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1. BEVEZETES

A gyakorlati életben, példdul a laboratdériumi diagnosz-
tikdban illetve az iparban gyakran vdlik sziixségessé anyag-
csere termékex koncentrdcidjdnax folyamatos mérése, elbdlli-
tdsux vagy dtalaxitdsux. rzek a feladatoan rogzitett enzimex
alxalmazdsdval viszonylag egyszeriien, gyorsan és gazdasédgo-
can valdsithatéx meg. A rogzitett enzimex legfontosabb tulaj-
donséga, hogy vizben nem oldbédnax és ezdltal egyszerii fiziaai
modszerekkel elkiilonithetdx az egymdsra hatd anyagoxkat és vég-
terméket tartalmaz6 oldattdl, ezért lehetévé vélixk az enzim
ismételt felhaszndlédsa, ami a xSltségeket nagyban csdkkenti.
Az enzimex xiildnféle tipusu és funkcids csoportoxkal rendel-
kezd hordozOxhoz soxfélexéppen rogzithetdéx a felhaszndlési
célhoz igazodva. A rogzitett enzimex egyszeriien és biztosan
kezelhetdsn, ami lehetdévé teszi a folyamatox automatizdlédsdt
is. Szdmos modszert dolgoztar ki a xiilonféle enzimex fbgzité-
sére. Altaldnos kdvetelmény a x06tés jo hatédsfoka és a nagy
stabilitéds.

Munkéns sordn a fruktbz-l,6-difoszfdt aldoldz /fruxktoz-
1,6-difoszfdt-D-gliceraldehid-3foszfét 1idz; EC.4.1.2.13./ -
régi és ma mir kKevéssé haszndlatos nevén a zimohexdzt - xO-

t5ttiik kovalens Kﬁtésenen geresztiil xiilonbdzd tipusu szerves



és szervetlen alapanyagu hordozdxhoz. A rogzitésre xeriilé
enzim elddllitédsdhoz sikeriilt egy - a nyul-vézizombol torténd
izoldlédsra leirt /1/ - médszert ugy moédositanunxk, hogsy az
=ldolézt é jéval olcsobb és nagyobb mennyiségben beszerez-
hetd sertés-vézizombdl &llithassux eld. 4 nyulizombdl izolalt
enzimmel Csszehasonlitva a sertés-izom aldoldz stabilabbnax
mutatkozott, igy a rogzitds sordn jelentxezd r miai hatécua-
nan ic jobban ellendlit. A rdgzitett atdoldz fruktéz-i,b-ui-
foszfdt folyamatos mérésére, valamint triozfoszfdtus sglicer-
zldenid-3-foszfdt és dihidroxiaceton-foszfdt/ elbdllitdséra

haszndlhato fel.
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II. ROVIDILESEK

CMC = l-cyclohexyl-3-/2morpholinoathyl, carpbodiimia
metho-p-touolsulfonat

VDHAP = dihidroxiaceton-foszfdt

DNPH = dinitrofenil-hirazin

rDP = fruxtoz-l,6-difoszfat

F1P = frustéz-1l-foszfét

GA3P = gliceraldehid-3-foszfat

GAPD = gliceraldehid-3-foszfédt-dehidrogendz

wDH = glicerol-3-foszfidt dehidrogendz
sSDS = ndtrium-dodecil-szulfét
TIM = tridzfoszfidt izomeréz

TEMED = N,N,N’,N’-tetrametiléndiamin



III. LRODALMI LKTTEKINTES

l. Enzim-ré6gzitési mdédszerex

Az enzimek sokfélesége ellenére csaxk xkevés enzimet
naszndlnak ipari folyamatox xatalizdtoraként. Az enzimex
felhaszndlhat6sdgdt ugyanis csokkenti, hogy izoldlédsux
k0ltséges, a reasncid végén szennyezbanyagként szerepelnex
és nem, vagy csak nehezen /pl. ultrasziiréssel/ nyerhetdx
vissza a reakcidelegybll. Az egyensuly beédllta utdn a
reakecid gyakorlatilag befejezettnex texinthetd, igy a folya-
matus és ezdltal kelllen gazdasdégos lizem nem valdsithaté meg.
kzen problémédxk kikiliszobolésére célszeru szildrd fézisba at-
vinni az enzimet. Az elddllitott oldhatatlan illetve rogzitett
enzimex katalitikus arktivitdsuxkat megérzig és folyamatosan
felhaszndlhatéx /2/. A rogzitett enzimex eldényei a sovetxke-
z0K: .

- ismételt felhaszndlhatbsdg, amelynex révén a fajlagos

k6ltség csvxkenthetd;

- megnévexkedett stabilitéds;

- az esetleges szubsztrdt vagy terméxgdtlds megsziinik;

- az enzim nem szennyezi a reascidelegyet a reakcid vé-

gén;

- jO6l ellenbrizhetd a katalitikus reakcio;

- katalitikus sorozatreaxciéx is megvaldsithatos;

- folyamatos lizem valdésithatd meg.



A régzitett enzimex azonban nemcsax az ipart gazdagithat-
Jéx uj technoldégidkkal, hamem uj tipusu modellrendszerxént
szolgdlhatnak a sejtex kiilonbozd felililetein megkdtott enzi-
mek miikodésénex vizsgdlatéhoz is.

A kotberbxk természete alapjdn a rogzitéshez hasznalt
médszerexket xét fé csoportba sorolhatjux: a fizikai és a
xémiai kotésex csoportjéba. Altaldnos kovetelmény, hogy a
KOtési reakcid sordn az enzim rogzitett dllapotban is meg-
drizze aktivitdsdt, aminex az a feltétele, hogy az enzim
nativ térezerxezete ne véltozzon meg jelentOsen.,

'isztédn fizikai mddszerex alkalmazdsa sorédn az enzimet

egy szemipermedbilis gélbdl xésziilt récsba zérjuk, vagy egy
ilven tulajdonsédgokxal rendelxkezl polimer membrénnal vessziix
koriil. A fehérjemolekula nem vesz részt a vizoldhatatlan
struktura kialakitédsdban, a gélszerkezet azonban megaxadd-
lyozza a kérnyezetbe vald diffuzidjét és a szubsztridt mole-
kula akaddlytalanul juthat az enzimhez. A médszer elsbsorban
xis molekulattmegii szubsztrdtokkal miikodd enzimex immobilizd-
ldsdra alkalmas a diffuzids gdt miatt. A legelterjedtebb
technika a poliakrilamid gél térhéléjdba zérds /3-4/. A gél
alkzlmas arra, hogy meghatdrozott méretii szemcsékxé apritsék

és szuszpenzid, vagy liofilezett formédban tdroljédkx /5/. A

9]

Snam Progetti olasz cég laboratoriumdban kifejlesztett mdédszer
szerint celluldz-triacetdtbdl, etil-celluldzbdl vagy PVC-bOl

k€szlilt lireges szdlba zérjéx az enzimet /6/.

’

A mécik elterjedt technika a mikrokapszulézéds, melynex

corén diamin és adipoilklorid polimerizél a szerves oldészer
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20 2z enzimet tartalmazb vizes fézis hatédrén uz enzimmole-
guldkat poliamid membrinba zérva /7,8/. Zz utdhbi médszer-
nél tobb enzimet osszehozva azok kdlesdnhatdsal is tanul-
ményozhatdék, modellezve a sejten beliili kdlestnhatédcokat,
tovabbs - mivel a mikrokapszulédkkal szemben nincs immunfo-
lyamat - azok konkrét terdpids alkalmazdsénak a lehetlsége
is adott.

Fizikai mdédszer az enzimek ad s z or pec i déval

terténd rogzitése is. wz a legrégebben zlrkaluazott médszer,

’,

mivel 2 <zildrd hordozb elbdllitdsa €5 az enzim rogzitése
nagvon egyvszeri /3, 9-11/. A legelsd rozzitett enzimet is
ilven médon dllitotték eld 1916-ban, amikor welson és Griffin
invertdst kot8tt aktiv szénhez /12/. Az udszorbenst uszy xell
negvélasztani, hogy az enzim nagy affinitdscal x6t6djon hozz&,
de minimélis denaturdcidéval. nordozdéként zlralmazhatdox xiilon-
bszé fémex, ioncseréld gyantdk, neutrdlis polimerea /13-16/.

A biospecifikus vagy mésnéven affinitdssromatogrédfia
czéleskhriien eflterjedt enzimtisztitédsi eljérdc. Ha a régzi-
tett ligand csak egyetlen molekulédval szemben mutat nagy aa-
tivitdst, akkor specifikus, ha egvszerre t&bb molenuléval
s7emben, akkor osztédlyspecifixus ligendro? beszéliink. A rég-
zitett licand szerkezetétdl és funkcilds csoportjaitol, vala-
mint = fehérje molexula szerkezetétdl fiigeden ionos és hidroféb
kLlesénhutésox alakulhatnak ki. Ha megfeleld wffinitdssal ko=
t6dix az enzim a ligandhoz, lehetdvé vélix rogzitett enzimként
vald felhaszndlédsux /2/. Bz a médszer dtvezet a/Kﬁ;EEREgé

ccoporthoz, a xémiai médszerexhez.,



A kémiai médszer egyik véltozata: ionos kotések kialaki-
tésaval ionos kom pl ex 1létrehozésa. Az elsf
olyan rogzitett enzimet - az aminoacilézt -, amellyel aminosav
racemdtokat tonnds nagységrendben tudtak rezolvédlni, ilyen
médon kctotték DEAE-cellulézhoz illetve DEAE-Sephadexhez /2/.
A médszer eldénye, hogy a hordozé regenerélhatd.

Kovalens médon a rogzités torténhet keresztkttések kiala-
kitédsédval, illetve valamilyen polimer hordozéhoz valé koval ens
kotéssel.

Intramolekulédris kovalens ke-
resztkot és ek az enzim molekuldk katalitikusan nem
aktiv oldalldncai k6zott hozhatbék létre bi- vagy multifunkcids
reagensekkel. Ilyenek példdul: a glutédraldehid /Schiff-bédzis/,
az izociandt szérmazékok /peptidkttés/, a bisz-diazobenzidin
/diazo kotés/, az N,N’-etilén-bisz-maleimid /peptidkctés/ /2/.
Adszorbedlt vagy bezdrt enzim-molekuldk kozott is lehet kotése-
ket kislakitani a rogzitett enzim stabilitésa érdekében. A mdéd-
szer mégsem tul elterjedt a keletkezd nagyméretii aggregédtumok
kedvezétlen tulajdonségai, valamint az aktiv centrum sztérikus
gétldsédnak nagy valdsziniisége miatt.

Az enzimek valamilyen pol imer hordozd -
h o z vald kovalens kttése a leggsakrabban dikalmazott méd-
szerek kozé tartozik. A kotés feltétele, hogy mind a hordozd,
mind az enzim tartalmazzon egymdssal kémieci reakcidra képes
csoportokat. A megfeleld eljédrds kivélasztédsakor minden eset-
ben figyelembe kell venni az enzim funkcibs csoportjainak ti-
pusét, valamint a hordozé reaktiv csoportjainak kémiai tulaj-
donségait. A kovalens kdtésben résztvevé fehérje funkcibs cso-

portja rnem lehet az aktivitds szempontjéb6l esszencidlis.



