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BEVEZETESI.

A hatvanas évek második felében és a hetvenes évek elején 

az a felismerés, hogy a világ fehérjeprodukciója nem képes, és 

a jövőben még inkább nem lesz képes fedezni a rohamosan növekvő 

szükségleteket, sürgetővé tette uj fehérjeforrások feltárását 

és uj, nagytermelékenységü technológiák kidolgozását. Több jár

ható ut is kinálkozott, az uj, nagytermékenységü és nagyobb fe

hérjetartalmú gabonafajták tömeges elterjesztésétől kezdve az 

ipari és mezőgazdasági hulladékok és melléktermékek mikrobiális 

utón történő fehérjévé való átalakításán át a földgáz, illetve 

a kőolaj fehérjévé való - szintén mikrobiális - konverziójáig.

Az utóbbi lehetőség - természetesen az első kettő létjo

gosultságát nem kizárva - számos előnnyel kecsegtetett, amelyek 

közül talán a legjelentősebbek a következők:

a termelés ipari technológiával történhet

független az időjárástól, ezért kedvezőtlen mezőgazdasági

években.sem csökken a termelése

az alapanyagellátás nem szezoniális, hanem folyamatos 

Ekkor már számos, metánt, illetve paraffinokat hasznosítani 

képes baktériumot ismertek /36/ igy a technológiák kidolgo

zásához minden objektiv feltétel, beleértve az akkor még alacsony 

kőolajárakat is, adott volt. Természetesen az emlitett előnyökön 

kivül számos hátrány, illetve nehézség is jelentkezett, pl. a 

metán gyenge vizoldhatósága és veszélyessége, illetve az, hogy 

számolni kellett a kőolajon, vagy tisztított paraffinfrakciókon
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növő sejtekből készített fehérjekoncentrátumok karcinogén 

hatásának veszélyével. Ehhez párosult az a szubjektív tényező 

is, hogy a baktérium eredetű fehérjét nehéz volt a felhaszná

lókkal elfogadtatni.

A nehézségeket természetesen ki lehet kerülni pl. úgy, hogy 

szénforrásként metanolt használnak, illetve az élelmiszeripar

ban már régóta használt - és a közvélemény által mind emberi 

táplálkozásra, mind takarmányozásra elfogadott - élesztőgombákkal 

helyettesítik a baktériumokat. Megindult tehát a kutatás a me

tanolt hasznosítani képes élesztőgombákkal is.

Az említett okok indokolták a számításba jövő mikroorga

nizmusok mikrobiológiai és biokémiai vizsgálatát, a lehető leg

jobb hozamot biztositó eljárások kidolgozására, illetve az 

anyagosereutak és az ezekben résztvevő enzimek megismerésére.

Az első beszámolót egy metanolt hasznosítani képes Kloec- 

kera faj izolálásáról Ogata és mtsi. közölték 197o-ben /36/.

A metanol asszimilálásában kulcsszerepet játszó alkohol-oxidázt 

/Е.С.1.1.3.13./ azonban ettől a kutatástól függetlenül P.W. Jansen 

R.M. Kerwin és H.V7. Ruelius véletlenül fedezték fel néhány év

vel korábban, 1965-ben, egy, a Basidiomicetes csoporthoz tar

tozó gomba glükóz-oxidázának vizsgálata közben /1/. Az enzimet 

frakcionált kicsapással tisztították és kristályos formában is 

izolálták. Az igy előállított enzim molekulasúlyát 3oo ooo d-nál 

nagyobbnak találták Sephadex G-2oo-as kromatográfiával, 

tetikus csoportjaként a PAD-ot azonosították. Az aktivitás 

pH-optimumát pH 6,5-9,0 között adták meg, a stabilitását pH 7,0 

és 9,0 között állandónak találták. Alacsonyabb pH-értékeken 

enzim aktivitása és stabilitása gyorsan lecsökkent. Megállapi-

prosz-

az
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tották, hogy 1 /umol metanolból 1 ^umol HgOg és 1 ^umol formal

dehid képződik a reakció során. Legjobb szubsztrátnak a metanolt 

találták, a szénlánc növekedésével a értékek a különböző 

n-alkoholokra rohamosan nőttek /2/.

Y. Tani és mtsi. izolálták a Kloeckera N— 2201 törzsből a 

metanolasszimiláció kulcsenzimét, ami oxidáznak bizonyult és 

szintén FAD volt a prosztetikus csoportja* Az enzim alapvető 

jellemzését is elvégezték /3,4/, ami alapján az nagyon hasonló

nak bizonyult az F.W.Jansen által izolált enzimhez, bár részle

teiben eltért attól. Ezt követően több munkacsoport is vizsgálta 

az időközben izolált rnetanolhasznositó élesztőfajokból az al- 

kohol-oxidázt, /5,6,7,15/. Az ezekben szereplő eredményeket az 

I. táblázatban foglaltuk össze. Láthatjuk, hogy az eltérő forrá

sokból izolált enzimek az egyes tulajdonságaikban mutatkozó 

számszerű eltéréseik ellenére is alapvető hasonlóságot mutatnak. 

Az eltérések elsősorban a molekulasúlyban szembetünőek.
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a. / Candida boidinii sejtek mikroszkópos felvétele
/ Lippai Klára, diplomadolgozat, 1977. /

b. / Egy peroxiszóma elektronmikroszkópos felvétele
/ M. Veenhuis et al. Arch. Microbiol. 12o 1979. /



I. Táblázat

Gátlószer
koncentráció/М/

Proszt. Max. 
csop. láthatóbanSzerző Ms Alegység Ms K^ pH opt. Paj

б,5-9,01-2 300000 min 85000 1,52 PAD Basidiomycetes sp.
-6-3 Kloeckera H° 22ol3-4 1,25 PAD 373,393,461570000 95000 8,0 PCMB,HgCl2 lo -",10

5 210000 Candida Ж-162,12 PAD 383, 458
I

10" 36 600000 2,00 PAD 372,402,460 7,5-9,574000 PCMB Candida boidinii •f*
I

7 1,30 Hansenula polymorpha

670000 83000 0,44 PAD 375,395,460 8,0-9,015 Kloeckera sp.

670000 83000 0,23 PAD 375,395,460 8,0-9,0 Hansenula polymorpha

10-465000 0,019 PAD 375,397,46523 520000 7,5 PCMB Candida 25-A

sa ját vál
tozó

92-98000 0,50 372,403,470 7,0-8,О PCMB,IAA Candida boidinii

В ű«■

с'
<7
/

//• í
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Van Dijken és nitsi. leirták, hogy az enzim légköri oxigénkon

centráció mellett nincs telitve oxigénnel, ezért a légköri

értékek csak lát-oxigéntelitettség mellett meghatározott К 

szólagosnak tekinthetőek /7/•

A glükózon és metanolon tenyésztett sejtekből végzett kez

deti enzimvizsgálatok azt bizonyították, hogy az alkohol oxidáz 

csak a metanolt tartalmazó tápközegben növő sejtekben van jelen, 

szintézise az ilyen tápoldatba való átoltás után indul meg. Az 

egyéb, korábban végzett vizsgálatokból nyilvánvaló volt, hogy 

a növényi és egyes állati szövetekben a flavin oxidázok egy része 

a katalázzal és néhány más enzimmel együtt specifikus sejtorga- 

nellumokban, az un. peroxiszómákban lokalizálódik. Az a tény, 

hogy az alkohol oxidázzal egy időben a kataláz szintje is lénye

gesen megnő a metanol-hasznositó élesztőkben, indokolta a két 

enzim szübcellurális lokalizációjának vizsgálatát. Az elvégzett 

elektronmikroszkópos vizsgálatok valóban be is bizonyították a 

peroxiszómák jelenlétét ezekben a sejtekben /8,9,lo,16,17/. 

Ugyanezek a vizsgálatok kimutatták azt is, hogy aperoxiszómák 

egyáltalán nem, vagy csak igen kis számban - és ebben az esetben 

a méretük is lényegesen kisebb - fordulnak elő a glükózon vagy 

etanolon növő sejtekben. Metanolra történő átoltás után megnő

a számuk és a méretük, majd a mátrixukban kristályszerü inkluziók 
/

jelennek meg, amelyek néhány faj esetében csaknem teljesen ki is 

töltik a teljes mátrixot. A párhuzamos enzimvizsgálatok

/9,10,11,12,16/ azt mutatták, hogy az alkohol oxidáz, 

és a D-aminosav oxidáz "partikulált", 

kötődik. Veenhuis és mtsi.

a kataláz 

illetve a peroxiszómákhoz 

citokémiai festési módszereket hasz

nálva kimutatták, hogy az alkohol oxidáz, D-aminosav oxidáz,
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L-íxC-OH sav oxidáz és a kataláz mindegyike résztvesz a kristály- 

szerű struktúrában /14/. H.Sham és mtsi. egy olyan Candida 

boidinii mutánst használva, amely nem volt képes szintetizálni 

az alkohol oxidázt, bebizonyították, hogy a kristályszerü strule tú

ra megjelenése szorosan az alkohol oxidázhoz kötődik, mivel a mu

táns sejtekben az alkohol oxidázon kivül az összes többi enzim 

normális mennyiségben volt jelen, metanolra történő átoltás után. 

a peroxiszómák száma is megnőtt, a mátrixuk azonban szerkezet 

nélkül maradt /8/.

Ezután a figyelem elsősorban a peroxiszémákra korlátozódott, 

és ezek a vizsgálatok néhány, az alkohol oxidázzal kapcsolatos 

érdekes tényre is rávilágítottak. Veenhuis és mtsi. /19/ ki

mutatták, hogy a sejtek osztódásakor a sárjakba kerülő kis 

peroxiszómák az anyasejt peroxiszómáiról fűződnek le. A sárjak 

növekedése során azután ezek száma és mérete is lényegesen megnő. 

Érdekes, hogy a lefüződő kis peroxiszómákban nem tudtak semmilyen 

oxidáz aktivitást kimutatni, annak ellenére, hogy a kristályszerü 

struktúra kimutatható volt bennük. Ez egy egyelőre még ismeret

len, regulációs mechanizmusra utal. Megfigyelték azt is, hogy a 

struktúrában lévő enzim kevésbé aktiv, mint az ezt körülvevő 

amorf mátrixban lévő. Ezt jól alátámasztotta az a megfigyelésük 

is, hogy az intakt sejtek metanolasszimiláló képessége kb. há

romszor kisebb, mint az ugyanezekből a sejtekből készített nyers 

kivonaté. Megfigyelték azt is, hogy a peroxiszómákból a kataláz 

enyhe' ozmotikus sokkal eltávolitható anélkül, hogy a kristály

szerü struktúra felbomlana. Ez azt bizonyltja, hogy a struktúra 

képzésében a kataláznak nincs szerepe, inkább csak társul a 

már meglévő szerkezethez.



