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I. BEVEZETES

A héhatdssal szembeni védekezés Osztine a legegyszeriibb
egysejtl szervezetektfl a uamgasabbrendii é1861lényekig minde-
niitt megfigyelhetd, hiszen a magas hémérséklet az élet min-
den formdjdra letdlis. Lppen ezért az é16vildg ogy kiiltnt-
gen érdekes csoportjdt képviselik azok az egysejtii €181é-
nyek, amekyek a torzsfejlddés folyaumdn kialakult adaptdci-
és mechanizmisuk révén nem csak létezni, de szaporodni is
tudnak jéval 5o °C feletti hémérséleten is. Izcket az &-
161lényeket termofil mikroorganizmisnek nevezik. |

A hémérséklet lényeges kornyezeti faktor, amely hat a
kémiai - igy a biokémiai - reakcidk scbességére, velamint
& gejt aktiv strukturdinek dllapotdra a biomolekuldk ko=
z6tti és a biomolekuldikon beliili nem kovalens konformdcid-
Ogszetartd erdkin keresztiile A sejt fehérjéinek és cnzine=
inek egy adott kirnyezeti hémérséklethez kell adaptdlédnia,
az adaptdcié mértéke hatdrozza meg az életidejét /termo-
stabilitds/ és & bioldgiai aktivitdsdt /etrukturdlis flexi-
bilitds/ /1/.

A termofil mikroorgenizmusokbll izoldlt fehéridk és on-
" zimek mezofil megfeleldjiiknél dltaldban nagyobb termosto-
bilitdst mutatnak. Bdr a killonbizd héoptimmmmal rendelkezd
enzimeck szerkezetének és kinetikai paramétereinek Usuzeho~
sonlitdé vizsgdlatdbdl szdmos informdcid 411 rendelkezdsiink-—
re a termostabilitdst illetlen, o termofilitds molekuldris
mechanizmusénak tisztdzdse tovdbbra is a kutatds kozép-
pont jdban marad.
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A termostabilis enzimek vizsgdlatdnak igen nagy gyakor-
lati Jelent8sége van az alkalmazds szempontjdbdl. lia mdr
egyre nagyobb szédmban haszndlnok fel biokatalizdtorként en-
zimeket az iparban és a mezﬁgazdaaégban /pl. fehérjebontd
enzimeket a blriparban, az ipari fehérjehulladékok lebontd-—
sdra, a tdpok emészthetdségének javitdsdra stb./. liivel a
gydrtdsi folyamat az enzimek rdvid élettertama miatt még
elég drdga, a termostabilis enzimek alkalmazdsa jelentds a-
nyag- €s energiamegtakaritdssal jdrna. Az enzimek immobili-
zdlt formdinak alkalmazdsa tovdbbi eldnybket biztosit.

lunkdnk sordn célul tiiztilk ki termostabilis protedz .tiaz-
titdedt és jellemzését egy uj termofil baktérium t6rzsbdl
/dB=1/. Az enzim tulajdonsdgainak - £8ként termostabilitd-
gdnak - mds fajokbdl /mezofil és termofil/ izoldlt hasonld
tipusu enzimek tulajdonsdgaival valdé Usszehasonlitdsa alap-
jédn tovdbbi adatokat kivdntunk szerezni a termofilitds mo-
lekuldris mechanizmusdnak jobb megéritéséhez.



Azokat a mikroorganizrmsokat, melyek 50 °C felett is
képesek novekedni és szaporodni, termofilekmnek nevezziike
A termofil mikroorganizmusok morfoldgiai és fizioldgiai
tulajdonsdgaik alapjén nem tartoznek egy adott rendszerta=
ni kategoridbe, kozottik autotrof €s heterotrof, aecrodb és
anaerob, fakultativ és obligdt termofilek egyardnt megta-—
1d1hatdk. Az evolucid sordn a termofil mikroorganizmusok
valésziniileg a mezofil t0rzsekbdl vdltak ki, fokozatosan,
sorozatos mutdcidkkal alkalmazkodva a magasabb himérséklet-—
hez /2/. At16l az egyedi tulajdonsdguktdl eltekintve, hogy
magasebb hémérsékleteken is képesek szaporodni, a felhasze-
ndlhaté gzén- és nitrogénforrds, valamint az anyagcsereu=—
tak hasonldsdge alapjdn valamelyik mezofil rendszertani kae
tegoridba besgorolhatdk.

A legtdbd termofil mikroorgenizmuis & bakidériumok kizitt
taldlhatd, nelyekrSl Degryse /3/ adott legutdbb réazletes
attekintést. A nivekedés hlmérsékletoptimuma alapjdn a ter-~
mofil bakitériumok két csoportba oszthatdk:

- a mérsékelten termofil mikroorgenizmusok optimdlis sza=-
poroddsi hémérséklete 50~65 °C, kvzéjik £éként fokulta-
tiv termofilek tartoznak és killondsen a Bacillus genus
rendelkezik nagy szdmu képviseldvel.

- az extrém termofil, vagy "caldo-activ" mikroorganizmu=-
sok 7o °C felett is képesek szaporodni, ezck kizé £6leg
obligdt aerob bakiériumtdrzsek tartoznak.



Az elmmlt 20 évben szdmos szerzd prébédlt magyerdzatot
adni a termofilitdsra. El8szor Allen /4/ vonta le kisérle=
tei alapjdn azt o kivetkeztetést, hogy magas hléuéroékleten
& novekedés és létezés a denaturdlddd fehérjék gyors ujra-
szintézisével valdsulhat mege. Hipotézisét Bubels és Holds-
worth /5/ Bacillus stearothermophilussal végzett kisérlee
tei is aldtdmasztottdk. Kenkel és Trela /6/ killonbozd ge=-
msba tartozd termofil bakitériumok fehérjeszintézisének se-
bességét Gsszehasonlitva azonban megdllapitotta, hogy a
gyors proteinpturhover valdsziniileg a spdraképzlk egyedi
tulajdonsdga lehet és nem terjeszthetd ki a tobbi termofil
nikroorganizimusra.

Brock /7/ a fakultativ termofil bektdérimmok lipidUssze-
tételét vizsgdlva arre a kivetkezteiésre jutott, hogy a nd-
vekedést korldtozd tényezd a citoplazmatikus membrdn egysée-
gének felbomldsa megasabb hémérsékleten. Figyelembe véve a-
zonban azt, hogy az egyoégmenbrdn t0bb, mint 307 fehérjét is
tartalmaz, Singleton és Amelunxen /8/ a termofilitdst elsdd-
legesen & makromolekuldris komplexek belsd stabilitdedbdl
szarmeztat ja.

Oshima és mtsi /9/ azokat a itényezbfket, amelyek a sejt=-
alkotdk termostabilitdsdi okozhatjdk a kiovetkezbképp cso-
portositjdk:

a8/ A molekuldk strukturdjdbdél eredd belsd stabilitds, a-
mely fokozott intramolekuldris kolcstnhatdsok eredményce I
zek a kilcstnhatdsok lehetnek hidroféb jellegiick, ionos kae-
roakteriick és H-hidakon keresztill megvaldsuld kolestnhatdsok.
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amelyek egyes fehérjéknél eltérd mértékben, de egylittesen
jérulnak hozzd a molekule termostabilitdsdhoz./lo/. Foko=
zott mértdkii apoldros klcstnhatdst tapasztaltak pl. Pang=-
burn és mtsi /11/ & termolizin esetében. A termofil Clost=-
ridiumokbdl izoldlt formiltetrahidrofoldt szintetdz /12/
és a Thermms aquaticus gliceraldehid-3-foszfdt dehidroge-
ndz /13/ esetén viszont ndvekvs méritékil - killsS és belsd
gdénidakon keresziiil megvaldésulé - ionos klcstuhatdsokkal
szdnmolhatunk.

be/ A molekuldk transzkripcid, vagy transzldcid utdni ko=
valens médositdsa. Watanabe és misi /14/ kinutattdk, hogy
az extrém termofil Thermus thermophilus baktérium t-RNS-
benegy wédosult béziz, az S-metil-2-tiouridin jelenik meg,
amely 7o °C alatt nbvesztett sejtekbSl teljesen hidnyzik,
igy szerepet tulajdomitaittak neki a ribomukleinsav termo=
stabilitdsdben.

c./ A molekuldkhoz kapcsolddd védd faktorok hetdsa
Viszonylag kevés példa van arra, hogy & termofil mikroorgae
nizmusok specifikus véd§ faktorokat szintetizdlnak /pl. o
termospermin, amely a riboszéma-mRiS-aminoacil=-tRES terner
komplex stabilitdsdban jdtszik szerepet /15/. T8bb szerzd
szdmolt be az egyes mezofileknél is stebilizdlé szerepet
jédtezé sejtkomponensek, a szubsztrdtok, kofaktorok, ionok
stabilizdlé hatdsdrdl /16/. Crabb és mtsi /17/ szerint a
fehérjék kationok és anionok dltali stabilizdldsa lényeges
azerepet Jjdtszik a fakultativ termofilek hémérséklethez va=-
16 adaptéléddedban. A kétértékii fémionok kvziil a Ca’*t sta-
bilizdld szerepét bizonyitotidk t8bb termofil proiedsz esetén
/25, 30, 31, 32, 36/, mig a Mg®'* az enoldzok stabilitdsdt
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nﬁvéli megasebb hémérsékleteken /18/.

