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1. BEVEZETÉS

A gyakorlati életben, például a laboratóriumi diagnosz­

tikában illetve az iparban gyakran válik szükségessé anyag­

csere termékek koncentrációjának folyamatos mérése, előállí­

tásuk vagy átalakításuk. íizek a feladatok rbgzitett enzimek 

alkalmazásával viszonylag egyszerűen, gyorsan és gazdaságo­

san valósíthatok meg. A rögzített enzimek legfontosabb tulaj­

donsága, hogy vizben nem oldódnak és ezáltal egyszerű fizikai 

módszerekkel elkülönithetők az egymásra ható anyagokat és vég­

terméket tartalmazó oldattól, ezért lehetővé válik az enzim 

ismételt felhasználása, ami a költségeket nagyban csökkenti.

Az enzimek különféle tipusu és funkciós csoportokkal rendel­

kező hordozókhoz sokféleképpen rögzíthetők a felhasználási 

célhoz igazodva. A rögzített enzimek egyszerűen és biztosan 

kezelhetők, ami lehetővé teszi a folyamatok automatizálását 

is. Számos módszert dolgoztak ki a különféle enzimek rögzíté­

sére. Általános követelmény a kötés jó hatásfoka és a nagy 

stabilitás.

Munkánk során a fruktóz-1,6-difoszfát aldoláz /fruktóz- 

1,6-difoszfát-D-gliceraldehid-3foszfát liáz; ЕС.4.1.2.13./ - 

régi és ma már kevéssé használatos nevén a zimohexázt - kö­

töttük kovalens kötéseken keresztül különböző tipusu szerves
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és szervetlen alapanyagú hordozókhoz. A rögzítésre merülő 

enzim előállításához sikerült egy - a nyul-vázizomból történő 

izolálásra leirt /1/ - módszert úgy módos itanumt, hogy az 

aldolázt a jóval olcsóbb és nagyobb mennyiségben beszerez­

hető sertés-vázizomból állíthassuk elő. a nyulizomból izolált 

enzimmel csszehasonlitva a sertés-izom aldoláz stabilabbnak 

mutatkozott, igy a rögzitás során jelentkező kémiai hatás 

пал is jobban ellenállt. A rögzített a-Ldoláz fruktóz-x,6-ui- 

foszfát folyamatos mérésére, valamint triozfoszfátüa /glicer- 

aldehid-3-foszfát és dihidroxiaceton-foszfát/ előállítására 

használható fel.

u».—

f
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II. BöVIDIl'ÉSEK i

= l-cyclohexyl-3-/2morpholinoäthyl/ carbodiimid 

metho-p-touolsülfonat 

= dihidroxiaceton-foszfát 

= dinitrofenil-hirazin 

= fruid;oz-l,6-difoszfát 

= fru^tóz-l-foszfát 

= gliceraldehid-3-foszfát 

= gliüeraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 

= glicerol-3-foszfát dehidrogenáz 

= nátrium-dodecil-szulfát 

= triózfoszfát izomeráz 

TEMED = N,N,N*,N>-tetrametiléndiamin

CMC

ШАР

DNPH

rDP

P1P

GA3P

GAPD

vjDH

ÍSDS

TIM



-5-

III. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1. Enzim-rögzitési módszereit

Az enzimeit sokfélesége ellenére csait Kevés enzimet 

használnak ipari folyamatok katalizátóraként. Az enzimeit 

felhasználhatóságát ugyanis csökkenti, hogy izolálásuK 

Költséges, a геак-ció végén szennyezőanyagként szerepelnem 

és nem, vagy csak nehezen /pl. ultraszüréssel/ nyerhetőit 

vissza a reakcióelegyből. Az egyensúly beállta után a 

reakció gyakorlatilag befejezettnek tekinthető, igy a folya­

matos és ezáltal kellően gazdaságos üzem nem valósítható meg. 

Ezen problémák kiKÜszöbölésére célszerű szilárd fázisba át­

vinni az enzimet. Az előállított oldhatatlan illetve rögzített 

enzimeK katalitiKUS aittivitásukat megőrziK és folyamatosan 

felnasználhatÓK /2/. A rögzített enzimeK előnyei a KÖvetke- 

zók:

- ismételt felhasználhatóság, amelyneK révén a fajlagos 

költség csökKenthető;

- megnövekedett stabilitás;

- az esetleges szubsztrát vagy termékgátlás megszűnik;

- az enzim nem szennyezi a reaKcióelegyet a reakció vé­

gén;

- jól ellenőrizhető a katalitikus reakció;

- katalitikus sorozatreakciók is megvalósitható*.;

- folyamatos üzem valósítható meg.
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A rögzített enzimeit azonban nemcsak az ipart gazdagithat- 

jáit uj technológiáKKal, hamem uj tipusu modellrendszerKént 

szolgálhatnak a sejtem Különböző felületein megkötött enzi­

meit müködéséneK vizsgálatához is.

A Kötőerőit természete alapján a rögzítéshez használt 

módszereKet Két fő csoportba sorolhatjUK: a fizimai és a 

Kémiai KötéseK csoportjába. Általános Követelmény, hogy a 

Kötési reakció során az enzim rögzített állapotban is meg­

őrizze aktivitását, amine*. az a feltétele, hogy az enzim 

nativ térszerKezete ne változzon meg jelentősen.

Tisztán fiziKai módszereK alkalmazása során az enzimet 

eg.y szemipermeábilis gélből Készült rácsba zárjUK, vagy egy 

ilyen tulajdonságOKKal rendelKezó polimer membránnal vesazü*. 

Körül. A fehérjemoleKula nem vesz részt a vizoldhatatlan 

struKtura KialaKitásában, a gélszerKezet azonban megaKadá- 

lyozza a Környezetbe való diffúzióját és a szubsztrát mole- 

Kula akadálytalanul juthat az enzimhez. A módszer elsősorban 

kís moleKulatcmegü szubsztrátокка1 müKödő enzimen, immobilizá- 

lására alkalmas a diffúziós gát miatt. A legelterjedtebb 

tecnniKa a poliakrilamid gél térhálójába zárás /3-4/. A gél 

alKalmas arra, hogy meghatározott méretű szemcséKKé apritsáK 

és szuszpenzió, vagy liofilezett formában tárolják /5/. A 

Snam Progetti olasz cég laboratóriumában Kifejlesztett módszer 

szerint cellulóz-triacetátból, etil-cellulózból vagy PVC-ből 

Készült üreges szálba zárjáK az enzimet /6/.

A máciK elterjedt techniKa a miKroKapszulázás, melyneK 

során diamin és adipoilKlorid polimerizál a szerves oldószer
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és az enzimet tartalmazó vizes fázis határán az enzimmole- 

kulákat poliamid membránba zárva /7,8/. utóbbi módszer­

nél több enzimet összehozva azok Kölcsönhatásai is tanul­

mány ozhatÓK, modellezve a sejten belüli kölcsönhatásokat, 

továbbá. - mivel a mikrokapszulákkal szemben nincs immunfo­

lyamat - azok konkrét terápiás alkalmazásának a lehetősége 

is adott.

Fizikai módszer az enzime«, adszorpcióval 

történő rögzitése is. nz a legrégebben alkalmazott módszer, 

mivel a szilárd hordozó előállítása és az enzim rögzitése 

nagyon egyszerű /3, 9-11/. A legelső rögzített enzimet is 

ilyen módon állították elő 1916-ban, amikor nelson és Griffin 

invertázt kötött aktiv szénhez /12/. Az adszorbenst úgy kell 

megválasztani, hogy az enzim nagy affinitással kötődjön hozzá, 

de minimális denaturációvai. hordozóként alkalmazható« külön­

böző fémek, ioncserélő gyanták, neutrális polimere« /13-16/.

A biospeeifikus vagy másnéven affinitás«romatográfia 

széleskörűen elterjedt enzimtisztitási eljárás, ha a rögzí­

tett ligand csak egyetlen molekulával szemben mutat nagy ak­

tivitást, akkor specifikus, ha egyszerre több molekulával 

szemben, akkor osztályspecifikus ligendró1 beszélünk. A rög­

zített ligand szerkezetétől és funkciós csoportjaitól, vala­

mint a fehérje molekula szerkezetétől függően ionos és hidrofób 

kölcsönhatások alakulhatnak ki. ha megfelelő affinitással kö­

tődi« az enzim a ligandhoz, lehetővé váli« rögzített enzimként 

való felhasználású« /2/. hz a módszer átvezet- a következő
■* о'.-' П ■2'-. \

csoporthoz, a kémiai módszerekhez.
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A kémiai módszer egyik változata: ionos kötések kialakí­

tásával ionos komplex létrehozása. Az első 

olyan rögzített enzimet - az aminoacilázt -, amellyel aminosav 

racemátokat tonnás nagyságrendben tudtak rezolválni, ilyen 

módon kötötték DEAE-cellulózhoz illetve DEAE-Sephadexhez /2/.
A módszer előnye, hogy a hordozó regenerálható.

Kovalens módon a rögzités történhet keresztkötések kiala­
kításával, illetve valamilyen polimer hordozóhoz való kovalens 

kötéssel.
Intramolekuláris kovalens

az enzim molekulák katalitikusán nem 

aktiv oldalláncai között hozhatók létre bi- vagy multifunkciós 

reagensekkel. Ilyenek például: a glutáraldehid /Schiff-bázis/, 

az izocianát származékok /peptidkötés/, a bisz-diazobenzidin 

/diazo kötés/, az N,N*-etilén-bisz-maleimid /peptidkötés/ /2/. 

Adszorbeált vagy bezárt enzim-molekulák között is lehet kötése­
ket kialakítani a rögzített enzim stabilitása érdekében. A mód­
szer mégsem túl elterjedt a keletkező nagyméretű aggregátumok 

kedvezőtlen tulajdonságai, valamint az aktiv centrum sztérikus

ke­
resztkötések

gátlásának nagy valószinüsége miatt.
polimer hordozó-Az enzimek valamilyen

való kovalens kötése a leggyakrabban álkalmazott mód­
szerek közé tartozik. A kötés feltétele, hogy mind a hordozó, 

mind az enzim tartalmazzon egymással kémiai reakcióra képes

hoz

csoportokat. A megfelelő eljárás kiválasztásakor minden eset­
ben figyelembe kell venni az enzim funkciós csoportjainak tí­
pusát, valamint a hordozó reaktiv csoportjainak kémiai tulaj­

donságait. A kovalens kötésben résztvevő fehérje funkciós 

portja nem lehet az aktivitás szempontjából esszenciális.
cső-
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A kötésnek tehát az enzim molekulák katalitikus aktivitás 

szempontjából közömbös oldalláncai és a hordozó aktivált 

csoportjai között kell létrejönnie. A kapcsolási eljárások 

többnyire a peptidszintézis módszereivel mutatnak rokonságot 

és a kötés néhány esettől eltekintve - pl. a polimoleinsav- 

anhidrid származékokról lehidrolizálhat az enzim - irrever­

zibilis .

