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Bevezetés

A fotoszintézis fotokémiai folyama tait gyakran vizs-

gálják olyan rendszerekben,amelyek fotoazlntetizáló szer-

vezetekből kivont kicsiny (500000-20000 molekulasúlyú) ré-
szecskéket tartalmaznak, Ezeket a rendszereket a kloro- 

plasztiszokfalgék vagy fotoszintetizáló baktériumok szét- 

tördelésével lehet létrehozni. Ha ezeket az anyagokat,ill, 

szervezeteket pl,detergensekkel,ultrahanggal vagy úgyne-

vezett "French press” módszerrel kezelik,akkor részecskék-

re esnek szét. A részecskék mérete erősen függ pl, az al-
kalmazott detergens anyagi minőségétől és koncentrációjá- 
tól,vagy az ultrahang intenzitásától és rezgésszámától.

Triton X-100 detergens kezeléssel állítottak elő pl. 
Anabena variábilisból P70Q klorofill reakciócentrumban dú-

sított frakciót Г 1 ), 
zikai tulajdonságait és szerkezetét vizsgálták. Szintén 

triton X-100 segítségével készítettek növényi kloroplasz- 

tiszokból fotoszisztéma 1-hez, ill. fotoazisztéma 2-höz 

tartozó részecskéket [ 2 J,amelyek struktúráját fotokémiai 

aktivitások mé résével,elektronmikroszkópos felvételekkel 

vizsgálták. Hátrium-dodecilszulfát segítségével olyan pre-

parátumokat készítettek fotoszintetizáló baktériumokból, 

algákból és magasabb renaü növényékből,amelyek klorofill- 

-fehérje komplexeket,ill, reakciócentrumo kat tartalmaztak 

i 33.

lynek fotokémiai aktivitását,fi-
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Fotoazintetizáló baktériumokból lauril-dime fcilam in- 

oxid (LDAO) detergenssel reakciócentruaot tartalmazó ré-

szecskéket vontak ki,és ezek fizikai és kémiai tulajdon-

ságait vizsgálták C 4 J. A részecskék klorofillt és fe-

hérjét tartalmaztak* A részecskék tisztasági fokát «* amely 

arra jellemző,hogy 
lesleges** fehérjéket - az 0í>(280)/0D(800) hányadossal jel-

lemezték,ahol 0D(28Q) a 280 nm-nél mért optikai denzitáa, 

am ely a fehérje koncentrációra jellemző, az 0D(800) pedig 
a 800 nm-nél mért optikai denzitáa,amely a reakciócentrum  

koncentrációjára utal* Ez a hányados a tisztítás során 

csökkent. A kapott reakciócentrum  részecskék csak LűAO-t 
tartalmazó pufferten oldódtak,tiszta pufferben vagy víz-

ben kicsapódtak*

A Cái-ben leirt tisztasági fok mérés csak akkor al-

kalmazna tó,ha 280 nm-nél valóban csak a fehérjék nyelnek 

el,de az alkalmazott detergens nem. Ez a megállapítás a- 

zért lényeges,mert a detergensek általában olyan kromofo- 

rokat tartalmaznak,amelyek as ultraibolya tartományban 

nyelnek el* Például a triton X-10Q-nak éppen 2?5 nm-nél 

és 235,5 nm-nél van egy-egy abszorpciós sávja Í5i,ezért 

a közbülső 280 nm-nél is még jelentékeny fényeÍnyelése van.
Ugyancsak zavaró lehet a detergensek abszorpciója,ha 

a plasztokinonok redukált vagy oxidált állapotát igyekez-

nek eldönteni abszorpció méréssel,mert a plasztokinonok 

szintén az ultraibolya tartományban nyelnek el Í6i*

naylre sikerült eltávolítani a "fe-
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látható színképtartományban valamivel kisebb a kicsiny

M-snál higabb) üetergens oldatban,koncentrációvá (I'IO 

mint pl# az acetonos oldatban C7» 113* A detergens kon-

centráció növelésével az abszorpciós koefficiens fokoza-

tosan növekszik és az un. kritikus micella koncentráció 

(c,m,c,) felett,azaz abban a koncentráció tartományban, 

amelyben a micellák kezdenek kialakulni,telitési értéket 

ér el Í11J* A klorofill fluoreszcencia intenzitása jelen-

tősen meg^ö a e.m.c, felett C7* 113. A fotokémiai aktivi-
tás mértékét tekintve a kloroflll-ietergens rendszerek 

jobban hasonlítanak a klorofill-szerves oldószer rendsze-

rekhez,mint a kloroplasztlsz szuszpenziókhoz C113. Ha pl. 

fehérje-klorofill rendszerekhez triton X-lQO-t adnak,ak-

gnö-kor a klorofill fotokémiai aktivitása jelentősen 

vekszik,füfgetlenül a fehérje minőségétől [10],
Ezek a vizsgálatok mind azt mutatjók,hogy olyan mo-

lekuláris kapcsolat van a detergensek és a klorofill kö-

zött,am ely a fényelayelósre,a fluoreszcenciára és a foto-

kémiai aktivitásra hatással van.

Ennek a dolgozatnak az a célja,hogy megvizsgálja ho-

gyan változnak me g a fehérjék optikai tulajdonságai (fény- 

elnyelése és fluoreszcenciája) detergensek hatására.
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l.§. Fehérje-detergens rendszereken 

végzett vizsgálatok kritikai Összefoglalása.

Á fehérjék és detergensek között fellépő kölcsönha-
tások összetettek lehetnek,ezért sokféle módszerrel igye-

keznek fényt deriteni rájuk.

A fehérjéket felépitő aminosavak közül sok abszorbe-
ál a 280 nm körüli ultraibolya tartományban, Ha az amino- 

savak közöl néhánynak a környezete megváltozik a deter- 

gena hatására,akkor ez abszorpció változást is eredményez-

het. Ha ismerjük a fehérje felépitését,akkor az abszorpció 

változásokból esetleg következtetni lehet arra,hogy milyen 

csoportokkal van kölcsönhatásban a detergens. Ezért is 

használják széles körben az abszorpció mé rést (12-14J ilyen 

irányú vizsgálatokban. Ugyancsak gyakran alkalmazzák a dif-

ferencia spektroszkópiát is ezekben a vizsgálatokban (15,16].

A fehérjékben lévő fluoreszkáló am inosavak,főleg a 

tirozin,a triptofán és a fenilalanin fluoreszcenciája igen 

érzékenyen követi a környezet változását,ez kiválóan al-

kalmassá teszi a fluoreszcencia mérést a detergenssel tör-

ténő kölcsönhatás vizsgálatára abban az esetben,ha a de-
tergens nem fluoreszkál a fehérje fluoreszcencia hullám -

hossz tartományában (13,14].

Mig az abszorpció és a fluoreszcencia a molekulák kör-

nyezetváltozására érzékeny,addig az ÖR D és CD  mérések a fe-

hér je,illetve a fehérje-detergens rendszerek szerkezetére,
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-dodecilszulfátot használt kationos éa anionos deter- 

gensként a c.m.c. alatti koncentrációban. A ribonukleáz 

fluoreszcencia intenzitása a nátrium-dodecilszulfát hatá-

sára jelentősen megnőtt,ami a kvantumhatásfok növekedésé-
nek tudható be9am i viszont azt jelenti,hogy a fluoreszká-

ló amiaosavak erősebben hidrofil környezetbe kerültek, 
azaz a fehérje szerkezete megváltozótt,a fehérje denatu- 

rálódott. A fluoreszcencia intenzitás változása függött 

a pE-tól éa független volt az ionerőssógtől. Ez azt jel-
zi,hogy a kölcsönhatás nem elektrosztatikusa Az anionos 

detergens hatástalan volt. Ugyancsak nem változott az in-

zulin fluoreszcenciája a két detergens hatására pH»3*5- 

— nél, mig pHs8-nál az anionos detergens megnövelte az in-

zulin fluoreszcenciáját.