A fehérjék termostabilitdsedt befolydsold tényezdkel leg-
utébb Amelunxen és lurdock igen részletesen 2lemezte /16/.
Véleményiik szerint a LEhérjék termostabilitdedt nem egyeti-
len, hanem szdmos tényezl egyiittes hatdsa okozza. 4 fehér-
Jjék belsd stabilitdsdn, a szubszirdtok, kofaktorok és iouok
stabilizdld hatdsdn kiviil in vivo kiriilmények kiizott szd-
molnunk kell a fehérje=fehérje €s fehérje-membrén kizott ki
alakuld makromolekuldris kOlcstnhatdsok s#mbilizdld hatdodval

iSe

e/ A mikrobidlis protedzok csoportositdse

A fehérjebontd enzimek, igy & mikrobidlis protedzok is
a hidroldzok kitzé tartoznak, peptid, esetleg észber kitéo
hidrolizisét katalizdljdk. A mikrobidlis protedzok t0bbodé-
ge extracelluldris endopeptiddz, melyeket latsubara és le-
der /19/ az ektivitds és stabilitds pil=figgése, valamint oz
aktiv centrum természete alapjdn a kivetkezlképp csoporio=-
gitjak:

- gavas protedzok, melyeknek pi-optimuma 3=5 kOziit van.

- tiol=protedzok, melyek az akitiv centrumban cissteint
tartalmaznak, ezért SH-reagensekkel gdtolbatdk. Fémiont nenm
tartalmaznak. Alteldban a semleges pii-tartomdnyban a leguk-
tivabbake.

- neutrdlis metalloendopeptiddzok, amelyek ez cktiv cente-
rumban Zn°* iont tartalmaznak, ezért LUTA-val és wdskmp-
lexképzd vegylilettel gdtolhatlk. pl=optimumik pl 6-8 koziit
taldlhatd. lolekulasulyuk 35-40000, diszulfid hidalet




N o

tartalmeznek és nagyfoku szekvencishomoldgia jellemzi Sket.
A Ca?* iomok &ltaldban szerepet jdtezanak o stabilitdsukbens
- DITP=gzenzitiv alkdlikus protedzok, melyeknek pli=opti-
muma pH 8-12 kizbtt taldlhatd, dltaldban erdsen savlabilak.
Az ektiv centrumban szerin oldalldnc taldlhatd, asmely FPlSH-
fel,‘vagy DIFP-tal specifikusan gdtolhatd /20/, de egy hisze-
tidin imidazol gyiirll is részt vesz a katalizisben /21/. A
peptid kotéasecken kiviil az észter kioiéseket is hidrolizdle
Jjék. Holekulasulyuk 2o0=-30000 kUz6tt van, diszulfid hidat,
de legtibbszor ciszteint sem tartalmaznak. A Ca2+ ionok &4l1-
taldban nbvelik a stabilitdsukat. Legismertebdb képviseldik
a szubtilizinek /BPN® és Carlsberg/, amelyeket nagyfoku
szekvencishonoldgia jellemegz.
. be/ Termostabil mikrobidlis protedzok

Termostabil proteoclitikus enzimeket a baktériumokbdl és
a gombdkbdll egyardnt leirtak.

Legismertebb koziilikk a termolizin, amelyet Indo /22/ i=-
zoldlt és kristdlyositott elfszdr. A termolizin neutrdlis
metalloendopeptiddz, olyan peptidkdtéseket hasit, melyeke
ben az amino-nitrogént hidrofdéb aminosav /Fhe, Leu/ szol-
gdltatja /23/. Szerkezetét és katalitikus tulajdonsdgait
tekintve homoldég a Bacillus subtitlis neutrdlis protedz
A=val, héstabilitdsuk ezonban jelentlsen eliér egymdstdl/ll/.

Chta és misi /24, 25/ vizsgdlaetai alapjén a termolizin
8o “Ceon 1 érdn keresztil stabil, a hédenaturdcidje 25-80
O¢ xvzbtt elsbrendli reskcidként jdtszddik le. Alacsony hi-
wérsékleten pH Selo kbzbtt stebilitdst mutat, 8o “C-on az
enzim stabilitdsa pH 6-8 kizott a legnagyobb. A 20 ©C-on
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és 8o %Ceon mutatott stabilitdei gorbék kinetikei enalizi-
ge alapjédn a szerzlk arre kivetkeztettek, hogy a tirozin
oldalléncok li-hidas és aromds kilcsdnhatdsok kialakitdsd-
val jelent8sen hozzdjérulnek a termolizin stebilitdsdhoz.
A termolizin elacsony hémérsékleteken denaturdlészerckiel
/8 1l urea, 4 l guenidin-liCl, 207 etanol/ szemben ellendlld,
a denaturdcidé czeknek a reagenseknek a Jjelenlétében csak
40 9C feletti hémérsékleteken kivetkezik be.

Peder és mtai /27/ kimutattdk, hogy a termolizinhez 4
Ca®* ion kbtSdik, emelyeket EDTA-val cltdvolitva az enzim
mir 40 °Ceon labilissd vdlik. A termolizin aminosav-sorrend=
jének ismeretében /27/ Latthews és mtsi /28, 29/ réntgen-
diffrekcids anslizissel kimutattdk, hogy az aktiv centrum=
ban Zn°t ion taldlhatd, tovdbbd, hogy a ndgy Ca®t ion kozil
kettd a molekula belsejében egyiitt semlegesit Ut savas jel-
legl csoportot, mig o mésik kettS killon-kiilon kot6dik & mo-
lekula felszinén 1lévd aszparegil oldalldncokhoz. A kettls
kBt8helyrSl a ca®* ionok ktmnyen dissmocidlnak, nig a kéi
rdaik Ce®t ion Lozl az egyilmek a kitéscrdssége 8o %Ce-on
megnd /30, 31/, és ez az egyetlen Cca?
molizin stabilitd&dért megosabb hiéméraékleten. Dahlquist
/32/ szerint a Calt

* ion felells a ter=

ionok nem csak & stabilitdsban jatsza-
nak szerepet, hanem megvédik az enzimet az autolizistll is
S0 °C feletti hdmérasékleten, azdltal, hogy kotddésiikkel
megakaddlyozzdk az egyes kotlhely/ek/ kbriili régidé/k/ hi-
mérgéklet hatdsdra bekibvetkezd konformdcidvaltozdsdt.

Eddigi irodalmi adetok afapjédn a termolizin ez egyetlen
olyan enzim, amelynél atabil konformdcid kislakuldsdt a
héméraéklet indukdlja.
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Sidler és mtsi /33/ & Bacillus stearothermophilus és a
Bacillus caldolyticus t8rzsekbll izoldltak neutrdlis extra=-
celluldris protedzokat, emelyek Ca2t ionok nélkill ssintén
labilisal. Ezek a protedzok az I-termindlis aminosav sor-
rend alapjdn valdsziniileg homoldg enzimek a termolizinnel.

Az egysejtil termofil gombdkbll leirt protedzok sz alkd-
likus protedzok ktzé tartoznak.

A termomikoldz extracelluldris szerin protedz, melyet
Lalbranchea pulchella tirzsekbldl irtak le. pH-optimuma 8,0-
8,5 kUzott van, olyan peptid kbtéseket hasit, amelyekben a
C=termindlis Tellli aminosav aromis, vagy poldros kerakiee
ri /34/. 20 ®Ceon pii 6,5-9,0 kizdtt 20 Srdn keresztlil sta-
bile Bdr a termomikoldz & termolizimmél negyobb belsd termow
gtabilitdst mutat, a Ca2+ ionok késleltetik & hédenaturdcie-
&ty tovdbbd védik az enzimet az autelizistfl is /35/. A
termomikoldzhoz csak egyetlen Ca”' ion kotddik, a kotddée
kinetikdja analdg & termolizin esetében stabilizdld szere-
pet jdtezdé egyetlen Ca®t ion kotSddsének kinetikdjdval /36/.

Ko lhizusewa és mtei /37/ a Streptococcus rectus var. pro=
teolyticus dltal texrmelt extracelluldris alkslikus proteds
termostabilitdsdrdl szdmolnak be. Enzimatikus tulajdonsdgai
elapjiédn a szubtilizinekhez hasonlit, azoktdl azonban nagyobb
héstabilitdsdvel és SH-reagenseckkel szemben mutatott érzdé-
kenységével eltér. A szerzlk szerint a cisztein oldalldnc
ez ektiv centrum kiriili régidé konformdcidjansk fenntartdsd-
ban Jdtszik szerepet, kémiai mddositdsdval az enzim mir 5o
°C korlil labilissd vélik, mig o kezeletlen enzim csak 8o °C
kOril inaktivdlddik 30 pexrc alatt.