A fehérjék következő csoportjai vihetők kovalens kötésbe 

a polimer hordozóval:

1. a polipeptid lánc N-terminális oó -amino, és a lizin 

<£ -amino csoportjai

2. 'p és ^ -karboxil csoportok, valamint a C-terminális 

aminosav -karboxil csoportja

3. a tirozin fenol gyűrűje

4. a cisztein szulfhidril csoportja

5. a szerin, treonin és a tirozin hidroxil csoportjai

6. a hisztidin imidazol csoportja

7. a triptofán indol gyűrűje.

A leggyakoribbak az amino- és a karboxil csoportok, valamint 

a tirozin illetve a hisztedin gyűrűinek reakciói.

A kapcsolási reakcióknál leginkább térszerkezeti krité­

riumoknak kell teljesülniük. Természetesen az aktiv centrum 

létrehozásáért felelős oldalláncokat védő csoportokkal re^gál- 

tatva is megakadályozhatjuk abban, hogy részt vegyenek kova­

lens kötés létrejöttében. A védő csoportok a kovalens kötés 

létrejötte után, viszonylag könnyen eltávolithatók /2,3/,
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A Kovalens rögzítési eljárásnak a 3 egnagyobb előnye, 

hogy a Kémiailag Kötött enzimeK többsége stabilabb, mint u- 

gyanezen enzimeKneK a vizes oldata, ugyanis a megKÖtéssel 

rögzítődik az aktiv térszerKezet. Az enzim-hordozó Kölcsönha­

tása KövetKeztében megváltozhatnaK egyes enzimatiKUS tulaj- 

donságOK, igy például az önemésztésre is Képes fehérjebontó 

enzimeK elveszthetiK ezt a KépességÜKet.

mindez természetesen nem azt jelenti, hogy ezek a ké- 

szitményeK a végtelenségig megtartjáK aKtivitásuKat, hanem 

ssaK azt, hogy még vizes szuszpenzió formájában is hosszú 

ideig eltarthatÓK. előfordul, hogy a Kötött enzimeK fajlagos 

aktivitása soKKal Kisebb az oldatban levÓKnél, de ezt tartó­

san megórziK. Az aktivitás csÖKKenéséneK az ока, hogy az 

enzimmoleKuláK egy része KárosodiK a hordozóhoz való Kötés 

során, ezenkívül a Kötött enzimhez sztériKUS okok miatt 

esetleg nehezebben férneK hozzá a szubsztrát moleKuláK, mint 

az oldott enzimhez.

Az enzimeK stabilitásának megnövelésén túl a Kovalens 

KötéseKen Keresztüli rögzítés további előnye, hogy csak igy 

KeletkeziK széles szubsztrát koncentráció tartományban alkal­

mazható, jól definiálható molekuláris komplexum.

A módszer eddig felsorolt előnyei miatt Kovalens módon 

rögzitettüK Különböző hordozÓKhoz a glikolizis eg.yiK enzimét, 

az kDP aldolázt /fruktóz-1,6-difoszfát-.u-glicera±dehia-3fosz- 

fát liázt; ЕС 4.1.2.13/.
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2. az aldolázok molekuláris tulajdonságai

Az aldolázokat két osztályra különíthet jük hatásmecha­

nizmusuk alapján /19,20/.

Az első osztályba a Bchiff-bázist képező aldolázok 

tartoznak, melyek az állatodban, a növényed túlnyomó többsé­

gében és egyes midroorganizmusodban fordulnak elő. Az emlős 

szövetek aldolázai négy alegységből állnak és szervspecifikus 

izoenzimrendszerrel rendelkeznek. dhhez három különböző tipusu 

alegységet deli szintetizálni, amelyeket А,В és O-vel jelölünk, 

igy összesen tizenkét kombináció /izoenzim/ adódik, az egyes 

izoenzimek jól elkülöníthetők katalitikus, immunológiai, 

elektroforetikus és kromatográfiás sajátságaik alapján.

Az izomzatban túlnyomóan az A^ izoenzim fordul elő 

/aldoláz-л/, a májban és a vesében a izoenzim található 

/aldoláz В/ kis mennyiségű AB hibriddel együtt, az agyban 

éa a szívben pedig aC hibridenzimek vannak, mig az aldoláz-A 

nagyobb affinitást mutat a PDP-hoz mint a rlP-hoz, addig az 

aldoláz-b mindkét szubsztráthoz egyformán kis affinitást 

mutat /21/. az aldoláz-A esetén az rDP/PiP hasítási arány 

5u körüli, ugyanez aldoláz-B-nél 1-2, a 0 tipusu aldolázra 

pedig 12 körüli értéket Írnak le /22/. Ezek a szubsztrát- 

kvóciens értékek annyira jellemzőek az enzimre, hogy a

laboratóriumi vizsgálatoknál diagnosztikai jelentőséget tu-
I

lajdonitanak nekik, ember esetén a vázizomaldolázra 22,0, a 

májaldolázra 1,2 az elfogadott /23/.
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Az I. osztályba tartozó aldolázot müködésüthöz nem 

igényelhet fém ionodat, sót a fém ionot gátló hatást fejte- 

пек kí merkaptid Kötését Kialakulása révén. Az enzim aktiv 

centrumában lizil oldalláncot vannak /25/ amelyet a Katali­

zált reakcióban a szubsztrátot tarbonil-csoportjával üchiff- 

bázis Képzésében vesznem részt, az enzimet - szubsztrát je- 

- a nátrium borohidrid /NaBH^/ inaktiválja. Mole- 

KulatömegÜK 147-180 ezer dalt on /26/.

Az aldolázOK II. osztályába a baKtériumoK és gombát al- 

dolázai tartoznak. A katalízisben nem vesznek részt lizin

lenlétében

oldaliláncot, helyettüt jelentős szerepűt van a tét vegyér-

£l+-net. A reatció során nem tör-tétü fémetnet, többnyire Zu 

ténit Schiff-bázis Képződés. Az EDTA gátolja az enzimet, de 

a gátlás j?DP-vel Kivédhető. A moletulát feltehetően tét alegy­

ségből álInat /27/, moletulatömegüK Körülbelül 7u-80 000 

dalton. Optimális aktivitásút Kifejtéséhez fémionotat igé- 

nyelnet /28,29/. Élesztőből irtát le az első idetartozó enzi­

met /30/. A metalloaldolázok jellemző specifitus aktivitása 

élesztő esetén 173 ü/mg, mig az emlős vázizomból izolált 

Schiff-bázis-képzó lizin aldolázotra 15 U/mg törüli értéket 

irtat le /31/.

Az enzimet izom és élesztő kivonatokban meyerhof és 

Lohmann /37/ mutatta ki először 1934-ben, de az i'DP enzimati- 

kus hasitását Pischer és Tafel /63/ már 1887-ben felfedezte.

Az első TIM mentes nyul-izomaldoláz izolálása pedig Herbert
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és munkatársai nevéhez fűződik /34/. Ezáltal nyilt meg az ut 

az enzim tulajdonságainak részletes vizsgálata előtt.

Az aldoláz inracelluláris enzim, amely a citoplazma 

oldható frakciójában fordul elő. Az emlősök vázizomzatéban 

található fehérjék legnagyobb részét a glikolitikus enzimei, 

teszik ki, amelyen közül az aldoláz mennyiségi aránya 8-lu$

/37/.

A nyul-vázizom aldoláz izolálására leggyakrabban a 

xaylor /1/ és munkatársai által kidolgozott módszert alkal­

mazzák, mely szerint a vizes extraktum frakcionálása, továbbá 

a preparátumok átkristályositása semleges, telitett ammonium- 

szulfát oldattal történik.

az aldoláz preparátumokat általában 3-5-ször átkristá- 

lyositott formában használják. További tisztitás ioncserés 

kromatográfia segítségével /DEAE vagy foszfo-cellulózok/ 

történhet.

A nyulizom enzim móltömege I6u 000 körül van /38,39/.

A molekula alkalikus borátban, ureában /40,41/, savban /42,43/ 

és guadinium hidrokloridban /44/ négy alegységre disszociál. 

i^zek közül két alegység azonos, mig a másik kettő az elsőd­

leges struktúrában eltér ettől /45/.

Az úgynevezett A tipusu alegység két molekuláris fclfor­

mában / «к és T> / fordul elő, amelyeket a U-terminális 

hexapeptidjében egy aminosav eltérése különböztet meg egy­

mástól /46/. Az oC -láncban ile-ber-Asn-His-Ala-туг, mig a

-láncban ile-Ser-Asp-his-Ala-Tyr az aminosavak sorrendje.
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A nyul-izomaldoláz tetramer szerkezete tehát a következő:

о p 2' alegység móltömege körülbelül 4u 000 dalton

/47/, prolin az w-terminális /48/ és tirozin a C-terminális 

/49/ aminosav. Az alegység jorCN-nal történő hasitása és a 

hasitási termékek Sephadex ü-75 oszlopon való elkülönítése 

eredményeképpen bai /5и/ négy jól kimutatható frakciót ka­

pott. az V. és az aktiv centrumot tartalmazó /к/ IV. frakció 

két rövid peptid, mig a G-terminális /С/ és az JM-terminálist 

/11/ magában foglaló két peptid /III.illetve il. frakció/

hosszabb. Az első frakció az összes aminosavnak kevesebb mintI
lOjí-át tartalmazza.

3. Az aldolázok katalitikus tulajdonságai

A glükolizis folyamatában a fruktóz-1,6-difoszfátot az 

aldoláz két triózfoszfátra bontja. A folyamat az aldolkonden- 

záció megforditásának felel meg.

aldoláz =5,72 cal
iDP DHAP+GA3P

A fenti - egyensúlyra vezető - reakció standard körül­

ményei között az ü*DP keletkezése irányában van eltolva.

Mivel a sejtekben az l'DP koncentrációja aránylag kicsi 

/~и,1тМ/, nagy mennyisége lebomlik, mielőtt még az egyen­

súlyi koncentrációt elérné.

az rDP-nek az aldolázhoz való elsődleges kötődése való­

színül eg a foszfát-csoportokon keresztül történik /52/.
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Llehler és Bloom fotometriásan követték a DHAP Isarbonil 

csoportja és az aldoláz aktiv centrumában lévő /lys 221/ 

aminosav csoportja között létrejövő Schiff-bázis intermedier 

kialakulását /17/.