A k6tésnek tehdt az enzim molekuldk katalitikus aktivitéds
szempont jdb6l kozombos oldalléncai’és a hordozdé aktivdlt
csoportjai kozott kell létrejonnie. A kapcsolési el jérdsok
t6bbnyire a peptidszintézis mddszereivel mutatnak rokonségot
és a kotés néhdny esettdl eltekintve - pl. a poliméleinsav-
anhidrid szédrmazékokr6l lehidrolizdélhat az enzim - irrever-
zibilis.

A fehérjék kovetkez8 csoportjai vihetdk kovalens kdtésbe
a polimer hordozéval:

1. a polipeptid lédnc N-termindlis « -amino, és a lizin

¢ —amino csoportjai

2. P és y -karboxil csoportok, valamint a C-termindlis

aminosav X -karboxil csoportja

3. a tirozin fenol gyiiriije

4. a cisztein szulfhidril csoportja

5. a szerin, treonin és a tirozin hidroxil csoportjai

6. a hisztidin imidazol csoportja

7. a triptofén indol gyiiriije.

A leggyakoribbak az amino- és a karboxil csoportok, valemint
a tirozin illetve a hisztédin gyliriinek reakcidi.

A kapcsolési reakcidkndl leginkébb térszerkezeti krité-
riumoknak kell teljeslilniiik. Természetesen az aktiv centrum
létrehozésédért felelés oldallédncokat védd csoportokkal reggél-
tatva is megakadélyozhatjuk abban, hogy részt vegyenek kova-
lens kétés létrejottében. A védS csoportok a kovel ens kotés
létrejotte utédn, viszonylag konnyen eltévolithaték /2,3/.
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A xovalens régzitési eljdrdsnax a Jlegnagyobb eldnye,
hogy a xémiailag x6t6tt enzimex tobbsége stabilabb, mint u-
cvanezen enzimexknex a vizes oldava, ugyanis a megkdtéssel
réozitddik az aktiv térszerkezet. Az enzim-hordoz6 xk6lcsdnha-
tdsa kovetkeztében megvdltozhatnax egyes enzimatikus tulaj-
donsdgok, igy példdul az tnemésztésre is képes fehdrjebontd
enzimek elveszthetik ezt a xépességiiket.

mindez természetesen nem azt jelenti, hosy ezex a'né—
szitményex a végtelenségig megtartjdx aktivitésukat, hanem
csak azt, hogy még vizes szuszpenzid formédjéban is hosszu
ideig eltarthatoéox. wléfordul, hogy é k0tott enzimen fajlagos
aktivitésa sokkal kisebb az oldatban levdknél, de ezt tartd-
san meglrzik. Az aktivitéds csPkkenésénex az oxka, hogy az
enzimmolexulédx egy része xdrosodisx a hordozdhoz vald xotés
soréan, ezenkiviil a x65t6tt enzimhez sztérikus onox miatt
esetleg nehezebben férnek hozzd a szubsztrédt molexuléx, mint
a7 oldott enzimhez,

Az enzimekr stabilitdsénak megndveliésén tul a xkovalens
Kbtéseken Keresztﬁli rﬁgzités tovdbbi eldnye, hogy csax igy
Keletkezik széles szubsztrét koncentrdcidé tartomdnyban alkal-
mazhaté, jol aefinidlhatdé molekuldris xomplexum.

A médszer eddig felsorolt eldnyei miatt xovalens moédon
rogzitettiik siilonbdz6 hordozdkhoz a glikolizic egyik enzimét,
az ¥DP aldoldzt /fruktéz-l,6-difoszfét-u~gliceraldehid-3fosz-
fét 1iédzt; EC 4.1.2.13/.
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2. Az aldolédzox molekuldris tulajdonsigai

Az aldolézokat xét osztdlyra xiilonithet jiix hatdsmecha-
nizmusux alapjén /19,20/. |

Az elsé osztdlyba a Schiff-bdzist xépezb aldoldzox
tartoznak, melyex az &dllatokban, a noévények tulnyomd tsbbsé-
gében és egyes mikroorganizmusokban fordulnak el8. Az emlés
szovetex aldolézai négy alegységbdl éllnax és szervspecifikus
izoenzimrendszerrel rendelkeznex. ghhez hérom xlilonbszl tipusu
alegységet kell szintetizdlni, amelyexet A,B és C-vel jeldliink,
igy ©sszesen tizenkét kombindcid /izoenzim/ addédisn. Az egyes
izoenzimen jél elkiilonithetéx xatalitikus, immunolégiai,
elextroforetikus és xkromatogréfids sajétsdgaix alapjén.

Az izomzatban tulnyombéan az A, izoenzim fordul elé
/aldolédz-a/, a midjban és a vesében a B, izoenzim taldlhat6
/aldoléz B/ kis mennyiségii AB hibriddel egyiitt, az agyban
éa a szivben pedig AC hibridenzimek vannax. wmig az aldoldz-a
nagyobb affinitédst mutat a ¥DP-hoz mint a ¥lP-hoz, addig az
aldolédz-B mindkét szubsztrdthoz egyformdn xis affinitést
matat /él/. Az aldoldz-A esetén az rDP/FlP hasitdsi ardny
5v koriilli, ugyanez aldoldz-p-nél 1-2, a C tipusu aldolédzra
pedig 12 kxoriili értéket irnaxk le /22/. Ezek a szubsztrit-
kvéciens értékexk annyira jellemzlex az enzimre, hogy a
laboratériumi vizsgdédlatokndl diagnosztikai jelentdséget tu-

|

lajdonitanak nexik, ember esetén a védzizomaldolézra 22,0, a

médjaldoldzra 1,2 az elfogadott /23/.
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Az I. osztélyba tartozd aldoldzox miikodésiikhdz nem
igényelhex fém ionosat, s6t a fém ionox gdtldé hatdst fejte-
nex ki merkaptid ko6tésex kialaxulédsa révén. Az enzim aktiv
centrumdban 1lizil oldallédncok vannaxk /25/ amelyek a satali-
z8lt reakcidban a szubsztritox karbonil-csoportjdval Schiff-
bézis képzésében vesznex részt. Az enzimet - szubsztrit je-
lenlétében - a ndtrium borohidrid /NaBH4/ inaktivél ja. Mole-
kulatomeglix 147-180 ezer dalton /26/. |

Az aldolédzox iII. osztdlydba a baktériumok és gombdx al-
doldzai tartoznak. A katalizisben nem vesznek részt lizin
oldallléncox, helyettiix jelentls szerepilik van a két vegyér-—
téxi fémeknek, tdbbnyire Zu2+-nen. A reaxcié sorén nem tor-
ténik Schiff-bdzis képzbdés. Az EDTA gdtolja az enzimet, de
a gétlds rDP-vel kivédhetd. A molekuléx feltehetlen xét alegy-
ségbbl dllnax /27/, molekulatdmegiix koriilbeliil 7u-80 000
dalton. uptimdlis aktivitdsux xifejtéséhez fémionoxat igé-
nyelnex /28,29/. Elesztébdl irtdx le az elsd idetartozdé enzi-
met /30/. A metalloaldoldzok jellemzd specifikus aktivitdsa
éleszté esetén 173 U/mg, mig az emlls vézizombél izoldlt
Schiff-bdzis-képzé lizin aldolédzoxra 15 U/mg x6riili értéket
irtax le /31/.

Az enzimet izom és élesztd kivonatokban meyerhof és
Lohmann /37/ mutatta ki elészdr 19%4-ben, de az ¥DP enzimati-
kus hasitédsédt lkischer és Tafel /83/ mér 1887-ben felfedezte.

Az elsé TIM mentes nyul-izomaldoldz izoldlésa pedig Herbert
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és munkatérsai nevéhez fiizédik /34/. Ezdltal nyilt meg az ut
az enzim tulajdonségainax részletes vizsgdlata eldtt.

Az aldoléz inracelluléris enzim, amely a citoplazma
oldhaté frakcidéjédban fordul elé. Az emllstr vézizomzatéban
talédlhaté fehérjéx legnagyobb részét a glikolitikus enzimex
teszik ki, amelyex k6ziil az aldolédz mennyiségi ardnya 8-1u%
el g

A nyul-védzizom aldoldz izoldldsédra leggyakrabban a
raylor /1/ és munkatdrsai dltal kidolgozott mdédszert alkal-
mazzédk, mely szerint a vizes extrarktum frakciondlésa, tovéabbd
a prepardtumok dtkristdlyositdesa semleges, telitett ammonium-
szulfét oldattal torténik.

Az aldoldz prepardtumokat dltaldban 3-5-sz8r dtkristé-
lyositott forméban haszndljédk. Lovébbi tisztités ioncserés
kromatogréfia segitségével /DEAE vagy foszfo-cellulézok/
torténhet.

A nyulizom enzim méltomege 160 000 k6riil van /38,39/.

A molexula alkalikus borétban, uredban /40,41/, savban /42,43/
és guadinium hidroxloridban /44/ négy alegységre disszpciél.
mzek k6zlil két alegység azonos, mig a mdsik ketté az elsdd-
leges struxkturdban eltér ettdl /45/.

Az ugynevezett A tipusu alegység két molekulédris alfor-
méban /« és P / fordul eld, amelyeket a C-termindlis
hexapeptidjében egy aminosav eltérése kiilonbdztet meg egy-
méstél /46/. Az & -léncban [le-Ser-asn-His-Ala-iyr, mig a

P -léncban Lle-Ser-Asp-His-Ala-lyr az aminosavak sorrendje.
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A nyul-izomaldoldz tetramer szerkezete tehdt a kbvetkezl:

Lo P oo Egy-egy alegység méltomege koriilbeliil 40 000 dalton
/47/, prolin az N-termindlis /48/ és tirozin a C-termindlis
/49/ aminosav. Az alegység prCN-nal torténd hasitdsa és a
hasitési termékex Sephadex u=75 oszlopon vald elkiilonitése
eredményeképpen Lai /50/ négy jél kimutathaté frakciodt ka-
pott. Az V. és az aktiv centrumot tartalmazé /A/ IV. fraxcié
két rovid peptid, mig a C-termindlis /C/ és az N-termindlist
/N/ magéban foglald xét peptid /III.illetve LI. fraxcid/
hosszabb. Az elsS frakcié az Osszes aminosavnak kevesebb mint

10%-ét tartalmazza.
3. Az aldolédzok katalitikus tulajdonségai

A gliikolizis folyamatédban a fruktoéz-1l,6-difoszfdtot az
aldoldz két tridzfoszfdtra bontja. A folyamat az aldolkonden-
zédcibé megforditdsdnax felel meg.

aldoléaz =5,72 cal
¥DP ~  DHAP+GA3P

\ .
A fenti - egyensulyra vezeté - reakcidé standard koriil-

ményex Koz6tt az FDkaeletKezése irényéban van eltolva.
Mivel a sejtekben az ¥DP koncentrdcidja ardanylag kicsi
/~ U,1lmM/, nagy mennyisége lebomlix, mielétt még az egyen-
sulyi xoncentrécidét elérné.