- 7 -

L. Eggeling és H. Bham számoltak be arról /21/, hogy a metanol 

asszimilációjában résztvevő, korábban induktivnak tartott enzi

mek regulációja nem ilyen, hanem a szintézis katabolitrepresszió 

hatása alatt áll, igy nem a metanol, vagy a metanolasszimiláció 

valamelyik anyagcseretermékének induktiv hatása, hanem a glükóz 

elfogyása miatt megszűnő gátlás következtében indul meg a szin

tézisük, Ez a derepresszió lejátszódik a glükózon növő, de 

stacioner fázisba került sejtekben is, ami összhangban van 

Veenhuis és mtsi. közleményével is /2о/.

A peroxiszómák degradációját metanolról etmolra történő 

átoltás után vizsgálva C. Boriban és mtsa azt találták, hogy az 

alkohol oxidáz aktivitásának csökkenése a metanolasszimilációban 

részt vevő többi enzimhez viszonyítva sokkal gyorsabb, nem ma

gyarázható a sejtek szaporodása miatt bekövetkező kihigulással, 

és arra a következtetésre jutottak, hogy ez egy specifikus inak- 

tiválódási folyamat, valamint arra, hogy fi szubsztrát jelenléte 

stabilizálja az enzimet /18/,

A katalázról már régen tudott volt, hogy képes alkohol- 

peroxidázként is működni /24/, különösen ha a H202 Pr^mer 

oxidációs rendszerekben termelődik és igy az aktuális koncentrá

ciója mindig alacsony, A peroxiszómákban az alkohol oxidáz és 

kataláz együttes jelenléte szinte kinálta azt a lehetőséget, 

hogy a metanolt nem csak az alkohol-oxidáz oxidálja formaldehiddé, 

hanem a kataláz is. Az elvégzett vizsgálatok valóban be is bi

zonyították ezt a feltételezést /5, 25, 26/. A metanol asszimilá- 

lásának első lépései tehát a következőképpen alakulnak:

CH.-ОН A0 -> сн2о + h2o23 °2
KAS CH20 + 2 H20CHo-OH + H„03 2 2



8

Ez a kapcsolt reakció különösen előnyös a sejtek számára, hiszen 

eliminálását egy újabb formaldehid, molekula keletkezése 

és ez ez alkohol-oxidáz reakcióval ellentétben nem igényel

a EUO2 2
kiséri,

oxigént.

A keletkező formaldehid sorsa ezek után kétféleképpen ala

kulhat :

1. Az egyik lehetőség az, hogy tovább oxidálódik széndioxiddá. 

Ebben a folyamatban további két enzim, a redukált glutation 

függő formaldehid dehidrogenáz és a formiát dehidrogenáz vesz 

részt /5, 28/. Mindkét enzim koenzime NAD, és ez a két oxidá

ciós reakció biztosítja a sejt számára a szükséges energiát.

A metanolban rejlő energiát az élesztők ilyen módon csak rossz 

hatásfokkal tudják hasznosítani, hiszen a formaldehiddé tör

ténő oxidációkor a felszabaduló energia a sejt számára el

vész /27/. Ezért rosszabb az élesztők esetében kb. harmadá

val a sejthozam, mint baktériumoknál, néhány élesztőfaj 

esetében a szokásos 4o %-os hozam helyett 55-66 %-ot Írtak 

le, amit csak úgy lehetett megmagyarázni, hogy az alkohol 

oxidáz mellett egy, a metanolt oxidálni képes dehidrogenáz 

is jelen van ezekben a sejtekben és ennek a koenzime a visz- 

szaoxidálásakor már képes energiát szolgáltatni. Ezt az en

zimet sikerült is kimutatni /29/. A gyakorlati felhasználás 

szempontjából ezek a fajok természetesen sokkal előnyösebbek.

2. A másik ut a formaldehid számára a beépülés a sejt anyagaiba. 

Élesztőkben ez főleg a ribulóz-5-foszfát és a formaldehid kon

denzációjával valósul meg, illetve az un. szerin utón, ahol
5 loaz E —N —metilen tetrahidrofólát + glicin reakcióból kelet—

A CC>2 fixálása ribulóz-1, 5—difoszfáton ezek-kezik a szerin.



- 9 -

ben a fajokban általában nem jelentős. A pentóz-monofoszfát 

és a szerin ut a vizsgált fajokban eltérő aktivitású lehet, 

esetenként egyik-egyik hiányozhat is.

Munkánkat 1975-ben kezdtük el ezen a területen. Célunk az volt, 

hogy az alkohol oxidázt részletes enzimológiai vizsgálatnak: ves

sük alá és kiegészítsük az akkor még a mainál is hiányosabb 

jellemzést. A kezdeti kísérleteink azonban az enzim tulajdon-, 

ságainak olyan anomáliáira utaltak, amelyek az enzimkinetikai 

méréseket irreálissá tették, ezért munkánk céljává elsősorban 

ezeknek a rendellenességeknek a vizsgálatát tettük.

II. A N Y A G О К ÉS MÓDSZEREK

1. A kísérletekhez használt metanolasszimiláló élesztőtörzset 

a JATE Mikrobiológiai Tanszékén izolálták, és Candida 

boidiniinek határozták meg. Tenyésztésze a következő táp

oldatban történt:

5,o g / 1IH4 /2S04 

1,0 " KH2P04 

o,5 " MgS04x7H20 

o,l " CaCl2x2H20 

o,l " KaCl

o,5 M élesztőkivonat

+ 1% glükóz vagy 1 tf.% metanol, egy literre kiegészítve 

desztillált vizzel. A kezdeti pH-t 6,5-re állítottuk be, és 

a továbbiakban nem kontrolláltuk. A tenyésztés 3o °C-on, rá- 

zatott tenyészetben történt - ebben az esetben 2 literes 

Erlenmayer lombikokat használtunk 5oo-5oo ml tápfolyadékkal - 

vagy pedig 4 literes folyadékkultúrában, amit sterilre szűrt 

levegővel buborékoltattunk át, és ez egyúttal a kevertetést
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is elvégezte* A sejteket az exponenciális fázis végén 

/ 7xlo 2xlo sejt/ml / centrifugálással gyűjtöttük össze 

/ Janetzky К 26, 4ooo ford. 15 perc / és desztillált vizes 

mosás után -18 °C-on lefagyasztva tároltuk a felhasználásig.

2. Enzimaktivitásmérés;

Mindegyik általunk vizsgált enzim aktivitását spektrofotometri

ásán határoztuk meg. / VSU2-P és Specord UV-VIS, Carl Zeiss 

Jena /.Az oxidázok reakcióit - alkohol oxidáz, L-íX-OH-sav 

oxidáz és D- aminosav oxidáz - a képződő mennyiségének

mérésével követtük, egy kapcsolt peroxidáz- o-dianizidin reak

ció segitségével.

A katalizált reakciók a következőek:

alkohol oxidáz-.
CI-I3OH + o2

D-aminosav oxidáz*.

АО »сто + н2о22

R R1 DAO . / ■+■ NH3 -ЬН202HC\ + 02 + н2° 
НО ос7 NH2

L-orOH-sav oxidáz*

> 0=С
\соон

RR II НАО * 0-С + н2о2 

соон
но-сн + о2 

соон
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Az alkohol oxidáz mérésére a reakcióelegy a következő anya

gokat tartalmazta:

o,5 mg o-dianizidin x 2 HC1 

o,15 " peroxidáz, kb. 3o EU 

165 yumol metanol

o,l M, pH 7,5 foszfátpuffer 3,o ml végtérfogatra 

enzim a megfelelő mennyiségben /2-lo ul/

A D-aminosav oxidáz mérésekor metanol helyett 12o 

alanint, az L-ű(-OH sav oxidáz mérésekor pedig 9oo ^umol 

DL-Na-laktátot használtunk szubszrátként. A DAO esetében az 

alkalmazott puffer is más volt, o,2 M pH 8,1 pirofoszfát.

A termék koncentrációját folyamatos regisztrálás esetén 465 nm- 

nél /(f = lo,767 mlf^cm"’^ /, végpontos márásnél pedig 400 nm-nél 

/£- = 9,882 mlí“^cm~^ / határoztuk meg. 

ciót o,2 ml 4N HCl-al állítottuk le.

A katalázt a H2O2 24o nm-nél mutatott abszorpciójának csökke-

folyamatos regisztrálással /£ = 44,6 M~^cm”^ /. 

A reakcióelegy 60 yumol E^Og-t tartalmazott 3,o ml végtérfogat

ban. A használt puffer o,l Ll l^HPO^/ «eitromsav, pH 7,о volt. 

Egy enzimegységnek minden esetben azt az enzimmennyiséget te

kintettük, amely 1 ^urnol szubsztrátot alakitott át egy perc 

alatt a megadott körülmények között.

3. A fehérjét a 28o nm-es abszorpció alapján mértük, és az 

1E= 1 mg/ml értékkel számoltunk.

4« Poliakrilamid gélelektroforézis

umol DL
/

Az utóbbi esetben a reak-

nésével mértük,

A gélelektroforézist 5%-os gélen végeztük, 3 mA/cső áramerős

ség mellett. A mintákat lo%-os szaharózos oldatban vittük fel. 

Elektródpufférként 5mM pH 8,3 Tris/Gly puffert használtunk.

A detergens jelenlétésében végzett elektroforézisnél mind a gél,
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mind az elektródpuffer 0,05% SDS-t is tartalmazott. A gél 

ebben az esetben 7,5%-os volt. A mintákat 1% SD3, illetve 

1% SDS és 1% merkaptoetanol jelenlétében 50 °C-on két óráig 

kezeltük.

Az alkalmazott molsulystandardok a következők voltak:

BSA, ovalbumin, GAPD, lizozim és cit.c^.

A géleket fehérjére Coomassie BB R-250-el festettük. A gélek 

enzimaktivitásra festésére az enzimaktivitás mérésénél már 

megadott összetételű reakcióelegyeket használtuk, azzal az 

eltéréssel, hogy a géleket szobahőn 10 percig előinkübáltuk 

a reakcióelegyben és a szubsztrát hozzáadásával indítottuk 

a reakciót.