A vázizom aldoláz nemcsak az alapreakciót katalizálja, 

hanem más aldoldiraerizációs illetve szén-szén kötés hasitási 

reakciók katalizisére is képes, /pl: F 1P=DHAP+D-GA/

Az aldoláz pH-optimuma pH=7,5-10-nek adódott, az aktivi­

tást ti -GDH segítségével mérve. Uás módszerekkel kapott ada­

tok szerint az optimum intervalluma szükebb, ami valószinüleg 

az ezen módszereknél használt anyagok magasabb pH értékkel szem­

beni érzékenységéből adódik /18/.

4. Kyul vázizom aldoláz rögzitése

Nyúl vázizomból izolált aldolázt rögzítettek már fizikai 

és kémiai módszerekkel egyaránt különféle vizoldhatatlan hor­

dozókhoz .

Fizikai módszerekkel történt az enzim térhálósitott poli- 

akrilamid gélbe való bezárása /56/.

Kémiai utón, kovalens kötésekkel az alábbi hordozókhoz 

kötöttek már aldolázt:

- szubsztituált poliakrilamid gélhez /60/;

- СЫ-agarózhoz;

- Sepharose 4B-hez /57/;

- arainoetil cellulózhoz /АЕС/, etilén /moleinsav-anhidrid/ 

kopolimerhez /ЕМА/, és p-aminobenzil cellulózhoz /РАВ//58,

- N,N»-polimetilén-bis-jodacetamidhoz /74/;

A fenti kísérletek eredményeit az I. táblázat foglalja össze.



I. táblázat: Különböző hordozókhoz rögzített nyúl vázizom aldoláz katalitikus tulajdonságainak 

összehasonlítása

Rögzített
Spec.akt. fehérje

/U/ml gél/ /U/mg xerogél/ /mg/mg szá/
razanyag/

Kötés
tipus

Maradék
akt.

Aktivitás Apparens 
/Km mM/Hordozó

/%/

2,1.10”2bezárás 10,4Poliakrilamid

Szubsztituált
poliakrilamid

CM-agaróz
Sepharose 4B

15 40,0kovalens

13,3kovalens 2,8 ml 
0,206/ml

4,2.10"2

kovalens 0,859 4,2
Aminoetil
cellulóz 4.10“2kovalens 7,0

Etilén /maleinsav an.* 
hidrid/ kopolimer

P-aminobenzil
cellulóz

NjN’-polimetilén
bis-jodacetamid

4,9*10“2 

1,4.10"2

3,6kovalens 10,0

6.10-3kovalens

kovalens 40,0
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Az izoraaldolázt disérletein*. során poliaivrilamid 

alapú icarboxil funxciós csoportoxat tartalmazó Axrilex 

és aldehid csoportodat tartalmazó szilixát alapú azilokrom 

géledhez kötöttük.
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IV. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

A felhasznált anyagok Reanal gyártmányúak voltaic, a 

következők kivételével: CMC /Sigma/, etilénglikoi-monouie- 

tiléter, Polin-Ciocalteus fenolreagens /MERCK/ és Sephauex 

G-200 /Pharmacia/.

Aldoláz aktivitásának mérése

Az aldoláz által katalizált reakció egyensúlyra vezet, 

amely az FDP keletkezése irányában van eltolva. Az enzim 

aktivitásának mérésére a reakció lefolyásénak mindkét irány- 

oa történő követése felhasználható, az egyensúly kivánt 

irányba történő eltolása mellett. A gyakorlatban leginkább 

a triorfoszfátOk keletkezési sebességét mérik. Ebben az 

esetben az egyensúly eltolása enzimatikus utón /pi.íGAPD, 

TIM, GDH/ történő továbDalakitásával, vagy a keletkező tri- 

ózfoszfátok kémiai blokkolása utján /hidrazinnal és hidra- 

zinszármazékokkal/ lehetséges.

Az aldoláz aktivitásának mérésére több módszert is 

felhasználhatunk:

1. A segédenzimmel történő mérés

a. GAPD segédenzimmel történő aktivitásmérés /51/
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A reakcióelegy összetéteJe:

Végtérfogat:

Vég^onc ent rációit 
a reakcióelegy oen: FDP: 0,8 mл:

IíAD+: 1,7 raM

GAJD: 33 U

HAO^: 0,8 шМ

THIS/НС1: 50 mH /рН=7,5/

Az egy perc alatt átalakított szubsztrátmolekulák

1,85 ml

Puffer:

számát az alábbi képlettel számítottuk ki: 

1,85EU=
ЛЕ340/р /U/inl minta/ere/ml/1,0 x V

Figyelembe kell vennünk, Hogy a reakció lefutását
minta

a GAPD : aldoláz arány erősen befolyásolja, ezért 

a GADP-t minőig feleslegben kell a reakcioelegy- 

hez hozzáadni.

b. TEú/GDH segédenzimmel történő aktivitásmérés /62,63/ 

A reakcióelegy összetétéle:

Végtérfogat:

Végkonc ént rác íÓa. 
a reakcióéiegyben: FDP: 1,1 mM

HADH+H+: 0,2 шМ

TIM/GDH: 9,6/1,5

TRIS/HC1: 50 mM /рН=7,5/

Foszfát: 10 mM - 800 mM /pH=
5/

Az enzim aktivitásának meghatározás az alábbi képlet

3,00 mi

Puffer:

segítségével történik: 

3,00EA= ЛЕ340/регс /V/ml minta/
/ml/ x 21,0 x Vminta
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2. Segédenzim nélküli aktivitásmérest a Kovalens 

kötődés és a hőmérsékletfüggés vizsgálatkor Sioiey és 

Lehninger módszere alapján végeztük /64/.

A mérés elve, hogy a reakcióban а ШАР és a d-GA3P 

a hidrazinnal kapcsolódik. Ezt NaOH-dal hidrái izál ju_a., és 

az igy e3óállitott szabad triozókat a 2,4-i>PH-val reagáitat- 

JUk. Ez metilglioxál-3,4-dinitrofeniloszazonbol és piro- 

szólósav-2,4-dinitrofenilhidrazonból álló Keveréket ered­
ményez. Mindkét komponens vörös színnel olaoaik lúgos kö­

zegben. Az abszorpciós maximum 535-540 nm között van, ami 

az alkálikus metilcelloszolv használata esetén 570 nm-re 

tolódik el.

A méréshez az alábbi oldatokat készítettük el:

1. Frissen készített a szubsztrát reagens 

0,02 M FDP : 0,12 M hidrazin pH=8,2 /1:1/

Kidrazin preparálása: 1,5 M NaOH/lM hidrazin szulfát

2. 3ü$ TGA

3. 0,06N NaOH

4. 0,075 M 2,4 DNPH i,5N HCi-ban oldva

5. Alkálikus metilcelloszolv /l térf. IN NaOH + 2 térf. 

etiiéngli^ol monométiléter/

Mérés: 10 д<1 mintát mikrokémcsövekbe teszünk, Jeges 

fürdőn. 1OO Л-Ч szubsztrátreagenst pipettézunk minden mintához, 

majd összekeverJük. 38°U-on 30 percig in^ubáiju^, majd 20 /«1 

TCA-t és 100 /4 NaOH-ot adunk hozza és összerázzUk. Ha so«, 

a protein, lecentrifugálJUk. A lúg hozzáadása után 30 - 5
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perccel 50 /Л aliquothoz 50 yui BUFH-t pipettázmik éa óva­

tosan összekeverjük. 3U-60 perc múlva szobahőmérsékleten 

± iUL lúgos metilceiiuszolvot ааипл hozzá és ujabo 30 perc 

muiva 570 nm-en leolvassuk a szines hiarazon extirikCió ját.

Az aktivitás meghatározása a következŐKéppen történt:

Tért. akt. = 60 1100 230
T “5Ü 115

£ = 58000; t= inkubációs iaó /perc/

A rögzitett enzim aktivitásának mérése során a reaKció- 

eleg.yet félkémcsőbe mérve a rögzitett enzimmel ^evertetve 

történt az inkUbálás. Az üvegszürón leszűrt reakcioelegy 

extinkciójábol ^34o/sec m®r^s®ve-L az oldott enziméhez ha­
sonlóan számoltuk a rögzitett enzim aktivitását.

/А kevertetés azért lényeges, mert e nélkül az enzinik ész Ít­

mény külön fázisként halmozódik fel - mivel a gélszemcséit 

kiülepeanek - és ez végső soron azt eredményezi, hogy a 

reakciósebességet az elegyben lejátszódó diffúziós folya­

matok határozzák meg./

= /М/i eredeti minta/ora/

A fehérjetartalom meghatározása

A fehérjeoldatok koncentrációjának megnatarozása к280
mérésével, illetve Lowry és munkatársai /I95l/ módszere alap­

ján történt /65/. A Kalibrációs görbe felvételekor marha szé- 

rumalbumint /BSA/ használtunk. A Különböző hordozókhoz rög­

zitett fehérjemennyiséget indirekt utón - a reakcióelegybe
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vitt és a rögzítési eljárás után a felüJúszóban, illetve 

a mosófolyadékban maradt fehérjemennyiség különoözetexént - 

határoztuk meg.

Poliakrilamid gél elektroforézis

Az enzime*, homogenitásának vizsgálata poJiakrilamid 

gélelektroforézissel történt, az ürnstein és Davis által 

kidolgozott /6-1/ diszkontinuáj-is pufferrendszerben. A vizs­

gálathoz az alábbi oldatokat használtuk:

A oldat: lN HCl 48,0 ml

36,6 g

0,23 ml

1000 rnl-re feltöltve desztillált vízzel, 

pH= 8,9

THIS

TEMED

В oldat: lN HCl 48,0 ml 

5,98 g 

0,46 mi 

íOOO ml-re feltöltve,

TRIS

TEMED

pH= 6,7
C oluat: Akriiamid 28,lO g 

0,635 g 

1000 ml-re feltöltve,

10,0 g

2,5 g

1000 ml-re feltöltve,

BIS

D oldat: Akriiamid

BIS
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E olaat: Riboflavin 4,0 mg

100 mi-re feltöltve

40,0 gP olaat: Szaharóz

100 ml-re feltöltve

G oldat: Ammóniumperszülfát 0,i4 g

100 ml-re feltöltve

6,0 g

Glicin 28,8 g

1000 ml-re feltöltve,

pH= 8,3

Használat előtt lOx
nigitani!