Az rDP-ner az aldoldzhoz vald elsbdleges x5tddése valb-

sziniileg a foszfdt-csoportokon keresztiil torténis /52/.
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llenler és Bloom fotometridsan ktvették a DHAP karbonil
csoportja és az aldoléz aktiv centrumdban 1évé /lys 221/
aminosav csoportja ktzttt létrejové Schiff-bézis intermedier
kialakuldsdt /17/.

A vézizom aldoldz nemcsak az alapreakcidét katalizdl ja,
hanem mds aldoldimerizécibs illetve szén-szén kotés hasitési
reakecidk katalizisére is képes. /pl: F 1P=DHAP+D-GA/

Az aldoldz pH-optimuma pH=7,5-10-nek adddott, az éktivi-
tést ¥ -GDH segitségzével mérve. llds médszerekkel kapott ada-
tok szerint az optimum intervalluma sziikebb, ami valdsziniileg
az ezen médszereknél haszndlt anyagok magasabb pH értékkel szem-
beni érzékenységébbl adddik /18/.

4. Nyul védzizom aldoldz rogzitése

Nyul vézizombll izoldlt aldolézt rogzitettek mér fizikai
és kémiai médszerekkel egyardnt kiiltnféle vizoldhatgtlan hor-
dozdbkhoz.

Fizikai médszerekkel tdrtént az enzim térhdldsitott poli-
akrilamid gélbe vald bezdrésa /56/.

Kémiai uton, kovalens kotésekkel az aldbbi hordozdékhoz
kotottek mér aldoldzt:

- szubsztitudlt poliakrilamid gélhez /60/;

Cil-agardzhoz;

- Sepharose 4B-hez /57/;
- aminoetil celluldzhoz /AEC/, etilén /moleinsav-anhidrid/
kopolimerhez /EMA/, és p-aminobenzil celluldézhoz /PAB//58

- N,N»-polimetilén-bis-jodacetamidhoz /74/;
A fenti kisérletek eredményeit az I. tdbldzat foglalja Ossze.



I. tédbldzat: Kiilonbozd hordozdkhoz rtgzitett nydl vdzizom aldoldz katalitikus tulajdonsdgainak

Osszehasonlitdsa
Régzitett
Hordozd Kotés Aktivités Spece.akt, fehérje Apparens  Maradék
tipus /U/ml gél/ /U/mg xerogél/ /mg/mg szisé /Km mM/ akt.

) razanyag/ /%/
Poliakrilamid bezérds - - 2,1,10"2 - 10,4
Szubsztitudlt |
poliakrilamid kovalens 15 - - - 40,0
CM=-agardz kovalens - - 2,8 ml - 13,3
Sepharose 4B kovalens 0,859 4,2 0,206/ml - -

i til -2 -2
éﬁl?ﬁiéé kovalens - - 4,2.10 4.10 750
hiazsa/ Rapolinen 2'7 kovalens - - 4,9.1002 3,6 10,0
P-gminobenzil -2 -3
celluloz kovalens - - 1,4.10 6410 -
N,N?=polimetilén
bis-jodacetamid kovalens = - - - 40,0
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Az izomaldoldzt xisérleteinx sordn poliaanrilamid
alapu karboxil funkcids csoportoxat tartalmazd Axkrilex
és aldehid csoportoxat tartalmazd szilixkdt alapu szilokrom

gélekhez kotottiik.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

A felhaszndlt anyagok Beanal gydrtmdnyuak voltak, a
rovetxezbdn xivételével: CMC /Sigma/, etilénglikol-monowe-
tiléter, Folin-Ciocalteus fenolreagens /MERCK/ és Sephadex
G-200 /Pharmacia/.

Aldoléz aktivitéséngx mérése

Az aldoléz éltal xatalizélt reakcio egyensulyra vezet,
amely az FDP keletxkezése irdnydban van eltolva. Az enzim
aktivitésédnax mérésére a reakci¢ lefolydsdnax mind«ét irédny-
ba torténé kovetése felhaszndlhato, az egyensuly xivént
irényba t6rténé eltoldsa mellett. A gyakoriatban leginkdbb
a triorfoszfétox xeletxezési sebességét mérik. Ebben az
esetben az egyensuly eltoldsa enzimatikus uton /pl.:GAPD,
TIM, GOH/ torténd tovaboalakitésédval, vagy a sxeletxezl tri-
6zfoszfidtox xémiai bloxkkolédsa utjén /hidrazinnal és hidra-
zinszérmazékokkal/ lehetséges.

Az aldoldz aktivitdsdnax mérésére tobb modszert is
felhaszndlhatunx:

1. A segédenzimmel t6rténd mérés

a. GAPD segédenzimmel t&rténé aktivitdsmérés /51/
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A reakcidelegy Osszetétele:
Végtérfogat: 1,85 wl

Végxoncentrédcidk
a reakcidelegyven: FDP: 0,8 mu

aDT: 1,7 mu
GAFD: 33 U
HAO4: 0,8 wil
Puffer: PRIS/HCL: 50 wll /pH=T7,5/
Az egy perc alatt atalaxitott szubsztratmolesulda

szdmdt az aldbbi xéplettel szamitottux xi:
R

0OE .
340/perc U/l minta
1,0 x vminta/ml/ /P v/ /

Figyelembe xell venniink, hogy a reascit lefutédsét
a GAPD : aldoldz arany erdsen befolyiZsolja, ezért
a GADP-t minaig feleslegben kell a reakcioelegy-
hez hozzédadni.
b. TIi/GDH segdédenzimmel tcrténd aktivitidsmérés /62,63/
A reakcioelegy Osszetétéle:
Végtérfogat: 3,00 mt

Végaoncentricioa
a reakcioelegyben: FDP: 1,1 uil

NADH+H': 0,2 wM
TIN/GDH: 9,6/1,5
Puffer: TRIS/HCl: 50 mM /pH=7,5/

Foszfédt: LO mM - 800 mM /pH=

%7
Az enzim aktivitdsdnax meghatirozds az aldooi néplét

segitségével torténix:

_ 3,00
EA= 7 ____AE340/perc /U/mL minta/

/mL/ x 2

1,0 x vminta
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2. Segédenzim nélsiiti aktivitésmérést a xovalens
n0t0dés és a hdémérséxletfiiggés vizsgdiatxor Sioley és
Lehninger modszere alapjén végeztiik /64/.

A wérés eive, hogy a reakcioban a DHAP és & a-GA3P
a hidrazinnal xapecsolodix. Bzt NaOH-dal hiaralizél jua, és
az igy el8dllitott szabaa triozosnat a 2,4-uPH-val reagédltat-
jusx. Ez metilglioxdl-3,4-dinitrofeniloszazonbol és piro-

sz616sav-2,4~-dinitrofenilhidrazonb6l 4110 keveréket ered-

ményez. Mindkét xomponens v&rs szinnel olaoaix lugos ab-
zegben. Az adszorpcids maximum 535-540 nu «6z6tt van, ami
&z alxkédlikus metilcelluszolv hasznélata esetén 570 nu-re
toldédin el.

A méréshez az alébbi olaatosxat nészitettiin el:

L. Frissen sxészitett a szubsztrét reagens
0,02 M FDP : 0,12 M hidrazin pH=8,2 /i:1/
Hidrazin preparéiésa: 1,5 M NaOH/IM hidrazin szulfédt
2. 30% TCA
3. 0,06N NaOH
4. 0,075 M 2,4 DNPH 41,5N HCL-ban olava
5. Alxdlixus metilcelloszolv /L térf. LN NaOH + 2 térf.
etilénglinol monometiléter/

Mérés: 10 ml mintdt mikroxémcscvekbe tesziina, jeges
firadén. 100 M1l szubsztrédtreagenst pipettézuns minden wintdhoz,
rajd osszeaeverjik. 38%=-on 30 percig inaubéljua, maja 20 ul
TCA-t €s 100 m 1 NaOH-ot adunn hozzé és Ssszerézzua. Ha sos

a protein, lecentrifugédijus. A lug hozzdaddsa utén 30 £ 5
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perccel 50 pL altiguothoz 50 ui DNFPH-% vipettdzuns és ova-
tosan tsszexeverjia. 30-60 perc mulva szobanduérséaleten
L il lugos metilceriuszolvot adunn hozza és ujabo 30 perc

muiva 570 nu-en leolvassusx a szines hicrazon extinacitjét.

Az aktivités meghatédrozédsa a sovetsxezbképpen toértént:

8570 60 1100 230

* T 50 10

Tért. akt. = —é__ n

£ = 58000; t= insubdcios iaé /perc/

= /M/1 ereaeti winta/ora/

A rogzitett enziw aktivitédsdnas wérése cordn a reakcid-
elegyet féiLsnéucsGbe mérve a rogzitett enziumel nevertetve
tértént az insupndlés. Az lvegsziirdn lesziirt reakcioelegy
extinnciojéool AE34O/sec mérésével az oldott enziméhez ha-
conldan szédmoltux a rogzitett enziw aktivitasit.

/A kevertetés azért Lényeges, mert e nélaiiL az enzimaészit-
wény sliton fézisxént halmozodin fel - mivel a gélszemcséxk
nililepednex - és ez végs§ soron azt ereaményezi, hogy a
reakciosebességet az elegyben lejédtszoad diffuzios folya-

matox hatdrozzés meg./

A fehérjetartalom meghatdrozisa

A fehérjeoldatok koncentréciojdnas megnaterozdsa Erg0
wérésével, ilietve Lowry és munaatdrsai /1951/ modszere alap-
jén tértént /65/. A xalibrdcios gdroe felvételesor marha szé-
rusmalbumint /BSA/ haszndltunk. A xiilonbczé hordozéshoz rog-

zitett fehérjemennyiséget inairesxt uton - a reakcitelegybe
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vitt és a rogzitési eljdrés utéan a felililuszopban, ilietve

a mwos6folyaaénban maradt fehérjemennyiség xiilcnovizetexént -

hatdroztux meg.