5. Az alkohol oxidáz SH-tartalmát /37/ szerint mértük:

0.1 ml fehérjeoldatot hozzáadtunk 0.8 ml 8M urea tartalmú 

pH 8.0-as 0.1 M-os Tris/IICl pufferhez, ami 10 mii EDTA-t is

tartalmazott. Keverés után fél óráig denaturáltuk: a fehérjét 

szobahőn, majd 0.1 ml 10 mii DTÍIB oldatot adtunk hozzá, amit 

50 mM-os, pH 7.0-es foszfátpufferben oldottunk. Keverés után 

két perc múlva mértük a 412 nm-es4E-t. A reagens- és az

és az

értékkel számoltuk ki az -SH koncentrá-

enzim-vak értékeket korrekcióba vettük, 

= 13600 U"1 -1£ 412 cm

ciót.

6. A kísérleteinkhez felhasznált vegyszereket a kereskedelmi 

forgalomból szereztük be és további tisztítás nélkül hasz

náltuk.



- 13 -

KÍSÉRLETI RÉSZIII.

1. Enzimtisztitás.

l/a. Az alkohol oxidáz tisztításához felhasználtuk az F.l/7. Jansen 

által alkalmazott polietilénglikolos precipitációt /1/, majd 

a Tani és mtsi. által javasolt módszerrel tisztítottuk to

vább az enzimet /3/ két módosítással, ugyanis egy második 

DEAE cellulózos kromatográfiát iktattunk a gélszürés elé, 

amit nem Seph.G-2oo-on, hanem Seph 6-B-n végeztünk.

Az anyagok és módszerek fejezetben leirt módon nyert és 

-18 °C-on tárolt gombát 0,1 M-os, pH 7,5-ös foszfátpufferben 

/a továbbiakban foszfátpuffer/ szuszpendáltuk fel, egy gramm 

gombára 3ml puffert számolva. Az igy nyert szuszpenziót French 

préssel 11000 psi nyomáson homogenizáltuk, majd pár percig 

tartó jeges vízfürdőben való állás után ismét átbocsátottuk 

a készüléken. A homogenizátor edényét előzőleg 0 °C-ra hü

töttük, hogy elkerüljük a nagy nyomás okozta túlzott felme

legedést. Az igy kapott homogenizátumot a feltáratlan sejtek 

és a durva sejttörmelék eltávolítására 30 percig, 2000g-vel 

centrifugáltuk. A felüluszót ezután 25000 g-vel, egy óráig centri

fugáltuk a finom törmelék és a nagyobb sejtalkotók eltávolítása 

miatt. Az igy kapott felüluszót használtuk sejtmentes kivonat

ként, és ezt tekintettük kiindulási anyagnak az enzimtiszti- 

tásnál.

A sejtmentes kivonatot 20%-ig telitettük finoman elporitott 

polietilénglikol 6000-el /PEG 6000/• A PEG-et kis részletekben

30 perc alatt adtuk az oldathoz állandó kevertetés mellefl^^v 

majd újabb 30 perc állás után a kivált csapadékot 2000 gr-vell'

Sv
■с -
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egy órán át lecentrifugáltuk. Az üledéket kb. az eredeti 

térfogat harmadrészének megfelelő mennyiségű o,o5 M-os, 

pH 7,5-ös Tris/HCl pufferben / Tris puffer / felszuszpendáltuk. 

Egy éjszakai állás után a nem oldódó anyagot lecentrifugál

tuk, és a felüluszót egy előzőleg Tris pufferrel egyensúlyba 

hozott. DEAE cellulóz oszlopra vittük fel. Az oszlopot három 

oszloptérfogatnak megfelelő mennyiségű pufferral mostuk, 

majd o-o,5 M NaCl gradienssel eluáltuk. Az alkohol oxidáz 

o,l-o,15 M NaCl koncentrációnál eluálódik. Egy tipikus 

kromatogrammot az 1. ábrán mutatunk be. Az aktiv frakciókat 

összegyűjtöttük, PEG-2oooo-el szemben dializálva betöményi- 

tettük, majd a sőt o,lf% NáN^ tartalmú / a továbbiakban azidos / 

Tris pufferrel szemben dializálva eltávolitottuk. Az enzim

oldatot újra egy DEAE oszlopra vittük fel, amelynek térfo

gata az előző oszlopénak kb. a harmada volt. Ezután a még el- 

távolitható kataláz és D-aminosav oxidáz kimosása végett öt 

oszloptérfogatnyi o,o5M NaCl tartalmú azidos Tris pufferrel 

mostuk. Az enzimet ezután egy lépésben eluáltuk o,5 M NaCl tar

talmú azidos Tris pufferrel. A lépés egyúttal az enzim tömé- 

nyitésére is szolgált. Az összegyűjtött aktiv frakciókat 

azidos foszfát pufferben Sepharose-бВ oszlopon kromatogra- 

fáltűk. A 2. ábra mutat egy ilyen kromatogramot. Látható, 

hogy az enáimpreparátum már csak minimális mennyiségű, gél- 

krómatográfiával eltávolitható szennyező fehérjét tartalmaz.

Az itt összegyűjtött aktiv frakciókat használtuk tisztított 

enzimként. A preparátum poliakrilamid gélelektroforézissel 

kb. 9o/£-os tisztaságú /3. ábra/, de később tárgyalandó okok 

miatt a tisztaság ennél rosszabb, amire már az is utal, hogy 

az aktiv csúcsban a specifikus aktivitás erős változást mutat.
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Egy tipikus tisztítás lépéseit a II. táblázatban foglaltuk 

össze.

Végeredményben az alkohol-oxidázt 4o-5o %-os kitermelés 

mellett 7o-75-szörös tisztulással izoláltuk. Az enzimet fel- 

használásig azidos foszfátpufferben tároltuk 4 °C-on. Fel

használás előtt az azidot Sephadex G25-ös oszlopon távoli- 

tottuk el.

*280

4,04,0 ■

■2,02,0

E280 EU/ml 90 95 100 105

4
x125 ö bо

5 öI a ьa =£
'O a

í[0,52,0 ■20-S A!\ alkohol
oxida г1

to I: ■10

05 f\

!

150 ,га*С|° JU ыат50 100

a
1. ábra: a/ Sejtmentes kivonat 20,'0-os PEG csaj idékán к ioncserés

kromatográfiása DEAE cellulózon.
2Oszlopméret: l,5cm x30,5cm 

Ъ/ Az alkohol oxidáz—aktiv csúcson belül az enzim 

specifikus aktivitása

/ A két kromatográfia nem azonos! /
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2. ábra: A második ioncserés lévés alkohol o1:idEtz-aktív 

frakcióinak gélkromatográfiája Serh. 6B oszloron. 

Oszlopméret: 1,5 cm2x57 cm, mintatérfogat: 3,o ml. 
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3. ábra. : Tisztitott alkohol o :idéz tisztaságellenőrzése 

poliakrilamid g élelektroforézissel. 

a/ fehérjére- b/ enzimaktivitásra festett gél 
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1/b. A kataláz tisztítása

A tisztítás lényegében azonos volt a Fujii és mtsa által

hogy mi /NH^y2^4 PEG-6000-t

használtunk kicsapásra /22/, és az első ioncserés lépésig 

megegyezett az alkohol-oxidáz tisztításával. Az 1. ábrán az 

eluálódó kataláz aktivitást is feltüntettük, az elució 

0,05 M NaCl koncentrációnál következik be. /A kataláz döntő 

többsége elválik az alkohol oxidáztól, ez azonban nem teljes, 

ezért iktattunk be az АО tisztításánál egy második ioncserés 

lépést/. Az összegyűjtött aktiv frakciókat PEG-20000-el szem

ben dializálva betöményitettük és Sephadex G-200-as oszlopon 

tisztítottuk tovább /4. ábra/. A kataláz két csúcsban eluálódik 

az oszlopról.. Az aktiv frakciókat betöményités után rekro- 

matografáltuk. Ekkor már csak egy aktiv csúcsot kaptunk, az 

előző kromatográfia második csúcsának megfelelő eluciós tér

fogatnál, A második Sephadex G-200-as kromatográfia össze

gyűjtött aktiv frakcióit használtuk tisztított enzimként.

leirt módszerrel, kivéve,

A tisztítás lépéseit а III, táblázatban foglaltuk össze. 

Az enzimet 75 %-os kitermeléssel, 236-szoros tisztulással 

izoláltuk, A tisztított kataláz E /Е értéke 0,93 volt,280 407
ami jól egyezik az irodalmi'értékkel /0,923/.
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ábra: Az első ioncserés lépés katoláz aktív frakcióinak 

gélkromatográfija Seph. G-2oo oszlopon. 

Oszlopméret: 1,5 cm2x62 cm ,  mintatérfogat: lo ml. 
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2. Az alkohol-oxidáz tulajdonságai;

2/a A tisztított enzim spektruma az 5. ábrán látható. Jellemző 

abszorpciós maximumai 278, 372 és 470 nm-nél találhatóak,

403 nm-nél egy vállal. A látható színképtartományban lévő 

maximumok flavoproteinre utalnak, jól egyeznek az eddig vizs

gált enzimekre közölt fiatokkal /I. táblázat/ és összhangban 

állnak azzal a ténnyel, hogy az eddig vizsgált enzimek prosz- 

tetikus csoportja PAD. A 403 nm-es váll, amelyet a többi 

alkohol oxidáz preparátumban is megfigyeltek, más kromofor 

jelenlétére is utal és a porfirinekre jellemző Sorét sávra 

enged következtetni, annál is inkább, mert a kataláz nyomok 

nem távolithatók el az enzimpreparátumból az általunk használt 

módszerekkel.

2/b Az aktivitás pH-függése

Az aktivitás pH-függését sejtmentes kivonatot és tisztitott 

enzimet használva vizsgáltuk. A használt pufferek a sejtmentes 

kivonat esetében 0,1 К KHgPO^ / KagHPO^, Tris/HCl és Gly/NaOH, 

a tisztitott enzim esetében pedig 0,2 11 KHgPO^/Ua^HPO^, illetve 

bórsav-KCl/NagCO^ voltak. A sejtmentes kivonat esetében a ka

pott aktivitás - pH profil hasonló az irodalomban közöltekhez, 

a maximális aktivitás pH 7,0-8,0 között mérhető, pH 7,0 alatt 

az aktivitás gyorsan csökken, mig pH 8,0 fölött a csökkenés 

lényegesen lassúbb /б/а ábra /.