Elemtródpuffer törzsolaat: THIS

Alsó /szeparáló/ gél: 5ml A olaat

lOml C oldat

5 ml HqO

20iui G olaat

2-2 ml ikonomért üvegcsövedbe mérünk, rá 1-2 mm-nyi vizet 

rétegzünd. A polimerizációs idő dörülbelül 3o perc. A gél 

7/S-os az akriiamia monomerre nézve.

Felső /tömöritő/ gél: 5mi b oldat

lOml D oldat

20 ml P oldat

5 ml E olaat

0,2 -0,2 mi monomert mérüne. a szeparáló gélé*. felületére, 

maja ra néhány ml vizet rétegzünm. A gél fotopolimerizációs 

folyamatban ^eletmezik.
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Minta-előkészités:a minta vezetőképessége a 8x-ra higitott 

A oldat vezetőképességénél nem lehet nagyobb. A mintákat 

20^-os szakaróz oldatban vittük fel a gélekre, az elektro- 

forézis 5 mA/gél egyenáram mellett 2 óra volt. A géleken 

elvált fehérjefrakciók festése 12,5?» TCA-ban oldott 0,012?£ 

Comassie Brilliant Blue 6250 oldattal, a festés utáni tartó- 

sitás 5i° ecetsav oldatban történt. Az aldoláz specifikus 

kimutatására az alábbi reakcióelegyet használtuk:

3,3 m* NAD+
0,45 mg jód-tetrazólium-hidroklorid 

0,14 mg fenazin-metoszulfát 

1,5 mol FDP

0,9 mol Na2HAS0^

33 U GrAFD

ml 0,1 M TRIS/HC1 

a géleket a reakcióéiegyben 15 percig inkubaijuk 37°C-on 

és a megjelenő ibolyaszinü csikók alapján azonosíthatjuk az 

aldolázt. A szin tartósítása 10?i-os etaholban történt, amely­

ben a gél nem aktiv részeiből kioldódik a szinezék.

A molekulatömeg meghatározása az Ornstein-Davis által 

meghatározott gél- és pufférrendszerekkel, SDS gélelektrofo- 

rézissel történt. SDS jelenlétében a polipeptidláncok géle- 

lektroforetikus mobilitását pusztán molekulatömegük határoz­

za meg. E jelenség alapján Weber és Osborn egyszerű és gyors 

módszert dolgoztak ki a molekulatömeg gyors meghatározására. 

/75/. A molekulatömeg kiszámítása ismert molekulatcmegü poli-

1 pH=7,5
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peptiaek és fehérjéd felhasználásával készült kalibrá-

görbe segítségévei történi*.. Molekulatömeg standard­

ként miuglobint, JBSA-t, nyúl-vázizom aldoiazt és GOD-ot 

Használtunk..

ciós

Az alaolaz rögzítése szilára fázisú norauzokon

Az enzim rögzítéséhez szerves /Алгйех/ és szervetlen 

/Szilo*.roui/ alapanyagú horduzokat nasznáitun*..

Az Akrilex gélek alapvázát akrilamid-akriisav-íM^N’-nieti- 

lénbiszakriiamia alkotja. A hordozó*. Алгйех P-100 tipusu gél­

ből készülnek, amelynek szemcseátmérője iüO-320 n m.

Az Akrilex C-lOO gél karboxil funkciós csoportokkal 

/6,2 -0,3 meq/g száraz gél/ rendelkezik, amelyek aktiválása 

vizolahato karbodiimiaaei történt. A fenérjék karboxilét 

tartalmú polimerekhez karbodiimidekkel való kapcsolásának 

elve Weliky és Weetall /1965/ nevéhez füzóaik /7i/. A sertés- 

vazizom aidoláz rögzítéséhez használt eljárás kidolgozásánál 

elsősorban kovács és munkatársai által - kOiineszteráz rög­

zítésére - közölt módszerre támaszkodtunk /70/.

Az Akrilex АН-Ю0 hordozo - amely akriiamia, N,N’-meti- 

lén-biszakriiamid és akrilsav-hiaraziu kopoiimerjének tekint­

hető - hidrazid funkciós csoportjainak /4,5-0,2 meq/g száraz­

anyag/ aktiválása salétromos savval történt. A. kovalens kötés 

az igy létrejövő sav-azia csoportokon keresztül jön létre.

A sertés-vázizom alaoláz rögzítésére használt módszerünk
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Kicneei és Evers CM-celluloz-fenérje kOnjugátumOk előállí­

tására szolgáiö módszerén alapul /72/.

A SzilOkrom-aldehid hordozo szilikát alapvázu, aldeiiia 

funkciós csoportodat tartalmazó gél, amelyet a szovjet gyár­

tó oocsátcct a rendelkezésünkre. A gél gyárilag megadott 

jellemzői a következők: szemcseméret 0,1-0,2 nm, porusméret
o p

400-600 A , felület 80 m /g. A sertés-vázizom aldoláz rög­

zítés ел-or Lomako és munkatársai /68/ munkájára támaszkod­

tunk, amelyben a glüicoamiláz rögzítését Írják le.
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V. EREDMÉNYEK

l. Sertés-vázizoxu aldoláz izolálása és csszehasonlitó vizs­

gálata

l.-L Az aldoláz izoJélása sert és-vázizomboi

1 a.g, zsirtól és Kötőszöveti részektől megtisztitott, 

majd megdarált sertéscombot 1,5 l hideg /+4°С/ aesztillált 

vizben szuszpendálturiA. 40 percig +4°C-on kevertettük, maja 

3000 xg-vel lecentrifugáltuk. A szürlet pH-ját IN NaOH-dal 

7,5-re állitottUk és lassú kevertetés közben kb. 30 perc alatt 

48^-ra telitettük kristályos ammóniuau szulfáttal. Pélórás 

állás után +4°C-on szűrtük az oldatot. A szűri etet 60?ü-ra 

telitettük ammóniumszulfáttal. A szürlet ezek után 7 napig 

+lu°C-on állt. A kristályositás kivételével a preparálás 

minaen lépését 0°C körüli hőmérsékleten végeztük.

1. átkristályositás: A szuszpenziót redős szűrőn szűrtük. 

A csapadékot desztillált vizben olaottuk, maja kristályos 

ammoniumszulfátot adtunk nozzá, enyhe opaleszcencia megjele­
néséig.

Egy hét állás után a kristályokat szűrtük és a kristá- 

lyositást még háromszor megismételtük.

Az aldoláz ammóniumszulfátos frakcionálása illetve át-

kristályositása során mért aktivitásokat és a tisztulás- mér- 

t ékét egy tipikus izolálási kísérlet során а II. táblázat
/

mutatja.



II. táblázat: Aldoláz izolálása sertés vázizomból

Ossz- Specifikus 
fehérje aktivitás 

/g/ /U/mg fehérje/

Össz-
aktivitásIzolálási lépés Térfogat

/ml/
Kitermelés

/%/

Tisztulás
/и/

Nyers extraktum
/3000 g felülúszó/

Ammónium-szulfátos
frakcionálás
/48 % telitésíi felülúszó/

Ammónium-szulfátos
frakcionálás
/48-60 % telitésü csapadék

1. Átkristályositás 
/csapadék/

2. Átkristályositás 
/csapadék/

3. Átkristályositás 
/csapadék/

4» Átkristályositás 
/csapadék/

6 500 162 500 100,0 1,01 170,0 0,14

96,93 500 157 500 350,0 0,45 3,2

60,9 0,69 4,931 800 99 000 144,0

46,1 62,51 250 75 000 1,2 8,57

675 61 020 24,975 17,437,5 2,44

30,6 6,37549 725 55,7255 7,8

65,0250 45 500 28,0 9,15,0
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/Mint a táblázatból látható, módszerünkéi közei 7ü-szeres

tisztulást értünk el a kiindulási extrakthoz képest. A tisz­
ti/

tulás a nyers extraktum specifikus aktivitására vonatkozott

jelenti. A négyszer átkristályositott 

enzim specifikus aktivitása 9,1 U/mg volt, ami az enzimszusz- 

penzió hűtőszekrényben való tárolásának első nőnapja alatt 

lassan 9,6 U/mg-ra növekedett. További kisérieteinket ezzel 

a termékkel végeztük.

A 4x átkristályositott sertés-izomalooláz fehérjére 

festett eiektroferogramját az l/a ábra mutatja. Csszehason- 

litasul az l/e ábrán 3x átkristályositott nyui izomalooiáz 

eiektroferogramját mutatjuk be. A sertés aluolaz nem bizonyult 

elektroforetikusan homogénnek, ezért a 4x átkristályositott 

enzimet megkíséreltük tovább tisztítani ioncserélő Агоша- 

tografiával DEAE cellulóz oszlopon. A 28 cm' térfogatú gélt 

/2,1 Cm x 9,2 Cm/ 

egyensúlyba, majd 30 mg sómentes fehérjét vittünk rá. A fenti 

pufferrel mosva az oszlopot a fehérjék két csúcsban moshatók 

át /2. ábra/. Az első csúcs tartalmazza a felvitt Összes 

aldolaz aktivitását, mig a második fehérjecsucs egyik frakció­

jából sem mérhető aktivitás. A két csúcs ezek szerint arra 

utal, hogy az aldoláz nem, mig a szennyező fehérjék gyenge 

kölcsönhatásba lépnek a géllel és igy csak késleltetve - 

a pufferrel tovább mosva az oszlopot - jelennek meg. A DEAE 

oszlopon tisztított aldoláz elektroforetikus képét az aktiv 

frakció esetén az l/b, míg az inaktiv csúcsét az l/с ábra 

mutatja fehérjére festve.

aktivitasnövekedést

0,02 M TRIS/HCl pufferrel /рН=7,0/ hoztuk

azaz
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Az aktiv frakció aktivitásra festett elektroferogram- 

ját az l/a ábra mutatja. Az aktiv frakció homogenitását 

továooi gélkromatográfiával is ellenőriztü 

NaCl-ot tartalmazó 0,02 M TEIS/HCi pufferrei /рН=7,0/ egyen­

súlyba hozott, Sephadex G-200 gélt tartalmazó oszlopon tör­

tént. 'iovábbi tisztulást már nem sikerült elérni, mivel csak 

l fehérje csúcsot kaptunk./3. ábra/ Enne*, elektroferogramja 

teljesen megegyezik az l/b ábrán láthatóval. A tisztított 

alaoláz specifikus aktivitása 10,8 li/mg volt, SAPD segéd- 

enzimes moaszerrel mérve.