Poliakrilamid gél elextroforézis

Az enzimes homogenitésédnan vizsgélate poliaxrilamid

gélelentroforézissel tdértént, az Ornstein é€s Davis 4ltal

siaolgozott /64/ diszxontinualis pufferrenaszerben. A vizs-

gélathoz az

A

aléboi olaatonat hasznaltux:

olaat:

oldat:

olaat:

olaat:

LN HCL
TRIS

TEMED

1000 ml-re
pH= 8,9
AN HCL
TRIS

IEMED
1000 ml-re
PH= 6,7
Asrilamia
BIS

1000 mi-re
Anrilamia
BIS

1000 ml-re

48,0 mt
36,6 g
0,23 wt

feltbltve desztiliélt vizzel,

48,0 mi
5,98 g
0,46 mi

feltoltve,

28,10 g
0,635 g

feltoitve,

10,0 g
2,5 g

feltcitve,
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E otlaatv: Ribofiavin 4,0 nug
100 wi-re felttitve
F olaat: Szaharoz 40,0 g
100 wl-re felttltve
G oldat: Auméniuwperszulfét 0,14 g
100 mi-re felttltve
Elektrodpuffer tdrzsolaat: 1TRIS 6,0 g
GLicin 28,8 g
1000 mli-re feltoltve,
PH= 8,3
Hasznéiat elétt LO0x
nigitani!
AisO /szeparéird/ géi: 5ml A olaat

10wl C oldat

5 ol H20

20wl G olaat
2-2 wl wonomert Uvegecsoveabe wmériink, ré L-2 mu-nyi vizet
rétegziinn. A polimerizdcits idé nBriilbeliil 30 perc. A géli
7%-0s az akritawid wonomerre nézve.
Fels$ /tomorité/ géui: Smi B oldat

10mt D oldat

20 wl F olaat

5 ml E olaat

0,2 -0,2 mL wmwonomert mériinn a szepardio géLex feliiietére,
waja ré néhény mi vizet rétegziink. A géL fotopolimerizdcioés

folyamatban xeletxezik.
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Minta-el8készités:a minta vezetlképessége a 8x-ra higitott
A oldat vezetlOképességénél nem lehet nagyobb. A mintdkat
20%—o0s szakardz oldatban vittikk fel a gélekre, a2z elektro-
forézis 5 miA/gél egyendram mellett 2 dra volt. A géleken
elvalt fehérjefrakcidk festése 12,5% TCA-ban oldott 0,012%
Comassie Brilliant Blue 6250 oldattal, a festés utdni tarté-
sitds 5% ecetsav oldatban tortént. Az aldoldz specifikus
kimutatésédra az alédbbi reakcibelegyet haszndltuk:

1,5 mz NAD'

0,45 mg jéd-tetrazdblium-hidroklorid

0,14 mg fenazin-metoszulfat

1,5  mol FDP

C,9 mol NazHASO4

33 U GAFD

1 ml 0,1 M TRIS/HC1  pH=7,5

i géleket a reakcifelegyben 15 rercig inkubel juk 57%-on
és a megjelend ibolyaszinii csikok alepjén azonosithatjuk az
aldolézt. A szin tartdsitédsa 10w-o0s etaholban tértént, amely-
ben a gél nem aktiv részeibll kioldddik a szirezék.

A molekulatomeg meghatérozdsa az Ornstein-Davis 41ltal
meghatérozott gél- és pufferrendszerekkel, SDS gélelektrofo-
rézissel tértént. SDS jelenlétében a polipeptidléncok géle-
lektroforetikus mobilitésédt pmmztédn nmolekulatomegiik hatéroz-
za meg. E jelenség alapjén Weber és Osborn egyszerii és gyors

médszert dolgoztak ki a molekulatomeg gyors meghatérozédséra.

/75/. A molekulatomeg kiszémitésa ismert molekulattmegii poli-
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pepticen és fenhérjék felhaszndlacdval n.észiilt salibré-
cidés gbrbe segitségévelr torténix. Molexulatomeg standard-
sént mioglubint, BSA-t, nyuil-viézizow aldolazt és GOD-ot

hasznealtuna.

Az alaolaz régzitése sziiara fédzisu horaozoxon

Az enzim régzitéséhez szerves /Aarilex/ és szervetlen
/Sziloarow/ alapanyagu horduzosat nasznéituna.

A7z Akrilex gélesn alapvézédt asnrilamid-akriisav-N,N’-meti-
lénbiszanrilamia alaotja. A hordozoésa Anrilex P-100 tipusu géiL-
pdL xészlinek, amelynes szemcse&twérodje 100-320 ;' m.

Az Axrilex C-L00 gél narboxii funacios csoportossal
/6,2 20,3 weq/g szdraz gél/ renaelsezin, amelyex astivéidsa
vizolahato karbodiimicaelr tortént. A fenérjék narboxilét
tartaluu polimereshez narboaiimidexsnel valo aapcsolédsdnax
elve Welixy és Weetall /1965/ nevéhez fiizlain /71/. A sertés—
vazizow aldoldz rogzitéséhez haszndlt el jdrds aiwolgozdsénél
elsbésorban Kovédcs és uunsatérsai altal - nolineszteréz rog-
zitésére - n6z6lt modszerre tdwaszxoatunk /70/.

Az Asnrilex AH-100 horaozo - amely akrilamiu, N,N’-meti-
lén-oiszasrilamid és akrilsav-niarazia aopotiwerjénex tekint-
netd - hiarazid funacios csoportjainaan /4,510,2 meq/g széraz-
anyag/ aktivélésa salétromos savval tértént. A kovalens s&5tés
az 1gy lLétrejovd sav-azia csoportosnon seresztiiL jon Létre.

A sertés-védzizow alaoldz rogzitésére haszndlt mouszeriin
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lkicheel és Evers Cl-celluloz-fenérje sonjugédtuuoa elédrii-
tdsdra szolgal6 woaszerén alapul /72/.

A Sziiosrom-aldehid hordozo sziliaat alapvézu, aldehia
funkcios csoportosat tartalmazo gél, amelyet a szovjet gyér-
to pocsédtott a rendelxezésiinkre. A gél gyarilag wegaaott
jeliemz6i a novetnezbsn: szemcseméret 0,.-0,2 nu, porusméret
400-600 A , feliilet 80 m2/g. A sertés-vdzizow aldoldz rog-
zitésenor Lomako és munskatérsai /68/ wunnd)éra témaszsoa-

tuna, amelyben a gliikoamildz régzitését irjda le.
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V. EREDMENYEK

L. Sertés-vdzizow aldoléz izoldldsa és Csszehasonlitd vizs-—

galata

Llei Az aldolédz izoléldsa sertés-vdzizowbol

L ag, zsirtol és x6tlszdveti részextdl megtisztitott,
majd megdardlt sertéscowbot 1,5 L hiaeg /+4°C/ desztillalit
vizben szuszpendédltunsn. 40 percig +4°C-on severtettixk, maja
3000 xg-vel lecentrifugdltus. A sziirlet pH-3Jét LN NaOH-dali
7,5-re dilitottun és lassu severtetés adzben aob. 30 perc aiatt
48%-ra telitettik xristdlyos amwoniuwu szulfédttval. Féldrds
4114s utdn +4°C-on sziirtix az oldatot. A szirletet 60%-ra
telitettiix ammwoniumszulfattal. A szlirlet ezex utdn 7 napig
+10°%C-on &l1t. A kristdlyositds xivételével a preparalas
minaden 1épését 0°C xoriili hémérséxleten végeztiia.

1. dtaristédiyositas: A szuszpenziodt redds sziirdn sziirtiia.
A csapadénot desztilldlt vizben olaottux, maja aristélyos
ammoniumszulfédtot adtuns hozzd, enyhe opaleszcencia megjele-
néséig.

Egy hét d1lés utén a xristélyoxkat sziirtiisn és a xrista-
lyositast wég héromszor megismételtiix.

Az aldolédz amméniumszulfdtos frasxcionélésa illetve &t~
aristalyositéasa sorén wért aktivitdsosnat és = tisztulésfmér-
t4két egy tipisus izoléldsi sxisérlet sorén a LI. tdoldzat

mutatja.



II. tédbldzat: Aldoldz izoldldsa sertés vézizombdl

I . ; Ossz- ¢ Ussz- Specifikus ; P
Izold14si 1épés Térfogat | tiyitsg Kitermelés fehérje  aktivitds Tisztuléds
/ml/ /0/ /%/ /g/ /U/mg fehérje/
Nyers extraktum
Amnénium-szulfdtos
frakciondlés 3 500 157 500 96,9 350,0 0,45 3,2

/48 % telitésii feliiliszd/

Anménium-szulfétos
frakciondlés 1 800 99 000 60,9 144,0 0,69 4,93
/48-60 % telitésii csapadék

1. Atkristdlyositds
/csapadék/ 1250 75 000 46,1 62,5 12 8,57

24 fjggzli):ggll{ﬁ/msﬂas 675 61 020 37,5 24,975 2,44 17,4

3 §Zgggzggi¥ositas 255 49 725 30,6 6,375 7,8 55,7

& 9252;:32&5051t88 250 45 500 28,0 540 9,1 65,0
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Mint a téblézatpbol iéthato, méﬁszerﬁnAnel w0zel TU-szeres
tisztuiast értiins el a aiinduldsi extraxthoz népest. A tisz-
tuids a nyers extraxtum specifisus aktivitésdédra VOnatnoébtt
antivitasnoveseaést jelenti. A négyszer &taristéliyositott
enzim specifixus axtivitésa 9,1 U/mg volt, ami az enziwszusz-
penzio hiitészexrényben vald téroldsénas eLsé honapja alatt
lassan 9,6 U/mg-ra novexedett. Tovéobi sisérleteinset ezzel

a terméanxel végeztiik.

A 4x Atkristédlyositott sertés-izowalcoldz fenérjére
festett elesntroferograujdt az L/a dbra wutatja. Usszehason-
litasul az L/e dbrén 3x Atxristdlyositott nyul izowaldoldsz
elestroferograwjdt wutatjus be. A sertés aluolez new bizonyult
elektroforetisxusan howogénnes, ezért a 4x dtkristdlyositott
enzimet megaiséreltiin tovébb tisztitani ioncseréid aroma-
tografidval DEAE cellulodz oszlopon. A 28 cm3 térfogatu gélt
/2,4 cw x 9,2 cw/ 0,02 M TRIS/HCL pufferrei /pH=7,0/ hoztux
egyensulyba, maja 30 wg séuentes fehérjét vittina réd. A fenti
rufferrel wmosva az oszlopot a fehérjék xét csucsban moshatoa
ét /2. ébra/. Az elsd csucs tartalmazza a felvitt Gsszes
aldoldz asntivitését, mig a mésodis fehérjecsucs egyin fraxcio-
Jéool sew mérhetd aktivitds. A xét csucs ezen szerint arra
utal, hogy az aldoldz nem, mig a szennyezl fenérjén gyenge
xGlcscnhatésba 1lépnex a géllel és igy csan nésleltetve - azaz
a pufferrel tovaob mosva az 0szlopot - jelennes meg. A DEAE
oszlopon tisztitott aldolédz elextroforetikus «épét az aktiv

frascid esetén az 1/b, mig az inaativ csucsét az Ll/c dora

mutatja fehérjére festve.
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Az aktiv frakcio aktivitésra festett eleatroferogram-
jé&t az L/a dbra mutatja. Az aktiv frakcid¢ homogenitését
tovéovl gélarowatogréfidval is elienériztia. sz 0,1 M
NaClL-ot tartalwazo 0,02 M TREIS/HCL pufferrei /pH=7,0/ egyen-
sulyba hozott, Sephadex G-200 gélit tartalmazo uszlopon tEr-
tént. Tovdbbi tisztuldst mér nem sianertit elérni, mwivel csak
L fehérje csucsot saptunk./3. ébra/ Ennes eleatruferogramja
tel jesen megegyezik az 1/b 4brdn létnatovali. A tisztitott
alaoléz specitisus aktivitésa 10,8 U/mg volt, GAPD segéd-
enziwes moaszerrel mérve.