TEufel s mtsi /38/ l;izmtatték, hogy a Thermoectinongy=-
ces vulgdris hdrom fajte termostabilis extracelluldris pro-
tedzt termel, melynek £§ komponensdt a termitdzt Ruttloff
és mtel /39, 40, 41/ vizsgdlidk. A termitdz alkdlikus sze-
rin protedz, /pl-optimuma pH T-9 kbzdtt taldlhatd/, az ak=
tivitdsa azonban So%=-ig SHereagensekkel is gdtolhatd. Koze=
pesen termostabil enzim, To °C-on a felezési ideje 50 perce
Az aktiv centrum szerin oldalldncdnak médositdsa wegvédi az
enzimetaz autolizistdl és stabilizdlje a pH, & hémérséklet
és a denaturdld szerek Jfurea,S5DS/ hatdsdval szemben. A szer=-
28k e Ca®t ionok hetdsét nem vizsgdlidk, béar valdszinii,
hogy mnem jatsazik szerepet a stebilitdsban, mivel EDTA hatd-
gdra nen tapasztaltak aktivitdscsitkkendst.



l. A & £1 érium iz sg, emzé

A baktériumot a Szerencsi Cukorgydr BV présvizébll
izoldltuk teljes tdptalajon, 55 %C-on. A kinStt telepek-
181 tiszta tenyészetet készitettink &s az 55 %C-on leg-
gyorsabban gszaporodd torzzsel dolgoztunk tovdbb.

A tenyéasztés optimdlis koriilményeit 1% gliikdéz tarital-
mi, 0,5% élesztékivonattal kiegészitett minimdl t&pol-
datban hatdroztuk meg, 50 ml-es rdzatott tenyészetben. A
sejtezdn ndvekedését 540 nm hulldrmhosszon turbidimetri-
ds méréssel kbvettilk 6 drdn keresztiil.

A baktériun tenyésztdése szempontjdbsl az enyhén lugos
pl=tartominy optimdlis, pH 8,0 felett a sejtek kbnnyen
aggregflédnak. pH 7,5 értéken 3o-50 °C kvzbtt & niveke-
dés intenzitdsa enyhén emelkedik, 5o O¢ felett azonban
hirtelen letdrik s 65 °Ceon mér nem észlelhetd szaporo-
dds /1. fbra/. Optimflis kbriilmények kbzttt /So °C, pi
7,5/ & logaritmikus szaporoddsi fdzisban a sejtek dupld-
zdddsi ideje 12 perc, o maximdlis sejthozam a logaritmi-
kus szaporoddsi fdzis végén /kb. 6 Sra/ 4-6 g nedves sejt
literenként. |

Szénhidrdt tartalmu /glikdéz, szachardz, keményitd 1-
1%/ tépoldatban proteolitikus exoenzim termelddését nem
tudtuk kimutatni, mig szénforrdsként kazeint tartalmazé
tdpoldatban fehérjebontd enzim termelSdése indukdldsdik.

Az dltalunk izoldlt falultoativ termofil baktérium e
JADE Mikrobiddgiai Tanszéken végzelt ellzetes rendszer-



tani vizsgdlat alapjén a Gram/+/, ecndospéraképzl Bacile
lus genusba sorolhatd.

Fehérjebonté enzim termeltetésckor 2-5 literes folya-
dékkuliurdben, 50 °Ceon végeztik & boktérium tenyészié-
sét. A tenyészet oxigénigényét sterilre szilirt levegl be-
vezetésével biztositottuk, amely egyben a kevertetést is
elvégezte.

A tédpoldat looo mleec & kivetkezl komponenseket taria-
maztas

l.7 g kazein

2:0 g /1‘&i4/2804

1,0 8 lQi21’04

0,5 8 125804 x T Hy0

0,1 g 63012

0,1 g éleaztdkivonat /Bacto Yeast Extract Oxoid/

A tdpoldat pH=-jdt sterilizdlds elStt 4 N NaOl=dal pil 7,5=
re dllitottuk be és a tovdbbiakban nem vdltoztattuk.

A kazeip-tartalm tdpoldatban kbe 40 6ra aslatt proteo-
litikus enzim termelddése indul meg, amelynek szintézise
logaritmikusan né kb. a 60. 6ra eléréséig. A tenyésztés
idejének lervviditésére a késSbbiekben az enzimindukcidt
kazeint tartalmazd tdptalajon, 24 6rds inkubdldssal vé-
geztilke A fermentdlds ledllitdsdnak idejét minden eset-
ben a proteolizikus enzin aktivitdsdnak kivetdaével ha=-
tdroztuk meg, amely dltaldban 42-48 dra alatt érte el a
maximumt értéket.

3+ 4 bekbériumbenydgzet fenntertdsdt 3i-os ferde age-
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ron, 50 °C-on végeztik 1% glilkézzal és 0,5 % &lesztd-
kivonattal kiegészitett minimdl tdptalajon. A tenyésze-
teket naponta dtoltotiuk.

4e proteolitilus enzimek aktivitdsdnak mérése

Az enzimaktivitds méréséhez uredval denaturdlt Hammer—
stein kezeint haszndltunk, amelyet Anson /42/ dltal leirt
nédszer szerint készitettiink el 4%~o0s fehérje végkoncent-
rdciéban. A kazein tdrzsoldatot hiltSszekrényben legfeljebb
1 hérig tdroltuk.

Aktivitdsmérések eldtt a kazein tdrzsoldatot 1:5 ardny-
ban pufferrel higitottuk, majd bedllitottuk a megfelell
pH=értéket. A standard aktivitdsmérés korillményei az egyes
enzimekre a kivetkezlk voltak:

JB-1 protedz: 0,1 I Gly/liyOH puffer , pH 9,0, 50 °C

liagarse protedz: o,1 M Gly/NaOH puffer, pH 9,0, 37 °C

Tripszin 1 o,1 M foszfdt puffer, pH 7,5, 37 °C
linden esetben legaldbb 4 pontos kinetikai girbérdl tor-
tént a kiértékelés.

- oldott enzimek aktivitdsdnak meghatdrozdsakor 0,9 ml
kazein oldathoz o,1 ml megfeleld higitdsu protedz oldatot
adtunk és legfeljebb 60 percig inkubdltuk az adott hémér-
sékleten. Az enzimreakcidt lof=~os TCA hozzdaddsdval dlli-
tottuk le. lo perc 411ds utdn a ceapadékot lecentrifugdl-
tuk /30 perc, 2000 g/ és mértik a feliiluszé fényelnyeld-
sét 280 nm hulldmhosszon. Az adatok kiéridkeléséhez tiro-
zimmal készitettlink kelibrdciét. A fenti kirillmények ko-
z6tt 1 jpmol tirozin fényelnyelése 280 mm—en ©,397.

Egységnyinek tekintettilk az enzim aktivitasdt akkor,
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he a fenti kiriilmények kozott 1 umol tirozimmak megfe-
leld extinkcidnivekedést eredunényezett a TCA=-s felilluszd
értékében 1 perc alatt.

- immobilizélt bakteridlis protedsz aktivitdsdnak méré-
sekor loo ng gélt kevertettiink 20 ml 0,67.+~0s8 kazein ol-
dattal /pH 9,0/ 50 %Ceon. A kevertetett mintdbél kiilonbo-
z8 idépontokban 1l-1 ml mintdt vettiink, amelyet 2 ml loj-
08 TCA oldathoz pipettdztunk. Az aktivitds kiéxrtékelése
ezt kUvetlen az oldott enzimnél leirt médon tortént.
k_fehéxje mit & 280 mm-en méri extink-
cidalapjédn hatdroztuk meg és az Egéiji’-l.oo értékkel szd-
moliunke.

| Az enzim nativ molekulasulydnak meghatdrozdadt Sepha-
dex G=50 oszlopon végeztik. A gélt 1 mil CaCl, és 0,15 U
HaCl tartalmu 5o mil=-0s Tris/HCl pufferrel /pH 8,2/ ekvi-
librdltuk. A 82,5 cr=es /1,4 x 55 cm/ osziopa'a 1 nl fe=-
hérjeoldatot vittiink fel. A fehérjék elufldsdra a fenti
ekvilibrdldé puffert haszndltuk, 11 ml/ére konstens dtfo=-
lydsi sebesség mellett 2 mlees frakcidkat gylljtottink.
Az oszlopot ismert molekulasulyu fehérjékkel kalibréliuk,
melyeket egymds utdn kromatografdl tuk ugyanazon az 08zlo-
pon. A felhaszndlt standardok pepszin /36000/, tripszin
/23800/ és lizmozim /l4400/ voltake.