A tisztított enzim molekulatömegének meghatározása SDS 

gélelektroforézissel történt és l5ü 000 körülinek adódott 

/4. áuга/, ami a nyúl vázizom aldoláz molekulatömegével 

megközelixően azonosnak tekinthető.

1.2 Sertés és nyúl vázizom alaoláz katalitikus tulajdonságá­

ig 0,1 MЛ •

inak és stabilitásának csszehasonlito vizsgálata

1.2.1 katalitikus tulajaonságok

1.2.l.l A sertés és a nyúl vázizom alaoláz katalitikus akti­

vitás ph függés ének vizsgálata 

Az aktivitás pH függésének vizsgálata 6,u-9,0 tarto­

mányban történt. pH= 6,0-8,0 között 0,05 M foszfátot, pH=

7,0-9,0 között TRIS/HCl-puffert használtunk, az átfedő pon­

toknál az aktivitásban tapasztalható eltérés a két puffer 

használata esetén minimális. A katalitikus aktivitás pH 

optimuma sertés aldoláz esetén 7,25, nyúl alaoláz esetén 

7,0 /5. ábra/. Pontos, hogy a foszfát puffer koncentrációja

Э
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0,05 M-nái kisebo legyen. Az aktivitás foszfát kuncentré- 

ciotol való függését vizsgálva kiderül, hogy minő. a sertés, 

mind a nyúl aldolázt jelentősen gátolja a növekvő foszfát 

koncentráció /6. ábra/. Az áorán megfigyelhető, hogy a fosz­

fát ionok kevésbé gátolják a sertés aloolázt, mint a nyúl 

vázizomból izolált enzimet.

A katalitikus aktivitás látszólagos hőmérséklet-1.2.1.2

függése

Az aktivitás látszólagos hőmérsékletfüggését 25-60°C 

tartományban, 5°0-onként vettük fel. Az aktivitást Sibley és 

Lenninger /64/ módszere szerint mértük, az enzimet a szub- 

sztrát reagenssel 30 percig inkuuáltuk. Az aktivitás látszó­

lagos hőmérsékleti optimuma sertés alcolaz esetén 40ÜG, mig 

a nyuiooi preparált enzim esetén 45uO-nak aaooott /7. ábra/. 

1.2.1.3 A szübsztratkoncentrácio natása a sertés vázizom

aldolaz aktivitásara

A szubsztrátkoncentráció hatását a sertés vázizom

alcoiáz aktivitására a 8. ábra mutatja Lineweaver-burк féle
- 8 x Ю"6 M /FDP/,

- i,6 x Ю"4 M /PiP/ koncentráció tarto-

-5linearizálássai. A mérésemet 1 x íü 

illetve í x 10

mányban, 0,05 M TRIS/HGl pufferben /рН=7,5/ és 25°C-os hő­

mérsékleten végeztük.

A segédenzimes módszerrel mért Micnaeiis ailanao érté­

ke 2,9 x 10"3 M szübsztrétként FDP-t iiasználva /8/a ábra/ és 

2,8 X lo"3 M FiP esetén /8/b ábra/.

-3
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A nyúl aldoláz aktivitásának enzimatikus utón mért 

szubsztrátkoncentráció függésére irodalmi utalást talál­

hatunk /32/. Eszerint a értéke FDP-re 1,4 x 10~^ LI,

Pli' szubsztrátra pedig 7 x 10"”^ M. A sertés aldoláz К 

téke tehát mind PDP, mind P1P szubsztrátra nézve közel 

kétszerese a nyúl aldoláz megfelelő értékeinek.

1.2.2 Sertés és nyúl izomaldoláz stabilitásának vizsgálata

ér­ül

1.2.2.1 Hőstabilitás

Az aldolázok hőstabilitását 50-65°C tartományban ha­

sonlítottuk össze, 3 fokonként. A méréseket 0,05 M THIS/HCl 

pufferben /рН=7,5/ végeztük, meghatározott időpontokban 

mintátá véve az inkubált enzimekből. A re^kcióelegyek fehér- 

jekoncentrációja 0,1 mg/ml, térfogata pedig 5-5 ml volt.

50 és 55°C-on egy aktiválódási folyamat volt megfigyel­

hető a sertésizomból izolált enzim esetén /9/a ábra/. Ilyen 

jelenség a nyúl izomaldoláz vizsgálatakor nem mutatkozott 

/9/b ábra/. A sertés aldoláz a vizsgált hőmérsékleti tarto­
mányban jelentősen stabilabbnak bizonyult a nyúl aldoláz- 

nál. Ez utóbbi hőinaktiválódása egyetlen elsőrendű kinetiká­

val leírható, mig a settés aldoláz átmeneti aktiválódását 

legalább két lépésben lezajló inaktiválódás követi.

1.2.2.2 A hóinaktivélódás sebességének függése a fehérje-

koncentrációtól

a sertés vázizom aldoláz hőinaktiválódásának függését a 

fehérjekoncentrációtól Friedrich és munkatársai /66/ módszere 

alapján vizsgáltuk 0,01, 0,1 és 1,0 mg/ml koncentrációjú
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aldoiáz oldatommal, 0,Ol М EDTA-t tartalmazó, 0,2 M TEIS/HCi 

pufferben /рН=7,5/, 55°C-on. Sertés izomaloolaz esetében 

mindhárom vizsgált concent rációnál az eiső 20 percben egy ал,- 

tiváxoaás volt megfigyelhető /Ю. abra/. Ilyen aktiválódás 

a nyui vázizom aldoiáz esetében nem tapasztamato. Ugyan- 

ajs.Air - hasonlóan a nyui alaolázuoz - a no inakt iválodás 

seocssége a vizsgált koncentráciotartomány on bellii független 

a fehérjekoncentrációtoi.

1.2.2.3 A hőinaictiváioüás pH függése

A pH függés vizsgálatát 55uC-un, ph= 5,0-9,0 tartomány­

ban végeztük, az alábbi pufierekben: 0,05 M acetát pufferben 

/pH= 5,0/, 0,05 M foszfát pufferben /pH= 6,0-8,0/ és 0,05 M 

TRIS/KCI pufferben /pH= 7,0-9,0/. A fehérje^oncentráció 

0,i mg/ml volt. A sertés aiűoléz hostabixitásanak maximuma 

pR= 6,0-nái észlelhető; pH= 7,0 és pH= 7,5 pufferoen csak kis 

mértéiben függ a pn-toi. Az inkubációs iaót növelve az ehzim 

pH= 7,5-néi зонах scabiiabünak mutatkozott, mint az ettöi 

eltérő pH-mon. A vizsgálat 120. percében ph= 7,5-nél még a 

kiindulási aktivitásnak mintegy 35?£>-a volt mérhető, mig az 

ezutáni legnagyobb aktivitás pH= 7,0-néi már lu/ alatt van.

Nyui alaoláz esetén ilyen jelenséget nem tapasztaltunk 

/li/b ábra/, a vizsgált pufferekben imubált enzim aktivitása 

mereueken csökkent. A hőkezelés hatására bekövetkező aktivi­

tásveszteség pH= 7,0 pufferben a íegiassubo. Az aktivitás 

pH optimumához közeledő pH értékemen mma a két enzim а 

legstabiiaoo.
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1.2.2.4 Az urea natásánah vizsgálata

A mérések 1-5 M urea лопсentrácionnál, 0,05 tói TRIS/HCl 

pufférőén /pH= 7,5/ 25°C-on történtek. A fehérjekoncentrá­

ció 0,1 mg/ml volt. A sertés aldoláz 1-2 M ureában stabi-

sertéslabbnak mutatkozott /12/b ábra/. 1Ы urea esetén t1/2
aldoláz esetén kb. 140 percre tehető, mig nyúl aldoláz ese­

tén 30 perc; 2M urea esetén ezek az adatok 55, illetve 25

percre módosultak. 5M urea hatására a sertés izomaldoláz

= 6 perc/, nyúl aldo-kb. 40 perc alatt inaktiválódott /t1/2
láz aktivitást már 5 perc elteltével sem lehetett mérni.

1.2.2.5 Tárolási stabilitás

A tárolási stabilitást 0,1 mg/ml fehérjekoncentrációju, 

sómentesitett enzimeken vizsgáltuk, különböző hőmérséklete­

den. az eredményemet a III. táblázat foglalja össze.

III. táblázat. Sertés- és nyui vázizom aldoiáz tárolási

stabilitásának összenasonlitása

Sertés alaoiaz

xl/2 /°га/’

Hőmérséklet Nyui alaoiáz 

Tl/2 /óra//°0/

63 1244

58 ЮЗ10

25 2i 49

A táoiázatbói látható, hogy a sertés alaoiáz tárolási 

staDilitása mintegy hétszerese a nyui alaolazénak.
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KísérleteiELa.et összegezve arra a ü.övetü.eztetésre jutot­

tunk, hogy a sertés aldolóz nagyobb stabilitása miatt alkal­

masabbnak látszik a különböző hordozókhoz való rögzítésre és 

gyakorlati alkalmazásra, mint a nyúl aldoláz.

2. Rögzített sertés vázizom aldoláz előállítása és összehason­

lító vizsgálata

2.1 Aldoláz rögzítése, különböző gélekhez

2.1.1 Rögzités Akrilex C-100 gélhez

0,5 g xerogélt 25 ml hideg 0,1 Ы foszfátpufferben 

/pH= 7,0/ szuszpendáltunk. Közben 1 g GMC-t oldottunk 12,5 

ml 0°C-os pufferben. Ezt a gélhez adva 10 percig rázattuk 

jeges fürdőn. Az igy aktivált gélhez 0,2 g előzőleg dializá- 

lessal sómentesitett enzimet adtunk 12,5 ml pufferben. Az ol­

dat fehérjekoncentrációja 16 mg/ml, térfogati aktivitása 

130,9 U/ml volt. A szuszpenziót 4°C-on, 48 órán át inkubál- 

tuk, közben 18 órán át kevertettük, majd a gélt 3 x 100 ml 

foszfát pufferrel, 3 x 100 ml 0,05 M NaCl-ot tartalmazó 

foszfát pufferrel, végül ismét 3 x 100 ml foszfát pufferrel 

mostuk a nem kovalensen kötött fehérjék eltávolítása céljából. 

A rögzités mérlegét a IY. táblázat mutatja.