A tisztitott enzim wolexulatowegénen meghatdrozdsa SDS
gélelentroforézissel tortént és L50 000 sbriilines aaddott
/4. dvra/, ami a nyul védzizom 2ldoléz wolesnulatiuegével
megntzelivtden azonosnan tesnintheto.

1.2 Sertés és nyul vézizow alaoléz natalitiaus tulajaonsdgi-—

inak és stabilitésdnax ¢sszehasonlito vizesgdlata

L.2.1 Katalitisus tulajaonsizox

Lle2elel A sertés és a nyul vézizow alaolédz aatalitiaus axti-

vitéds pH fliggésénes vizszdiata

’ ’

Az aktivitéds pH flggésénen vizsgédlata 6,u-9,0 tarto-
wényban tortént. pH= 6,0-8,C .o6zottv 0,05 M foszfétot, pH=
7,0-9,0 n6z6tt TRIS/HCL-puffert hasznéitunk. az étfedd pon-
toanéi az aktivitdspban tapasztalnatod eltérés a nét putter
hasznziata esetén miniwdlis. A anatalitisus aktivités pH
optimuwa sertés aldolédz esetén 7,25, nyul aldolédz esetén

7,0 /5. ébra/. Pontos, hogy a foszfét puffer xoncentracidja
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0,05 M-nédl aisebo legyen. Az aktivitds foszfét auncentré-
ciotol valo fiiggését vizsgélva aiaeriil, hogy wina a sertés,
wind a nyul aladoléazt jelentdsen gatolja a novesvd foszfat
noncentrécio /6. éora/. Az dordn wegfigyelhetd, hogy a fosz-
14t ionon snevésbé gdtoljds a sertés alaoldzt, wint a nyul
védzigowbdl izolélt enzimev.

1.2.1.2 A katalitixkus aktivités létszoiagos hbuwérsénlet-—

fiigaése
Az aktivitds léatszolagos héumérsénletfiigzécét 25-60°C

tartowényban, 5°C-onként vettils fel. Az aktivitést Sivoley és
Lenninger /64/ moaszere szerint wértiik, az enziuwet a szup-

SZTLEtT reagenssel 30 percig innuvédltus. Az aktivitas Létszo-
lagos howéesénleti optimume servés alaolez eseteén 4UOC, uiig
a nyulvol preparélt enziu esetén 45°C-nax aaocdott /7. abra/.

le2.1.% A szubsztratsoncentrdcioc natésa a sertés vazizow

aldolaz aktivitésara

A szubsztrétsoncentrécid hatésdt a sertés vézizow
alaoléz aktivitédsdra a 8. ébra uutatja Lineweaver-sura féie
Llinearizéidssai. A mérésexet i X 1070 -8 x LO'6 n /FDP/,
ilietve L x 1072 - 1,6 x 1074 u /FLP/ koncentrécid¢ tarto-
wanyban, 0,05 M TRIS/HCL pufferven /pH=7,5/ és 25YC-us no-
wérsénieten végezviix.

A segédenzimes moaszerrel wért Micnaelis alilanao érté-
ae 2,9 x 10”2 M szubsztrétaént FDP-t hasznélva /8/a ébra/ és
2,8 x 1077 4 PLP esetén /8/b &bra/.
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A nyul aldolédz aktivitdsdnak enzimatikus uton mért
szubsztrédtkoncentrdcid filiggésére irodaglmi utalést talél-
hatunk /32/. Eszerint a K, értéke FDP-re 1,4 x 107 1,

F1¥ szubsztrétra pedig 7 x 10-3 M. A sertés aldoléz Ky ér-
téke tehédt mind FDP, mind F1lP szubsztrétra nézve kozel
kétszerese a nyul aldoléz megfelell értékeinek.

1.2.2 Sertés és nyul izomaldoldz stebilitfésfnak vizsgalata

l.2.2.1 Héstabilitsds

Az aldoldzok héstabilitdsét 50-65°C tartomdnyban ha-
sonlitottuk &ssze, 5 fokonként. A méréseket 0,05 M TRIS/HCl
pufferben /pH=7,5/ végeztilkk, meghatédrozott idépontokban
mintédtd véve az inkubdlt enzimekbll. 4 regkcidelegyek fehér-
jekoncentrécidja 0,1 mg/ml, térfogata pedig 5-5 ml volt.

50 és 55°C-on egy aktivéldddsi folyamut volt megfigyel-
hetS a sertésizombdl izoldlt enzim esetén /9/a 4bra/. Ilyen
jelenség a nyul izomaldoldz vizsgédlatakor nem mutatkozott
/9/b dbra/. A sertés aldoldz a vizsgdlt hdémérsékleti tarto-
ményban jelentOsen stabilabbnak bizonyult a nyul aldolédz-
ndl. Ez utdébbi héinaktivéldddsa egyetlen elsOrendii kinetikéd-
val leirhatd, mig a settés aldoldz &tmeneti aktivaldbdédsét
legaldbb két 1épésben lezajld inaktivélddds koveti.

l1.2.2.2 A héinaktivdlddds sebességének fiigeése a fehdrje-

koncentrécidtdl

s

4 sertés vdzizom aldoldz héinaktivdldddsdnak fiiggését a
fehérjekoncentrédciétél Friedrich és munkatdrsai /66/ médszere

alapjén vizsgéltuk 0,01, 0,1 és 1,0 mg/ml koncentriciéju
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aldolaz otaatonnal, 0,0L M BDTA-t tartalmazo, 0,2 M TRIS/HCi
pufferben /pH=7,5/, 55°C-on. Sertés izowalaolaz esetében
winandrow vizsgdlt aoncentrécional az eirsé 20 percben egy aa~
tivéioads volt megfigyelnetd /10. abra/. Ilyen aktiviiouds

a nyui vézizow aldoldz esetében nem tapasztalnato. uUgyan-—
axsuwr - hasonioan a nyul alaolédzunoz - a noinektivédlodés
sebcssége a vizsgdlt noncentréciotartowédnyon beliiL tliggetien
a fehérjenoncentrédciotol.

Le2.2.3 A nbinaktivédiodds pH filigcése

A pH filggés vizsgdlatét 55YC-un, pk= 5,0-9,0 tartouény-
ban végeztin, az aldboi puftereasdben: 0,05 M acetét pufrerben
/pH= 5,0/, 0,05 i foszfdt pufferben /pH= 6,0-8,C/ és 0,05 M
TRIS/HCL pufferben /pH= 7,0-9,0/. A fehérjesoncentricio
U,1 wg/ut volt. A sertés alidoldz nostvabititésanax waxiuuwa
pH= 6,0-nél észleirheiy0; pH= 7,0 és pH= 7,5 pufferven csax nis
wértéaben filigg a pH-toL. Az inaubdcios iudt novelve az ehzim
pH= 7,5-néi soxksai stabilabonak uutatsozott, wine az ettds
eltérd pH-son. A vizsgélat 120. percében pH= 7,5-nél wég a
siinautdsi akvivitdsnas mintegy 35%-a volt wérhetd, wig az
ezutani legnagyobb aktivitds pH= 7,0-néL mér Luwx alatt van.

Nyul aldoléz esetén ilyen jelenséget nem tapaszvaltuna
/Li/b éapbra/, a vizsgdlt pufferesben in.ubdlt enziw aktivitésa
mwereuesen csdxkent. A hbésezerés natdsdra bekdévetunezd aantivi-
tésveszteség pH= 7,0 pufferven a Leglassubo. Az aktivités
pH optimumwénoz sbzeiead pH érténenen wina a «€t enzim a

iegstabiiabo.
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1.2.2.4 Az urea natdsénak vizsgalata

A mérésex 1-5 M urea ~oncentréacioandi, 0,05 ¥ TRIS/HCL
pufferoen /pH= 7,5/ 25°C-on torténtek. A fehérjekoncentré-
cié 0,1 mg/ml volt. A sertés aldoléz 1-2 M uredban stabi-
labbnak mutatkozott /12/b dbra/. 1l urea esetén t1/2 sertés
aldolédz esetén kb. 140 percre tehetd, mig nyul aldoldz ese-
tén 30 perc; 2l urea esetén ezek az adatok 55, illetve 25
percre médosultak. S5M urea hatésdra a sertés izomaldolédz
kb. 40 rerc alatt inaktivdlddott /t1/2= 6 perc/, nyul aldo-
14z aktivitédst mdr 5 perc elteltével sem lehetett mérni.

1.2.2.5 Téroldsi stabilités

A téroldsi stabilitdst 0,1 mg/ml fehérjekoncentrdcidju,
sémentesitett enzimeken vizsgdltuk, kilcnbozd hémérséklete-

sea. Az eredményesetv a III. tébidzat fogialja Ossze.

ITI. téblézav. Sertés- és nyui védzizom aldoiLéaz tvarorasi

stabilitasdnasn Osszenasonlitéasa

Howérséxlet Nyul aladoléz Sertés alaolaz
/°c/ /2 /6ra/ T, /0 /ora/’
4 63 124
10 58 103
25 21 49

A téoidzatbolr lathato, hogy a sertés aluoléz téroldsi

stabilitdsa mintegy kétszerese a nyulL alaolazénax.
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Kisérleteinsnet Usszegezve arra a sivetxeztetésre jutod-
tunk, hogy a sertés aldoldz nagyobb stabilit<sa miatt alkal-
masabbnak ldtszik a kiilonbczb hordozdkhoz vald régzitésre és

gyakorleti alkalmazdsra, mint a nyul aldoléz.

2. Rogzitett sertés vazizom aldoléz elbdllitésa és ©sszehason-—

1itd vizsgélata

2.1 Aldoldz rogzitése, kiilonbozb gélekhez

2.1.1 Rogzités Akrilex C-100 gélhez

0,5 g xerogélt 25 ml hideg 0,1 M foszfédtpufferben
/pPH= 7,0/ szuszpenddltunk. Kozben 1 g CliC-t oldottunk 12,5
ml 0°C-os pufferben. Ezt a gélhez adva 10 percig rézattuk
jeges flirdén. Az igy aktivélt gélhez 0,2 g elbzlleg dializi-
léssal sOmentesitett enzimet adtunk 12,5 ml pufferben. Az ol=-
dat fehérjekoncentrdcibja 16 mg/ml, térfogati aktivitédsa
130,9 U/ml volt. A szuszpenzidét 4°C-on, 48 drén £t inkubdl-
tuk, kozben 18 érén 4t kevertettilkk, majd a gélt 3 x 100 ml
foszfdt pufferrel, 3 x 100 ml 0,05 M NaCl-ot tartalmazd
foszfét pufferrel, végiil ismét 3 x 100 ml foszf&at pufferrel
mostuk a nem kovalensen kdtott fehérjék eltavolitésa céljiabdl.