Tisztitott enzimmel végezve a kísérletet az előzőtől erősen 

eltérő eredményt kaptunk. Az aktivitásnak két maximuma van, 

pH 6,0-nál és pH 9,5-nél / 6/b ábra /. A kapott eredmény vá

ratlan volt. A magyarázatot az enzim pH-stabilitásának kineti

kájában találtuk meg, amire az inaktiválódás pH-függésénél 

térünk rá.
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5. ábra: A tisztitott alkohol o,.i dáz spektruma 0 9 1 M,pH 7,5  
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a/ sejtmentes kivonattal és b/ tisztított enzimmel mérve.  
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történt, 30 °C-on. 100", mindkét esetben a pH 7,5-ön  

mért aktivitás  
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2/c Szubsztrátspecifitás;

Meghatároztuk az enzim látszólagos és Vm 

tanolra, etanolra, n-propanolra, n-butanolra és tej savra. 

Vizsgáltuk továbbá az i-propanolt és az i-butanolt, valamint 

a propán-1,3- és a bután-l,4-diolt. Az eredményeket a IV.táb-. 

lázatban foglaltuk össze. A kapott eredmények összhangban 

vannak az irodalmi adatokkal, az enzim legjobb szubsztrát- 

jának a metanol bizonyult, az alkoholok szénláncának növe

kedésével а Кэд érték rohamosan nő. A vizsgált alkoholokra 

kapott Vm értékek a kísérleti hibán belül azonosnak tekint

hetőek, ami arra utal, hogy a szubsztrátok enzimhez való 

kötődésében van a különbség, az egyszer már megkötött alko

holok azonos sebességgel oxidálódnak. A vizsgált izo- és 

hidroxi-szubsztituált alkoholok nem szubsztrátjai az enzim

nek. Szubsztrát ellenben a tej sav, amire a későbbiekben még 

visszatérünk.

értékeit me-

IV. táblázat

Vm uM/percSzubsztrát К mMM

0,534

1,63

12,12

222,2

295,2

0,105

0,098

0,109

0,095

0,103

metanol

etanol

n-propanol

n—butanol

D,L-Na-laktát

2/d Az enzim alegységmolsulyát SDS-gélelektroforézissel hatá

roztuk meg. A gélkrómatográfiával és elektroforézissel közel 

homogénnek bizonyult enzim azonban nem egy csikót adott a 

kisérlet során / 7/a ábra /. Az alkohol oxidáz alegységének
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a legintenzívebb csikót tekintettük, aminek a molekulasúlya 

92-98000 daltonnák felel meg. Merkaptoetanolos redukció ha

tására /7/13, ill. 7/c felső sor / a 132000 d-os esik gyen

gülése és a 10Ó000 d-os esik eltűnése mellett a 92-98000 d-os 

csikók megerősödtek. Erősödött továbbá a 70800 és 63000 d-os 

esik, és megjelent az 56200, 52500 és a 33900 d-os esik.

A kísérletet megismételtük úgy is, hogy az enzimet elektro- 

forizáltuk, és a domináns enzimformát / lásd később / ki

vágtuk a gélből, kiáztattuk belőle, és az igy nyert fehérjét 

vizsgáltuk. Azonban ez a preparátum sem adott homogén csikót 

az SDS elektroforézis során / 7/d ábra /. A legintenzivebh 

esik itt 84000 daltonnák felelt meg.

2/e Az alkohol-oxidáz hőinaktiválódása

A hőinaktiválódást sejtmentes kivonatban vizsgálva azt 

tapasztaltuk, hogy az inaktiválédás bonyolult lefutású és 

koncentrációfüggő folyamat. A 8. ábrán látható a 30 °G-on, 

pH 7,5-ön mért inaktiválédás, aminek: az első lépése aktivi

tásnövekedéssel jár. Ezt követően csökkenés tapasztalható, 

ami után az enzim mérhető maradék aktivitása az eredeti ér

ték 40-45 %-éxi hosszabb időn át állandó marad, majd bekövet

kezik a teljes inaktiválódás. Az egész folyamat koncentráció

függő, kisebb koncentrációban az enzim gyorsabban inaktivá

lódik. A teljes folyamat kinetikai analizise természetesen 

igy nem lehetséges, ezért csak az utolsó, teljes inaktiváló

dást eredményező lépést tudtuk megvizsgálni. Azt találtuk, 

hogy a folyamat kinetikailag másodrendű, pontosabban má

sodrendű reakcióként kezelhető. Megvizsgáltuk az EDTA és 

a bovin albumin hatását ennek a lépésnek a sebességére.
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A 9/a ábrán látható, hogy as EDTA nincs hatással a reakció 

lefutására, a bovin albumin viszont az alkalmazott koncentrá

cióban stabilizál,

A tisztított enzim hőinaktiválódása / lásd lo, ábra pH 6,5, 

ill, 31. ábra / több lépcsős, amiből azt a következtetést le

het levonnunk, hogy a szokatlan'lefutású inaktiválódás nem 

a sejtmentes kivonatban lévő anyagok aspecifikus hatásának 

tulajdonítható, hanem az alkohol-oxidázra jellemző sajátság. 

Ezt támasztja alá az a kísérletünk is, amikor a higjLtást nem 

pufferrel, hanem a már inaktiválódott és a kivált csapadéktól 

lecentrifugált sejtmentes kivonattal végeztünk / 9/a ábra /,

2/f A pH hatása a 30 °C-on mért inaktiválódásra

A pH inaktiváló hatását két módszerrel vizsgáltuk.

Először a hőinaktiválódásnál már emlitett utolsó szakaszból 

számoltuk ki a sebességi állandókat. Az egyes pH-értékeken 

az inaktiválódás folyamatát a 10, ábra mutatja. Az ezekből 

számolt к értékek logaritmusát a pH függvényében ábrázolva 

/ 11/a ábra / a kapott értékek mind a két pH-tartományban 

közel 4-es meredekségü egyenest adnak, ami az- elektrolitikus 

disszociációra képes aminosav oldalláncok szerepére utal az 

enzim stabilitásában. Ezek természete a következő lehet: 

az enyhén savas pH-tartományban a görbe törése pH 6 körül 

van, ami a szerencsésebb eset, mert az aminosavak közül egye

dül a hisztidinnek van ebben a környezetben a pK-ja /рК=6,0/. 

A lúgos tartományban a törés valamivel pH 9 fölött van, 

Pigyelembevéve, hogy a szabad aminosav oldalláncok pK-i a 

fehérjébe'beépülve + 1 pH értéket, esetenként többet is vál

tozhatnak, a számításba jöhető aminosavak a következők: 

cisztein /рК=8,33/, tirozin /pK=10,07/és lizin /рК=10,53/,
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jelőlés 	higitás 
EU /ml 	 — • — 	 — 

—x— 	5x 
—a-- 	10 x 
—°— 100 x 

° 	: • • ••  

0 •sr 

2 4 	6 10 	20 	42 	50 	óra 

8. ábra: Az alkohol oxid oz hőinaktiv ílódása sejtszentes kivon {t—
ban ,  3o °C—on, pit 7,5 0,1 M foszftpufferben mérve. 

A  hiLitL'sokn(a. a mért cictivit sértékeket visszaszmol- 

tuk az eredeti oldatrE,. . 
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9. ábra: . hóinakUiv lód s utolsó, teljes inoktivólóc st  

oredinénz•Tez3 lépésénel: kinetikai analízise.  

a/ kezeletlen sejtmentes kivonat —x- 

ua. lo-3M EDTA jelenlétében 	—+- 

ua. inaktiv6.1ódott sejt : ,entes kivonattal hit itva —0-

b/ lo msz/ml BSA jelenlétében 
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11, ábra: A pH hatása a hőinaktiválódás sebességi állandóira

a/ az utolsó inaktiválódási lépés sebességi állandói 

b/ az első,

sebességi állandói
aktiválódással járó lépés látszólagos
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Ezek között csak specifikus kémiai módosítással lehet dönteni.

A második alkalmazott módszerrel az első, aktiválódással 

járó lépésre vizsgáltuk a pH hatását. A módszert a következő 

fejezetben tárgyaljuk részletesen. Ennek alapján kiszámoltuk 

az egyes pH-értékekre a látszólagos sebességi állandókat, 

igy az inaktiválódás első lépésének pH-függéséről is össze

hasonlításra alkalmas adatokat kaptunk.

ФФ értékeket a ll/b ábrán tüntettük fel a pH 

függvényében. Ebben az esetben is hasonló a helyzet az elő

zőhöz, ugyanis a lúgos tartományban nem dönthető el az 

asszociációért felelős, vagy részben felelős aminosav oldal

lánc természete. Az aktiválódási lépés pH-függése arra utal, 

hogy ebben a folyamatban a töltéssel rendelkező aminosav 

oldalláncok csak részleges szerepet játszanak, mivel a kapott 

görbe meredeksége lényegesen kisebb 1-nél. A folyamatban igy 

a nem ionizálható aminosav оldalláncoknak, tehát a van der 

WöaLs erőnek is szerepet kell tulaj donitanunk.

A két görbe lefutása egyúttal magyarázatot ad a tisztított 

enzim esetén kapott szokatlan aktivitás-pH profilra is.

A 11. ábrán látható, hogy a pH függvényében erősen változik 

a sebességi állandók aránya, az aktiválódási lépés az alkal

mazott nagy higitás mellett a lúgos tartományban már kisebb, 

a savas tartományban pedig nagyobb pH-értékeknél gyorsul, mint 

az utolsó inaktiválódási lépés, igy a kettő eredője két opti- 

mumu aktivitás - pH függési görbét eredményez. A sejtmentes 

kivonatban, ahol az enzim sokkal higabb, mint a tisztított 

preparátumban, a lényegesen kevesebb asszociált alak disz- 

szociációja miatt bekövetkező aktivitásnövekedés valószinüleg 

a mérési hibán belül marad.

A logaritmus к
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2/g A disszociáció és az enzim aktivitásának összefüggése

Az enzimreakciót nem végpontos, hanem folyamatos regisztrá

lással mérve megfigyeltük, hogy a termék keletkezése a reakció 

kezdetén nem lineáris, hanem "lag" fázissal indul, és csak 

egy bizonyos idő eltelte után válik lineárissá / 12/a ábra /.

. Figyelembe véve a hőinaktiválódási kísérleteknél tapasztalt 

aktivitásnövekedést, feltételeztük, hogy ez a "lag" fázis 

azért jelentkezik, mert az enzim a reakcióelegyben meghigul, 

disszociál, és a disszociált forma aktivabb. A reakció ezért 

csak az uj egyensúly beállta után válik lineárissá, természe- 

. tesen csak telitett szubsztrátkoncentráció mellett.