IV. táblázat. Aldoláz rögzítése Akrilex C-100 gélen

Reakcióelegybe vitt fehérje 

Rögzített fehérje

0,2 g

67,5 $
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Reakcióelegybe vitt aktivitás 

Rögzitett aktivitás

1636 U 

61,6 fi

Oldott állapotban visszanyert aktivitás 33,1 fi

5,3 fiAktivitás veszteség
Rögzitett enzim specifikus aktivitása

Rögzitett enzim szárazanyagra 
vonatkoztatott aktivitása

Rögzitett enzim térfogati aktivitása

7,46 U/mg 
fehérje

2015 U/g 
xerogél 

15,5 U/ml
gél

2.1.2 Rögzités Akrilex AH tipusu hordozóhoz

8 térfogat gélszuszpenzióhoz jeges vizfürdón 1 térf.

2N HCl-ot, majd cseppenként 4 térf. Afi-os НаЖ^ oldatot ad­

tunk. 15 perc kevertetés után 0,1 Ы К-fősziét pufferrel /pH= 

7,0/ a szuszpenziót semlegességig mostuk. Az igy aktivált 

gélhez jeges vizfürdón 4,0 ml 3,5 mg/ml-es fehérjekoncent- 

rációju enzimet vittünk fel. A gélt 24 óra hosszat kevertettük 

a hidegszobában. Az V. táblázat a rögzités eredményét mutatja.

V. táblázat. Aldoláz rögzitése Akrilex AH-200 gélhez

Reakcióelegybe vitt fehérje 

Rögzitett fehérje 

Reakcióelegybe vitt aktivitás 

Rögzitett aktivitás 

Oldott állapotban visszanyert aktivitás 26,7 fi 

Aktivitás veszteség

Rüíjzitett enzim specifikus aktivitása 

Rögzitett enzim térfogati aktivitása

7,04 mg 

14,3 fi
45 U

11,1 fi

62,2 fi

5 U/mg 
fehérje

0,62 U/ml
gél
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2.1.3 Rögzítés Szilokrom-aldehid gélhez

1 g Szilokrom gélt olyan desztillált vízzel mostunk át, 

amelynek a pH-ját előzetesen 8,0-ra állítottuk be. Ilyen 

desztillált víz 8,5 ml-ében 240 mg aldolázt oldottunk, rá­

mértük a gélre és a szuszpenziót 2 órán át +4°C-on kevertet- 

tük. Ezt követően szűrtük a gélt és a nem kötődött fehérjét 

8,0-as pH-ju desztillált viz 5 x 40 ml-ével kimostuk. 1$ 

NaBH^-ból 8 ml-t mérve a gélre 1 órán át kevertettük a szusz­

penziót, a gél aldehid és az enzim amino-csoportjai közt lét­

rejött Schiff-bázis redukálására - és ezáltal a kötés stabili­

zálására - , majd 5 x 40 ml desztillált vízzel kimostuk.

Mivel az ily módon rögzített enzim nem bizonyult elég 

stabilnak, feltételeztük, nogy a gélhez kötött aldoláz akti­

vitását a gél el nem reagált aldehid csoportjai befolyásolhat­

ják, ezért a szabadon maradt aldehid csoportokat úgy kötöttük 

le, hogy a gélt egy órán át 1 mg/ml hidroxilaminnal kevertet­

tük +4°0-on. Ezt szűrés követte, majd mosás 5 x 40 ml desz­

tillált vízzel. Ismételten redukáltuk a gélt NaBH^-del,

5 x 40 ml desztillált vízzel történő mosás követett.

A rögzítés eredményét a VI. táblázat mutatja.

amit

VI. táblázat. Sertés vézizom aldoláz rögzítése Szilokrom gélen

Reakcióelegybe vitt fehérje 

Rögzített fehérje 

Reakcióelegybe vitt aktivitás 

Rögzített aktivitás

32,2 mg 

59,8 fi 

286,8 U 

1?,9 *
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Oldott állapodban visszavert aktivitás 37,9 fi

49,2 fi

1,92 U/mg 
fehérje

Aktivitás veszteség

nogzitett enzim specifikus aktivitása

Rbgzitett enzim szárazanyagra 
vonatkoztatott aktivitása

Rbgzitett enzim térfogati aktivitása

37 U/g 
xerogel

U/ml41,1
gél

2.2 A rbgzitett aldoláz katalitikus tulajdonságainak és sta­

bilitásának vizsgálata

hord; •:A rögzítés során az t-nz Lm 'e

hatások miatt megváltozhatnak a katalitikus tulajdonságok, 

ezért fontos a rbgzitett enzimek katalitikus tulajdonságainak 

és stabilitásának osszehasonlitása az oldott enzim megfelelő 

tulajdonságaival.

Mivel az Akrilex AH hordozóhoz történt rögzités nem bizo­

nyult stabilnak, igy csak az Akrilex C-100, illetve a Szili- 

krom-aldehid hordozóhoz rbgzitett aldolázt vizsgáltuk. A méré­

sekhez az oldott enziméhez hasonló aktivitásmennyiséget rep­

rezentáló rbgzitett enzimet használtunk és a kisérleteket az 

oldott enzim jellemzésekor leirt körülmények között végeztük. 

2.2.1 A rbgzitett aldoláz katalitikus tulajdonságainak vizs-

' ölt: kölcscfa-\

gálata

2.2.1.1 Az aktivitás pH-függésének vizsgálata

Az aktivitás pH-függésének vizsgálata pH* 6,0 - 9,0 tar­

tományban történt 25°C hőmérsékleten; pH= 6,0 - 8,0 között 

0,05 M foszfát-, pH- 7,0 - 9,0 között 0,05 M TRIS/HCl puffert 

használtunk. Az Akrilex C-100-on /13/a ábra/, illetve a
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Szilokrom hordozón /13/b ábra/ rögzített enzim pH pptimuma 

7,5-nél, az oldott enzimé pH= 7,25-nél volt.

2.2.1.2 Az enzimaktivitás látszólagos hómérsékletfüggése 

Az aktivitás látszólagos hómérsékletfüggés ét 25-60°C

tartományban 5°C-onként vettük fel. Az aktivitást Sibley és 

Lehninger módszere szerint mértük, az enzimet 30 percig in- 

kubóltuk a szubsztrát reagenssel. Az Akrilex és a Szilokrom 

aldoláz látszólagos hőmérsékleti optimuma 45°C-nál /l4/a,b ábra/ 

mig az oldott enzimé 40°C-nál volt.

2.2.1.3 A szubsztrátkoncentráció hatása az enzimaktivitásra

A Michaelis állandó meghatározása 0,05 M TRIS/HC1 puffer­

ben /рН= 7,5/ történt, az Akrilex-aldoláz esetén 

8 x 10" M, a Szilokrom-aldoláz esetén pedig 1 x ÍO"'5 -
_c

1,3 x 10 M FDP szubsztrátkoncentráció tartományban. krtéke 

enzimatikus utón mérve Akrilex-aldolázra 1,5 x 10~^ M /15/a 

ábra/, Szilokrom-aldolázra 1,4 x 10"^ M /15/h 6ur«/. Fze*. az 

értékek mintegy négyszer nagyobbak az oldott enzim К 

nél.

2.2.2 л rögzített aldolázok stabilitásának vizsgálata

-31 x 10

M ért éké-

2.2.2.1 Hóinaktiválódáa

a rögzített enzimek hőinaktiválódási kinetikáját 50- 

65°G tartományban vizsgáltuk, 0,05 Ы THIS/HG1 pufferben, amely­

nek pH-ja 7,5 volt.

Az Akrilex-aldoláz esetén 50 és 55°C-on kis mértékű akti­

válódást tapasztaltunk, amit lassú inaktiválódás követett. A 

vizsgálat ideje alatt 35-40?6-kal csökkent az enzim aktivitása,
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igy hőstabilitása az oldott enziménél jóval nagyobbnak bizonyult 

60 és 65°C-on az enzim rohamosan inaktiválódik, de a rcgzi- 

tett enzim itt is stabilabbnak bizonyult /16. ábra/.

A Szil okrom-enzim aktivitása ezzel ellentétben a hőmér­

séklet hatására viszonylag gyorsan csökkent és a vizsgálat 

végén csak 65°C-nál mutatkozott stabilabbnak, mint az oldott 

enzim /17. ábra/. 65°C-on az akrilex hordozón rogzitett aldo- 

léz stabilitását is felülmúlja.

A VII. táblázat - a jobb összehasonlitás kedvéért - az 

oldott és a rogzitett aldolázok hőinaktiválódásának felezési 

idejét mutatja be a különböző hőmérsékleteken.

VII. táblázat. Oldott és rogzitett aldolázok hőinaktiválása

Hőmérséklet t-. /9Szil okrom 
^aldoláz 
/perc/

t-, /^Akrilex 
x/ aldoláz 

/perc/

t-, /^Oldott 
' aldoláz 

/perc//°С/
50 НО ±20 78

6355 68±20

60 65 6028

65 36 46±±

2.2.2.2 Az Akrilex-aldoláz hőinaktivélódásának pH-függése

Az Akrilex-aldoláz hőinaktiválódásának pH-függését 0,05 M 

TRIS/HCl pufferben /рН= 7,0- 8,5/, 0,05 Ы foszfát pufferben 

/рН= 6,0 - 8,0/ és 0,05 Ы acetát pufferben /рН= 5,0/ hasonli- 

tottuk össze 55°C-on az oldott enzimével /18. ábra/. Az Akri- 

lex-enzim pH= 7,5 -nél volt a legstabilabb, de pH= 7,0, illetve
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pH= 8,5-nél is stabilabbnak mutatkozott, mint az oldott enzim. 

A leginkább szembeötlő eltérés pH= 6,0-nél mutatkozott, ahol 

az oldott enzim aktivitásának felezési ideje 75 perc, mig az 

Akrilex aldolázé csak 34 perc volt. pH= 5,0-nél az oldott és 

rögzitett enzim stabilitása kezel megegyezett.

2.2.2.3 Urea hatása a rögzitett enzimek aktivitására

Az urea hatását a rögzitett enzimek aktivitására 1,0- 

5,0 M koncéntrációtartorcányban 0,05 M TEIS/HC1 pufferben 

/pH= 7,5/ vizsgáltuk, 25°C-on.

Az Akrilex-aldoláznál az 1-4 M koncentrációjú urea csak 

lassú aktivitáscsökkenést okozott. 4 Ы urea hatására a 80. 

percben az oldott enzim kiindulási aktivitásának már csg.k 

l,3?ö-át lehetett visszamérni, mig az Akrilex-aldoláz esetén ez 

az érték 52,4^volt. Az 5 M urea hatására az inaktiválódás már

/^l/2=
aldoláznál /t-^/2= 6p/ /19. ábra/.