Immobilizdldshoz szorbensként a kereskedelemben kap=-
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haté BrCli-nal akitivdlt Sepharose 4B gélt hasanfltul, A
liofilezett gél ellkezelését a gydr dltal megadott recept
szerint végesztilk. |

1 g liofilezett BrCN -Sepharose 4B gélt 20 ml 1 nll 86—
sav oldatbun duzzesztottunk, majd a stabilizdldé anyagok
eltdvolitdsdra 200 ml sésav oldattal Ge-2=-es szilrén folya—
metosan mostuk. A sésav eltdvolitdddra a leszivatott gélt
tovdbb mostuk 0,5 i NaCl tartalmu o,1 M liaHC(.}3 /pH 8,3/ ol-
dat 20 ml-es részleteivel, amely egyben az enzim immobili-
zdldsdhoz haszndli kqpcaolé putfere.

24 mg proteolitikus enzimet oldottunk lo ml kapcsold
pufferben, majd hozzdkevertik a leszivatoit gélit. Szoba-
hénéradékleten 2 4rdn keresztill kevertettilk a gélszuszpen-
zidte LBzt kivetlen a gélt lesaiirtilkk, majd & kapcsold puf-
fer 5=5 mlees részleteivel mosva eltdvolitottuk & nem ki=-
t8dott fehérjékete.

A leszivatott gélt 25 ml 1 M etanolamin /pH 8,0/ oldat-
ben felszuszpenddltuk, ujabb 2 6rdn keressztilk kevertettilk
szobahfmérsékleten az esetlegesen aktiv csoportok blokko-
ldsédra, majd az etanolamint sziiréssel és a kapcsold puf-
ferrel t0rténd mosdssal eltdvolitotiuk.

A nem kovalensen kttitt fehérjéket a gélbdl egymdstdl
eltérd pH=ju pufferrendszerek 3 x 20 mlees résaleteivel
mostuk ki. A pufferek sorrendben a kivetkezdk voliak:

0,5 K NaCl tartalmu 0,1 ¥ Iia’ﬂw /pd 8,3/ puffer

0,5 I NaCl tertalmm ogl M a.cetét puffer /pH 4,0/

1 mi CaCl, tartalmu o,1 M Gly/NeOH puffer /pH 9,0/

A g6lt as utols$ mosdshos haszndlt glicin puiferben 7' ‘%”“‘
on téroltuk. ‘;3




zozim, & FUSF, a Servacell DEAE-32 SERVA készitmény, a
pCliB, az NN, a pepszin /3 x dtkristdlyositott/, a trip-
gzin /3 x dtkristdlyositott/ FLURA gydrtminy volt, a Sew
phadex és Sepharoase sélekst a Pharmatia gyédritdl szereztiik
be. Az Uagszes t0bbi vegyszer REANAL gydrimdny volt és to-
vdbbi tisztitds nflkil keriilt felhaszndldsra.

A 0D
5000 540

204 A 20+ B
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290 30 330 350 K 5 6 7 8 9 pH

=

d. dbra

A hénérséklet /A/ és a pH /B/ hatdsa a JB-1
baktérium ndvekedéasének sebességére 1% glii-
kézzal és 0,5% élesztlkivonattal kiegészi-

tett minimdl tdpoldatban
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Az enzimek fermentlébSl veld tisztitdsa viszonyleg egy-
szexili frakciondldsi eljdrdsokkal megoldhatd, mivel viszony-
lag kevés komponenst tartalmaznak. Alapvetl§ probléme azon-
ban az enzimre nézve rendkivill hig oldatnak tekinthets
sejtmentes fermentlé betdményitése.

Az enzim tisztitdsdndl 2-5 liter tdpoldatbél indultunk
ki. A tisztitds minden lépése szobahlmérsékleten is kivite-
lezhet8, az Onemésztés elkerillése végett azonban célszeril
a prepardldst hidegben végezni.

A tenyésztés befejeztével a baktériumsejteket 3000 g~
vel 20 percig tarté centrifugdldssal eltdvolitottuk. 5 1
fermentléhez 50 ml 1 M CaCl, oldatot adtunk /kb. lo mi
végkoncentrdcid/ és egy éjszakdn keresztiil 41lni hegytuk.
A csapadékot centrifugdldssal kiililepitettiik /looo g, 15
perc/, 5o-loo ml deszi. vizzel mostuk, majd a feliiluszé=-
kat egyesitettiik. A CaClz hatdsdre afermentlében bontat-
lanul maradt kazein és a nagy molekulasulyu kazein hidro-
lizistermékek kicsapédnak. Ily médon jelentSs fehérjemen—
tesités érhetd el lényegesebb aktivitdasveszieség nélkiil,
mikbzben az enzim a Ca hatdsdra stabilizdldédik.

A CaCla-da.l kezelt fermentlét 85%-ig telitettilk szildrd
amonium-gzulfdttal. Egy éjszaka d114s utdn a csapadékot
szilrtilk, majd ujraoldottuk a kiinduldsi térfogat 3-5%-nak
megfeleld térfogatu 1 mM CaCl, tartalmu 50 mli~os Tris/HCl




pufferben, pH 8,2 /a tovdbbiakban Tris puffer/. Ez a te-
litési lépés csak az enzimre nézve rendkivill hig oldat
bettményitését szolgdlta.

A kb. lo mg/ml-es fehérjeoldatot 65%=ig telitettiik
8zildrd axmonium-gszulfdttal, majd 2 éra dllds utén 3000 g-
vel 30 percig centrifugdltuk. A csapadékot Tris pufferben
oldottuk, majd ugyanezzel a pufferrel ekvilibrdlt Sephadex
G=25 oszlopon /2,5 x 65 cm/ 20-30 ml-es részletekben sémen=—
teaitettilk, vagy 2 napon keresztiil dializdltuk a pufferrel
szemben.

A sémentes protedz oldatot Tris pufferrel ekvilibrdlt
Servacell DEAE-32 oszlopon kromatografdltuk tovdbb. Egy
150 co=-es /2,5 x S50 cm/ ioncseréld oszlopra 400-500 mg fe-
hérje vihetd fel. A fehérjék mintegy 85-90%-a a fenti ki-
rillmények kozdtt erfsen kttSdik az osslophoz,A mig a prote-
4z pufferes mosdssal eludlhaté.

Az ioncserés kromatogrdfia proteolitikusan aktiv frak-
cibit Vsszegyilijtdttilk, liofilezéssel bettményitettiik, majd
0,1 N ammonium-formidt oldattal /pH 8,2/ ekvilibrdlt Se-
phadex G-50 oszlopon kétszer egymds utdn kromatografdliuk.
Egy 90 cw=es /1,4 x 60 cm/ Sephadex G-50 oszlopra egy=—egy
alkalommal 2 ml kb. lo mg/ml-es fehérjeoldatot vittiink fel.
15 ml/éra konstans dtfolydsi sebesség mellett 2 ml-es frak-
cidkat szedtilnk. Két egymist kiovet§ gélkromatogréfia tipi-
kus kromatogramja a 2. dbrdn ldthaté.

A rekromatogrdfia utdn a proteolitukusan aktiv, azonos
specifikus aktivitdsu frakcilkat Usszegylijtottilk és liofi-
lezett forméban -18 °Ceon tdroltuk.

A tisztitds £6bb lépéseinek adatait looo ml kiinduldsi



fermentlére vonatkoztatva, 12 fermentdlds dtlagdbdl sz
moliva a kbvetkez§ tdblédzatban foglaltuk Gssze:

tisztitdei fehérje aktivi- aktivi- spec. tisz-

1épés tart.  tds tds %  akt. tulds
| /EU/ /EU/mg/

Termentlé | '

+ CaCl, | 22842 715 loo 0,25 1

65%

/¥H,/,50, 233 689 96,4 2,96 11,7

Sephe G=25

kromatogr. 81,5 569 79,6 6,98 27,7

DEAT-cell.

kromstogr. 192 336 47,0 32,8 130

Seph. G=50

krmtog:r.l' 4ol 256 35,8 62,3 247

Seph. G-SO i

kromatogr. 11v 116 lo4 14,5 64,6 256

Az enzim ektivitdsdt umol Tyr/perc éxrtékben, a fe-
hérjetartalmat a 280 nm-en mutatott fényelnyelés alap-
Jén adtuk meg. looco ml fermentlébdl kitermelhetl enzim
nennyisége & liofilezett prepardtum sulya alapjdn dtla-
gosan 6o-65 mg.