A ribonukleáz és dodecilszulfát differencia spekt-

rumát vizsgálva megállapítható C15J# hogy a három tiro- 

zin közül egy kerül oldószer környezetbe a globuléris 

tartományból. Ugyancsak megmutatták,hogy a dodecílszul- 

fát nem eredményezi minden esetben a tirozinok oldószerbe 

kerülését,dodecilszulfát hatására a ribonukleáz négy hisa- 

tidin maradékából egynek a szokatlan reaktivitása megszű-
nik és a négy metionin továbbra is hozzáférhetetlen marad 

a jódacetát számára, épp úgy,mint a nativ fehérjében.

Szérum  albumin és anionos detergensek kölcsönhatását 

is többen vizsgálták Í15J. A nativ szérum  album in mo leku-

lán kevés olyan hely van,ahová detergens kötődhet. Ha az
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album in denatúrálódlk,akkor ezek a helyek eltűnnek és a 

me gváltozott konformáció olyan,hogy sokkal több detergens 

iont képes az album in megkötni [273. Ha a detergens kon-

centráció kicsiny,akkor az albumin annyi detergens iont 

köt me g,shány kötődésre alkalmas helye van. Ezt a számot 
[273-ben 38 detergena molekula/ 1 fehérbe mclekula-nak

találták. [23J eredményei szerint akár 10CO  detergens is 

asszociálódhat egyetlen fehérje molekulával,amikor a de-

tergens nagy koncentrációban van jelen. Természetesen a 

kötődés mértéke függ a fehérje koncentrációtól is.
Szérum  albumin és dodecilszulfát kölcsönhatását dif-

ferencia spektroszkópiával is tanulmányozták [163* Az e- 

redmények azt mutatták,hogy a fehérje aromás oldalláncai 

megváltozott környezetbe kerültek. Ez a reakció két lé-

pésben zajlott le: először a triptcfánokra jellemző sáv 
változott me g kismértékben (ez a változás sokkal kisebb 

volt,ahhoz a változáshoz képest,amelyet egyetlen tripto- 

fán molekula okoz,amikor hidrofil környezetbe kerül), 

má sodszor pedig a tirozinra jellemző sáv változott meg, 
de olyan mértékben,hogy feltételezni lehetett,több tiro- 

zin molekula került az oldószerbe a fehérje glcbuláris 

tartományából. Ezt az abszorpció változást csak kismér-

tékű OHD  változás követi [233, azaz a nátrium-dodecil- 
szulfát hatására a struktúra jellemzők lényegesen nem  

változnak meg*

Megmutatták,hogy a llzozim  aromás Cotton-effektusa,
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amely a triptofánok assszlmeferikua környezetét jelenti a 

nativ fehérjében,dodecilszulfát hatására eltűnik £28J. 
Í29I szerint a iizozim  a hosszabb széniáncá detergense- 

ket jobban meg tudja kötni,és a lizozimon sok olyan hely 

van,ahol kötődés jöhet létre.

1.2. item ionos detergensek hatásai.

A triton X— 100 és má s nem  ionos detergeneek hatását 

vizsgálták emberi és marha szérum  albumin,ß-laktoglobu- 
lin és ribonukleáz oldatokban papir elekfcroforézisfc hasz-

nálva £25J» Me gállapítófcták,hogy «agy detergena koncent-

rációknál a fehérjék elektroforetikus mozgékonysága csök-

kent,amit a fehérjék hidratáeiójának növekedése okozhat.

Triton X-100, tween 20, 40, 60 és 80 és lubrol de- 

tergeosek hatása sokféle enzimre - iipáz,vérkataláz, ß - 

-glikozidák,foszfacázok - sokféle• Detergens és enzim  

koncentrációtól függően gátolhatja, Ili. serkentheti a 

detergens az enzim  aktivitását £221.

F.A.GHhiää £12J © triton X-100 uetergens és az em-

beri és marha szérum  albumin, a (3 - laktoglobulia, a ló 
mioglobin, a tripszin, az emberi immunoglobulin G, a ka-

zein ós a neomicin kölcsönhatását vizsgálta. Megállapí-

totta, hogy ezen fehérjékből az első három jól, az utolsó 

nem, a többi pedig kismértékben kötődik a triton X-100- 
-hoz. A triton X-100 abszorpcióját mérv® 285,5 nm-nél és
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ábrázolva a triton koncentráció függvényében, a görbe el-

ső szakasza egy egyenes,amely a c.m.c-nél megtörik és egy 

másik meredekségei egyenessel folytatódik. A c.m.c. alatti 

szakasz meredeksége jellem ző arra,bogy mennyi detergens 
kötődik a fehérjékhez,feltételezve azt,hogy a fehérjéhez 

kötött detergens nem képes micellát alkotni. A fehérje 

koncentráció csökkenésével jelentősen megnőtt a detergens 

kötődés mértéke egy fehérje mo lekulára vonatkoztatva.Ezek 

az adatok arra utalnak,hogy jelentős a hiorofob kölcsön-
hatás a triton X— 100 ée a vizsgált fehérjék között. Ezt 

még nyilvánvalóbbá teszik a C30j-ban kapott eredm ények, 

am elyek még két másik, a triton X-lQü-hoz hasonló deter- 

gensre, a triton X-102-ге és a triton N-I01-re vonatkoz-
nak. A triton X-102-nek ugyanolyan alkil csoportja van, 

mint a triton X-lû-nak,csak 2-3 etilénoxid egységgel van 

több rajta. A triton JN-lOi-nek eggyel több alkil csoport-

ja van és ugyanannyi etilénoxid egysége,mint a triton 

X-100-nak. A triton N-101 majdnem olyan jól kötődött az 

albuminhoz,mint a másik kéttő,a triton X-10Q és X-102 kö-
zött pedig alig volt különbség.

A tween 20 üetergen3 es a tojásfehérje lizozim köl-

csönhatásét vizsgálták aktivitás méréssel 114j. A lizozim a 

iicrococcus lysodeikticus falában lévő /3 -1,4 gllkozid 

kötést hiarolizélja. Ha a detergens is jelen volt,a c.m. 

c. feletti koncentráció tartományban,az aktivitás jelen-

tős mértékben megnőtt,amit azzal magyaráztak,hogy a li-
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zozim molekulák a micellákkal olyan kölcsönhatásban van-

nak, hogy aktiv oldalukkal kifelé a micellára adszorbeá- 

lódnak és Így időegység alatt több szubsztrát molekula é- 
rintkezik az aktiv felületükkel# A szubsztrát-enzim reak-

ciót a szubsztrát szempontjából másodrendűnek találták#
A kinetikai, ultrafiltrációs, UY abszorpciós és fluoreaz- 

cenciás vizsgálatok alátámasztják az enzim-micella komp-

lex létezését. 280nm-nél mérték az abszorpciót és megál- 

lapították,hogy kezdetben additiv volt a detergens és a 

fehérje abszorpciója,de szobahőmérsékleten való állás u- 
tán 7 nap múlva a lizozim+tween oldat abszorpciója gyor-

sabban nő,mint a tiszta lizozimé# A tiszta lizozitn oldat 
kezdeti aktivitásának 40 %-át tartja meg,míg a keverék 

oldat a 60 %-át. A szerzők megjegyzik,hogy a "helyesen" 
kötött enzim,azaz az olyan enzim,amely természetes kör-

nyezetéhez hasonló környezetben van,nagyobb aktivitással 

rendelkezik,mint az oldatban lévő enzim.
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2,§ • A detergensek és a fehérjék kölcsön- 

batésána* mechanizmusára irányulö magyarázató*;

Bár igen aok kísérletet végeztek különböző fehérje de-
tergens rendszereken,egységes képet ma még nem  lehet alkot-

ni a fehérje-detergens kölcsönhatásáról, A detergensek ál-

talában denaturálják a fehérjéket, A denaturálóaás mérté-

ke erősen függ a fehérjék ós a detergensek anyagi minőségé-
től és koncentrációjától. Például 1 mg/l koncentrációjú 

albumin oldat un, intrinszik viszkozitása megnő,azaz az al-
bumin denaturálódik,ha dodecilszulfátot tesznek az oldatba 

(23J, de nem  változik,vagy csak kissé növekszik,ha tömé-

nyebb a fenérje koncentráció £24J.