A rogzités mérlegét a IV. tdbldzat mutatja.

IV. téblédzat. Aldoldz rogzitése Akrilex C-100 gélen

Reakcidelegybe vitt fehérje 0,2 &
Rogzitett fehérje 67,5 %
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keakcidelegybe vitt aktivités 1636 U
Rogzitett aktivitéds 61,6 %
Oldott &llapotban visszanyert aktivitds 33,1 %

Aktivitds veszteség 5,3 %

Rogzitett enzim specifikus aktivitédsa 7,46 U/ng
fehérje

Rogzitett enzim szérazanyagra

vonatkoztatott aktivitédsa 2015 U/g

xerogél

Rogzitett enzim térfogati aktivitédsa 15,§lU ml
gé

2.1.2 Rozzités Akrilex AH tipusu hordozdhoz

8 térfogat gélszuszpenzidhoz jeges vizfiirdén 1 térf.
2N HCl-ot, majd cseppenként 4 térf. 4%-os NalNO, oldatot ad-
tunk. 15 perc kevertetés utén 0,1 M K-foszfét pufferrel /pH=
7,0/ a szuszpenzidt semlegességig mostuk. Az igy aktiviélt
Z2élhez jeges vizfiirdén 4,0 ml 3,5 mg/ml-es fehérjekoncent-
récidju enzimet vittiink fel. A zélt 24 dra hosszat kevertettiik

a hidegszobdban. Az V. tédbldzat a rigzités eredményét mutatja.

V. téblézat. Aldoldz rogzitése Akrilex AH-200 gélhez

Reakcibelegybe vitt fehérje 7,64 mg
Rogzitett fehérje 14,3 %
Reakcibelegybe vitt aktivitéds 45 U
Rogzitett aktivités 11,1 4

Oldott 4llapotban visszanyert aktivitds 26,7 %

Aktivitds veszteség 62,2 %

kuxzitett enzim specifikus aktivitédsa 5 U/mg
fehérje

Rogzitett enzim térfogati aktivitésa 0,62 U/ml

gél
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2.1.3 hogzités Szilokrom-aldehid gélhez

1l g Szilokrom gélt olyan desztill&lt vizzel mostunk &t,
amelynek a pH-jét elézetesen 8,0-ra &llitottuk be. Ilyen
desztillélt viz 8,5 ml-ében 240 mg aldolézt oldottunk, ré-
mértiik a gélre é€s a szuszpenzibt 2 6rdn 4t +4°C-on kevertet-
tiikk. Bzt kovetben sziirtiik a gélt és a nem kotddctt fehérjét
8,0-as pH-ju desztilldlt viz 5 x 40 ml-ével kimostuk. 1%
NaBH4-b61 8 ml-t mérve a gélre 1 Orédn 4t kevertettik a szusz-
penzidt, a gél aldehid és az enzim amino-csoportjai kozt 1ét-
rejott Schiff-bézis redukéldsdra - és ezéltal a kotés stabili-
zadlédsdra - , majd 5 x 40 ml desztilldlt vizzel kimostuk.

Mivel az ily mdédon rdgzitett enzim nem bizonyult elég
stabilnak, feltételeztiikk, hogy a gélhez kctott aldoldz akti-
vitdsédt a gél el nem reagslt aldehid csoportjai befolydsolhat-
jék, ezEBrt a szabadon maradt aldehid csoportokat ugy kotottiik
le, hogy a zélt egy dérdn 4t 1 mg/ml hidroxilaminnal kevertet-
tik +4°C-on. Bzt sziirés kévette, majd mosés 5 x 40 ml desz-
ti1141t vizzel. Ismételten redukdltuk a «élt NaBH4-de1, amit
5 x 40 ml desztilldlt vizzel tdrténd mosds kivetett.

A rogzités eredményét a VI. tdblézat mutatja.

VI. téblédzat. Sertés védzizom aldoldz rigzitése Szilokrom gélen

Reakcidelegybe vitt fehérje 32,2 mg
Rogzitett fehérje 59,8 %
Reakcibelegybe vitt aktivitéds 286,8 U

Rogzitett aktivitds 12,9 %



Oldott ellapotban visszaugyert aktivitds 37,9 %

Aktivitéds veszteség 49,2 %

rogzitett enzim srecifikus aktivitésa 1,92 U/mg
fehérje

Rogzitett enzim szédrazanyagra

vonatkoztatott aktivitésa 37 U/g

xerogél

Rogzitett enzim térfogati aktivitédsa 41,%1U ml
gé

2.2 A rogzitett aldoldz katalitikus tulajdonsécainak és sta-

bilitédsdnak vizsgdlata

A réczitds sorin az enzim Se o horedcol 1044 Yelesch-
hatésok miatt megvédltozhatnak a katalitikus tulajdonségok,
ezBrt fontos a rogzitett enzimek katalitikus tulajdonségainak
és stabilitédsdnak Osszehasonlitdsa az oldott enzim megfeleld
tulajdonsdgaiveal.

lKivel az Akrilex AH hordozbhoz tortént régzités nem bizo-
nyult stabilnak, igy csak az Akrilex C-100, illetve a Szili-
krom-aldehid hordozdéhoz rtgzitett aldoldzt vizsgdltuk. A méré-
sekhez az oldott enziméhez hasonlé‘aktivitésmennyiséget rep-
rezentdld rogzitett enzimet haszndltunk és a kisérleteket az
oldott enzim jellemzésekor leirt kériilmények kizott végeztﬁk.
2.2.1 A rogzitett aldoclédz katalitikus tulajdonsdgainak vizs-—

gélata

2¢2e1lel Az aktivitéds pH-fiiggésének vizsgélata

Az sktivités pH-fliggésének vizegélata pH= 6,0 - 9,0 tar-
toményban tcrtént 25°C hémérsékleten; pH= 6,0 - 8,0 kozott
0,05 i foszfét-, pH= 7,0 - 9,0 kozott 0,05 M TRIS/HC1 puffert
hasznéltunk. Az Akrilex C-100-on /13/a ébra/, illetve a
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Szilokrom hordozén /13/b dbra/ rozzitett enzim pH pprtimuma
7,5-nél, az oldott enzimé pH= 7,25-nél volt.

2.2.1.2 Az enzimaktivitéds ldtszdlagos hdémérsékletfiigaése

Az ektivitéds 1l4tszbélagos hémérsékletflizgését 25-60°C
tartomdnyban 5°C-onként vettiik fel. Az aktivitédst Sibley és
Lehninger médszere szerint mértiik, az enzimet 30 percig in-
kubéltuk a szubsztrdt reagenssel. Az Akrilex és a Szilokrom
aldoléz 14tsz6lagos hémérsékleti optimuma 45°C-nél /14/a,b 4bra/
mig az oldott enzimé 40°C-nédl volt.

2.2.1.3 A szubsztrdtkoncentrdécid hatdsa az enzimektivitdsra

A Michaelis 41land$ meghatérozésa 0,05 M TRIS/HCl puffer-
ben /pH= 7,5/ tortént, az Akrilex-aldoldz esetén 1 x 107°-

6 M, a Szilekrom-aldoldz esetén pedig 1 x lO_3 -

8 x 10~
iy3 X 10—5 M FDP szubsztrétkoncentrdcié tartoményban. Ertéke
enzimatikus uton mérve Akrilex-aldolézra 1,5 x 1074 M /15/a
ébra/, Szilokrom-aldoldzra 1,4 x 1074 u /15/h dure/, Zren az
irtékek mintegy négyszer nagyobbak az oldott enzim KM éptéké-
nél.

2.2.2 a roszzitett aldolédzok stabilitdsédnak vizsgdlata

2.2.2.1 Héinaktivédldédda

A rogzitett enzimek héinaktivélddési kinetikdjét 50-
65°C tartoményban vizsgdltuk, 0,05 M TRIS/HC1 pufferben, amely-
nek pH-ja 7,5 volt.

Az Akrilex-aldoldz esetén 50 és 55°C-on kis mértékii akti-
véldddst tapasztaltunk, amit lassu inaktivédlédds kévetett. A
vizsgédlat ideje alatt 35-40%-kal cstkkent az enzim aktivitésa,
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igy héstabilitdsa az oldott enziménél jéval nazyobbnak bizonyult
60 és 65°C-on az enzim rohamosan inaktivadlddik, de a rogzi-
tett enzim itt is stabilabbnak bizonyult /16. dbra/.

A Szilokrom-enzim aktivitdsa ezzel ellentétben a hémér-
séklet hatédsdra viszonylag gyorsan cctkkent és a vizsgélat
végén csak 65°C-nél mutatkozott stabilabbnak, mint =z oldott
enzim /17. dbra/. 65%C-on az akrilex hordozdén rcgzitett aldo-
1€z stabilitdsédt is felilmul ja.

A VII. téblazat - & jobb Ceszehasonlités kedvéért - az
oldott és a rogzitett aldoldzok héinaktivéldddsdnak felezési

idejét nutatja be a kiillcnbsz6 hémérsékleteken.

VII. tébldzat. Oldott és rogzitett aldolézok hdinaktivdlésa

s ARG WERE WS
/°c/ /perc/ /perc/ /perc/
50 110 120 78
55 63 120 68
60 28 65 60
65 11 36 46

2.2.2.2 Az Akrilex-aldolédz hdinaktivéldddsdnak pH-filzgzése

Az Akrilex-aldoléz héinaktivdldddsédnak pH-fiiggését 0,05 M
TRIS/HC1 pufferben /pH= 7,0- 8,5/, 0,05 M foszfét pufferben
/pH= 6,0 - 8,0/ és 0,05 i acetét pufferben /pH= 5,0/ hasonli-
tottuk Sssze 55°C-on az oldott enzimével /18. &bra/. Az Akri-

lex-enzim pH= 7,5 -nél volt a legstabilabb, de pH= 7,0, illetve
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rH= 8,5-nél is stabilabbnak mutatkozott, mint &z oldott enzim.
A leginkdbb szembeotls eltérés pH= 6,0-né&l mutatkozott, ahol
2z oldott enzim eaktivitdsénak felezési ideje 75 perc, mig az
Akrilex aldolézé csak 34 perc volt. pH= 5,0-nél az oldott és
rogzitett enzim stabilitésa kczel megegyezett.

2.2.2.3 Urea hatdsa a rogzitett enzimek aktivitéséra

Az urea hatésédt a rogzitett cnzimek aktivitésdra 1,0-
5,0 M koncentrécidtartoményban 0,05 M TRIS/HC1l pufferben
/pH= 7,5/ vizsgéltuk, 25°C-on.

Az Akrilex-aldolézndl az 1-4 I koncentrdcidju urea csak
lassu aktivitéscstkkenést okozott. 4 M urea hatdsdra a 80.
percben az oldott enzim kiindulédsi aktivitésdnak mér csagk
1,3%-&t lehetett visszamérni, mig az Akrilex-aldoldz esetén ez
az érték 52,4%volt. Az 5 M urea hatésdra az inaktivédlddds mér
rohamosabb, de az Akrilex-enzim /tl/2= 18/ itt is stabilabb-
nak mutatkozott az oldott aldoldzndl /t1/2= 6p/ /19. ébra/.

