitdsa D-glikézhoz kisebb, mint az oldott enzimé. Ls-
mert, hogy a D-gliikéz a monomer aktiv centrumaba kotddve
egy szerkezetvdltozdst hoz létre /10/. Valdszini, hogy ez
a vdltozds a rogzitett enzimnél nem valdsulhat meg, vagy a
szubsztrdtkotdhely térszerkezete mddosult. Utdbbival indo-
kolhatd, hogy a rogzitett enzim affinitdsa ATP-re nagyobb.

A gliikéz-6-foszfdt altali véddhatds a tdroldsban az

aktiv térszerkezet rogziilésével értelmezhetl.
A tédrolds alatti fehérjekioldddds nélkiili folyamatos inak-~
tivaldddssal magyardzhatdé az Akrilex C-100 gélhez rogzitett
hexokindzbdl késziilt bszlop konverzidjdnak idbébeli csokke-
nése. Az inaktivdlddds a savas mikrokornyezet okozta disz-
szocidcidnak tulajdonithatd.

Az oszlop konverzidjat a reakcid-elegy dtfolydsi sebes-
sége 1s befolydsolja. A heterogén rendszerek diffuzids ha-
tdsainak megfelelden a konverzid anndl nagyobb, minél ki -

sebb a percenként atdramld reakcidelegy mennyisége.
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VII. OSSZEFOGLALAS

Kisérleti eredményeinket a kdvetkezlkben foglaljuk
Ossze. A hexokindz izoldldsdhoz a szdritott élesztdt tolu-
ollal célszeri feltdrni. Az amménium-szulfdtos frakciona-
14st pH = 6-7 kozott, 20 mM (3-merkapto-etanol jelenlété-
ben tobb 1lépésben /40, 50, 65 %/ kell kivitelezni. A teli-
tést kovetd dializis utdn DEAE-celluldz oszlopkromatogré-
fia sordn pH elucidval vagy sé-gradiens elucidval 27-35,
illetve 69-szeres tisztulds érhetd el a kiinduldsi autoli-
zdtum specifikus aktivitdsdra vonatkoztatva.

A hexokindzt kovalensen rogzitettiik BrCN akfivélt Sep-
harose 4B, CH-Sepharose 4B, szilokrom-aldehid és Akrilex
C-100 gélekhez, illetve poliakrilamid gélbe zdrtuk.

Mivel leghatékonyabbnak az Akrilex C-100 gélre vald rogzi-
tés bizonyult, ezért e rogzitést részletesebben vizsgdl-
tuk. TRIS/HC1l pufferben a cisztein jelenléte 5-szbrdsére
noveli a bekOtés mértékét. |

Az oldott és az Akrilex C-100 gélre rogzitett hexokindz
katalitikus tulajdonsdgait ds stabilitdsdt Osszehasonlitva
megallapithatd:

- a rogzitett enzim pH optimuma a lugos tartomdny felé
tolddik el,
- a ldtszdlagos hémérséklet optimum a rdgzitett enzim-

nél magasabb, 40 °C koriili,
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- a rogzitett hexokindz Michaelis-dllanddja D-gliikdz-
ra nagyobb /6 mM/, mig ATP-re kisebb /0,21 mM/,mint
az oldott enzimre vonatkozd értékek,

- a rogzitett enzim termostabilitdsa és pH vdltozta-
tdssal szembeni ellendlldsa nagyobb foku, mint az
oldott enzimé.

Megédllapitottuk, hogy a rogzitett hexokindzt terméke
gliikSz~-6-foszfdt/ jelenlétében célszeri tdrolni - 4 °c-
on, mivel stabilizdlja az enzimet.

Meghatdroztuk az Akrilex C-100 gélre ridgzitett hexoki-
ndz~oszlop miikddésének optimdlis paramétereit, a reakcide -
legy Osszetételét, dtfolydsi sebességét, valamint konverzi-

0janak idérliiggését.
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3. abra

Az enzimektivitds és a fehérjetartalom megoszldsa az
amménium-szulfadt telités fiiggvényében /8-=10 °C/
——=x enzimektivitds a csapadékban

o———o fehérjetartalom a csapadékban

—

telitesi ¢/
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A hexokindz ektivitdsansk valtozdsa a kiilonbdzd pH-kon
végzett ammdnium-szulfdtos telités sordn - csapadéktan
/8-10°C-on/
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A hexokindz aktivitdsdnak vdltozdsa a pH fliggvényében
dllandé amménium-szulfdt telitési értéknél /a csapa -
dékban, 8-10 °C-on/
Amménium-szulfétos telités ——x 0-30 %
Oo——0 30-40 %
A—A 40-50 %
o0——10 50-6C %

o——® 60-70 %
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6. dbra
Hexokindz tisztitdsa DEAE-celluldz oszlopon