A Szilokrom-aldoláz esetén az inaktiválódás jóval gyor­

sabb mint az Akrilex enzimé, azonban még igy is lassúbb, mint 

az oldott aldolázé /20. ábra/. 5 M urea koncentrációnál oldott 

enzim esetén csak 7 perc, mig a Szilokrom-aldoláznál 36 perc 

az aktivitás felezési ideje.

2.2.2.4 Tárolási stabilitás

A tárolási stabilitást +10°C-on vizsgáltuk sómentes ol­

dott és a két rögzitett enzim esetén /0,05 M TRIS/HC1 puffer- 

ben, pH= 7,5/. az adatokat a VIII. táblázat foglalja össze.

rohamosabb, de az Akrilex-enzim itt is stabilabb­

nak mutatkozott az oldott
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VIII. táblázat. Oldott és rögzített aldolázok tárolási sta­

bilitása +10°C-on /zárójelben a rögzített en­

zimen történő lassú putfferátfolyatáskor mért

értékeke/

MARADÉK /*/AKTIVITÁS

Tárolási idó 
/пар/

Szilokrom 
a 1 d о 1 á z

OldottAkrilex

100100 1000

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 /11,2/

99,8 /96,1/

99.7 /94,9/ 

98,2 /93,8/

96.1 /93,2/ 

95,0 /92,6/

93.8 /9i,i/ 

89,0 /86,3/ 

77,0 /74,3/

63.1 /60,i/

49.2 /43,1/

1

792

3

36,2

2l,3

7

J.1

14 3,9
21

28

42

5i

A rögzített enzimeken történő lassú, /1,1 ml/ óra/ 0,05 M 

TRIS/HC1 puffer /рН=7,5/ átfolyatás шérRetó aktivitás kimosó- 

dását nem okozta, az aktivitás változása a mérési hibahatáron 

belül nem tért el jelentősen a fenti táblázat adataitól. A 

mért értékeket а VIII. táblázat megfelelő helyein zárójelben 

közöljük.
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71. MEGVITATÁS

±. A sertés vázizom aldoléz izolálása, katalitikus aktivitása

és stabi.1 itáaa

Munkánk célja az volt, hogy aldolázt kovalens módon, 

nagy hatásfokkal rcgzitsünk különböző hordozókhoz, gyakor­

lati célok, pl. triózfoszfátok előállítása érdekében.

Az aldoláz izolálására sikerült Taylor /1/ - nyúl váz­

izomzatból történő aldoláz-izolálásra 3eirt - módszerét úgy 

módosítanunk, hogy ezáltal az enzimet a jóval olcsóbb és na­

gyobb mennyiségben beszerezhető sertés vázizomból állíthattuk 

elő, ammoniumszulfátos frakcionálással. 0sszehasonlitó méré­

seink alapján megállapíthatjuk, hogy a sertés vázizom aldoláz 

katalitikus tulajdonságait tekintve alapvetően nem különbözik 

a nyúl izomaldoláztól, stabilitását tekintve azonban lényeges 

különbséget találtunk.

Az általunk előállított setés vázizom aldoláznak a nyúl 

vázizom aldolázhoz való hasonlóságát bizonyltja a megegyező 

specifikus aktivitás és szubsztrát specifitás, valamint a pH

optimum, a látszólagos hómérsékleti maximum és a Michaelis- 

állandó értékeinek hasonlósága.

A sertés vázizom aldoláz hőstabilitása nagyobb mint a 

nyúl vázizom aldolázé, és a hőinaktiválódás mértéke 55°C-on 

- adott pH tartományon belül - csak kis mértékben függ a puf—
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fer pH-jától. Urea hatására hasonlóképpen nagyobb konfor­

mációs stabilitást tapasztalhatunk sertés aldoláz esetén.

A tárolási stabilitást vizsgálva megállapítható, hogy a só- 

mentesitett sertés vázizom aldoláz stabilitása nagyobb a nyúl 

izomaldolázénál.

A nativ sertés vázizom aldoláz hó, illetve pH-változtatás 

hatására bekövetkező inaktiválásának vizsgálata során felfi­

gyeltünk arra, hogy a nyúl vázizom aldoláznál megfigyelhető 

elsőrendű kinetika helyett az inaktiválódás egy jellegzetes, 

összetett reakciómenetet mutat.

A fenti hatásokra bekövetkező inaktiválódás abban az eset­

ben mutathat ilyen összetett reakciómenetet, ha:

- a rendszerben azonos funkciójú, de eltérő stabilitású 

enzimformák /pl. izomerek/ találhatók;

- a kezelés során izomerizáció következik be; vagy

- az oligomer enzim disszociál és az oligomer, illetve 

a monomerek eltérő stabilitásuak /73/*

A fehérje két aldoláz elegye nem lehet, mivel a keverék­

ben a két enzim arányának adottnak kell lennie, igy a féllo­

garitmikus ábrázolásban a lassúbb reakciót jellemző egyenes­

nek azonos pontban - mégpedig a két enzimforma arányában - kel­

lene az у tengelyt metszenie.

Mivel az emlős izomaldolázok tetramer molekulák /44/, 

önként adódott a feltételezés, hogy az általunk észlelt ösz- 

szetett reakció a tetramer disszociációjával kapcsolatos.
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Az urea hatására,illetve a semlegestől eltérő pH-ju 

közeg alkalmazása során az aldoláz az alábbiak szerint disz- 

szociál /57/.

Aktiv
топошег
/globumáris/ В

Inaktiv monomer 
/megnyúlt lánc/C

v
Amt ÍV 
tetraiuer

Az ábrán feltüntetett reakcioutam az alábui esetoen teljesül­

nem: A= 3M urea, vagy pH= i0,5 /ill. 5,ü/

9,7 /ül. 5,3/

C= a B-nél kisebb urea koncentráció, illetve a semleges­

hez jobban kczelitő pH esetén.

Megállapítható tehát, hogy a fenti hatásokra a disszo- 

ciációs egyensúly a monomerek irányába tolódik el. Az aktiv 

monomerek katalitikus tulajdonságaikban /K^,szubsztrát speci- 

fitás, aktiválási energia/ nem különböznek a tetramertől.

A poli^eptid láncok közötti kölcsönhatás következtében a tet- 

ramer stabilitása nagyobb mint a monomereié. Erre utal az a 

tény is, hogy az aktiv monomerek reasszociációja /С/ - az ott 

leirt feltételek mellett - irreverzibilis, mert még magas higi- 

tásban //< g/ml/ sem mutatkoznak a disszociáció jelei.

A sertés vézizom aldoláz inaktiválódásának kezdeti szaka­

szán megfigyelhető aktiválódás az aldoláz disszociációjakor 

létrejövő fellazult szerkezetű, metastabilis tetramér termék /42/

B= 2Ы urea, vagy pH=
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kialakulásával magyarázható. E fellazult szerkezetű enzim - 

amelyhez a szübsztrátmolekulák könnyebben hozzáférnek, mint 

a nativ enzim esetén - valószinüleg stabilabb a settés izom- 

aldoláz esetén, mint a nyúl vázizom enzimnél; létezését ez­

által észlelhetjük a kezelések idógörbéinél.

Az inaktiválás további részében megfigyelhető összetett 

reakciómenet a disszociáció, illetve a bekövetkező izomeri- 

záció /globuláris megnyúlt láncú fehérje/ együttes hatása'- 

képpen jön létre. Erre utalnak az extrém hőmérséklet /65°С/, a 

pH /5,0/, illetve az urea koncentráció /4,5 М/ értéknél létre­

jövő - az előzőektől eltérő - reakciómenetek.

Mindezek alapján arra következtethetünk, hogy a sertés és 

nyúl vázizom aldoláz inaktiválódásánál fellépő eltérő reakció­

menet az enzimek harmad,illetve negyedleges szerkezetének el­

téréséből fakad. A két enzim primer szerkezete a rendelkezé­

sünkre álló irodalmi adatok szerint alapvetően nem különbözik, 

mindössze néhány aminosav mennyiségében mutattak ki csekély 

eltérést /67/.

2. A sertés vázizom aldoláz rögzitése

Gélünk az aldoláznak minél nagyobb hatásfokkal és 

stabilitással történő rcgzitése volt.

A rögzítésnek a kovalens kémiai kötéseken keresztüli 

formáját választottuk, mivel csak ebben az esetben keletke­

zik jól definiálható, stabilis, széles szubsztrétkoncentráció-
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tart omány "ban alkalmazható molekuláris komplexum. A rögzí­

téshez a stabilabb - azaz a rögzítés behatásaira várhatóan 

kevésbé érzékeny, annak jobban ellenálló - sertés vázizom al- 

dolázt használtunk. A sertés vázizom alkalmazásának további 

előnye, hogy olcsóbb nyersanyagból állítható eló.

A különböző tipusu hordozók és kapcsolási eljárások ki­

próbálása során azt tapasztaltuk, hogy a sertés vázizom aldo- 

láz kovalens kötésekkel legeredményesebben karboxil funkciós 

csoportokkal rendelkező - Akrilex C-100 - hordozón rögzíthető, 

vizoldható karbodiimides aktiválással. Az aldoláznak ez a kis 

aktivitásveszteséggel történő bekötódése meglepő, mivel a rög­

zítés során a fenti hordozóval kialakuló savamid kötésekben 

elsősorban az enzim szabad aminocsoportjai vesznek részt, és az 

enzim aktiv centrumában is egy lizil oldallónc £ -aminocsoport- 

ja található /53/. A jelenség a hordozó aktiválása során ke­

letkező, n^gy térkitöltésü o-acil-izourea származék létrejöt­

tével magyarázható, amely sztérikus okok miatt nem tud behatolni 

az enzim aktiv centrumába.

Az aldoláznak a Szilokrom-aldehid hordozóhoz való rögzí­

tése során bekövetkező nagyobb méretű aktivitásvesztesége rész­

ben az aktiv centrum amino-csoportjáinak megváltozásával, rész­

ben pedig sztérikus hatásokkal /az aktiv centrum lefedése a 

hordozó vagy a szomszédos enzimmolekula által, illetve több 

oldalláncon keresztüli kötés/ magyarázható.

Rögzítési kísérleteink során a legkisebb stabilitást a

salétromsav maradékkal aktivált Akrilex AH-100 hordozó alkal­
mazásával értünk el.
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3. Az ddott és rögzített aldolázok tulajdonsáéinak össze-

hasonlitása

A rögzités során az enzim és a hordozó között kialakuló 

kölcsönhatások miatt megváltozhatnak a katalitikus tulajdon­

ságok, ezrét fontos a rögzitett enzimek katalitikus tulajdon­

ságainak és stabilitásának összehasonlítása az oldott enzimé­

vel .