2. A tigztitott enzim molekulasulyének meghatédrozésd
Sephadex G-~50 oszlopon végeztilkk, a MSdszerek fejezetben
leirt médon. Az elucids térfogatokat dbrdzolve a molekula—
sulyok logaritmadnek flggvényében /3. dbra/, az ismert
molekulasulyu atandardok segitségével elkészitett kalibrdcid
elapjén & JB-l protedsz molekulasulydt 2looo-nek hatéroz-

. tuk meg.
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A JB=1 protedz kromatogrdfidie /A/ éa az aktiv

csucs rekromatogrdfifja/B/ Sephadex (=50 oszlopon

Az elucidt 0,1 L esmsoudumefornidl oldaital vée

geztik /pi 8,2/« 15 ml/0ra koustens difolydsi cew

besaéy mellett 2 ml-es frakeidkat gyljiviilnk. Az
oszlop térfogata 90 cw /1,4 x 60 cw/ volt.
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Zalibrécids egyenes & Sephadex (=50 oszlopon tUre

$én8 moleckulasuly meghatdrozdshoz

82,5 o oszlopra /1,4 x 55 cn/ 1 ml /2 ng/ Tehére
jeoldatot vittink fel. A fehérjéket 1 mil Call, és
0,15 1 NaCl tartalmu So ml Tris/HCL pufferrel /pH 8,2/
elufltuk. 11 ml/Sra konstans dtfolydsi sebeasdg mellett
2 ml=ea frakeifkat gyiljtotilnk. A felhaszndlt standar-
dok pepszin /36o00/, tripszin /23800/ és lizozim
/14400/ voltak.
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Az enzimkatalizis optimdlis pHe-jdnak meghatdrozdsakor
a szubszirdt pi-jdt az akitivitdsmérés hémérsékletén, 50
%C~on d11itottuk be a kivdnt értékre és mériiik az aktivi-
tds kinetikdjdt 5,5=-12 pH-tartoményban. Ltt8l eltéxr§ pH-
értékeken & kazein kicsapdddsa miatt a mérések nem kivie
telezhet8ek. A vizsgdlatok sordn felhaszndli pufferrend-
szerek a kiovetkezbk voltak:

0,1 M K132P04/382H1’04 puffer /pH 5,5-8,5/

0,1 ¥ Tris/HCl puffer /pH T7:5=8,7/

0,1 ¥ glicin/NaOl puffer /pH 8,0~12,0/

Az enzimektivitds vdltozdsdt a pH fliggvényében a 4. db~-
rén tiintettilk fel. A mérések sordn a konstans ionerdsséget
/ J=0,1/ TaCl hozzdaddsdval biztositottuk. Az dtfedd pi-
tartomdnyokban a puffer ionvsszetételétdl fliggetleniil azo-
nos enzimaktivitds mérhetf, igy megdllapithatjuk, hogy &
vizsgélt pufferrendszerek komponensei nincsenck hatdssel az
enzim aktivitdsdra.

A kazeinhidrolizis optimflis pH-ja 8,7. A reakcidelegy
savanyitdsdre az enzim aktivitdsa gyorsan csdkken, mig a
lugos tartomdny felé haladve a maximumgdrbe enyhébb lefu~
tdsu. A kisérletekbSl megdllapithatjuk, hogy az aktivitds
pH~fliggése alapjdn a JDB=-1 protedz az alkdlikus protedzok
kozé sorolhatd.

3/b. A h8mérséklet hatdge & reakcidsebessépre

A kazeinhidrolizis hémérsékletfiggését o,1 U Gly/HaOH
pufferben pH 9,0 értéken hatdroztuk meg. 25-80 °C kbzbtt
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5 fokonként emeltilk & hémérsékletet és mértilk az enzim
aktivitdsdt. 15 perces reakcididlt vdlasziva a hémérséklet-
fliggési gbrbe maximmpontja To °C kbrnyezetében mérhetd
/5/4. dbraf. Innél magasabdb hémérasdékleten az enzim denow
tmrdcidje jelentdsen felgyorsul, 8¢ %C-on & maximdlis ek-
tiviidsnak csak mintegy 50%=a mérhets.

A hémérsékletfliggés felezdlld szakaszdban a reakcid-
gebesség logaritmusdt dbrdzolva az abszolut himérsdéklet
reciproka fliggvényében /Arrhenius Osszefliggés/ olyan e=-
gyenest kapunk, amely 50 °C krnyezetében toréspontiel
rendelkezik /5/B. dbra/. A két egyenes szakaszbll szé-
molbatd aktivaldsi energie-déritékek koziit Jjelentds o kii-
1énbsdg. 50 °C felett a 1dtszdlagos aktivdldei enecrgia
7:55 keal/mol /31,6 kJ/mol/, ez az érték csak kb. 1/3-e
az 50 °C alatt szdmolhatdé aktivdldsi energis értékének,
amelyet 2044 kcal/mol /85,4 kJ/mol/ értdkmek hatdroztunk
mege kiivel ezen a himérsékleten az enzim még 3 Ordn be-
1l is stabil /ld4sd 4/e pont/, valdszinii, hogy a hikbzlés
hetdsdra az ekbiv centrum kirnyezetében olyan konfornde
cidvdltozds Jjdtezddik le, melynek kivetkeziében az enzim
katalitikus tulajdonsdgaiban eldnyls vdltozds kivetkezik
be. Hasonld tranzicids hlémérsékletet tapasztalt H. Zuber
/1/ a Bacillus stearothermophilusbdl izoldlt tejsav de=
hidrogendz esetén, amelynél a konformicidvdliozds 45 °C
koxrnyezetében kivetkezelt be.

Irodalmi adatok alapjdn ismert, hogy nagyon sok ter-
mofil forrdsbél izoldlhaté enzim egy=-, de £6leg kétértde>
kii fémionokat igényel o miiktdéséhez. A Témion kétféle
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A JB=l protedz aktivitdsdnak pi-figgése So %C-on

L alkalmazott pufierrenduzerek 0,1 il fosalidt f=—e-/,
Tris/HCl jf=o=-/ €& Gly/lell f-s—/ voliak.
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A hénméraséklet hatdas a JB=1 protedz aktivitdcdra /A/
és a reakcidsebesadg hémdrudkletflisgdodnek Arrhenius
azerinti dbrdzoldsa /B/.

A kisérleteket 0,1 iU Gly/HaOd pufferben /pi 9,0/
végeztilk, az inkubdldai idé 15 perc volt.
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mddon fejtheti ki hatsdt: vagy az enzim aktiv centrund-
ban taldlhatd és réazt vesz a katalizisben, vagy az ak-
tiv konformdcidé fenmtartdsdban jdtszik szerepet. Mind-
két esetben komplexképzd vegyililetekkel a fémionok - vagy
egy részilk, a kotés erdsadgéidl fiiggben -~ ecltdvolithatlk.

Kigérleteinkben az EDTA hatdsdt vizsgdltuk meg a pro=-
tedz akiivitdsdra és stabilitdsdra.

Az enzimet 0,1 li EDTA~t tartalmazd o,l M Gly/HalH pul-
ferrel szemben dializdlve aktivitdscesUkkenést tapaszial-
tunk 8z 50 %C-on standard kbrillményck kozdtt tortént alk-
tivitdasvisszandrés gordn. Abban az esetben, ha az akiivie
tdet EDTA-val t0rtént kezelés utdn alacsony hémérsékleten
hatdrozzuk meg, ahol a hidenaturdcidébldl szdrmazd aktivi-
tdscslkkenéssel nem kell szdmoluounk, el tudjuk killtnite=-
ni az EDTA aktivitdasre ds stabilitdsra gyakorolt hatdsdi.

- Az enzimet 0,1 i EDTA-t tartalmazd o,1 K Gly/HaCH
pufferben /pH 9,0/ o °C-on inkubdlva, majd ugyanezen a
hénérsékleten meghatdrozva azakiivitdsdt, az enzim még
24 6rds kezelés utdn is az aktivitdsdnak looji-di nmeglriz-
te. Levonhatjuk tehdt azt a kivetkeztetést, hogy az LDTA
84116 hatdsa nem az sktiv centrumban 1évs fémion eltdvo-
litdsdben nyilvdnul neg.

- Az EDTA-nak az enzim stabilitdsdrae gyakorolt hatdsdt
50 °C hémérsékleten mértiik, az DDTA koncentrdcidjdt lo™ -
lo™2 u tartominyban vdltoztatva. Az enzim koncentréciéja
az inkubdcids elegyben loo ug/ml volt, a méréseket o,1 M
Gly/BaOH pufferben pH 9,0 értéken végeztilk. Az enzimet
EDPA jelenlétében 3 érdn keresztil inkubdltuk 5o %¢-on,



majd standard kUriilmények kozitt meghatéroztuk a maradék
aktivitdst. A kezeletlen enzim aktivitdsdt loo%=-nak véve,
emint az & 6. &brédn 14thaté, az EDTA mér 1o~*M koncentrd-
cidban 5o%-kal cstkkenti az enzim stabilitdsdt. Az EDTA
koncentrdciéjénak emelésével a gdtlds ilyen kirilmények ko-
z0tt nem fokozhatd. Figyelembe véve, hogy az enzim moleku-
lasulye 21000, igy az inkubdlds sordn az enzim 4,7 x 1o™CH
koncentrdcidéban van jelen, az EDTA gdtldé hatdsa mintegy
20-gzoros feleslegben nyilvdnul meg.