Oszlopméret: 1,68 x 6 cm

eluens

térfogata (cm

Felvitt minta aktivitdsa:24,57 EU /27,6 mg fehérje/

¥————x aktivitds /EU/cr’/
/mg/cw/

O——0 fehérje
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7. abra
Hexokindz tisztitdsa DEAE-celluldz oszlopon
Oszlopméret: 1,4 x 6,3 cm
Felvitt minta aktivitdsa: 17,5 EU /16,4 mg fehérje/
¥————xX aktivitdas /EU/cr’/

o————o fehérje /mg /er/

- +vezetbképesség /mS/
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8. dbra
Hexokindz tisztitdsa ClM-celluldz oszlopon
Oszlopméret: 1,6 x 5,3 cm
Felvitt minta osszaktivitdasa: 17,02 EU /16,4 mg fehérje/
x——x térfogataktivitdas /EU/cm/

o—— o fehérje /mg/cm/

+

+ pH
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9. abra
A hexokindz aktivitdsdnak pH fliggése/0,1 M koncentrdcidju
atfedd pufferekben, szobahémérsékleten/
¥——X oldott hexokindaz

o—e rogzitett hexokindz



s T e

100+ &0
D1§1327t: \E S\D

o

o
Z\

x
e~

relativ aktivitas %

(@)
5
x

g

o~

-
-
g

| I

0 8 9 1 oH

10. &abra
A rogzitett hexokindz aktivitdsdnak vdltozdsa a pH fligg-

vényében - kiilonbdzlé ionerdsségii pufferekben

¥——X 0,02 M TRIS/HCl, illetve glicil-glicin puffer
e———e (0,1 M TRIS/HCl, illetve glicil-glicin puffer

O—— 00,2 M TRIS/HCl, illetve glicil-glicin puffer



e L =

100_‘ /x‘»o’. ®

X~ .
80 0/17/>

relativ aktivitas %

0 30 40 50 60 70

11. &bra

Hémérséklet hatdsa az oldott é€s a rogzitett hexokindz

aktivitdsara
¥——x oldott hexokindz

o———e rigzitett hexokindz
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12. dbra

K és S meghatdrozdsa oldott hexokindz esetén X—X ATP, &——@ D- gliikdz
m

—ZL_
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13, dbra _

meghatdrozdsa rogzitett hexokindz esetén

dm3
mol

———X ATP, &——e D-gliikdz

._{L_
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14. &bra

Urea hatdsa a hexokindz aektivitdsdra /szobahémérsékleten/ 0,1 M TEA pufferben /pH = 7,6/
a./ oldott, b./ rogzitett enzim
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1

50 00 150 200 ids (perd)

A hexokindz pll stabilitdsdnak vdltozdsa - kiilonbozd pH-n 0,1 M TRIS/HC1 pufferben /szoba-

hémérsékleten/

a./ oldott, b./ rogzitett enzim esetén
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16.

Maradek aktivitas

dbra
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A hexokinéz héinaktivdlddédsa 0,1 M TEA pufferben pH= 7,6
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17. abra
Az atfolydsi sebesség vizsgdlata Akrilex C-100 gélhez
régzitett hexokindz-oszlopn /25 °C-on/

Oszlopméret: 1,2 x 7 cm
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18. dbra

Az Akrilex C-100 gélhez ridgzitett hexokindz-oszlop
miiktdési stabilitdsdnak vizsgdlata 24 “C-on
Oszlopméret: 0,8 x 3 cm

atfolyasi sebesseg: 15 perc/cm’reakciéelegy ol = 8,07
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19. &bra
Az Akrilex C-100 gélhez rogzitett hexokindz-oszlop mukbdési
stabilitdsdnak meghatdrozdsa 24 °C-on
oszlopméret: 0,8 x 3 cm

dtfolyédsi sebesség: 15 perc/cr reakcidelegy /pH = 9,0/
= 9
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4.

tabldzat

Kiilonbozb feltdrdsok Osszevetése

Feltdrds médja sza-

EU/g szari-

mg fehérje/g

ritott élesztdbdl EU/mg tott élesztd: szdritott élesztd
0,2 M NapHPO, /13/

37 % 30 0,37 15,5 42
0,2 M NayHPO,

37 % 128 0,3 10,7 36
0,2 M NayHPO,

37 Pa pg° 1.35 15,0 11
0,5 M WH, /49/

37 ¢ 24" 0,91 6,5 7
Toluollal 0,28 97 T 3L4
Toluollal /31/

/friss élesztdébdl/ 0,63 3,6 Bt
Uveggyonggyel 0,14 T46 54
Homokkal 0,09 6,2 7oA
Toluol + 0,2 M

Na,HPO, 37 °C

30 0,3 14,2 (8,5
Toluol + 0,1 M

citrét puffer

/pH = 6,3/ 37 %

34 0,46 15,5 34,1 |
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5. tabldzat

A specifikus aktivitds és a kitermelés vdltozdsa az ammd-—

nium-szulfdtos telités fliggvényében

/NH4/ZSO4—S Specifikus aktivitas Kitermelés
EU/mg %
telités
% pH = 6,0 pH = 7,0 pH = 6,0 pl = 7,0

a.: csapadékban

= 0,14 0,14 100 100
40 - 50 0,485 0,33 26 23
50 - 60 0,32 0,335 25 25
60 - 70 0,30 0,38 1T 45 18
b.: felililuszdban
0 - 40 0,073 0,055 47 37
40 - 50 0,18 0,145 44 38
50 - 60 0,21 0,105 16 20