Általában a fehérjék nem veszítik el globuláris alak-

jukat a detergensek hatására,hanem tömör szerkezetet vés 

nek fel. iáz a strukti\ra jelentősen különbözhet a nativ fe-
hérje struktúrától £l5i*

(22i szerint a detergensek a makromolekulákkal,Így a 

fehérjékkel is másképpen lépnek kölcsönhatásba,mint a kis 

mo lekulákkai,ame lyek kis detergens koncentrációknál komp-

lexet képeznek,mig a nagy detergens koncentrációknál a 

kis molekulák beépülnek a micellákba. Kis detergens kon-

centrációknál szintén komplexet alkothatnak a detergens- 

selfde a c.auc. feletti koncentrációknál az egész fehérje 

molekula, - amely maga is lehet akkora,vagy nagyobb,mint 

egy micella mint egész lép kölcsönhatásba a micellákkal.
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Az ionos detergensek esetén számolni kell az elektroszta-

tikus és a hidrofob erőkkel is,mig a nem ionos detergen-
sek esetében többnyire csak hidrofob kölcsönhatás lép fel* 

Az ionos detergensek hatásait C2ő]-ban a következő 

módon próbálják magyarázni* A detergens mo lekulák pl* ne-

gativ töltésű ionjai és hidrofob részei is részt vesznek 

a detergens és a fehérje közötti komplexképződésben. A de-
tergens negativ ionjai a fehérjék "pozitív" oldaléval kap-

csolódnak,mig a hidrofob láncok az aminosavak hidrofob H- 

-csoportJaihoz hiarofob kötésekkel kapcsolódnak. A deter- 

gena hidrofob láncai egy hidrofob burokkal veszik körül a 

peptld kötéseket és Így elősegítik a hélix képződést és 

stabilizálást, A sók elősegítik ezt az átmenetet azáltal, 

hogy egy olyan teret hoznak létre»amely a pozitív töltésű 

fehérje oldalak elektrosztatikus taszításának tulajdonít-

ható »valamint azáltal,hogy ezek az oldalak nagy affini-

tással rendelkeznek a negativ töltésű detergens ionok i- 
ránt. A komplex képződés és a konformációs átmenet függ 

a szénhidrogén lánc hosszúságától. Ez alátámasztja azt az 

elképzelést,hogy a hidrofob kötések döntő szerepet Ját-
szanak a protein konformációban,és hogy hidrofob környe-

zet szükséges a hidrogén kötés másodlagos struktúra kép-

zéséhez és stabilizálásához.
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3*§ • Kísérleti módszerek^/

3.1. Az abszorpciós spektrum  meghatározása,*

Az abszopcioa színképeket Optica Milano CF4M  típu-

sú regisztráló spektrofotomé terrel vettük fel. A Spektro-

fotometer felolaókópe e a ég« сГЛ< 0,2 um sávszélességnek fe-
lel meg•mérési pontossága 1 0,15 % . A lg IQ/I dekadikua 

extinkciós koefficiens olvasható le közvetlenül a különbő-
zé nullámhosszaknál. ebből az abszorpciós együttható az 

ismert módon számolható kit

k(A) a 2,3026 lg # (1)

ahol f a vizsgált oldat rétegvastagsága.

3.2. A fluoreszcencia spektrum  felvétele.'

Közvetlen méréssel a külső fluoreszcencia spektrum  

határozható meg,ebből számítással nyerhető a valódi spekt-
rum. A külső fluoreszcencia spektrumokat a Szegedi dioló- 

giai Központ Perkin-̂laier liPF-3 típusú spektrofluoriméte-

rén vettük fel* A gerjesztő fényforrás egy XüQ 150 W/4 

típusú nagynyomású xenon lámpa,a detektor egy R 106 tí-
pusú fotómultipliér volt. A készülék automatikusan korri-

gálja a gerjesztő fény intenzitás változását»ezért a kü-
lönböző időpontokban végzett méréseknél nem  kellett öss-
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szehasonlifcó standardot használni. Lehetőség volt a merő-
leges és eryéb szög alatti gfigyelésre.

A valódi fluoreszcencia spektrum  meghatározásához fi-

gyelembe kell venni a reabszorpciót é3 a szekunder fluo-

reszcenciát. A spektrofluoriméterrel ráért fluoreszcencia 

intenzitásból, J^OO-böl, a valódi reaöszorpcióra korri-

gált spektrumot, f (A')-t, a következő formulával határOZ-
^K

hatjuk meg £31J*

f U')« о %(tO'Iĉx'W
ahol О konstans, az optikai elrendezéstől és a spektro- 
fluoriméter adataitól függ, a fluoreszcencia A' hullámLosz- 

szától pedig nem. Q( Ti) a spektrofluoriaéter kvancum  érzé-
kenysége a hullámhossz függvényében, <f pedig a reabszcrp- 
ciós korrekció,amelynek értéke merőleges,ill. ^ ^ szög 
laut! (lásd.1.ábra) megfigyelés esecén

(2)

)
<X + /3A , ül. if =* *

X —e "* i-.-Co'V’)
ahol fi = k(A) _i_ és рш k(A') -o5 ^

A a gerjesztő fény, A pedig a fluoreszcencia fény hullám-
)

hossza, & az oldat rétegvastagság a. Mivel az W'+yS'J -vei szá-

molt <f értékek eltérése az («<4-ß)-val számolt f értékektől 
a mérési hibahatáron beiül volt, ezért a nem  me rőleges meg-
figyelés eseten is iM(i) -val Bzámoituák (<*= и(Л)-f. ) .
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На к( Л) -Í < 0,5 feltétel te Ívesül »akkor a sze-

kunder fluoreszcencia hatása a mérési hibahatáron belül

van,és Így nem kell számítás útján figyelembe venni £52],

A fluoreszcencia spektrumokat két független bemérésből ké-
szült oldatok esetén határoztuk meg,és a két mérés közép-

értékét használtuk fel*

3*3» A gerjesztési szinképek meghatározása.

A gerjesztési színképeket szintén a Szegedi Biológiai 

Központ Perkin-Elmer MPP-3 típusú spektrofluoriméterén 

vettük fel. A kapott fotoáram okafc, az I (A3) értékeké t kor-

rigáltuk a xenon lámpa energiaeloszlás görbéjével, B(A^)- 

-vel. Az Е(Л^) -t egy Kipp and Zonen termoelemm el hatá-

roztuk me g,melyet a küvetta helyére tettük és mértük az 

egyes gerjesztő hullámhosszaknál a termoelem feszültségét, 
am ely az elnyelt energiával arányos* Figyelembevettük a 

reabszorpciót is a megfigyelés irányától függően £31, 33J. 
Ezek alapján a gerjesztési színképeket az

I ( A?)
fexc E (AJ

7

összefüggés alapján határoztuk meg, ahol a reabszorpci-

ót figyelemb evevő tényező.
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3*4. A fluoreszcencia abszolút kvantum 

natásfokának meghatározása«

Az abszolút kvantum hatásfokot lényegében a (34]-ben 

leirt mó dszer alapján határoztuk meg. A különbség csak any- 

nyi volt,hogy a megfigyelés iránya nem  volt merőleges a kü- 
vefctára,ezért a fluoreszcencia fénynek a megfigyelés irá-

nyába eső részével kellett számolni. A hatásfokot, -t, 

a következő összefüggés alapján számoltuk ki:

CCS ih. ccc> ^ 
COS л}л

Jf(X)Q(A')coe V
Ц- T n cos 13)oo )

- ^(A)Q(A)k2(A)da
А Л

tkí'V! )j(̂A)QU)k(WA--£
z c> и о

UA-
2 cos я>

ahol T * 0,85, а MgO reflexiós koefficiense a gerjesz-

tő hullámhossznál C35-), n * 1*36 az oldat - azaz a viz- 

törésmutatója a gerjesztő hullámhossznál, 5» = 0,9 a ref-

lexiós veszteségeket veszi figyelembe, a Fresnel-féle for-

mulákkal számolható C36J, = 45°• a iägO lapnál a ger-

jesztő fény beesési és visszaverődési szöge, Г^(Л') a 

vizsgált oldat normált fluoreszcencia spektruma

(£\w> dX = 1)
tésa. А 0-Л1\}21\}ъ és Ц szögek jelentése az l.ábra alapján 

nyilvánvaló.