Az EDTA jelentds gdtldé hatdsdt figyelembe véve megvizs-
géltuk, hogy milyen kétértékii kationok jdtszanak szerepet
az enzim milkddésében. A kisérletet a kivetkez§ fémionokkal
végesztlik el: Ca®*, ca®*, m?*, m?*, cu®*, co?*, mi%* és
ug®*. Az enionhatds kikilszdbSlésére a Cu és Zn kivételével
a fémek klorid séit haszndltuk.

A vizsgdlatokhoz az enzimet egy 6 cuw'-es Sephadex G=25
oszlopon /1,0 x 7,6 em/ kromatografdltuk lo™-M fémsét tar—
talmazé 0,1 M Gly/NaOH pufferben /pH 9,0/. Az enzimet tar-
talmazé frakcit‘ikat Osszebntottilkk, majd standard koriillmé-
nyek kozdtt /S0 °C, pH 9,0/ mértilk a proteolitikus aktivi-
tdst.

A Bationmentes pufferben kromatografdlt enzim aktivitd-
gédt tekintve loo%=-nak, az egyes ionok enzimaktivitdsra gya-
korolt hatdsdt & 7. dbrdn tilntettilk fel. Az oszlopdiagram=-
rél leolvashatd, hogy a Mn és a Cd jelentSs gdtld hatdst
mitat, mig & Ca majdnem 4o%=kal niveli az aktivitdst. A t8b-
bi fémion nem befolydsolja az enzimaktivitdst. e
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A Ca kitddését az enzimhez az elektronokkal vald gere
jeszthetbodége alapjdn, EDAX készillékkel is ki tudiuk mu-
tatni /8. ébra/. A k6t8dés viszonylag erfs, mivel a meg-
k6t0tt ionok Ca-mentes kUzegben végzett gélsziiréssel nem
tdvolithatdk el az enzim feliiletérdl.

Kigérleteket végeztiink ammak eldintésére, hogy a Ca i=-
onok az enzim aktivitdsdban, vagy & stabilitdsdban jdtsza-
nak szerepete.

10™*-10"2 1 CaCl, jelenlétében 0,1 M Gly/NeOH pufferben
/pH 9,0/ 30 %C-on, 24 6rén keresstlil inkubdltuk es enmimet,
majd standard koriilmények kizitt nmértik az aktivitdsdi.
Mivel ezen a hémérsékleten az enzim még 48 Srdn keresztiil
is stabil /ldsd 4/a pont/, igy amennyiben aktivitdsntveke-
dés tapasztelhaté, az csak annak & kivetkezménye lehet,
hogy a Ca ionok az enzim katalitikus aktivitdsdban is szere-
pet jdtszanak. A kisérlet sordn, a Ca-mentes pufferben ine
kubdlt enzimhez képest azonban a CaCl, koncentrdcidjdtsl
fliggetleniil nem tapasztalitunk sktivitdscslkkenést. Ez ar-
ra utal, hogy a Ca ionok szerepe a stabil konformécid femn-
tartdsa magasabb hémérsékleten. A Ca ionoknak a stabilitds-
ra gyakorolt hatdsdval a késlbbiekben még foglalkozunk.

3/es Az akiiv centrum természote

Az eddig ismert semleges, vagy lugos pl-tartomdnyban
pi=optimummal rendelkezd proteolitikus enzimek aktiv cent-
rumdban ciszteil, vagy szeril oldalldnc taldlhatd. Ezeknek
az aminosavaknek specifikus kémiai reagensekkel t0rténd
médositdsakor az enzim elveszti aktivitdsdt.

Kisérleteinkben az Sl-reagensek koszlil a pClB /10'6-10'4M/,



a jédacetamid /10-6-10-3 1/ és az H—etilmleimid/lo's-
10~ 1/ hatdsét, az O-reagensek kislil a PMSF /lo™S-lo™*w/
hatdedt vizegdltuk az enzim aktivitdsdra. Az enzimet 3o
percig inkubdltuk a reagensek jekenlétében o,1 M Gly/NalH
pufferben /pH 9,0/, majd standard kiriilmények kizoit meg-
hatdroztuk & maradék aktivitdsokat. Az enzim kouncentrdcile
Ja az inkubdcids elegyben loo ug/ml /4,7 x 10"6 M/ volt.

Hig a tiolreagensek esetében az alkalmazoit legnagyobb
koncentrdcidban sem tapaszteltunk sktivitdscsokkenédst, a
PHSF mdr igen alacsony resgenskoncentrdcidndl jelentds gdt-
ldst mutatoit. A kezeletlen enzim aktivitdsdt looZ-nak te=-
kintve az enzim skitivitdsdnak vdlitozdsdt a PUSF koncenird-
cié fuggvényében a ¢ . dbrdn tintetitik fel. A gdrbérdl a
loo% gdtldst okozd PUSF koncentrdcidt extrapoldldssal
4,3 x lo'6 i értéknek hatdroztuk meg. Bz az érték hibaha-
tdro belill megegyezik az enzim koncentrdcidjdval az inkue-
bdcids elegyben /4,7 x 10'6 1/, amely arra utal, hogy egy
molekula enzimmel egy molekula ISP képes reagdlni, igy le-
hetfség nyilik az enzinkoncentrdcidé pontos meghatdrozdsd-
ra rdszlegesen tiszta prepardtum esetén is.

Mivel a PHSF csak az aktiv centrumban 1év§ reakiiv sze=-
rin oldalldncal képes reakcidba lépni /20/, megdllapithat-
Juk, hogy & JB=-1 extracelluldris fehérjebontd enzim a sze-
rin tipusu alkdlikus protedzok kozé sorolhatd.
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4/e. A hlméraséklet hatdse a stabilitders
Az S50 %Ceon tenyésztett JB-1 bektérium £1tel termelt

extracelluldris enzim viszonylagos belsd stabilitdssal
kell, hogy rendelkezzen, mivel a sejt strukturdlis elemel
nem Jdtszbatnak szerepet az aktiv konformdcid femtertd-
séban.

Az enzim héstabilitdsének vizsgdletdt o,1 M Gly/NaOH
pufferben /pH 9,0/ végeztilke 7o %Ceig killtnbdz8 hémérsék-
leteken inkubdltuk az emzimet, majd stenderd kirillmények
kUz6tt /pH 9,0, 50 °C/ visszamértilk & meradék proteoliti-
kus aktivitdst. Az eredménycket & lo. dbrdn tiintettiilk fel.

A JB=1l protedz a legttbb mezofil forrdsbdl izoldlt enw-
simmél nagyobb stabilitdssal rendelkezik. 3o °C-on 48 é-
rdn keresztill aktivitdscsBkkendst nem tapasztaltunk. Az
enzin denaturdcidja 55 °C feletti hémérsékletoken felgyor=
sul és 7o %C-on mér 20 perc alatt teljesen elveszti akiivie
tdsdt. A maradék aktivitds %-nak logaritmusa linedrisan
véltozik az inkubdldsi idével S50-7o °C kizbtt, tendt a de-
naturdcié elsérendil rekcidt kivet.

Kiszdmoltuk az egyes himérsékleteken a denaturdcid se-
bességi dllanddit és az Arrhenius egyenlet alapjdn a hii-
naktivd16dds aktivdldsi energifjét 56,8 keal/mol /237,8
kJ/mol/ értékmek hatdroztuk meg.

Usszehasonlitdsként megvizsgdltuk a tripszin stebili-
tdsdt is a hémérséklet fliggvényében. Az inkubdldsokat ebbgn
az esetben a tripszin szémdrs optimdlis 7,5 pH-értéken ;‘:’%";’t&

3 S
| <« “v~‘,)



0,1 L foszfdt puiferben végesztilk, a maradék aktivitdsokat
37 °C-on, pH 7,5 kazein szubsztrdton hatéroztuk meg.

A tripszin /emely a mezofil enzimek kUz0tt{ a viszonylag
stabil fehérjék kitzé itartozik/ denaturdcidja lényegesen a=-
lacsonyabb hémérsékleten kovetkezik be. A hiinakitivdlddds
aktivdldsi energidja 36,6 kcal/mol /266,3 kd/mol/, amely
csaknem fele a JB=-l protedz akitivdldsi energidjdnak.

A kétértékil fémionokkal végzett vizsgdletaink sordn meg-
dllapitottuk, hogy a Ca ionok szerepet Jjdtazanak a JB-1 pro=-
tedz aktiv konformicidjénak fenntartdsdban. A stabilitds-
vizegdlatokhoz haszndlt 4o ug/ml enzimkoncentrdcidndl a
stabilitdshoz szilkséges Ca mennyiségének umeghatdrozdsdra
az enzimet 1o =10~ i CaCl, tartalmu o,1 M Gly/NaOH puf-
ferben oldottuk és mértiik a hdédenaturdcid kinetikdjds To
OCeon. Az enzim felezési idejének vdltozdsdt a Ca ion kon-
centrdcid figgvényében a ll. dbrdn mutatjuk be. Az enzin
mér 3 x 1o~ M koncentrdcidéndl telitédik Ca~mal, igy o to-
vdbbiakben lo mii CaCl, jelenléiében dolgoziurnke.