Azt, hogy a "lag" periódus valóban disszociáció következ

ménye, a következő meggondolás alapján bizonyítottuk: A "lag" 

periódust akkor észleltük, amikor a reakciót enzimmel indí

tottuk. Ha az enzimet a reakcióelegyben megfelelő ideig elő- 

inkubáljuk, és a reakciót a szubsztráttal inditjuk, akkor az 

előinkubáció alatt a disszociációnak le kell játszódnia, és 

az aktivitásnövekedési szakasznak nem szabad jelentkeznie.

Az elvégzett kísérletek valóban ezt az eredményt adták 

/ 15# ábra, b,c,d /.

Mivel az aktivitásnövekedéssel kisért disszociáció ily- 

módon az inaktiválódás első lépésének tekinthető, megpróbál

tuk kinetikai analízisnek alávetni, hogy a lépés pH-függését 

kvantitative mérni tudjuk. Elgondolásunk a következő volt:

Mint legegyszerűbb esetet, feltételeztük, hogy az enzimnek 

egymással egyensúlyban lévő aktiv formája van:két,

К
EFn-1 + FEF„ -n/1/ k,

ahol E az enzim, E a vele komplexben lévő fehérje, n pedig az
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1 , ésegy enzimmolekulára jutó komplexelő fehérje száma, ami 

az EP molekuláris aktivitása kisebb, mint az EP -,-é.

Az aktivitásnövekedési szakasz egy eredő folyamat, a disszo- 

ciáló EPn mennyisége miatt bekövetkező aktivitáscsökkenés, 

és az ezzel párhuzamosan keletkező EP 

bekövetkező aktivitásnövekedés összege.

t időpontban a rendszerünk egyensúlyban van, és felirható 

rá, hogy:

mennyisége miattn-1

,, feFn-Jo • [Fb [EFn.jp
r"’ ' [EFnJ0/2/ Шо

ugyanekkor meghigitjuk az enzimet x-szer. Az EFn komplex 

fogyásának a kezdeti sebessége:

d ÍEFn] _ I [EFrJo , j 
dt * x + x

EFn J о trió/3/
X

n-l^o= K‘/EVo» ™/EPn_-^/o = /F/q, és felhasználva, hogy /ЕР 

a következőképpen alakul:

riÍEFnl [EFrJp • КEFbb_ + k .= -k, -i^ X
/4/

Xхdt 2

/EFn_^/ keletkezési sebessége egyenlő EP^ bomlásának sebessé

gével, csak előjelük különbözik:

£FrJn • Кdfeft-i] [EFrJn
/5/ dt x2x
Mind a két enzimforma aktiv, de aktivitásuk különböző. Mi a 

két enzimforma együttes aktivitását tudjuk mérni, de nem a 

szögletes zárójellel jelölt abszolút Koncentrációt, hanem az 

enzimegységet, amit a következőképpen definiáltunk, feltételez

ve, hogy igaz az alkohol oxidázra a Michaelis-Menten megköze-

VIa i)\iÍ
fi\
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lités:

EUn= к3./ЕЕп/ és EOn_1=k4.' /ЕРп_д_/

ahol k^ és k^ a. az enzim-termék komplex disszociálásának sebes

ségi állandója, és k^>k^.

Az össz-enzimegység időbeli változása:

dEU __ dEUn j. dEUn-i 

dt dt/6/ dt
/4/-et és /5/-öt k^-al és k^-el beszorozva és /6/ szerint 

összeadva:

Ibi ÍEFnlo-К k.EFnl [EFnlo-KdEU_ DIP-k*k •
X

t-k-k-/7/ dt xz2 3 Xt-o
/EF / -t kiemelve: no

/Iу К (kp Ц) , Mk-kJ phol a zárójeles 

tag = кф

Az általinak mérhető enzimkoncentráció változásának a kezdeti

- Fnlo/8/ dt x2 x
to

sebessége tehát felírható egy látszólag elsőrendű reakció 

sebességeként, ahol а кф egy látszólagos sebességi állandó. 

Ilivel azonban szerepel benne a higitás 

függőnek kell lennie. Ezek után megpróbáltuak az aktivitás

mérési görbénkén olyan mérhető mennyiséget keresni, amellyel 

mérni tudnánk a keletkező EFn_-^, illetve a fogyó EFn mennyi

ségét. Az uj egyensúlyban mérhető egyenest a 13. ábrán lát

ható módon tQ-ra extrapoláltuk, és t^ t^ tn időknél megmértük 

az extrapolált egyenes és a tényleges mérési görbe közötti 

különbséget /dn/. Ez az a termékmennyiség, amivel a rendsze

rünk kevesebbet termel t -t idő alatt, mint az uj egyensúlyba 

került rendszer termelt volna ugyanennyi idő alatt. Ebből, 

és a hozzátartozó t —t időkből számítható egy enzimegység 

mennyiség. Ez, bár nem azonos az adott időpontban aktuálisan

ezért koncentráció-
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még hiányzó enzimegységgel, de azzal valamilyen módon ará

nyos mennyiség, és alkalmas mérőszámnak látszik arra, hogy 

az uj egyensúly beálltának sebességét mérni tudjuk vele.

Az igy számolt értékek elsőrendű kinetika szerint kezelhetőek 

a hiány 50-70%-os csökkenéséig. /Ismételten hangsúlyozzuk, 

hogy ez nem valódi reakciókinetika, hanem egy alkalmasan meg

választott mérőszám változásának kinetikája, aminek a sebes

ség állandóját кф+-а1 jelöltük/. Azt, hogy ez mégsem teljesen 

önkényes, és elég szoros kapcsolatban áll az uj egyensúly 

beálltának kinetikájával, bizonyltja az az eredményünk, hogy 

a különböző enzimkoncentrációknál igy meghatározott к 

tékek koncentrációfüggést mutatnak, és a /8/-nak megfelelően 

a higitással beszorozva közel állandó értéket adnak, amint 

az a következő táblázatból kitűnik.

фф -er-

у. táblázat

к*Фх hig^кФ-1 
/perc /

1 ^ + -U •к x híg.higitás

56.36 x lo3

44,73 

87,75 "

65,28 "

68,44 "

62.37

151 2,4718 

167,7 1,5906

373,24 

266,74 

436,55 

281,63 

153,15 

145,17 

220,05 132,25

201 2,1719 

231,8 1,215

301 0,7554 

429,6 0,3379

0,3661601

Ilyen módon az aktiválódási lépés formálisan elsőrendű kine

tika szerint kezelhető, es ezt használtuk fel a folyamat pH— 

függésének vizsgálatára.
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0,5

0 4 6 perc3 521

ábra: Az alkohol oxidáz aktivitásmérési görbéi 

а/ a reakció enzimmel inditva

Ъ/ az enzim 2 percig, с/ 5 percig d/ lo percig elo- 

inkubálva a reakcióelegyben, a reakció szubsztráttal 

inditva.

12.
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13« ábra: Az alkohol oxidáz aktivitásmérési görbéjének formális 

analízise 

a/ mért görbe

Ъ/ a termékkoncentrácio időbeli növekedése az uj 

egyensúly beállta után, t -ra extrapolálva 

c^/ mint b, de t_ időből indulva

dn/ az a termékmennyiség, amivel az uj egyensúlyba ke

rült rendszer t^-t idő alatt többet termel, mint 

a valódi rendszerünk, ugyanannyi idő alatt.'
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2/h Az alkohol oxidáz aktiv formái

Az eddigi kisérleteink egyre inkább arra utaltak, hogy az 

alkohol-oxidáznak legalább két, egymással asszociációs-disszo- 

ciáciés egyensúlyban lévő aktiv formája van. Ezeket azonban az 

enzim tisztitása során sem az ioncserés, sem a gélkromatog

ráfiás lépés során nem tudtuk izolálni. Erre a poliakrilamid 

gélelektroforézis bizonyult alkalmasnak. Az enzimnek 9 aktiv 

formáját tudtuk ezen a módon egymástól elválasztani / 14/a ábra/. 

Ezek közül 3 minor komponens, amelyek csak friss, kb. 1 napos 

homogenizátumban mutatható ki, és gyorsan eltűnnek a rend

szerből. Ezen kivül a gél tétje is festődik, ez a esik azon

ban a reelektroforetikus kisérletek alapján inkább részben 

denaturálódott enzimnek felel meg, amely az aggregáció miatt 

nem tud bevándorolni a gélbe. Azt, hogy ezek az aktiv formák 

valóban asszociációs-disszociációs egyensúlyban vannak egy

mással, a reelektroforézises kisérleteink igazolják. A gélből 

kivágott aktiv csikókat újra elektroforizáltuk, és amint azt 

a 15/a ábra is mutatja, a kiindulási enzimforma mellett más 

enzimformák is megjelentek. A reelektroforetikus kísérletekből 

azt a következtetést is levonhatjuk, hogy az egyensúly az 

1. forma irányában van eltolva. Eelmerül a kérdés, hogy miért 

nem válnak el a gélkromatográfia, illetve az ioncserés kroma- 

tográfia során egymástól ezek az aktiv formák. A PAGE lehető

séget nyújtott a krómatográfiák aktiv csúcsainak analízisére.

A 16. ábra egy DEAE ioncserés kromatográfia aktiv csúcsa frak

cióinak analízisét mutatja, és látszik, hogy a csúcs nem homo

gén, az elektroforetikusan kisebb mobilitásu enzimformák később 

eluálódnak az oszlopról, tehát felületi tültéskülönbségei'k 

alapján részben elválnak egymástól. Ez az elválás azonban lé

nyegesen rosszabb, mint a PAGE során tapasztalt, igy arra kell
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14. ábra: G jtmentes kivont tok elektroforézise, enzimaktivi

tásra festett gélek, 

a/ alkohol oxidáz 

1 / _l •—<X—01 - sav oxid 5.z

с/ D-aminosav oxidáz, metanolon nőtt sejtek sejtmentes 

kivonatából

d/ D-aminosav oxidáz glükózon nőtt sejtek sejtmentes 

kivonatából
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15. ábra: Izolált aktiv enzimformák reelektroforézise A gélek számozása azonos a vizsgált enzim- 

formák számozásával / vö. 14/a ábra / a/ alkohol oxidáz és Ъ/ D-aminosav oxidáz akti
vitásra festve. K= kontroll.
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ciók PAGE analizise, aktivitásra festett gélek scanning képei* A számok a frakció 

számot jelentik.
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következtetnünk, hogy a PAGE elválás nem elsősorban a töltés

különbségnek, hanem inkább az eltérő molekulaméretnek tulaj

donítható, Ezt támasztja alá a Seph, 6B kromatográfia aktiv 

csúcsa frakcióinak analízise is. A 17. ábrán látható, hogy a 

kisebb elektroforetikus mobilitásu enzimformák az eluciós 

térfogat növekedésével eltűnnek, igy legkisebb molekulasulyua$fic 

' azz 1. forma, legnagyobbnak pedig a 6. forma tekinthető.