, 1(A) a gerjesztő fény intenzl-
S
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l.ábra

A (3) összefüggés csak akkor érvényes,ha

k( Л) . К С Л ) ■l <0,4-h )*ЛC06>cos

mert csak ekkor alkalmazható az összefüggés levezetése 

során felhasznált sorfejtés*
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3.5* ±%yéb fluoreszcencia jellemzők me gha-
tározása.

A fluoreszcencia természetes csillapodási idejét, 

-r0 -t, a

Jf^Cv) elv •í-i- . 2,88 1СГ9 n2 elv (4)
jfcj,(v) V'^v% V

összefüggés alapján számoltuk ki C371, ahol n az oldat

f (V ) a normált fluoreszcencia spektrum  

a hullámszám  füg vényében és £ C у ) az anyag moláris de- 
kadikus extiakcios koefficiense a v hűllámazámnál.

törésmutatója,

3.6. Az elektron gerjesztési energia 

vándorlása.

Ha induktiv rezonancián alapuló energiaátadást fel-

tételezünk a gerjesztett donor és a gerjeszfcetlen akcep- 

tor molekula között,akkor az energiaátadás gyakorisága?

6R
V- A 38

t-OD R

fÖrster-féle formulával irható le (31J, ahol r0D a donor 

molekula fluoreszcenciájának termé szetes csillapodási i- 

deje az akceptor molekula távollétében, R az akceptor 

és donor molekula távolsága, HQ pedig az a ’’kritikus” 

távolság,ame lynél az energiáéfcadáa gyakorisága egyenlő a
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da
f S I

♦ 1

ahol a távolság függés kitevője C38J* Tehát,ha f -t 
valamilyen módszerrel me g tudjuk határozni,akkor a IgR 

függvényében a lg í f“1 - 1 értékeket ábrázolva egyenest 

kapunk,amelynek me redeksége j •

A gerjesztési energia átadásának hatékonyságát kí-

sérletileg me ghatározható adatokból a következő összefüg-
gés adja meg C3$J*

Ikev^5-ID(A)-IA(A) 

kA >

(6)f S

IA <A> - Ij) (A )

(/O a keverókoldat, I-p (A) a csak donor mo-

1д (A) a csak akceptor mole-

kulát tartalmazó oldat reabszorpcióra korrigált fluoresz-

cencia intenzitása, kjj ( Ag), ill* кд ( Л ) pedig а 

csak donor,ill* a csak akceptor molekulát tartalmazó ol-

dat abszorpciós koefficiense a gerjesztő hullámhossznál*

ahol Ifeev 

lekulát tartalmazó oldat,
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3*7* Az enzimaktivitás mérése.

A lizozim aktivitását a [40J-ben leirt mó dszer alap-

ján határoztuk meg. A szubsztrát-enzim kölcsönhatás kö-

vetkeztében létrejövő transzmisszióváltozást Optica Mila-
no CF4M  tipuaú regisztráló spektrofotométerrel mértük. A 

azubsztrát Micrococcus lysodeikticua volt,amelyet megfe-

lelő pü-jú és detergeas koncentrációjú foszfát pufferben 

oldottunk fel. Ebből az oldatból meghatározott térfogatot 
pipe btáztunk a küvettába és ehhez szintén meghatározott 

térfogatú fehérje-detergens keverék oldatot adtunk,amely-

ben a detergens koncentrációja megegyezett azzal a deter- 

gens koncentrációval,amely a szubsztrátot tartalmazó ol-

datban volt.

Az enzim hozzáadásának pillanatától kezdve növekszik 

a transzmisszió,ahogy a lizozim elbontja a azubsztrát 

ß -1*4 glikozid kötéseit. A transzmisszió változását 
43О nm-nél figyeltük meg. Az aktivitására jellemző meny- 
nyiaég az

ш = 105 [ literдГс HS

ahol 4£ a ^0 %~a transzmissziónövekedéshez tartozó idő* 

c a tényleges enzimkoncentráció,amely a szubaztráthoz va-

ló hozzákeverés után alakul ki. Mivel a szubsztrátkoncent- 

ráció a különböző térfogatú fehérje-detergens oldatok hoz-
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záadása esetén változott,ezért egy korrekcióval ezt is 

figyelembe vettük.
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4* § • A vizsgált anyagok.

Fehérjeként tojásfehérjéből előállított lizozimot, 
a Nutritional Biochemical Corporataion (Cleveland) ké-

szítményét és liofilizált emberi szérum  albumint, a Be-

ánál készítményét használtuk fel. A lizozim viszonylag 
, о

kisméretű (mólaúlya 150QO ; mérete 45x3ox5o A ) globu-

léris fehérje. Szerkezetét először D.C.PHILLIPS álla-

pította meg 1966-ban (41J. Két tirosin molekulát és hat 

triptofén molekulát tartalmaz. A fluoreszcencia spektrum  

mában esek a triptofán fluoreszcencia jelenik meg, a ger-

jesztési energia valószínűleg teljesen átmegy a tripto- 

fánokra [29J. A hat triptofán közül is csak a 62, 63 és 

108 helyen lévő fluoreszkál,a többi fluoreszcenciája ki-
oltódik (42J. Az albumin egy triptofánt és tizenhét ti- 

rozint tartalmaz,és a gerjesztő fénynek a 19,9 %-át az 

egye elén triptofán nyeli el [43 J. A fluoreszcencia szín-

képében mind a tirozin,mind a triptofán fluoreszcenciája 

megjelenik 230nm-s gerjesztő fénynél,csak a triptofán 

fluoreszcenciája sokkal intenzivebb,mint a biroziné.mert 

valószínűleg a gerjesztési energia nagy része átadódik a 

tirozinekről a triptofánra [44 J. Az albumin szintén glo- 
buláris fehérje»valamivel na yobb mint s lizozim: mól-

súlya 67000.

Az alkalmazott detergens a triton X-100, a Rhoom  

and Haas cég gyártmánya volt. tíz nem ionos aetergens és
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gyakran használják biológiai vizsgálatokban [1,2,45-473, 

Szerkezeti képlete*

°SH1? 0 (СЕгоьг° ' > *

ahol x ^10 [433, Mólsólya 647, micelláiö kb. 100 mole-

kula alkotja (493, kritikus micella koncentrációja: 

3*10 M C5,50J.
A fehérjékből és a detergensből 0,05 M-s pH s 7 

foszfát pufferes törzsoldatot készítettünk és ezekből 
pipettáztunk ki megfelelő térfogatokat a fehérje,a de-
terge na és a fehérje-detergens keverékoldafcokhoz. A li-

~6 ll-tól 6. IO*4 M-ig, az al-zozim koncentrációja 2-10 

buminé 2-Ю"6 M-tól 8-10“4 M-ig és a triton 2-100 -é 

pedig 210“̂ M — tói 8'10~5 M-ig változott.