Az Akrilex-aldoláz katalitikus tulajdonságai csak kis 

mértékben térnek el az oldott enzimétől. A rögzitett enzim 

pH-optimuma kis mértékben alkalikus irányba tolódott el az 

oldott enzim pH-optimumához képest / a vizsgálatot azonos ion- 

erősségü közegben végeztük/. Ezt a jelenséget tapasztalták 

Szajáni, illetve Kovács és munkatársai az Akrilex C-100 gélen 

rögzitett aminoaciláz /69/ illetve kolineszteráz /70/ esetén 

is. A jelenség a poliamionos mikrokörnyezet hatásával, illetve 

a rögzités során fellépő néhány aminosav oldallánc módosulásá­

val magyarázható /11/.

A Michaelis-állandó értéke az oldott enzimeknél mintegy 

ötször nagyobb, mivel a szubsztrát és a mátrix egyaránt nega- 

tivan töltött. Hasonló jelenséget tapasztaltak japán kutatók /76/ 

az éló szervezet sejtmembránhoz kötött aldolázainál is.

A katalitikus aktivitás látszólagos hómérsékleti maximu­

mában a rögzités eredményeként jelentkező magasabb optimumérték 

a megnövekedett hóstabilitás következménye.
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A hőinaktiválási és az urea denaturáló natását vizsgáló 

kísérletek azt mutatják, hogy az Akrilex-enzim az oldottnál

A rögzités során az enzimmolekula és a gél 

megfelelő csoportjai között létrehozott kovalens kötések rög­

sitik az enzim aktiv konformációját és igy csak erőteljesebb 

denaturáció hatására változik a harmad és negyedleges szerke­

zet. A hőinaktiválódás bonyolult, többlépcsős folyamat, amely 

erősen pH függő.

A hőinaktiválást, valamint az urea hatására bekövetkező 

denaturációt egy jellegzetes aktiválódás vezeti be, amely az 

oldott enzimnél is megfigyelhető. A jelenséget itt is a szer­

kezet fellazulásával magyarázhatjuk, amely a rögzités során 

kialakuló és a katalitikus aktivitást zavaró laza kötések 

felszakadásának következménye.

A sertés vázizom aldoláz aldehid funkciós csoportokat 

tartalmazó Szilokrom gélhez történő rögzitése során,az Ak- 

rilex G-100 hordozókhoz való kötéshez viszonyítva,lényegesen 

nagyobb az aktivitásveszteség, azonban azonos térfogatú géle­

ket vizsgálva - mivel a Szilokrom gél nem duzzad - az Akrilex 

gélen mérhető a kisebb térfogati aktivitás.

A Sziloxrom-aldoláz katalitikus tulajdonsáéi az Akrilex- 

enziméhez hasonlóan módosulta*., viszont az enzim stabilitása 

jxisebö ennél. A hőinaxtiváioaás sebessége nagyoób, mint az 

oldott enzimé, viszont az urea hatása л-evésbé érvényesült, 

a mlnroxornyezeti hatáso*. miatt.

sokkal stabilabb • •
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VII. ÖSSZEFOGLALÁS

Az aldoláz sertés vázizomból történő izolálására 

Taylor nyúl vázizom aldoláz izolálására leirt módszerét 

módosítottuk, ezáltal nagy specifikus aktivitású, tiszta 

enzimet állítottunk elő, jo kitermeléssel.

Az enzim katalitikus tulajdonságait tekintve nem kü­

lönbözik a nyúl vázizom aldoláztól, stabilitását tekintve 

azohban lényeges különbségeket találtunk.

Eögzitési kísérleteink során megállapítottuk, hogy a 

sertés vázizom aldoláz kovalens kötésekkel a 1egeredménye- 

sebben karboxil funkciós csoportokkal rendelkező Akrilex 

G-100 hordozóhoz rögzíthető, vizoldható karbodiimides ak­

tivitással .

A rögzített aldoláz katalitikus tulajdonságai csak kis 

mértékben térnek el az oldott enzimétől, viszont a stabili­

tás nagyobb.

A Szilokrom-aldoláz katalitikus tulajdonsáéi az Akri- 

lex-enziméhez hasonlóan módosultak, csupán stabilitása kisebb 

ennél.
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1. ábra. Aldoláz homogenitásának vizsgálata gélelektro- 

forézissal.

a. / Négyszer átkristályositott sertés vázizom
aldoláz elektroferogramja /fehérjére festve/

b. / DEAE oszlopon tisztitott sertés vázizom al­
doláz aktiv frakciójának fehérjére festett 

elektroferogramja.

c. / Az inaktiv frakció elektroforetikus képe
fehérjére festve.

d. / Az aktiv frakció aktivitásra festett elektro-
ferogramja.

e. / Háromsaor átkristályositott nyúl vázizom al­
doláz elektroferogramja /fehérjére festve/.
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nyúl váz izom aldoláz.



£ 100-
Iл

'О
>

О

'Cu 50-~oо
о
2

0.60.2 0.4 0.80
Sertés és nyúl vázizum alcoláz aktivitására*. foszfát koncent­
ráció függése, pH= 7,0 foszfát pufferten, 25°C-

nyúl vázizom alaoláz.

6. álra

on.
Jelölése*.: sertés-,-x-



I

100-
ж

90-

£ 80-
(Л

'О
> 70-
<

60-

50-

и
Т['С]0 30 40 50 60

7. ábra Sertés és nyúl vázizum alauláz aktivitásának hó­

mér sémiét függése. 0,05M TRIS/HCl pufferben, pH=7,5. 
-x- sertés vázizum alüuláz; 

nyúl vázizum alaoláz.
Jelöléseit:



E хЯ 30оX Е Ес с£ д 0.50- Ё*
О О 20> >

0.25-
10

/

0 50 100 150 0 2 4 6
l/[s]fMx10'3j l/[s]^Mx10"3j

A szubsztrét-noncentráció hatása a sertés vázizom aleoiáz antivitá-8. ábra

sara, 0,05’J TRIS/HCl puff erber. pH= 7,5, 25°0 hőmérséklet en mérve.

Ъ/ PIP szub^ztráta/ PDP szubsztrat



A

cc
VC
Eh
w
>
M
EH

<C
50-M

Ps
ä

\

a~i
~П-П П

treu-a~o-n
T

0 50 100 0 50 100

IDŐ /PERC/ IDŐ /PERC/

9. álra Az aldoláz hofna.K.tiválári ninetiiiá.ja, 

a/ sertés vázizom aldoláz 

Jelölése*.: 50°C -x-; 55°C 60°C 65°C

0,0511 TEIS/HC1 puffer, pH=7,5 

Ъ/ nyúl •'’■ázizom aldoláz

-Ö-.



2.0
4R.

ад
-и

ic
Eh
M

И
Eh

С

1.0-v-3
д
«s

т
о 50 100

ГОС /гЕЕС/

alcoiáz hóir.aKtlváIoaázán-ак fehér:'pj.ur.ceatráciotólIC. ábra Pert és vasiban:
55°C hőmérsékleten, 0,0511 2.-.IS/HC1 pufferten üh-7,5 

Jelölések: -x- 0,Clmg/ml; 0,lmg/ml; -Д- l,0mg/ml.

vale fürdése.



A

v".
»10*У- 100’

со Sí
Е-1

EH М
ы !>
> м
и Ен
Ен

<
\4ы \'Н

■W р

I 50 3 50-í
:

о

Ттт

50 10050 100 00
ГГ б /?ЕЕС/ ГЭС /ГЕКС/
Az aldoláz rióin.’.r.t,Г.*Гl-.\-б---г,’г. pH füíT^ése, 55uC-ur.. А pufferen 0,05!á-usaK11. ábra

volta*.: pH=5,0-néi acetát; pH=6,0-7,0 foszfát; pH=7,0-8,5 7KIS/HC1

b/ Fyúi vázizom aidoiáz

-D- pH-5^0; -x- pH= 6,0; -o- pH=7,0; — pK=7,5; -1- pH=8,5

a/ Sertés vázizum aiauláz 

Jelölése*:
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12. ábra brea hatása az aiuuiaz aKtivitására, C,I lú TF.IS/KCl pufferben pH=7,5

b/ Nyúl vázizuin aluoiáza/ Sertés vázizum aiuuiáz 

Jelölésed: -x- i M; 2 lí; -o- 3 K; -4- 4 M; -Д- 5 M urea
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13/а ábra Akrilex-aiauiáz aktivitásának pH függése. 25°ű-on mérve. 
Pufferek: 0,05 M fuszfát pH=6,0-8,0

0,05 M TRIS/HCi pH= 7,0-9,0

Akrilex-aiauiáz; -x- Olautt alauiázJelöléaeAí
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13/Ъ ábra Szllokrom-alaoláz aktivitásának pH függése. 25°C-on mérve.
PuffereAj 0,05 M fuszfát pH=6,0-8,0 

0,05 M TRIS/H01 pH=7,0-9,0 

Jelölések; Sziloxrom-alaoláz; -x- Oldott alaoláz
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14/a ábra Akrilex-aldoláz aktivitásának hőmérséklet függése

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

Jelölések: Akrilex-alaoláz; -x- Oldott enzim
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14/b ábra bzilo^rum-alaoláz алtivifásának hőmérséklet függése
0,05 M TRIS/HG1 pufferben pn=7,5.

Jelölések; Szilokrom-aldoláz; -x- Oldott enzim
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15/Ъ ábra Szubsztrát-kuncentráció hatása a b'zilckrom-aldoláz aktivitására

0,05- IJ-os TRIS/HCl puffer pn=7,5; hőmérséklet: 25°C 

I. SzilOkrum-alaoláz II. Olaott enzim
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a/ Oldott alouxáz 

Jelölések: -x- 5C°C;

Ъ/ SzilukroiTi-aiaoláz

>7 w ; -Д.- 60°C; -0- 65UC
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19. ábra Urea hatása az Akrilex-alaoiáz aktivitására

0,05 U-os TRIl/KOl puffer ph=7,5; hőmérséklet: 25UC 

a/ 01 ciurt aldoláz 

0 elei ésexi.:

b/ Akrilex-alauiaz 

-x- 1 lű; 2 Ц; -0- 3 Kj -i- 1 K; -0- 5 И urea.
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2C. ábra Urea hatása a Szflokrom-alauléz aktivitására

О,C5 L'-os TRIf/HCl puffer pn=7,5; hőmérséklet: 25°G 

a/ Olaott alauráz 

telelések: -x- 1 ü; 2 Ej -o- 3 E; 4 Mj -Ü- 5 M urea
Ъ/ Szilokrom-alauláz
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