2/i A NaCl hatása az aktiválódási lépésre és az aktiv formák
arányára

Az enzim tisztítása során láttuk, hogy az ioncserés kroma- 

tográfiát követően a mérhető ossz. enzimegység mindig kevesebb, 

mint a következő tisztítási lépés, a Sepharose 6B kromatográfia 

után. Erre az egyik lehetséges magyarázat az, hogy az «lució- 

hoz használt NaCl gátolja az. enzim aktivitását. Ennek bizonyí

tására sejtmentes kivonatot inkubáltunk 0,3 M ITaCl jelenlé

tében 0 °C-on és folyamatos regisztrálással mértük az enzim 

aktivitását, illetve elektroforetikusan analizáltuk az aktiv 

enzimformákat / 18. ábra /.

Azt tapasztaltuk, hogy a EaCl erősen megnöveli az aktivá

lódási szakasznál az egyensúly beálltához szükséges időt, 

illetve jelenlétében erősödnek a kisebb mobilitásu enzimformák 

csikjai. Ezek alapján arra kell következtetnünk, hogy a NaCl 

jelenléte csökkenti a disszociáció sebességét és igy stabili

zálja a nagyobb molekulasulyu komplexeket. Ez az eredmény ma

gyarázatot ad arra is, hogy az enzim tisztítása során a 

Sepharose 6B kromatográfia után miért mérünk mindig több enzim

egységet az eluensben, mint amennyit az oszlopra felvittünk.

A NaCl hatása azt a következtetést is megengedi, hogy a komplexet 

összetartó erők elsősorban nem ionos természetűek - amint erre 

már az inaktiválódás pH-függésénél is következtettünk - hiszen
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18. ábra: а-j/ o,3 M KaCl és ag/ 45% Glicerin hatása az akti

váló dási lépésre, 24 érás, 0 °C-os inlcubálás után. 

2y és a2 PAGE analízise, К/ kontrollés b
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akkor а IIаС1-nak elő kellene segítenie a disszociációt. Ezt 

erősiti meg az a kísérletünk is, amikor az enzimet 45 % glicerin 

jelenlétében inkübáltuk-. A glicerin enyhe hidrofób ágens és 

amint azt a 18. ábra mutatja, valóban-lecsökkenti az aktiváló

dás! lépésnél az egyensúly beálltához szükséges időt, illetve 

csökkenti a kisebb mobilitásu enzimformák arányát.

2/j A többszörös aktiv forma oka

Felmerült a kérdés, hogy mi okozza az alektroforetikusan 

megkülönböztethető 9 aktiv formát. Azt, hogy ezek azonos al

egységekből álló oligomerek, a tisztított enzim SDS-PAGE ana- 

alapján elvetettük, és más irányban kerestük a jelen

ség okát. Az irodalmi összefoglalóban már hivo.tkoztunk arra, 

hogy az alkohol-oxidáz struktúrában lévő enzim, a D-aminosav 

oxidázzal, az L-jX-OH sav oxidázzal és a katalázzal együtt, 

bár a kataláz eltávolítása után megmarad a peroxiszómák jel

legzetes struktúrája.

Feltételeztük ennek alapján, hogy a többszörös aktiv formát 

az AO, a DAO és a HAO különböző arányú komplexei okozzák. Ilivel 

az utóbbi két enzim is oxidáz, ezért az АО-hoz hasonlóan jól 

vizsgálhatók aktivitásra festéssel poliakrilamid gélekben.

A 14/b,c ábrán látható, hogy mind a HAO, mind a DAO ugyanolyan 

elektroforetikus mobilitásu aktiv formákkal rendelkezik, mint 

az АО. A DAO esetében további két, nagyobb mobilitásu enzim

formát is találtunk. A glükózon növő sejtekből készített srejt- 

mentes kivonatban csak ez az utóbbi két DAO forma volt jelen 

/ 14/d ábra/j АО és HAO aktivitás nem mutatható ki.

A három enzim azonos, illetve közel azonos elektroforetikus 

mobilitása megerősítette feltételezésünk helyességét, 

ebbe az irányba folytattuk tovább vizsgálódásunkat. Elvégeztük

lizise

ezért
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a kivágott aktiv formákkal a re-elektroforetikus kísérleteket 

a DAO és a HAO esetében is. Ezek eredménye mindkét enzim ese

tében azonos volt az alkohol oxidázzal végzett kísérletekben 

kapott eredménnyel / 15/b ábra, a HAO-t nem tüntettük fel 

külön /. Az ellenőrző kísérletekben, a kátéd felé futtatott 

gélek esetében nem találtunk aktiv csikókat egyik enzimnél

sem.

A komplex létezésére további bizonyítékot kaptunk Seph.6B-n 

végzett gélkromatográfiával /19. ábra /. Metanolon nőtt sej

tek sejtmentes kivonatát kromatografálva azt kaptuk, hogy az 

АО együtt eluálódik a HAO-val és a DAO két aktiv csúcsa keiül 

az elsővel. A glükózon nőtt sejtek kivonatát kromatografálva 

АО és HAO aktivitást nem sikerült kimutatni, és csak a kisebb 

molekulasulyu DAO csúcs jelent meg. Az ábra inzertjén feltün

tettük az АО arányát a másik két enzimhez viszonyítva.

Az AO/HAO arány az aktiv frakcióban végig azonosnak tekinthető, 

mig az AO/DAO arány változik. Ehhez hasonlóan vizsgáltuk az 

AO/DAO arányt az ioncserés kromatográfia frakcióiban is 

/2.0, ábra /.A két enzim aránya itt is változik. Az első 

frakciókban az egy АО egységre jutó DAO mennyisége nagy, ami 

még magyarázható az АО előtt eluálódó DAO csúcs átfedésével. 

Ezután a DAO relativ mennyisége lecsökken, majd erős növeke

dés után ismét csökken.

Annak alapján, hogy a gélkromatográfia АО aktiv frakciói

ban az AO/HAO arány állandó, felvetődött az a lehetőség, hogy 

a HAO nem önálló enzim, hanem azonos az alkohol oxidázzal.

Ezt az előző eredményeink közül még a következőek is alátá

maszt j ák: V

ál -?r.
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19. ábra: a/ metanolon és Ъ/ glükózon nőtt sejtek sejtmentes 

kivonatának gélkromatográfiája Seph. 6B oszlopon, 
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с/ AO/DAO és AO/HAO arányok a közös aktiv csúcsban.
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21. ábra: Tisztitott enzim aktivitásmérési görbéi А/ metanol, 

В/ tej sav és С/ a két szübsztrát együttes jelen- 

létében
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22, ábra: Seph. 6B krómatográfiával nyert alkohol oxidáz-aktiv 

frakciókhoz hozzáadva a glükózon nőtt sejtek sejt

mentes kivonatából ugyanígy nyert D-aminosavoxidáz,

2 óra inkubálás után elektroforetikusan analizálva, 

alkohol oxidázra festve.



- 32 -

- a DL-tej savra kapott érték azonos az АО többi 

szubsztrájjára kapott értékkel}

az AO-val azonos számú és elektröforetikus mobilitásu 

aktiv formája van;

az aktiv formák re-elektroforetikus mobilitása és vál

tozása is azonos az AO-éval.

A feltételezést az eddigieken kivül a következő kisérlettel 

is igazoltuk: amennyiben egymástól független enzimekről van 

szó, akkor ezek reakcióinak / mindkét esetben а H2O2 

lést mértük / a két szubsztrát együttes jelenlétében összeg

ződni kell. Ezzel szemben az elvégzett kisérlet azt mutatta, 

hogy a két ^reakció nem összegződik, tehát a HAO azonosnak 

tekinthető az AO-val /21. ábra/, igy a komplexben résztvevő 

enzimek körét szükiteni lehet.

A felsorolt bizonyítékok alapján az aktiv enzimformák 

elektröforetikus különbségét elsősorban az AO/DAO arány 

változásának lehetett tulajdonítani. Ezt a következő, köz

vetlen bizónyitékot szolgáltató kisérlettel igazoltuk: a 

glükózon nőtt sejtek kivonatának Seph 6B kromatográfiája so

rán kapott DAO aktiv frakciókat összegyűjtöttük, és betömé- 

nyités után hozzáadtuk a metanolon nőtt sejtek kivonatának 

kromatográfiája során nyert АО aktiv frakciókhoz. Két óra 

inkubálás után az elegyet elektröforetikusan analizáltuk 

/ 22. ábra /. Mind az АО, mind a DAO esetében azt találtuk, 

hogy az 1. esik intenzitásának csökkenése mellett a 4. esik 

erősödött, illetve megjelent az "a" és a 2. esik.

terme-

2/k Az alkohol oxidáz és a kataláz kölcsönhatása

Az irodalmi bevezetőben már hivatkoztunk arra, hogy a 

kristályszerü struktúrában a kataláz is résztvesz. Ez azon-
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ban nem tekinthető erős kölcsönhatásnak, mert ozmotikus sok

kal a kataláz eltávolitható úgy, hogy az erősen rendezett 

struktúra megmarad.

Elvégeztük a kataláz PAGE analízisét metanolon nőtt sej

tek sejtmentes kivonatából / 23» ábra /.A kataláz is több 

aktiv enzimformával rendelkezik, ezek értékeit azonban 

nem lehet az oxidázokkal kielégítően összehasonlítani, mert 

a kataláz aktivitásra festésre sokkal diffuzabb csikókat 

eredményez. Ezért a két enzim kölcsönhatásának vizsgálatára az 

előzőektől eltérő módszereket alkalmaztunk:

a/ Vizsgáltuk az alkohol-oxidáz hatását a kataláz hőinakti- 

válódására. Ehhez előzőleg megmértük a kataláz hőinaktiváló- 

dását egyrészt séjtmentes kivonatban, másrészt tisztított 

enzimet használva, pH 7,5-ön, 30 °C-on. Az enzim inaktivá

lódása sejtmentes kivonatban mérve kétlépcsős folyamat, az 

aktivitás kb. 40-45 %-ának gyors elvesztése után egy, az 

előzőnél lassúbb folyamatban következik be a teljes inakti

válódás / 24/a ábra /.A tisztított enzim hőinaktiválódása 

ugyanilyen körülmények között erősen eltér a sejtmentes ki

vonatban lévő enzimétől, ebben az esetben a kétlépcsős inak

tiválódás alig észrevehető /24/b-l ábra/. A két enzim köl

csönhatását a tisztított enzimek összeöntése után vizsgáltuk.