A felhasznált Micrococcus lysodeikticuet a 

Worthington Biochemical Corporation (Freehold,New Yersey) 

készitette*



- 27 -

5*§* A triton X-1Q0 fényelnyelése 

és fluoreszcenciába.

5*1* A triton X— 1DO fényelnyelése»kritikus mi-

cella koncentráció.

A triton X-10Q szerkezeti képletéből látható, hogy 

fenol kromofort tartalmaz,ez az ultraibolya tartományban 

nyel el. Az abszorpciós spektrumát már régebben me ghatá-

rozták C5i« A moláris aekadikus extinkciós koefficiens, 

t (A), bizonyos mé rtékben függ a koncentrációtól,

/-V

7 A/.■

\\15 f/\ -\L
" V,i 5 10 \ M Triton X-100 

2Ю" M 
MOj M 
5-10 M

.-2ó(A)T0 и
\3 II10 i :1 II\ "
13\
\
iiI .•
ii5

IÁ\
■\

k\
0

300 Mnm)250

2.ábra
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tehát a Beer-törvény nem érvényes (2.ábra). As £ (Л) 
csak kissé növekssik a detergens koncentráció növelésé-

vel a 275 nm-s sávban, jelentősebben növekssik a 282 nm-s 

sáv. Ezek az abszorpciós sávok a c.m.c. feletti tarto-

mányban a detergens koncentráció növelésével eltolódnak 

277 nm -re áa 285 nm-re. Ennek a változásnak a magyaráza-
ta (5) szerint az,hogy a kromofor erősebben hidrofob kör-
nyezetbe kerül a micellák kialakulásával,

A 235 nm-nól fellépő abszorpcióváltozást fel lehet 
használni a c.m.c, meghatározására. (53-ben ennek alap-

ján határozták meg a c.©.c,-t vizes triton X-100 oldatban 

és 0,2 mg/ml-t kaptak, ami megegyezett az általunk kapott 

M értékkel. Ezt az értéket egyrészt abszorpció-

méréssel nyertük O.ábra), másrészt korábban végzett fe-

lületi feszültség méréssel C50J. Ha a 285 nm-nél mért 

к (285) abszorpciós együtthatókat a koncentráció függvé-
nyében ábrázóÍjuk,akkor két egymással szöget bezáró egye-

nes szakaszt kapunk. Ez csak viszonylag kis koncentráció 

tartományban igaz szigorúan,mert csak ott tekinthető ki-
elégítő közelítéssel érvényesnek a Beer-törvény. Méréseink 
során elég nagy koncentráció tartományt vizsgáltunk. Itt 

már a Beer-törvény szigorúan véve ugyan nem  érvényes 

(2.ábra), mivel azonban az eltérés nem  nagy, várható,hogy 

к (285) a koncentráció függvényében nagy koncentráció tar-
tomány eeétén ia két szöget bezáró egyenest ad. Könnyebb 

ábrázolhatóság kedvéért a koncentráció logaritmusának függ-

-4
5*5'10



- 29 -

vényében ábrázoltuk а к (285) értékek logaritmusát, ég 

valóban két egymással párhuzamos egyenest kaptunk (3*ábra)• .

2

д \= 275
о A.= 285

1

0

-1

• I

-2

. -2-3-5 -4
lg с (с M )

3•ábra

A törési szakaszhoz tartozó koncentráció tartományban kez-

denek a micellák kialakulni, összehsaonlitásul közöljük a 

lg k(275) értékeket is a koncentráció logaritmusának függ-

vényében,ami azt mutatja,hogy a 275 nm -з aáv viszonylag 

jól követi a Beer-törvényt.
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káló molekula-komplexum (micella, aggregátum) képződik. 
Az f (340)/f (305) hányadost a koncentráció logarit- 

musának füg vényében az 5.ábra mutatja.

' I A0,5

fq (345)

f,qmax
A

A
A

A
А А дA

0
-5 -4 -3 -2

lg с (с M)

5.ábra

Mivel a görbében a törés éppen a c.m.c.-nél van, ezért 

ez a mó dszer is alkalmas lehet a c.m.c. meghatározására.

A gerjesztési színképet is felvettük 305 nm-s és 

340 nm-e megfigyelő hullámh ossznál, A relatív gerjeszté-
si színképek éa a relativ abszorpciós színképek a méré-

si hibahatáron belül megegyeznek, tehát mind a 305» mind 

a 340 nm -nél lévő fluoreszcencia sáv az abszorpciós gör-
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be mindkét sávijától származik, kz arra mu tat,bog? a két-

fajta (305 és 340 nm maximuma) fluoreszkáló komponens kö-

zött az elektronger jesztési energia átadása gyakorlatilag 

teljes. A Z'IGT^ M triton X-100 oldat esetén a relativ 

abszorpciós és gerjesztési színképeket © két megfigyelé-

si hullámhossznál a 6.ábra mu tatja.

Xm = 340 nm 
— krei (X)
О W,rel (X)

Xm=305nm 
— krei (X)
0 txc,rel

w1,0
krel (X)krei (X) 

We, (W txc,rel

0,50,5
/

v OVq*i 0
300 A(nm)—- 300 XCnrri)—-0 250250

6.ábra

A (4) összefüggés alapján meghatároztuk a fluoresz-

cencia csillapodás idejét is az 1°10”̂ M triton X-lOO 

oldat esetén* xQ * 4,6 1Q~° s. A (4) alapján kapott T0 

természetesen kismértékben függ a koncentrációtól, mivel
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6. §• A lizozim fényelnyelése és 

fluorészceneiája.

A lizozim fluoreszcencia jellemzőit már sokan vizs-
gálták I l.pl. 29* 51* 523. Több közlemény foglalkozik a 

környezet hatásával is. így pl. [293-ben a pH hatását, 

[533-ban a pH és hőmérséklet hatását vizsgálták.
A jelen munkában szükség volt a lizozim  abszorpciós 

és fluoreszcencia spektrumára,abszolút kvantum  hatásfo-

kára és csillapodási idejére»ezért a rendelkezésünkre 

álló lizozim esetén újra meg kellett határoznunk ezeket.

5105M Lizozim
4

2

0 300 \(nm)---- -250

7•ábra
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A 7.ábra mutatje az 5'lCf  ̂U koncentrációjú lizozim 

oldat abszorpciós spektrum át. Az £.(280) értékeket a kon-

centráció logaritmusának füg vényében a 8.ábrán tüntettük 

fel. A nagyobb koncentrációknál a csökkenés annak tudható 

be, hogy az £(Л) számításénál a felhasznált koncentráció 

nem valódi monome r koncentráció,hanem annál nagyobb.

3,7

&Ш-104
3,6

3,5

mЦ
■

-5^ -4-6
lg c( с M  )

8.ábra

Ugyanis a koncentráció növelésével a lizozim aggregá- 

lódásra képes és monomer-dimer egyensúly áll be (543. 

Az általunk felhasznált le,* nagyobb koncentrációnál
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<6-10"4 М) a molekuláknak kb. а 20 %-& dimerizálódik.
A dlmerlzáció kb. 2*10*“̂ M-nál nagyobb koncentrációknál 

válik számottevővé, mert ekkor a bemért mo lekuláknak kb.
7 %-a dimerizálódik.

A fluoreszcencia spektrumok eloszlása a koncentráció 

függvényébea lényegesen nem  változik C55J* 340 nm-s meg-

figyelő hullámhossznál felvettük a gerjesztési színképe-
ket, amelyek az abszorpciós szinképekkel jó egyezést mu-

tattak.