A Szilokrom-aldolédz esetén az inaktivélddés jéval gyor-
sabb mint az Akrilex enzimé, azonban még igy is lassubb, mint
az oldott aldoldzé /20. ébra/. 5 M urea koncentrécidéndl oldott
enzim esetén csak 7 perc, mig a Szilokrom-aldoldzndl 36 perc
az aktivitis felezési ideje.

2e2.2¢4 Tiroldsi stabilitéds

A téroldsi stabilitdst +10°C-on vizsgdltuk sdémentes ol-
dott és a két rogzitett enzim esetén /0,05 M TRIS/HC1 puffer-
ben, pH= 7,5/. Az adatokat a VIII. téblédzat fozlalja ossze.
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VIII. tébldzat. Oldott és rbgzitetf aldolézok tarolési sta-

Tdrolédsi idd
/nap/

0
1
2
3
7
AL
14
2L
28
42
5

értékeke/
MARADEK

Akrilex

100
99,8 /96,1/
99,7 /94,9/
98,2 /93,8/
96,1 /93,2/
95,0 /92,6/
93,8 /91,1/
89,0 /86,5/
770 /T4:3/
63,1 /60,3/
49,2 /45,1/

AKTIVITA LS

Szilokrom

aldoladz

100
100  /99,0/
98,9 /98,1/
98,2 /96,3/
83,8 /70,1/
62,0 /58,8/
49,9 /45,4/
18,6 /L1,2/

bilitédsa +10°C-on /zéréjelben a rozzitett en-

zimen torténd lassu pufiferétfolyatéskor mért

/%/
Oldott

100

79

36,2
21,3
3,9

A rogzitett enzimeken térténd lassu, /1,1 ml/ éra/ 0,05 M

TRIS/HC1 puffer /pH=7,5/ &tfolyatis wérhets aktivitds kixosé-

ducdt nem okozta, az oktivitds vdltozdsa o mérési hibahatdron

beliil nem tért el jelentlsen a fenti téblédzat adataitdl. A

mért értékeket a VIII. tdblézat megfeleld helyein zéréjelben

kozo1l jik.
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VI. MEGVITATAS

1. A sertdés vézizom aldoldz izolélésa, katslitikus aktivitdsa

és stabilitésa

Munkdnk célja az volt, hogy aldolédzt kovalens médon,
nagy hatésfokkal rdgzitsiink kiilénb&éz6 hordozdkhoz, gyakor-
lati célok, pl. triézfoszfédtok elddllitédsa érdeckében.

Az aldoldz izoldldsdra sikeriilt Taylor /1/ - nyul véz-
izomzatbdl torténd aldoldz-izoldldsra leirt - médszerét ugy
médositanunk, hogy ezéltal az enzimet a jéval olcsébb és na-
gyobb mennyiségben beszerezhetl sertés vézizombdl dllithattuk
eld, amméniumszulfitos frakciondlédssal. (sszehasonlitd méré-
seink alapjén megéllapithatjuk, hogy a sertés vdzizom aldolidz
katalitikus tulajdonségait tekintve alapvetden nem kiilonbdzik
a nyul izomaldoldztdl, stabilitdsét tekintve azonban lényeges
kiilonbséget taldltunk.

iz &ltelunk elé&llitott setés vAzizom aldoléznak é nyul
véazizom aldoldzhoz vald hasonldsdgdt bizonyitja a megegyezd
specifikus aktivités és szubsztrdt specifitds, valamint a pH
optimum, a létszdlagos hdmérsékleti maximum és a Michaelis-
édllandd értékeinek hasonldsdga.

A sertés vdzizom aldoldz héstabilitésa nagyobdb mint a
nyul vdzizom aldoldzé, és a héinaktivélédds mértike 55°C-on

- adott pH tartoményon beliil - csak kis mértékben fiigg a puf-
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fer pH-j€t6l. Urea hatdsédra hasonldképpen nagyobb konfor-
mécids stabilitdst tapasztalhatunk sertés aldoléz esetén.

A tédroldsi stabilitédst vizsgdlva megdllapithatd, hogy a sé-
mentesitett sertés védzizom aldolédz stabilitésa nagyobb a nyul
izomaldolézénél.

A nativ sertés vdzizom aldoldz hd, illetve pH-valtoztatéds
hatéséra bekovetkezd inaktivaldsénak vizsgdl ata sordn felfi-
gyeltink arra, hogy a nyul védzizom aldolézndl megfigyelhetd
elsOrendl kinetika helyett az inaktivdlddds egy jellegzetes,
tsszetett reakcibmenetet mutat.

A fenti hatédsokra bekcvetkezd inaktivdlddés abban az eset-
ben mutathat ilyen osszetett reakcibmenetet, ha:

- a rendszerben azonos funkcidju, de eltéré stabilitdsu

enzimformdk /pl. izomerek/ taldlhatdk;

- a kezelés sorédn izomerizdcid kovetkezik be; vagy

- az oligomer enzim disszocidl és az oligomer, illetve

a monomerek eltérd stabilitdsuak /73/.

A fehérje két aldoldz elegye nem lehet, mivel a keverék-
ben a két enzim ardnyénak adottnzsk kell lennie, igy a féllo-
garitmikus dbrézolédsban a lassubb reakcidét jellemz8 egyenes-
nek azonos pontban - mégpedig a két enzimforma ardnydban - kel=-
lene az y tengelyt metszenie.

Mivel az emlds izomaldolédzok tetramer molekulék /44/,
6nként adédott a feltételezés, hogy az dltalunk észlelt osz-

szetett reakcid a tetramer disszocidcidjéval kapcsolatos.
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Az urea hatédsdra,illetve a semlegestdl eltérdé pH-ju

kiézeg alkalmazésa sordn az aldoldz az alé&bbiak szerint disz-

szocidl /57/.

Aktiv
monower B

/globuiaris/
‘ G::::::f Inaktiv wonouer

c /umegnyuit ianc/

Y

Az ébrén feltiintetett reakcioutan az alébuvi esetben tveljesiii-

Axtiv
tetraiuer

nesn: A= 3M urea, vagy pH= 10,5 /ill. 5,0/
B= 2M urea, vagy pH= 9,7 /iil. 5,3/
Cc

a B-nél kisebb urea koncentracio, illectve a semleges-—
hez jobban ktzelitd pH esetén.

Mezdéllapithatd tehdt, hogy a fenti hatdsokra a disszo-
cidcids egyensuly a monomerek irdnydba tolddik el. Az aktiv
monomerek katalitikus tulajdonsédgaikban /Km,szubsztrét speci-
fités, zktivdldsi energia/ nem kiilonboznek a tetramertél.

A poli_eptid léncok kozbtti kolcsonhatés kévetkeztében a tet-
ramer stabilitésa nagyobb mint a monomereké. Erre utael &z a
tény is, hogy az ektiv monomerek reasszocidcibja /C/ - az ott
leirt feltételek mellett - irreverzibilis, mert még magas higi-
tédsban /; g/ml/ sem mutatkoznak a disszocidcid jelei.

A sertés vézizom aldoldz insktivélddésénak kezdeti szaka-
szén megfigyelhetd aktivélédds az aldoldz disszociécidjakor

létrejovs fellazult szerkezetii, metastabilis tetramér termék /4c



kialakuléséval magyardzhaté. E fellazult szerkezeti enzim -
amelyhez a szubsztrdtmolekulédk konnyebben hozzéférnek, mint
a nativ enzim esetén - valdeziniileg stabilabb a settés izom=-
aldoléz esetén, mint a nyul vézizom enzimnél; létezését ez-
éltal észlelhetjiik a kezelések idSgorbéinél.

Az inaktivdlds tovébbi részében megfigyelhetd Csszetett
reakcidmenet a disszocidcid, illetve a bektvetkez$ izomeri-
zédcid /globuldris = megnyult léncu fehérje/ egylittes hatédsa-
képpen jon létre. Erre utalnak az extrém hémérséklet /65°C/, a
pH /5,0/, illetve az urea koncentricid /4,5 M/ értéknél létre-
jové - az el6z6ektll eltérd - reakcidmenetek.

Mindezek alapjén arra kivetkeztethetiink, hogy a sertés és
nyul védzizom aldoldz inaktivdldddséndl felléprd eltérd reakeid-
menet az enzimek harmad,illetve negyedleges szerkezetének el-
térésébll fakad. A két enzim primer szerkezete a rendelkezé-
siinkre 4116 irodalmi adatok azerint alapvetden nem kiilonbozik,
rindtssze néhédny aminosav mennyiségében mutattak ki csekély

eltérést /67/.

2. A sertés vézizom aldoldz rogzitése

Célunk az aldolédznak minél nagyobb hatdsfokkal és
stabilitéssal torténd rogzitése volt.

A rogzitésnek a kovalens kémiai kotéseken keresztiiki
formé jat védlasztottuk, mivel csak ebben az esetben keletke-

zik j6l definidlhatd, stabilis, széles szubsztrétkoncentrdcid -
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tartoményban alkalmazhatd molekuldris komplexum. A rozzi-
téshez a stzbilabb - azaz a rogzités behatdsaira virhatdan
kevésbé érzékeny, annak jobban ellendlld - sertés védzizom al-
doldzt haszndltunk. A sertés vdzizom alkalmazdsénak tovébbi
elénye, hogy olcsbébb nyersanyagbdl &llithatd eld.

A kiilonbozd tipusu hordozdk és kapcsolési eljérdsok ki-
prébdlésa sorén azt tapasztaltuk, hogy a sertés véazizom aldo-
14z kovalens kotésekkel legeredményesebben karboxil funkcids
csoportokkal rendelkezb - Akrilex C-100 - hordozdén rogzithetd,
vizoldhatd karbodiimides aktivdléssal. Az aldoléznek ez a kis
aktivitdsveszteséggel torténd bekctddése meglepd, mivel a rog-
zités sordn a fenti hordozdéval kialakuldé savamid kotésekben
elsésorban az enzim szabad aminocsoportjai vesznek részt, és az
enzim aktiv centruméban is egy lizil oldallédnc & -—-aminocsoport-
ja taldlhatd /53/. A jelenség a hordozd aktivéldsa sorén ke-
letkez6, nagy térkitoltésii o-acil-izourea szdrmazék 1létrejot-
tével magyardzhatd, amely sztérikus okok miatt nem tud behatolni
az enzim ektiv centruméba.

Az aldolédznak a Szilokrom-aldehid hordozdéhoz valdé rogzi-
tése sordn bektvetkezd nagyobb méretii aktivitdsvesztesége rész-
ben az aktiv centrum amino-csoportjdinak megvéltozdséval, rész-
ben pedig sztérikus hatésokkal /az aktiv centrum lefedése a
hordozé vagy a szomszélos enzimmolekula #ltal, illetve tobb
oldalléncon keresztiili kctés/ magyarézhatf.