Alkohol-oxidáz jelenlétében a kataláz hőinaktiválódásának 

jellege ismét a sejtmentes kivonatban mért inaktiválódáshbz 

válik hasonlóvá / 24/b-2 ábra /.

Ъ/ A két enzim kölcsönhatását spektrofotometriás vizsgálatok

kal is megpróbáltuk bizonyítani. Erre az enzimek látható szín

képtartományában felvett spektrumának vizsgálatát használtuk. 

Az összegspektrumot úgy vettük fel, hogy izolált kiivettákba
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В/ tej sav és С/ a két szübsztrát együttes jelen- 
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22, ábra: Seph. 6B krómatográfiával nyert alkohol oxidáz-aktiv 

frakciókhoz hozzáadva a glükózon nőtt sejtek sejt

mentes kivonatából ugyanígy nyert D-aminosavoxidáz,

2 óra inkubálás után elektroforetikusan analizálva, 

alkohol oxidázra festve.
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helyeztük a 2x higitott АО-t és KAT-t. Ezután felvettük a 

két enzim 1:1 térfogatarányban összeöntött elegyének spektru

mát is» A kettő különbségéből számoltuk ki a differencia

spektrumot közvetlenül az összeöntés, illetve négy órás in- 

kubálás után. Amint azt a 25. ábrán bemutatjuk, az összeön

tés jól mérhető spektrumváltozást okoz az összegspektrumhoz 

viszonyítva. Az extihkciókülönbségek 4 órás inkübálás után, 

különösen a rövidebb hullámhosszokon nagyobbakká válnak, 

ami figyelembevéve, hogy a differenciaspektrum jellege nem 

változik meg, inkább a fényszórás növekedésének tulajdonít

ható. Ez viszont az oldott molekulák méretének növekedésére, 

azaz a komplexképződésre utalhat.

2/1 Az SH-csoportok szerepe az АО stabilitásában

Az aktivitás és a hőinaktiválódás pH-függése vizsgálata

kor kapott eredményeink alapján arra a következtetésre ju

tottunk, hogy az elektrolitikus disszociációra képes amino- 

sav oldalláncok nem a katalízisért, hanem az aktivitáshoz 

szükséges konformáció fenntartásáért felelősek. Említettük 

már, hogy az enyhén lúgos pH-tartományban nem lehet eldönteni, 

az aminosav oldallánc természetét, ezért specifikus kémiai 

módosítással próbálkoztunk. A számbajöhető aminosavak közül 

a ciszteint választottuk ki, elsősorban azért, mert az iro

dalomban közölt adatok, és saját méréseink is azt mutatták, 

hogy az alkohol oxidáz 100 >S-ig gátolható p-Cl-merkuri- 

benzoáttal /РСМВ/. A PCMB-n kivül megvizsgáltuk a jódecetsav 

/IES/ és az II—etilmaieimid /НЕЙ/ gátló hatását is a sejtmentes 

kivonatban levő enzimre /26. ábra/« A kísérleteket úgy végez

tük, hogy az adott koncentrációjú reagens jelenlétében 

Зр’-ig, 0 C-on előinkubáltuk az enzimet, majd visszamértük a 

maradék aktivitást. A PCMB-vel ellentétben azt kaptuk, hogy
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az IES 50 %-os gátlást okoz, mig a NEM nem gátolja az enzimet. 

Ez az eredmény kétségessé teszi az SH csoportok kizárólagos 

konformációstabilizáló szerepét, azonban ahhoz, hogy ezt 

biztosan állíthassuk, a kísérleteket tisztított enzimmel is 

el kellett végeznünk, célszerűen úgy, hogy a gátló hatást 

az SH-csoportok mérésével kapcsoltuk össze. Mivel a tisztított 

enzimpreparátumunk az előző fejezetek tanúsága szerint A0-DA0 

komplexnek tekinthető, ezért az SH-csoportok számának vonat

koztatási alapja nem lehet az enzimmolekula, vagy az alegy

ség, igy a preparátum FAD-koncentrációját tekintettük vonat

koztatási alapnak. A tisztított enzim esetében a jódacetamid 

/1АА/ és a PCMB gátló hatását vizsgáltuk úgy, hogy az enzimet 

30*-ig, 0 °C-on inkübáltuk a legkisebb reagenskoncentráció 

mellett, majd aktivitás és ossz SH mérésre kivettünk mintát, 

és újabb reagensmennyiséget adtunk a rendszerhez. A növekvő 

koncentrációjú IAA gátló hatását a 27. ábra mutatja. A maxi

málisan elérhető gátlás kb. 15 % volt, miközben PAD-onként 

2,2 SH-csoport módosult, a maximálisan mérhető.10-10,5-ből. 

Ennél több SH még 60x feleslegü reagens hatására sem módosult 

a kísérleti körülmények között, illetve a gátlás sem növe

kedett. A gátlás kinetikájának mérésekor / 28. ábra / is azt 

tapasztaltuk, hogy 4x reagens-felesleg is csak 15 %-ig gátol 

még 25 órás inkubálás után is. A növekvő koncentrációjú PCMB 

hatására kialakuló gátlásban szintén megfigyelhető egy kb.

15 %-os gátlás 2 ekvivalens reagens hatására, azonban ebben 

az esetben a reagens koncentrációjával a gátlás is növekszik 

/ 29. ábra /.A kérdés az volt, hogy a teljes gátlás PCMB 

esetében annak köszönhető-e, hogy a reagens azokkal az 

SH-csoportokkal is el tud reagálni, amivel az IAA már пещ,
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29. ábra: Növekvő koncentrációjú РСШ gátló hatása a tisztított 

alkohol oxidázra. Egy—egy reagenskoncentráción ü 

5 percig inkubáltunk szobahőn, majd aktivitásméréshez 

mintát kivéve a következő reagensmennyiség hozzáadá
sával folytattuk a mérést*
а/ ЛЕ255
a*/ számított maximális AEgec
b/ maradék aktivitás
i Л számításához • A^255=6.j286x1°^ értéket hasz
náltuk, amelyet ismert koncentrációjú cisztein tit-

255

rálásával határoztunk meg.
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vagy pedig aspecifikus denaturáló hatásról van szó, ami a 

PCMB esetéhen gyakori. Ezekben a kisérletekben az SH-val 

való reakciót a 225 nm-es AB mérésével követtük. Az igy ka

pott Ab értékek azonban lényegesen nagyobbak, mint az elmé

letileg várható / 29/a ábra/, ezért inkább az aspecifikus 

denaturáló hatás látszik valószínűbbnekj annál is inkább, 

mert a 3« ekvivalens PCMB hozzáadásától kezdve az oldat 

enyhén opálossá vált. Erre utal a gátlás kinetikája is, ahol 

a görbe lefutása emlékeztet a hőinaktiválódás kinetikájá

ra/ 3o. ábra /.

Megmértük a 30 °C-os hőinaktiválódás során az SH-csoportok 

spontán módosulását is / 31. ábra /. Ekkor az aktivitás 

85 %-ának elvesztése után is csak 2,2 SH-csoporttal kevesebb 

mutatható ki PAD-onként. A többi SH-csoport résztvétele a 

konformáció stabilizálásában valószinü nem jelentős. A 0 °C-on, 

tehát kevésbé denaturáló körülmények között tartott enzim

preparátumok aktivitása és SH-tartalmának változása / 32. ábra / 

mindenesetre szintén erre utal, ugyanis ekkor még 6-6,5 SH/FAD 

spontán módosulása is csak 20-25 % aktivitásveszteséggel jár.
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A KÍSÉRLETEK összefoglalása és megbeszélésIV.

Munkánk célja a rendelkezésünkre álló Candida boidinii törzs

ből izolált alkohol oxidáz jellemzése, illetve anomális viselkedé

sének magyarázata volt«

Az alkohol oxidázt 70-75-szörös tisztulással, 40-50%-os kiter

meléssel izoláltuk / II« táblázat /. Az enzim - spektruma alapján - 

egy flávoprotein, abszorpciós maximumhelyei közel azonosak a 

különböző fajokból és törzsekből eddig vizsgált enzimek maximum

helyeivel /5« ábra, I.tábl,/. Katalitikus tulajdonságai szintén 

igen hasonlóak: legjobb szubsztrátja a metanol, az alkoholok 

szénláncának növekedése a K^ értékek roha mos növekedésével jár 

együtt, miközben a Vm értékek a megvizsgált alkoholokra azonosak 

maradnak / IV« táblázat /, Ebből azt a következtetést vontuk le, 

hogy az egyes alkoholok enzimen való megkötődésében van a különb

ség, az egyszer már megkötődött alkoholok átalakulásának sebes

sége azonos. Az aktivitás pH-függésének görbéje szintén hasonló 

•az eddig közöltekhez* A legmagasabb aktivitás pH 7»0-8,0 között 

mérhető, pH 7,0 alatt az aktivitás meredeken csökken, mig pH 8,0 

fölött a csökkenés lassabb® Tisztított enzim esetében azonban 

két maximumu görbét kaptunk, a maximumuk pH 6,0 és 9,5-nél vannak ! 

/ 6«a*,b, ábra /«

Ezt a jelenséget és a tisztítás során felmerült következő kérdé

seket nem tudtuk az irodalomban rendelkezésünkre álló adatok 

alapján megmagyarázni«

- Miért csökken lépcsőzetesen a specifikus aktivitás az 

ioncserés kromatográfia aktiv frakcióiban?

- Miért mérünk 2-3x több énzimegységet a Seph, 6B kromatog- 

ráfia frakcióiban, mint amit az oszlopra felvittünk?

- A kromatográf ia szirjimetrikus f ehérj ecsunsán belül miért vál- H 

tozik 100—200%-kal a specifikus aktivitás?