1 tf* M 
— (X)

51ÖS M Lizozim 
— k,* (\)

Lizozim

025C 302 Aínm) — 300 Mnm)------250

9.ábra
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Ä 9#ábra pl. az 5-10”̂ M és Í-IO"4 M koncentrációjú 

lizozim oldatok relatív abszorpciós és gerjesztési azin- 

képeit mu tatja«

A fluoreszcencia csillapodási idejét és az abszolút 

kvantum hatásfokát a (4), ill« a (3) összefüggés alap-

ján határoztuk meg. A kapott értékek*

Г* 1,96 1СГ9 в és \SS 0,074

Az irodalomban ezek az értékek* X« 2.10”̂ s £96] és 

7  ̂s 0,07 C57J« Az meghatározásnál a gerjesztő hul-
lámhossz 230 nm volt«

A vizsgált koncentrációtartományban a T és rj^ csu-
pán kismértékben füg © koncentrációtól,mert L (/\) és

f M  is csak kismértékben változnak« Ezért ezeket a Я/
változásokat elhanyagoltukéért a mérési hiba nagyság-

rendjébe esnek«
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7.§.Az emberi szérum  albumin fény- 

elnyelése és fluoreszcenciája.

Az emberi eredetű szérum  albumin fluoreszcencia 
jellemzői jól ismertek az irodalomból lí?l# 52 J• Minthogy 

vizsgálatainkhoz szükségünk volt az abszorpciós»valamint 

a fluoreszcencia színképek számszerű aáatairatés a ren-
delkezésűnkre álló albumin minta fluoreszcenciájának ab-
szolút kvantum hatásfokára, ezért ezeket a je nemzőket 
u ^jdüI meg határoztuk«

4

2 10 5M Albumin
k(A)

3

2

1

0
A(nm)300250

10«ábra



- 59 -

A 10,ábra a 2*IQ“'-' M koncentrációjú albumin oldat 

színképét mutatja, A koncentrációtól az abszorpciós szín-

kép alakja nagyjából függetlennek mutatkozott, de a 

lária extinkciós koefficiens kissé függött, A maximumhoz 

tartozó £(Л) értekeket a 11,ábrán tüntettük fel.

3,1

f
£(X)'1Ő

2,9

2,7

-3-6 -4-5
lg с (с M )

11.ábra

Habár ezek eléggé szóródnak,de tendencia jellegüen a kon-

centráció növelésével kis mértékben csökkennek, Hz -ha-

sonlóan a lizozimhoz - azzal magyarázható, hogy a nagy 

koncentrációknál az albumin a gregálódik és igy az £.(/0 

számításához felhasznált koncentráció (a bemé rt koncent-
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ráció) nem a valódi koncentráció.

20 г

I 2Ю5М Albumin
fq(X)

10

0 \(nmí400350300

12.ábra

A 12.ábrán a 2 10~^ ift koncentrációvá album in oldat 
fluoreszcencia spektruma látható.A fluoreszcencia maximum  

helye 359 nm, ©mi az irodalmi értékkel jó egyezésben 

van Í52J. JG9 nm-nél me gjelenik egy váll, am i a tirozin 

fluoreszcenciára jellemző. A 355 nm-s ma ximum  a tripto-
rán fluoreszcenciának felel meg. A koncentráció növelé-

sével © spektrum  alakja és ma ximum  helye nem változik,

2ÖÖ  ша-s gerjesztő fény esetén az abszolút kvantum ha-
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3.§ . A lizozim és triton X-lOO keverék 

oldatok fényelnyelése és fluoreszcenciája.

Efejr aactt koncentrációnál a két komponens relativ 

abszorpciós és fluoreszcencia szinképét a 13*ébra mutatja.

---- kre[(X) Lizozim
— krel(A) Triton X-100 
—- Vi(X) Triton X-100 
..... fq,rel(X) LiZOZim

1,0 Л.
I

/ \I \f I \I \I \ \
\\! \ / 
\ / \ .■

/Wx)
krel W

I
I \
I
I X,/I

\I
Q5 /

/
I \I I \I

'</ : \/
\/ 1/ i/ \/ ; \/

/ V/
•.

I ,ч-ь0 1

X(nm)250 400300 350

13.ábra

Hégy különböző koncentrációjú lizozim és triton X-100 
keverék oldatban határoztuk meg az abszorpciós, fluoresz-

cencia és terjesztési színképeket. A vizsgált oldatok osz- 

szetéteie lizozimra és tritonra nézve:





- 5Ю4М Triton Х-100
- 5 Ю5М Lizozim
- бХ^М Lizozm»5 Х)4М Triton Х-100

s3— 1 ТО М Triton Х-100
— 5TÖSM Lizozm
— 5 Ю5М Lizozim*1 Ю3М Triton Х-ЮО66

о -----♦ ...О
/к(Х)

44 / /Л'-у/ ч.VJ
I2 2
\ I

*\
V ч.о ои 300 \(nm) —*"250 300 X(nm)—-

1 Х53М Triton Х-100 
1 1Ö М Lizozim
1 Ю М Lizozim* 1 TÖ M Triton Х-Ю0

I-&■

-45 Ю.М Triton Х-100г 4рь - 1 Ю М Lizozim
1 1Ö М Lizozim*510 М Triton Х-100O'

И 10 10р
о -----♦-------

5 5

V.о о 300 \(nm) —-250 300 Wnm) 250



— 5-Ю‘м Triton Х-100
— 5ХУ5М Lizozim
— 5 X) 5М Lizozim *5Ю4М Triton Х-ЮО

;3— 1 10 М Triton х-100
— 5Ю5М Lizozim

г 5.5 Ю'М Lizozim*1103M Triton Х-100
Л60
/Щ } юо

\
\40 \

50II
20 I

\\
Ч 4»

у
н о•Г--о I400 Л(пт)----- - 300 400 \(пт)—-чя 300 350 350

гЗт — 1 10 М Triton х-100
— 1 1(54 М Lizozim 

1 Ю4М Lizozim*1 Ю4М Triton Х-100

г 4
СУ — 510 М Triton Х-100 

--- ТЮ^М Lizozim
— 11б4М Lizozim*51ÖAM Triton Х-Ю0

ÍS5

80

Ю0Ш)
! \
I \
Vхл - ".

40 \ 50

W// \/ \
ч>v'O

о о
400 X(nm) —-300 350

ш
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£34J-ben megadtak egy összefüggést a két komp  степ-
ей keverék oldat fluoreszcencia kvantum eloszlás spekt-
ruma (f(X ) ) és a két komponens fluoreszcencia kvan-

tum eloszlás spektrumai ( fЛ ) , f2(X)) között
az esetre, am ikor nincs gerjesztési energia átadás a 

komponensek közötti

arra

к1(Л) Я 1(Л) fl( Л' > ♦ к2СЛ) ^2(A) f2CV  )
f(A') «

(7)к1<Л) ^(A) + к2(Л)1а2(Л)

ahol k^(A) és ill. к2(Л) és У[2(Л) az első
ill. a má sodik котропепз abszorpciós együtthatója és flu-
oreszcenciájának abszolút kvantumhatásfoka a gerjesztő 

hullámhossznál. Ha a mé rt és a számított f( A) értékek 

eltérnek egymástól, akkor ebből az energiaátadás me glé-
tére következtethetünk.