Az enzim denaturdcidje Ca jelenléiében is elslrendii re=-
akcidé szerint jdtszdédik le, gyors inakiivdlddds azonban
csek 7o °C feletti hémérsékleten kivetkezik be./12. &bra/.
Az Arrhenius egyenlet segitségével meghatdrozott aktivdld-
si energia értéke 118 kcal/mol /494 kJ/mol/, amely kb. két=
szerese a Ca hidnydban mérhetd aktivdldsi energia értéké=-
neke

A JB-1 extracelluldris protedz tehdt a termostabilis en-
zimek kiozé tartozik. A termolizinre és a Bacillus subtilis

neutrdlis protedz A-ra Pangburn és misi /11/ dltel k6zolt
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CaCl, jelenlétében 7o O¢ /343 7/ feletti hémérsékleten

A méréseket 0,1 M Gly/TalH pufferben /pH 9,0/ végez=-
tilk, az enzimkoncentrdcid 4o ug/ml volt.
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adatok, valamint a Nagarse bakteridlis protedzzal és a
marha tripszimnel végzett sajét kisérleteink alapjdn a
ktvetkezd tdbldzatban hasonlitottuk Sssze az egyes prote=-
dzok stabilitdsdt jellemz8 adatokat. A tdbldzatban fel-
tintetett T, /5 érték amnak a hémérsékletnek felel meg, a=-
melyen az enzim 15 perc alatt az aktivitdsdnak 5o00=-4t ol-

veszti.
enzin N2 7%/
texrmolizin /pH 8,2/ 84
neutrdlis protedz A /pHT7,5/ 59
logarse protedz /pi 8,5/ 52
marha tripszin /pH 7,5/ 57
JB=1 protedz /pH 9,0/ 73

4/b. 4 pi batésa a stabilitdere

A pH hatdedt a JB-1 protedz stabilitdsdra 0,1 i fogze
£d4t, 50 mil Tris/iiCl és 0,1 H Gly/HaOH pufferekben vizsge
géliuk. Az adott pil=ju pufferekben kiilonbozé ideig inku=
bdltuk az enzimet, majd stendard kérilmények kozitt /50 °C,
pi 9,0/ meghatdroziuk a maradék proteolitikus ektivitdso=-
kat. Az eredményeket a 0 perces akitivitdeéridk J=ban adtuk
mege

A pH hatdsa erdsen filgg az inkubdlds hémérsékletétdl.
30 %e-on a vizsgdlt pH=tartomdnyban /5,5=11,0/ 8 drdn ke=-
resztill nem tapasztaliunk aktivitdscsdkkenést. So 9C-on
az enzim a 8=lo pl-tartomdnyban mutatja a legnagyobdb sta-
bilitdst /13. dbra/. A pH hatdsdra bekivetkezd dematurdcid
két lépésre bonthatd, egy kezdeti gyorsebb inektivdldddsi
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szekasz utdn a rekcié lelassul. A kétlépcals kinetike a
savas pi~tartomdny felé haladva egyre kifejezettebbd vdlik,
A kétlépcsls héinaktivdldddsi kinetike valésziniileg a de=-
naturdcidval pérhuzamosad ndvekvl tnemésztésbll adddd akti-
vitdsveaztesdgbll ered.

70 °C-on lo mlf CaCl, jelenlétében 5o mi Tris/HC1 és 0,1 M
(ly/BaCH pufferekben vizsgdliuk az enzim stebilitdsdnek pi-
fliggéaét. Ebben az esetben a hédenaturdcid elsfrendi reak-
cidé szerint jdtszddik le. Az inaktivdlldds sebessdgi dllan-
déinak logaritmusdt dbrdzolva a pH fliggvényében /14. &bra/
megdllapithatjuk, hogy a himéraéklet emelésével az enzinm
stabilitdsa szempontjébél a semleges, vagy exnyhén lugos plie
tartondny /7,5-8,5/ kedvezlbb.

4/00 JE

A biokémidban e fehérjék konformdcidjének vizsgdlatdra
régéta haszndlnak olyan vegyiileteket, amelyek a nativ szer—
kezet megbomlédsdt eredményezik. Az urea a fehérjién beliili
hidrogénhidek mennyiségét cstkkenti, az SDS apoldros kile-
cstnhatdsba lépve a fehérjékkel a molekula kitekeredését
okozza, a magas sékoncentrdcid hatdsdra az ellentétes t61l-
tésii aminosavoldalldncok kbzdtti séhidak megsziinnmek, vagy
mésutt alakulnak ki, a szerves oldészerek cstkkentik a kb=
zeg dielektromos 411andéjdt, ezdltal az aminosavoldallén-
cok disszocidcidjdnak mértékét és gyakran koaguldcidt vdlt-
hatnak ki.

Kisérleteinkben a reagensek hatését ez enzim stabilité-
sa szempontjédbél optimdlis pH 9,0 0,1l Gly/HaOH pufferben
vizsgdltuk.
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A JB=1 protedz a detergensek hatdsdvael szembbn nagyon
ellendllé. 30 %C-on 3o percig inkubdlva az enzimet, gdtlé
~ hatdst csak a guanidineliCl esetében tapaszialiunk, melynek
koncentréciéfliggését mutatja a 15. dbre. Az enzim aktivitd-
sa 3 U guanidin-HCl Jjelenlétében mixr teljesen megsziinik.

Alacsony hémérséklen a JB-l protedz 1% SDS és 8 U uren
Jjelenlétében stabilnak bizonyult. liivel a két detergens ha-
tdsa exrlsen fligg & hémérasdklettfl, az enzimet a detergen-
sek jelenlétében 15 percig inkubdltuk 20-~To °C hinérsékle-
ten, majd mértlﬁ: a maradék aktivitdst. A 16. dbrdn ldthatid,
hogy & reagens hatdsdra az enzim stabilitdsa udr 4o ¢ to-
lett lecstkken és a teljes dematurdcid 1% SDS Jjelenléiében
wdr 55 ®-on, B M urea jelenlétében 65 “C-on bekiveikezik.
Megfigyelhet Jilk ugyanakkor azt is, hogy az uree mintegy lo
%~kal megntveli az aektivitdst alacsony hémérésdékleten.

0,5-2,0 M NaCl hatdsdre az enzim stabilitdse magasebb
hénérséileten /55-70 °C/ mintegy 20%-kal nf, cz aktivitdse
ugyanekkor nem vdltozik. A KC1 hasonldé koncentrdcidban née
hdny $%=-kal kisebb stabilitdsndvekedést okozott.

A JB=1 protedz 2 mg/ml koncentrdcidban oldhaté metanol-
ben is, és aktivitdsa 30 °C-on, 30 perces inkubdids utdn
sem cslkken.

Az alkalmazott detergensek hatdsdt Usszehasonlitva va-
18sziniinek l4tszik, hogy &z enzim fokozott stabilitdsdban
ez aminosavoldalldncok kBizott kialakulhaté belsd sdhidalk-
nak nincs, vagy csak igen kicsi a jelent8sége. A magasabb
héméraékleten kialakulé konformdcid stabilizdlédsdban a Ca
ionokon kiviil valésziniileg még a hémérésklettel ntvekvs a=
poldros kSlcstnhatdsok jdtszhatnak szerepet.
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Se A JB=1 protedz imaobilizdldss és az lmmobilizdli

enzim ¢ jdo

5/a. Immobilizdlds BrCH-Sepharose 4B gélre

A fehérje kovalens kapcsoldsdt a gélhez a 1i1/5. pont=-
ban ismertettilk.

Az eljérds sordn 1 g szédraz gélhez 19,6 mg fehérje ko=
t6dott, amely a kiinduldsi fehér jemennyiség mintegy 80 w=a.
A gélhez kovalensen kotott protedz specifikus aktividsa
kbe kétszerese az oldoiti enzimének. A nem kotott, kimosha-
$6 fehérjék nem tartalmaztak aktiv enzimet. Az immobilizéd-
lds adatait az aldbbi tdbldzatban foglaliuk Ussze:

0s88z. feh. Oasz. akt. spec. ckt.