60 - 70 0,075 0,06 6 4




A specifikus aktivitds és a kitermelés vdltozdsa MET és D-gliikéz jelenlé-

tében az ammdénium-szulfdatos telités csapadékaiban

Specifikus aktivitds /EU/mg/

Kitermelés /%/

MMHa/2504720 0o 20 mi  D-glilks 100 mil 20 mll “gliiksz 1

telités % Deglfikdn MET 200wl VBT D-gliikéz IET 20wl MET
0,2 0,14 0,14 100 100 100

8 ~ 30 0,41 0,32 0,31 5 2,5 5

30 - 40 0,34 0,37 0,27 17 12 5,5

40 - 50 0,53 0,54 0,6 36,5 27 22

50 - 60 0,46 0,41 0,53 38 28 25

60 - 70 0,2 0,28 0,46 14 19 13,5

9

187281085



Hexokindz tisztitdsa pékéleszt8b8l

/33 g szédritott élesztlre vonatkozik az anyagmérleg/

Pisztitdsi Frakcid Osszakti- Kitermeléds  Ossz-fe- Spec.
ls§é1é351 térfogata vitds hérje aktivitds Tisztulds

pes /erw/ / Z EU/ /%/ / Z mg/ /EU/mg/

Peltdards 40 540 100 1113 0,485 1

/toluol+0,1 M

citrat puffer

pH = 6,1/

65 %=-os

/NH4/2SO4—OS

telités

csapadék 6 179 33 242 0,74 1,53

Dializdlt

enzim 11 324 60 179,5 1,8 3,72

DEAE-celluldz

kromatogréfia 2,3 6,65 4,4 0,21 31,66 65,43

*L

16281484

"‘{8"‘



Hexokindz rogzitése kiilonbozd tipusu hordozdkon

A tédbldzatban megadott értékek 1 g szdraz gélre vonatkoznak
Rogzitéshez haszndlt Rogzitett A felllu- Rogzitett
széban és  Aktivitds- enzim spe-
fehérje enzimakti- fehérje aktivitds a mésdkban veszteség cifikus
Hordozdk vitéds maradt ak- aktivitdsa
tivitds EU/mg %
rogzitett
mg % EU % g % EU % EU % EU % fehérje
Akrilex
C-100 26,2 100 300 100 10,2 38,9 31,5 10,5 178,2 59,4 90,3 30,1 3,1 27
CNBr akti-
vélt Sep- 53,4 100 202 100 4,2 7,9 2,0 1,0 131,2 65,0 68,8 34,0 0,48 12,6
harose 4B
CH Sepha-
rose 4B 80,0 100 220 100 - - 3,4 1,5 66,0 30,0 150,6 68,5 - g
Szilokrom-
~aldehid 100 100 60 100 31,5 31,5 0,1 0,2 52,0 86,6 7,9 13,2 0,003 0,53
Poliakril-
amid gélbe
torténé 23,6 100 15 100 15,0 63,7 1,73 11,5 0,1 0,66 13,2 88,0 0,12 18,8
bezdras

‘8

78781481

_Vg_.



Hexokindz rogzitése Akrilex C-100 tipusu hordozdhoz

kiilonbozd pufferek jelenlétében

Réezitési Rogzitett A Telllu- Rogzitett enzim
ok ol - .. 7. szlkban és Aktivitds aktivitédsa
koriilmények feh;rge aktl%ltas a mosékban veszteség EU
i maradt ak- BE. o
g o A % Srogzitett fe-
tivitas hérje
%
Imidazol/HC1
0,1 M 6,8 Ty 68 24,5 2,65
pH = 7,0
TRIS/HC1l puf-
fer, O,l M 39 10,5 59 30,5 291
pH = 740
20 mM ciszte-
in tartalmu
TRIS/HC1 puf- I 55 42 3 10,56
fer, 0,1 M
pH = 7,0
Foszfdt puf-
fer, 0,1 M 80,4 12,3 68,1 19,6 0,22
pH = 7,0

‘6

18Ze1q8]

—98—
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10. tablizat

Az oldott és a rogzitett hexokindz

kinetikai jellemzdi

Michaelis-dllandod VmaX
KM/mM/ / umol/perc/
Szubsztrat
Oldott Rogzitett Oldott Rogzitett
enzim enzim enzim enzim
ATP 0,74 0,21 3,45xlo‘2 4,1x10“3
D-gliikéz 1,92 6,06 2,5x107F  7,14x107°




Rogzitett hexokindz tdroldsi stabilitédsa 4 °C-on

Id6 Maradék aktivitds %
/nap/ 0,1 M TEA puffer 0,1 M TEA puffer pH = 7,6 0,1 M TEA puffer pH = 7,6
pH = T;6 + 2 mM glikéz-6-foszfdt + 2 mM ATP

0 100 100 100
1 96 111 170
2 48 80 91
3 33 71 61
4 32 - 39
5 - 5y 38
6 24 - 16
7 15 54 10
8 T - 6

“LL

1BZEL08%

_Lg_
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