Rogzitési kisérleteink sorén a legkisebb starilitdst a

salétromsav maradékkal aktivdlt Akrilex AH-100 hordozd alkal-

mazéséval értiink el.
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3. Az ddott és rogzitett aldolédzok tulajdonsdgainak ossze-

hasconl itasa

A rogzités sorédn az enzim és a hordozé kizdtt kialakuld
k#lcsonhatdsok miatt megvéltozhatnak a katalitikus tulajdon-
sd-ok, ezrét fontos a rogzitett enzimek katalitikus tulajdon-
sédgainak és stabilitésdnak osszehasonlitésa az oldott enzimé-
vel.

Az Akrilex-aldoléz katalitikus tulajdonségai csak kis
mértékben téenek el az oldott enzimétdl. A rogzitett enzim
pH-optimuma kis mértékben alkalikus irdnyba tolddott el az
oldott enzim pH-optimuméhoz képest / a vizsgdlatot azonos ion-
erGsségii kdzegben végeztik/. Ezt a jelenséget tapasztalték
Szajéni, illetve Kovécs és munkatérsai az Akrilex C-100 gélen
rogzitett aminoacildz /69/ illetve kolineszterdz /70/ esetén
is. A4 jelenség a poliamionos mikrokornyezet hatédsdval, illetve
a rogzités sordn fellépd néhdny aminosav oldallénc médosulésé-
val magyarézhaté /11/.

A Michaelis-&1landé értéke az oldott enzimeknél mintegy
OtszCr nagyobb, mivel a szubsztrdt és a mdtrix egyarédnt nega-
tivan t6ltott. Hasonlé jelenséget tapasztaltak japén kutaték /76
uz €16 szervezet sejtmembrénhoz kotdtt aldolédzaindl is.

A katalitikus aktivitds 1ldtszdlagos hémérsékleti maxima-
méban a rogzités eredményeként jelentkezS magasabb optimumérték

a megnovekedett héstabilitéds kovetkezménye.
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A h6éinaktivdlédsi és az urea denaturald natdsét vizsgéld
kisérletek azt mutatjék, hogy az Akrilex-enzim az oldottndl
sokkal stabilabb..A rogzités sorén az enzimmolekula és a gél
megfeleld csoportjai kozott létrehozott kovalens kdtések rog-
zitik az enzim aktiv konformécidjét és igy csak erdteljesebdb
denaturdcibé hatésédra védltozik a harmad és negyedleges szerke-
zet. A héinaktivdlddds bonyolult,~t6bb1épcsés folyamat, amely
erGsen pH filiggl. |

A héinaktivdlést, valamint az urea hatédséra bekivetkezd
denaturéciét egy jellegzetes aktivdlddés vezeti be, amely az
oldott enzimnél is megfigyelhetl. A jelenséget itt is a szer-
kezet fellazulédsdval magyarédzhatjuk, amely a rcgzités sorédn
kialakuld és a katalitikus aktivitést zavaré laza kotések
felszakadésénak kdvetkezménye.

A sertés védzizom aldoléz aldehid funkcids csoportokat
tartalmazdé Szilokrom gélhez torténd rogzitése sorén,az Ak-
rilex C-100 hordozdkhoz vald kttéshez viszonyitva,lényegesen
nagyobb az aktivitésveszteség, azonban azonos térfogatu géle-
ket vizsgélva - mivel a Szilokrom gél nem duzzad - az Akrilex
gélen mérhetd a kisebb térfogati aktivitds.

A Szilokrom-aldoldz katalitikus tulajdonsésm i az Akrilex—
enziméhez hasonloan méaosultak, viszont az enziwm stabilitédsa
nisebo ennél. A héinaktivdloads sebessége nagyobb, mint az
olaott enzimé, viszont az urea hatédsa xevésbé érwényesiilt,

a wikrosdrnyezeti hatésox wmiatt.
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VII. USSZEFOGLALAS

Az aldoldz sertés vdzizombdl torténd izoldléséra
Taylor nyul védzizom aldolédz izoldldsdra leirt mdédszerét
médositottuk, ezdltal nagy specifikus aktivitdsu, tiszta
enzimet éllitovtunk eld, jo kitermeléssel.

Az enzim katalitikus tulajdonségait tekintve nem kii-
lonbozik a nyul vézizom aldoléztdl, stabilitdsdt tekintve
azohban lényeges kiildnbségeket taldltunk.

Rogzitési kisérleteink sorédn megdllapitottuk, hogy a
sertés védzizom aldoléz kovalens kttésekkel a lezeredménye-
sebben karboxil funkcids csoportokkal rendelkezl Akrilex
C-100 hordozbéhoz rdgzithetd, vizoldhatdé karbodiimides ak-
tivitdssal.

A rogzitett aldoléz katalitikus tulajdonsdgai csak kis
mértékben térnek el az oldott enzimétdél, viszont a stabili-
téds nagyobb.

A Szilokrom-aldoldz katalitikus tulajdonséspi az Akri-
lex-enziméhez hasonldan médosultak, csupan stabilitdsa kisebb

ennél.
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1. ébra. Aldoldz homogenitésénak vizegdlata gélelektro-
forézissal.
a./ Négyszer dtkristdlyositott sertés vézizom
aldoldz elektroferogramja /fehérjére festve/

b./ DEAE oszlopon tisztitott sertés vézizom al=-
dolédz aktiv frakcidjénak fehérjére festett
elektroferogramja,

c./ Az inaktiv frakcid elektroforetikus képe
fehérjére festve.

d./ Az aktiv frakcib aktivitdsra festett elektro-
ferogramja.

e./ Héromsmor atkristdlyositott nyul vézizom al-
doléz elektroferogramja /fehérjére festve/.
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2. dbra Sertés vdzizom aldoldz ticsztitésa DEAE celluldz oszlorun
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3. &bra DEAE cellulozoun tisztitott sertés vidzizom alaoléz antiv

franciojdnax gélaromatogrédfiéja Serhacex G-200 oszlopon

Jeltlések: -e- axtivitds; -x- fehérje

(umol/ml)

AKTIVITAS



Mgi - wmiugiubin
A BSA - warha szérumaibumin
FMA - sertes vazizum aldoldz
RMA - nyul vézizum aldolédz
100‘ GOD - glikdéz oxidédz

X Mgl

x BSA

Retention factor

PMA
0.20 X RMA

GOD

[4

T T T T 1 -

40 45 50 logMw

4, dbra Sertés vdzizom aldoldz molexulatomegénex megha-

térozdsa SDS gélelextroforézissal
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5. dbra Az antivitds pH filiggése sertés és nyul vézizom aldo-

lézndl. A mérés pH=6,0-7,5 tartoményban 0,05M foszfét-,
pH=7,0-9,0 tartoményban 0,05M TRIS/HCl pufferben t&r=—

tént, Jelblések: —x- sertés vdzizoum aldoldz;

’ s . .
=e= nyul vézizom aldoulaz.
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Sertes es nyul vézizom aldoléz antivitésénax foszfét koncent-

récio filizgése, pH= 7,0 foszfét pufferben, 25°C-on.

e 2 ’ 4 . ,
Jeltlésen: -x- sertés-, =-e=- nyul vdzizom aldoléz.
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T. abra Sertes és nyul vazizom alaovlaz asntivitédsdnan ho-

mérséxletfiiggése, 0,05M TRIS/HC1 pufferben, pH=7,5.

Jelolések: =-x- sertés vdzizom alduldz;

-e= nyul vézizom alaoléz.
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8. 2bra

sdra, 0,05l TRIS/HC1 pufferbten rH= 7,5, 25°C héméreéxleten mirve.

a/ FDI szubsztrét b/ F1T szurcztrit
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9. &tra Az aldoléz hlin=xtivdldci ninetindja, 0,05M TEIS/HC1 puffer, pH=7,5
a/ sertés vdzizom aldolédz b/ nyul vézizom aldoldz

delslésex: 50°C -x-; 55%C -e-; 60°C -3-; 65°C -O-.
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certéds vézizom alcoidz héinaktivélogésdnak fehérienouncentréciotol

’ - ” ’ ’ - /v
valc flizzece, 55°¢C hémérsénleten, 0,05! T=IS,/HCLl puflerben pH=7,5

Jeltlések: -x- 0,Clmg/ml; -e- 0,1lmg/ml; -A- 1,Cmg/ml.
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a/ Sertés véazizum aluovléz

Jelblésex: -0- pH:S’O; -X=- FH:6’O; -0~ tH=7,0;
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11, dbra Az aldcléz héinaantivéloudcénax pA figzése,
voiltak: DH=5,0-né. acetét; rH=6,0-7,0 fusz
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12, ébra
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Urea hatasa az alaviaz aktivitasara, C,1 I TEIS/HC1l pufferben pH=7,5

a/ Sertds vdzizum aluvléz

b/ Nyli vézizum aluoléz

Jelolések: -x- 1 M; -e- 2 N; -o- 3 Ili; -A- 4 N; -A- 5 M urea
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13/a é&bra Akrilex-alduléz antivitésanak pH fliggése, 25°%-0n mérve

Pufferek: 0,05 M foszfdt pH=6,0-8,0
0,05 M TRIS/HCL pH= 7,0-9,0

Jelblésens =—e= Akrilex-alavléz; =-x- Olaott alaviaz
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13/o ébra gSzilokrom-aldoidz astivitdsdnak pH fiigzése, 25°C-on mérve.

Pufferesx: 0,05 M fuszfét pH=6,0-8,0

Jelolések: -o- Szilokrom-alaoléz; =-x- 0ldott aldaoléz
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l4/a 4dbra Akrilex—-aldoldz aktivitdsdnak hémérséxlet fliggése

0,05 M TRIS/HCl pufferben ph=7,5.

Jeltlések: -e~ Akrilex-alaolédz; =-x- Oldott enzim
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14/b 4bra szilonrum-aldoldz axtivitdsdnax hémérséklet fiigeése

0,05 M TRIS/HCL pufferben ph=7,5.

Jeldlések: -e- Szilokrom-aldoldz; -x- Oldott enzim
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15/a

dbra Szubsztréi-aoncentrécid hatdsa az Akrilex-alcoldz aktivitisdra

0,05 K-os TRIS/HCl ruffer pH=7,5; hémérsénlet: 25°C.

Jel6lések: -e- Akrilex-aldoléz; -x- Olaott enzim
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15/b &bra Szubsztrét-auvncentrécid hatdsa 2 Szilckrom-aldoléz aktivitésdra

0,05. li~os TRIS/HC1 puffer ph=7,5; hémérséxlet: 25°C

I. Sziloarom-alaoldz

II. Olaott enzim
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17. ébra Szilckrom-alduiéz hlinzktivéldéidsi kinetikéie
0,05 l'~os TRIS/HC1 ruffer rH=7,5
a/ Olaott alaviaz b/ Szilukrom-alcoléz

Jelolések: -x- SCOC; -e- 55OC; -A- ECOC; -0- 65YC
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0,03 l-os TRIS/HC1l ruffer rn=7,5; hémérsénlet: 25°C
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