A (7) összefüggés alapján kiszámítottuk a négy ke-

verék oldat esetén az f(A) értékeket a в 275 от 

és Ag * 290 nm gerjesztő hullámhosszaknál.
A 16.ábrán az 5Ю~5 И lizozim  + 5‘Ю“4 M triton 

X-1QQ keverék oldat számított és mért f (Л) értékeit 
tüntettük fel. A másik három  keverék olaat esetén a mé rt 

és számított spektrumo k közötti különbség hasonló volt, 

ezeket a spektrumokat nem  mutatjuk be.
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5-1Ö5 M Lizozim + 51Q4 М Triton X—100

— mért fq(X)
— számított fq(X)

5105M Lizozirrv5T04 M Triton X-100 
— mért fq(X) — számított fq(X)

Xg = 290nm

Xg = 275nm
\/I \15 15/ \// \

fq(X) \
\
\
\\

1010 \I

\/ vI \/
I \\
I \\/ \\

5 I 5
I

I
I

0 0
A 00 X(nm)'300 350 400 X(nm) —- 350300

16«ábra

gerjesztő hullém-Me gállapifcbatyuk, hogy a 290 

hossz esetén a sért és számitott spektrumok eltérése ki-

csiny, ezért a tritonról lizozimra törtömé gerjesztési e- 

nergia átadás jelentéktelen, viszont a 275 ttia-a gerjesz-

tés esetén számottevő a különbség a mért és a számított 

spektrumo k között, tékát van energiáébánás.

ьпаек as energiáétauásnak a hatékonyságát a (6) ösz- 
osefüggés alapján számoltuk ki, és az egyes oldatok esetén 

az I.táblázatban tüntettük fel az értékeket.
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I*táblázat

5'10"** to 
lizozi 
♦ 5 "10 
triton

5 -10”'’ M

4 ilIei^ u
triton

MO" 4 M  
lizozim,.
+ 5-1СГ4 M  
triton

1
lizozim-,
♦ 1*10-* II 
triton

oldat

f 0,138 0,111 0,167 0,155

A táblázat adataiból látható,nogy az energiaátadás 

hatékonysága a legnagyobb abban az esetben, amikor a 

[tritonj/ílizozimJ koncentráció arány a legkisebb, és 

amikor ez az arány nagy, akkor a hatékonyság csökken.

u»nnek oka egyrészt az lehet,hogy az Í-IO“̂ tó kon-

centrációvá triton X-10G oldatban már jelentős mennyisé-
gű micelle is jelen van. A detergens kromoforja viszony-
lag a micella belsejében helyezkedik el és nem  a felü-

letén, Így nyilván nehezebben képes az energiát átadni az 

oldatba, ill. a micella felületén lévő fehérjének [14]. 

Má srészt viszont, ha a lizozim molekulák száma me gnő,ak-
kor az átvevő centrumok többen lesznek, és igy nagyobb a 

valószínűsége annak,hogy egy triton mo lekula a gerjesz-
tett állapot élettartama alatt találkozik egy gerjeszfcet- 

len lizozim molekulával, amely képes az energiát átvenni.

a továbbiakban azt kívántuk lelaeriteni, nogy a ger-

jesztési energia átadás hatékonysága hogyan füg? a mole-

kulák között lévő távolságtól, üzért egy széles koncent-
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ráció tartományban ( a triton X-1QQ koncentrációja s 

2*10""'' M —tói 6‘10"3 M-ig, a lizozimé pedig 2'líT6 M- 

-fcól 6*10”̂ M-ig változott) a fcriton/lizozim mólarány 

minden esetben 10/1 volt) meghatároztuk az f -t 

275 nm-s gerjesztő fény esetén. Az abszorpciós együttha-
tókat 275 és 505 пш-nél és a reabszorpcióra korrigált 

fluoreszcencia intenzitásokat 305 nm-nél а II.táblázat 
tartalmazza*

Az abszorpciós együtthatók 275 nm-nél additívak az 

t egész vizsgált koncentráció tartományban. 305 nm-nél ez 

már nincs igy, de itt a spektrumo k lábainál a kis к(Л) 
értékek miatt a mérési hiba rendkívül nagy, ezért az el-

térések valószínűleg a mé rési pontatlanságból erednek.
A megfelelő adatok segítségével a (6) összefüggés-

ből meghatároztuk az f értékeket az egyes keverék ol-
datoknál. A lg ( f“*1 - l) értékeket a donor és az ak- 

ceptor molekulák közötti £ távolság logaritmusának 

függvényében ábrázoltuk (17*ábra). Jelen esetben az g 

pontos meghatározása nehéz lenne, me rt az oldatok nem  

ekvimoláris keverékeket tartalmaznak. Viszont az egy-

más után következő oldatok esetén az R távolságok a- 

ránya megegyezik pl. a csak donor molekulák távolságának 

arányával, egyenletes eloszlást feltételezve. Ezért,ha a 

lg (f“1 - l) értékeket a donor molekulák közötti § tá-

volság logaritmusának függvényében ábrázoljuk,akkor ez 

azt jelenti,hogy a lg (f•»» l) értékeket valamilyen
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IL . táblázat

k(275) k(305) 1(305)Oldat f
2-10~f M lizozim
2-10*7 M triton 
2'10~S II lizozim + 

+-2'-10“^> M triton
6-'10“| M"lizozim
6 *10*7 M triton 
6 10"? M lizozim + 

♦6-10*^ M triton

0,183 
0,060

0,24c

0,o38
0,ooo

Q,o4o

0,53
6,o9

6,60

0,oo31

0,486
0,198
0,712

0, o76 
0,o©6
0,o88

0,95
17,54 0,o237
18,oo

Ыо5 и lizozin
1-10*7 M triton 
1-10*2 M lizozim + 
♦WO 1̂ M triton

0,112
0,olo
0,15o

0,325
0,324
1,175

1,73
25,32
25,48

0,o661

2-10  ̂M lizoziza 
240 g M triton 
2гЮ"л M lizozim ♦ 
f2- 10“*  ̂M triton

l,7oo
0,661
2,29o

0,224
0,ol8
0,26o

2,62
32,75
32,19

0,lQ03

6 10*2 M lizozim
6-10*7 M triton 
eaoj; M lizozim + 

♦•6 -Kj * M triton

4,69o
2,o6o
6,51o

0,65o
0,o25
0,639

1,95
22,54
21,63

0,1317

1-10*1 M lizozim
1-10~< M triton 
1-10*7 M lizozim + 
4-1-10M triton

7,37o
3#4oo

ll,87o

1,065
0,o36

1,145

2,93
40,48

39,01

0,1122

2-10*1 M liz-ozim 
2-10^ M triton 
2-lOlí M lizozim + 

+2-10*^ Ш triton

15,8oo
6,79o
22,4oo

2,51
45,05
44, lo

2,210
0,o73
2,303

0,o736

4-10*1 M lizozim  
4-10*2 M triton 
4-10*1 M lizozim + 
♦-4-10"*v M triton

4,72c 
0,15o
6,26o

0,92
18,63
18,43

32,2oo
13,930
47,3oo

0,o616

6-10*“4
6-10 
6-10 
r6‘10

Ш lizozim 
M triton 
M lizozim + 
M triton

8,790
0,245
8,o9o

1,34
31,74
30,12

55,4oo
21.700
80.700

-3 0,o948
-3
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módon eltoljuk a Iga tengely mentén,de a görbe meredek-

sége nem változik meg. Ezért a kapott ábráról csak a £ 

értéket tudjuk meghatározni, az E értékét már nem.

c/
\ Lizozim 'Triton X-100

ig(f'-i)

2,0

1,5

О

О
1,0 О о

о
о

о
2,51,5 2,0

IgR —*-

17.ábra

Kis koncentrációk esetén a lg (f- l) görbe pont-
jai egyenest határoznak meg, amelynek a meredeksége s 

J =* 5,3. A mé rési pontatlanságokat figyelembe véve, ezt 

а Д értéket tekinthetjük 6-nak, ami arra utal, hogy 

amig az oldatban nincsenek micellák, addig érvényes az 

energiaátadás hatékonyságára az
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f =

♦ 1

összefüggés. A micellák me gjelenésével az £ egy közel 

állandó érték körül szóródik.

A e.m.c. feletti detergens koncentráció tartom ány-

ban a szabad detergens molekulák száma állandó t58i, te-

hát a lizozim koncentráció növelésével az energiaátadás 

hatékonyságának növekednie kellene, feltételezve,hogy csali, 

szabad detergens molekuláról megy át az energia a fehér-

je mo lekulára.