■ =

i
í

i1
3
!
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Az első kísérleti eredményeket, amelyek a kérdéseink megválaszo

lásához elvezettek, az enzim hőinaktiválédásának vizsgálatakor 

kaptuk. Ez bonyolult lefutású folyamat, sebessége fordított 

arányban függ a koncentrációtól és az első lépés az enzim ak

tiválódásával jár / 8. ábra /.

Ennek alapján feltételeztük, hogy az alkohol oxidáz asszociációs- 

disszociációs egyensúlyban vesz részt, és a disszociáció aktivi

tásnövekedéssel jár együtt. Feltételezésünket alátámasztotta az 

enzimreakció "lag" fázisának megfigyelése, ennek előinkubálássál 

való megszűntethetősége, valamint az, hogy a feltételezések alap

ján levezetett egyszerű rendszerre jellemző reelcciókinetikát jól 

követi a "lag" fázis kinetikája / 12,13. ábra, V. tábl. /.

Az asszociációs-disszociációs rendszerre közvetlen bizonyítékot 

szolgáltatott az, hogy kimutattuk az enzim 9 aktiv formáját, és 

ezek kölcsönös átalakulását egymásba / 14/a, 15/a ábrák /. Ki

mutattuk továbbá az ioncserés és gélkromatográfia aktiv csúcsá

nak inhomogenitását, azt, hogy az aktiv csúcsok frakciói az 

egyes, elektroforetikusan elválasztható enzimformákat eltérő 

arányban tartalmazzák /16. és 17. ábrák /. I,legmértük a pH-nak 

a hőinaktiválódás utolsó szakaszára és az enzimreakció "lag" fá

zisa lefutására gyakorolt hatását, /lo,ll. ábrák/. Az előbbi 

egyértelműen függ a pH—tói, az aktiv konformáció fenntartásában 

egу 6,0 körüli pK-ju aminоsav oldallánc / valószínűleg hisztidil / 

és egy valamivel 9,0 fölötti pK-ju aminosav oldallánc vesz részt.

A "lag" fázis, vagyis az aktivitásnövekedéssel járó disszociációs 

lépés pH függése csalt részleges, és a NaCl-nak a "lag" fázis 

megnyúlását, valamint a glicerinnek a fázis lerövidülését ered

ményező hatását figyelembe véve a hidrofób kölcsönhatásoknak is
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szerepet kell tulajdonitanunk az asszociációban. Az eddig fel

sorolt kísérleti eredményeinket figyelembe véve a következő vá

laszt adhatjuk a fejezet elején feltett kérdésekre:

Az alkohol oxidáz több, számszerint kilenc aktiv formával ren

delkező enzim, amelyek közül többnek lényegesen eltér a specifi

kus aktivitása. Az egyes aktiv formák eltérő specifikus aktivi

tását aárirodalómban közölt adatok közül alátámasztja Veenhuis 

és mts-i megfigyelése is, akik kimutatták, hogy az intakt sejtek 

- tehát a struktúrában lévő enzim - metanoloxidáló képessége kö

rülbelül 3x kisebb, mint a sejtmentes kivonaté, /19/. Ezek felü

leti töltéskülönbségeik alapján részben elválnak egymástól a DEAE 

cellulózon végzett ioncserés kromatográfia során, ami a specifi

kus aktivitás lépcsőzetes csökkenését 'eredményezi az aktiv frak

cióban. Az elucióhoz használt HaCl elősegiti a kisebb specifikus 

aktivitású asszociált formák kialakulását. A Seph. 6B kromatog

ráfia során a HaCl elválik az enzimtől, és ez a kromatográfia 

során bekövetkező higulással együttesen folyamatos disszociálódást 

eredményez, ami aktivitásnövekedéssel jár együtt. Az aktiv csúcs 

inhomogenitása azt is bizonyltja, hogy az enzim aktiv formái 

molekulasúlyukban is különböznek egymástól. Ebből következik 

egyúttal az is, hogy az enzim Ms—át nem lehet gélkromatográfiásan 

meghatározni, hiszen az aktiv csúcs eluciós térfogata a Ms sze

rinti elválás, az eltérő specifikus aktivitások és a kromatográfia 

során bekövetkező folyamatos disszociáció eredője. A tisztított 

enzim esetében kapott kétmaximumu aktivitás-pH függési görbe nem 

az enzim tisztaságával, hanem töménységével - a nyers kivonathoz 

képest 2ox-os - és az aktiválódással járó, valamint a teljes 

inaktiválódást eredményező lépés eltérő pH függésével mag 

ható, és a két folyamat eredőjeként jön létre.

✓ls£az-

*1
5!A &/У
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Esek után aura a kérdésre kerestünk választ, hogy mi okozsa 

az alkohol oxidáz nagyszámú aktiv formáját.

Kimutattuk, hogy a D-aminosav oxidás két aktiv csúcsa közül az 

egyik a gélkromatográfia és az ioncserés kromatográfia során

együtt eluálódik az alkohol oxidázzal, mig az D-oC-OH—sav oxidáz 

mindkét kromatográfia során kizárólag csak az A0 aktiv frakciók-

frakciókban változik,ban van jelen, Az A0/DA0 arány ezekben a 

mig az А0/НА0 arány állandó / 19,2o. ábrák /, Bizonyítottuk to

vábbá, hogy az alkohol oxidáz PAGE-vel elválasztható aktiv for

máival azonos számú és mobilitásu HAO aktiv forma van jelen a

sejtmentes kivonatban, mig a DAO az ugyanennyi számú és mobili

tásu aktiv formán felül további két, elektroforetikusan elkülö

níthető aktiv formával rendelkezik / 14/b,c ábra /« A három 

enzim együttes aktivitásával rendelkező aktiv zónák reelektrofo- 

retikus változásai mindhárom enzimre azonosak / 15/b ábra /. 

Mivel az alkohol oxidáz és az L—ö<-0H—sav oxidáz között sem az

ioncserés és gélkromatográfia, sem az elektroforézis és reelektro- 

forézis során nem tudtunk különbséget tenni, és a két enzim reak

ciója sem összegeződik a két szubsztrát együttes jelenlétében 

/ 21« ábra /, valamint a két szubsztrátra kapott 

nos, az L-oC-OH-sav oxidázt azonosnak kell tekintenünk az alkohol 

oxidázzal. A D-aminosav oxidáz viszont különböző enzim,
» 9

kromatográfia során nyert A0 aktivitás mentes DAO-t hozzáadva az

érték is azo-

és a gél

alkohol oxidázhoz, közvetlenül is bizonyítottuk a két enzim köl

csönhatását, illetve a DAO szerepét az 

formáinak kialakulásában / 22.
alkohol oxidáz aktiv

ábra /• Az alkohol oxidáznak a 

kátaláz. hőinaktiválódására gyakorolt hatása / 24. ábra / és a két
enzim összeöntése után bekövetkező spektrumváltozások / 25. ábra /
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alapján valószinüsitettük ennek a két enzimnek a kölcsönhatását 

is, bár nem tudtuk olyan egyértelműen bizonyítani, mint a 

D-aminosav oxidáz esetében. A katalázzai való kölcsönhatás mel

lett szól még az is, hogy a tisztított enzim spektrumában jelen 

van egy, a porfirinekre jellemző 403 nm-es váll. / 5. ábra/.

A felsorolt kísérleteink alapján ezek után az általunk izolált 

alkohol oxidázt A0-DA0-/KAT/ enzimkomplexnek kell tekintenünk, 

és az alkohol oxidáz aktiv formáinak okát a két /vagy heírom/ en

zimnek az egyes aktiv formákban való eltérő arányú részvéte

lében jelölhetjük meg. Az igv kialakított kép azonban valószi- 

nüleg csak leegyszerüsitve tükrözi a valóságot, mert a tisztí

tott enzim SDS-PAGE analízise során kapott nagyszámú és erősen 

eltérő intenzitású esik, és az АО alegységének tekintett leg

intenzivebb esik molsulyának különbsége a tisztított enzim, 

illetve a gélből kivágott domináns enzimforma esetében / 7.ábra / 

arra utal, hogy a valóságban a komplex szerkezete ennél bonyo

lultabb.

Megvizsgáltuk az SH csoportok szerepét a katalízisben és a 

stabilitásban. Az irodalmi adatokkal egyezően azt találtuk, hogy 

a PCMB 100%-igmgátolja az enzimet / 26/c ábra /, Az azonban, 

hogy a IES csak 50%-ig / 26/b ábra /, az IAA pedig csak 15%-ig 

gátolja az aktivitást még nagy feleslegben is / 27. ábra /, 

utal, hogy az -SH csoportoknak nincs szerepe a katalízisben és 

inkább az aktiv konformáció fenntartásában lehet szerepük. A gát

lás kialakulásának kinetikája az IAA és a PCMB esetében 

/ 28, 3o. ábra /, valamint a gátlás mértékének különbsége az 

IES és az IAA esetében, és a növekvő koncentrációjú PCMB denatu

ráló hatása / 29.ábra / azonban arra utal, hogy nem az -SH cso

portok kémiai modositása, hanem a módosítással az enzimmolekulába

arra
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bevitt csoportok aspecifikus térszerkezetváltoztató hatása okoz 

részleges gátlást, illetve teljes denaturálódást• Ezt támasztja 

alá ez is, hogy az -SH csoportok spontán oxidálódása 0 °C-on csak 

15-20%-os aktivitásveszteséggel jár / 32.ábra /, mig 30 °C-on a 

denaturálódást nem követi az -SH csoportok párhuzamos változása 

/ 31.ábra /.

Az eddig elmondottakon kivül még egy következtetést szeretnénk 

levonni. Azokban' a kísérletekben, amelyekben a "lag" fázis elő- 

inkubációval történő megszüntethetőségét vizsgáltuk, azt tapasz

taltuk, hogy az előinkubáció valóban megszünteti ezt a fázist, 

de egyúttal az előinkubáció idejével párhuzamosan lényegesen meg

nőtt a rendszerben mérhető összaktivitás / 12/b,c,d ábra /.

Ez arra utal, hogy a szubsztrát jelenléte stabilizálja az 

asszociált formát, illetve az egyensúlyi állandó kisebb a 

szubsztrát jelenlétében. Erre már C, Borman és mtsa is követ

keztettek a peroxiszómák in vivo denaturációját vizsgálva /18/. 

Az alkohol oxidáznak, a D-aminosav oxidáznak és valószinüleg a 

kaataláznak is a komplexképzési hajlama magyarázo-tot adhat a

peroxiszómák igen rendezett kristályszerü struktúrájára, és 

valószinüleg fontos szerepe lehet ennek a sejtszervecskének a 

sejten belüli spontán kialakulásában'.
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