/mg/ % /EU/ % /EU/ng/

oldott enzin 23,8 loo 41,8 1loo 1,76
2§2i§6tod5tt 4,4 17,6 0,48 1,2 -
BAIhas KOMISE 2006 32,5 61,6 2618 346
5/be Az immobilizflt protedz tulejdonsdeai

A géhez kO6t8tt onzim aktivitdemérésének standard k-
rillményei megegyeztek az oldott enzimre leirtakksl /5o °C,
pH 9,0 denaturdlt kazein szubsztrdi/, azzal a killdnbadggel,
hogy a gélszuszpenzilét kevertetve iddnként l-1 ml mintdt
vettiink és azt 2 ml lofi=0s TCA~-ba pipettdzva dllitottuk le

& reakecidt.
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Az enzimektivitds pH-filggéaét vizsgdlva o,1 ¥ foszfdt,
Tris/HCl és Gly/NaOH pufferekben /[pH 5,5-11,0/ megallapi=
tottuk, hogy az aktivitds az oldoit enzimhez hasonlfen vdl-
tozik o Heion koncentrdeid fligevénydben. Az enzin az alld=
likus pHetartoményban pH 8=1l kizdtt mézg a maximilis alti-
vitds 9o0f-val képes katalizdlni a reakcidt. A savas tarto=-
mdny felé haladva az aktiviids gyorsabban cskken, mint ol-
dott enzim esetén. A maximdlis aktivitds immobilizdlt pro=
tedzra pH 7,8 értéknél mérhetd /17. éhra/.

Az oldott enzimhez hasonldan, az imob:.l:.zélt enzim maxi-
mélis aktivitdsa pH 9,0 €értéken 15 perces reakcididd alsl
ugyancssk To °C kirnyezetében méthet§ /18/A. dbre/. Lénye-
ges killonbség mutatkozik szonban abban az ecgetben, ha & re-
akcidsebességek logaritmusdnek védltozdsdt az abszolut hd-
mérséklet reciproka fiiggvényében vizsgaljuk /18/38. &bre/.

Az oldott enzimtdl eltérfen egy olyan tréspont néllkiili e=-
gyenest kapunk, amely csaknem pdrhuzamos az oldott enzimre
kapott S5¢ °C feletti egyemes szakesszal. A toréspont cltii-
nésge. valdsziniilleg annek kovetkezménye, hogy az immobilizd-

ldskor az enzimmolekula konformfcids motilitdsa lecsilkken.
Az alacsony aktivdldsi energia értékbll /lo,l kecal/mol,
ill. 42,3 kJ/mol/ arra ktvetkezbtethetiink, hogy a kovelens
kapcsolat kialakuldsakor egy olyan konformdcid rogzlil, o~
mely & kazein hidrolizise szempontjédbdl kedvezdbb.
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Az immobilizdlt JB-l1 protedz akitivitdsdnak pil=-fiiggése

Az enzim aktivitdsdt o,1 L foszfdt, Tris/UCl és
Gly/NeOl pufferckben, 50 “C-on mériiike
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A héméraéklet hatdsa a JB=l protedz aktivitdsdra /A/
éo a reakcidsebesség RAomérsékleifiiggéadének Arrhenius
szerinti dbrdzoldsa /B/

A kisérleteket o,1 1 Gly/NaOH pufferben /pH 9,0/
végesztilk, az inkubdldsi id8 15 perc volt.
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A kazeinkoncentrdcidé hatdsa a fehérjehidrolizis hae
tékonységéra az immobilizdlt JB-1 protedz katalizdtor=
oszlopként vald alkalmezdsekor

ogzloptérfogat: 2,3 cw’ /0,6 x 8,0 cr/

&tfolydsi sebesség: 18 ml/6ra
Az oszlopre felvitt kazein oldat koncentrdcidjo :

A: 1,0 mg/ml Cs 5,0 mg/ml

B: 2,5 mg/ml U: 8,0 mg/ml



zis sebességének az dtfolydsi sebessdégifl, valamint a fe-
hérjekoncentrdcidtdl vald flggéasdt. A kisérletek sordn

0,1 M Gly/laOH pufferben /pH 9,0/ oldott denmaturdli kaze-
immel dolgoztunk, az oszlopot és a szubaztrdt oldatdt So
%C-on termoszidltuk. A kromatogrdfia sordn 1 mlees frakcide
kat szedtiink, majd mindegyik mintdhoz 2 ml loP=o0s TCA 0l-
datot pipetitdztunk. A csapadék centrifugdldss utdn mériik
a felliluazd fényelnyeléadt 280 mm hulldmhosazon.

1 mg/ml-es kazein oldatot dtfolyatva az oszlopon megdl-
lapitottuk, hogy az dtfolydsi sebesség emelédse 3 ml/dra Sr-
tékr8l 3o ﬁl/éra értékre nem vdltoztatja meg a hidrolizis
mértékét. Ennél nagyobd dtfolydsi sebességet a géloszlop

teresztlképessége nem tesz lehetsvé.

18 m1/6ra konstans dtfolydsi sebessdég mellett czutdn
1-8 mg/ml kazeinkoncentrdcidéndl vizsgdltuk a hidrolizis
nértékét /19. dbra/. Ha a kiinduldsi kazein oldat 280 nme-
en mért fehérjetartalmdt tekintjiik looP-nak, o konverzid
a fehérje koncentrdcidjdtdl fliggetlenill csak mintegy 200-
08. A limitdlt proteolizisbfl arra kdvetkeztethetiink, hogy
oz enzim a peptidkBtésecket nem azonos sebessdggel hasitja,
tehdt bizonyos kdtésekre specifilus.
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Iunkdnk sordn egy uj, fakultativ termofil baktdériumot
izoldltunk /JB~-1/, amely rendssertani besorolds alapjédn
a Bacillus genusba tartozik, de & nivekedés héméradklet=
optimumdban eltér azoktdl. A baktérium kazeint tartalmaszd
tdpoldatban tenyéaztve termostabil extracellulédris prote-
olitikus enzimet termel.

Az enzimet e fermentlébSl ammonium-gzulfdtos frakciond-—
ldssal, ioncserés kromatogrdfidval /DEAT-celluldz/ és gél-
kromatogrdlidval /Sephadex G—50/ tisztitoituk. A tisztitolt
enzinm molekulasulya 21000.

A JB~1 protedz a DIFP-szenzitiv alkdlikus proitedzok ki-
zé tartozik, pH-optimume 8,7. Aktiv centrumdben fémiont
nem tartalmaz, az enzimketalizisben egy szerin oldalldc
vesz régzt, amely FliSPeel mol/mol ardnyban gdtolhatd.

Az enzim & mezofil forrdsbdl izoldlt protedzokndl /trip-
gzin, Tagorse protedz, Bacillus subtilis neufrélis Protom
dz A/ nagyobb stabilitdssal rendelkezik, stabilitdss azone
ban kisebdb a Becillus thermoproteoliticusbdl izoldlt ter-
molizinnél.

Az enzim szorosan kiUtitt Ca ion/oke/t tartalmaz, amely/ck/
gélkronatogrdfia sordn nem disszocidlnak le a fehérjérdl.
Oldatbél tovabbi Ca ionokat képes megkitni, melyek fokozzdk
\a stabilitdsdt magasabb hémérsékleten /lo uli kiilsd CaCl,
koncentrdcid esetén a héinaktivdlddds aktivdldsi energid-
Jja kétszerese a Ca hidnydban mért értdknek/. A Ca ionokat
EDTA-val eltdvolitva az enzim mdr 50 %C-on labilissd vdlilk.



Alacsony hénérasékleten a JB-1 protedz nagyfoku stabi-
1litdst mutat a pH /5-11/ és a denmaturdlészerek /8 K urea,
1% SDS, metanol/ hatdsdval szemben, a denaturdcidcsak 4o
%C feletti nfmérsékleten gyorsul fel.

Kigérleti eredményeink alapjdn a JB-1 protedz hdmérasdk-
let=-hatdsolkal szemben mutatoit viselkedését a kiveikezd-
képpen magyardzzuis -

Alacsony hémérsékleten a H=-hidak jelent8s szerepet
jdtszhatnak a Pehérje konformdcidjdnak stabilizdldsdban.

A hémérséklet emelésével kiztlt energia hatdsdra a li-hidak
egy része felbomlik és So ° kbrnyezetében egy uj, az ak-
tivitds szempont jdbdl eldnylsebb konformdcid alakul ki /lire
re utal a t8réapont az Arrhenius egyenesben, valamint hogy
50 9C felett kisebb az akitivdldsi energia/, amelyet, vagy
egy ehhez nagyon hasonldé konformdcid immobilizdldssel rig-
ziteni lehet. Ez & konformdcid ureca hatdsdrs slacsonyebb
hémérsékleten is kimlakulhat /30 %°C-on &z urea niveli az
aktivitdat/. Az akiiv konformdcidé stabilizdldsdban mages
hémérsékleten valdszinlileg apoldros kilestnhatdsok /oz cn-
zim apoldros karekieril, metanolban oldhatdé/ és & Cea ionok
jéteszanak jelent8s szerepet.
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DEAT=celluldz: dietile-amino-etil-=celluldz

DIFP:
EDTA:
HEM

Tris:

diizopropil-~fluorofoszfdt
etiléndiamin-tetra~-ecetsav Ha, a6
Heetil=male mid
p~klérmerkuri-benzodt
fenilmetile=gzulfonil fluorid
Hatrium-dodecil=azulfdt
Iris-~hidroximetil-aminometdn
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