Az f növekedését nem  tapasztaljuk. Ezt értelmez-

hetjük azzal,hogy a lizozim mo lekulák a micellákkal lép-

nek kölcsönhatásba, a micellák felületére adazorbeálód- 

nak, és igy a szabad decergens molekuláktól való távol-

ságuk nem változik, hasonlóan a tween 20 és lizozim  rend-

szerhez [14 J.

Az aktivitás mé rések is a lizczim-mieella kölcsön-

hatás meglétét támasztják alá. A II.táblázatban szerep-

lő lizozim és lizozim-tritcn keverék oldatok aktivitását

I a2 i  ̂1 ai! hányadóst,ahol j a2 а Илmeghatároztuk. Az 

zozim-triton keverék oldatban a lizozim aktivitása és

■ al a csak lizczimot tartalmazó oldat aktivitása, a 

detergens koncentráció logaritmusának függvényében ébrá-
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soltok.

о °o
1,5

Ы

О
О

о
1.0

° Q
-5 -4 -2-3

lg с(с М)

18.ábra

A kéfc oldatban a lizozim és a szubsztrát koncentrációja 

azonos volt.

Látható,hogy a triton X-1QO,amikor jelentős mennyi-
ségben van jelen micella, a lizozia aktivitását mitégy 

60 ^-kal me gnöveli. Ez egyrészt oekövetkezhet azért,mert 

a triton X— 100 fellazíthatja a szubsztrát sejtfalában lé-

vő kötéseket,másrészt viszont feltételezhető,hogy a lizo- 

zlm a micellával olyan orientációjú kölcsönhatásban van, 

amelynél az enzim  aktiv oldala jobban hozzáférhető a 

szubsztrát számára.
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9* §. Az albumin éa triton X-lOO  

keverék oldatok fényelnyelése és fluoreszcenciája.

Az 5*10"  ̂M  koncentrációjú triton X-100 és az 

5'1Ö~^ M koncentrációjú albumin oldatok, ill. keverékük 

abszorpciós spektrumait a 19.ábrán tüntettük fel.

5 10'5 M
— 5-10A M
----  5 Ю'5 M
.... — +-----

Albumin 
Triton X-100
Albumin ♦ 5TŐ4 M Triton X-100

6

5

4

3

2

1

Mnm )-----300250

19.ábra

A pontozott vonal a két komponens abszorpciójának össze-

ge. Látható,hogy a két komponens abszorpciója nem szigo-

rúan additiv. Ez arra utal,hogy a komponensek között,leg-

alábbis kis mé rtékben kölcsönhatás van.
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A 20.ábra mutatja az albumin éa a triton X-100 re-

lativ abszorpciós éa fluoreszcencia spektruma it.

---- Ц-ei (A) Albumin
— к fel (X) Triton х-юо
—.. tqrei (X) Triton X-100 
..... ^,rei (X) Albumin

1,0 i A . \ ! \ /
\\ I X

I / \

! / ■' \

\f Г
7 \///fq,rel(X)

krel (Л)
I
I
I
I
I \/0,5 4._/ N/ \A/

\I nI \/
\/ A :/ \; V/ / л; . ч/0

400 X(nm)250 300 350

20.ábra

Az albumin abszorpciós színképe eléggé átfedi a triton 

X— 100 fluoreszcencia színképét* Ezért várhato#bogy keve-

rék oldatban létrejön a gerjesztési elektron energia át-

adása a tritonról az albuminra* Ezt a keverék oldatok 

fluoreszcencia spektrumai is mu tatják, A 21*ábrán az 

Í^IO*6 Ш albumin + 5e10~  ̂M triton X-100t valamint az 

5*lü"~4 M albumin + 5rlQ~' M triton X-100 keverék oldatok
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mért és (7) alapban számított fluoreszcencia spektrumai 

láthatók, A gerjesztő hullámhossz 230 nm veit*

5-106 M Albumin* 5-1Ö5 M Triton X-100 

mért fq (A)
---- számított fq(A)

Ag = 280 nm

tq(A)/ \
! \20 I \I \\

\
Л

V
I \10 I \I \
I N \I \I \I 4

NI N.

0
400 A(nm)------

5 ldA M Albumin * 5-1Ó3 M Triton X-100 
mért fq (A) 
számított fq(A)

Ag = 280 nm

300 350

20 t ír
WY \

I \\\
\
4^----------

10
N
N
NN

N
N
N

0 400 A(nm) —•-350300

21.ábra

Fzen két anyag esetén is igyekeztük Heghatározni,hogy 

a gerjesztési energia átadásénak hatékonysága hogyan függ
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a molekulák közötti távolságtól. Ezért egy széles kon-

centráció tartományban meghatároztuk az f -t a (6) 

összefüggés segítségével. Az albumin koncentrációja 

2'ICT6 M— tói 3 1СГ4 M-ig változott. A triton X-lOO-é 

pedig 2'10“5 M-tól 8*10"  ̂M-ig, Az album in-triton 

X— 100 mó larónya 1A0 volt minden esetben. Azért válasz-

tottuk ezt az arányt, me rt a triton X-100 t (Л) érté-
kel kb. egy nagyságrenddel kisebbek, mint az album in t (Л) 
értékei. Ezért a fenti arány esetén a komponensek abszorp-

ció, ill. várhatólag a fluoreszcencia intenzitás értékei 

is jól összemérhetőek. A gerjesztő fény kb. 6 nm fél-

érték szélességű 281 nm -s maximumé sáv volt. Ily módon 

jól mérhető fluoreszcencia intenzitásokat kaptunk. Mivel 
a gerjesztő fény meglehetősen széles sávval rendelkezett, 

ezért a (6) összefüggésben szereplő abszorpciós együtt-
hatók helyett a gerjesztő fényre vonatkozó átlagos ab-

szorpciós együtthatókkal számoltunk.

A III.táblázat tartalmazza az egyes komponens olda-

tok, ill. keverék oldatok abszorpciós együtthatóit 280 

nm-nél és 305 nm-nél, valamint 305 nm-nél a reabszorpcl- 
óra korrigált fluoreszcencia intenzitásokat, és az egyes 

keverékeknél a (6) összefüggés alapján számitott f 

értékeket.

Az egyes keverék oldatok esetén kiszámolt lg (f-i) 

értékeket a IgR függvényében ábrázoltuk (22.ábra).
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HL, táblázat

k(280) k(305) 1(305)Oldat f
2-10? M albumin
2'XOTfL M triton 
210 ц M album in + 
210 5 M triton

0,163
0,o59
0,2oo

0,o31
0,oo6
0,o25

0,841
2,573
3,389

0,ol31

5'10"?M albumin
5 Ю2 M triton 
5 10~? M albumin + 

♦510“v M triton

0,361
0,135
0,497

0,o33
0,olo
0,o45

1,753
6,256
7,828

0,o326

íaO  ̂M albumin
1 10 7̂ M triton 
1'-'102 M albumin 
+M0"4 M triton

0,o93
0,oo6
0,lo7

0,784
0,267
0,996

1,524
4,416
5,546

0,looo

2 10*j? M albumin 
2 10*4 M triton 
2‘102 M album in ♦ 
+2 Ю*"4 M triton

1,467
0,554
1,925

0,178
0,oll
0,138

2,231
6,9o3 0,lolo 
8,564

=55-10 
5 10 
5 = 10. 
+540̂

3,592 0,396
1,545 0,024
5,o43 0,432

M album in 3,59o
8,629 0,146o
13,156

*"4 M triton 
M album in + 
M triton

~5

1 10-t M albumin
1 10*j? M triton 
110"! M albumin ♦ 
+110"  ̂M triton

7,725
3,214

lo,373

0,922
0,o35
0,968

1,714
5,o95 0,1828
6,ol9

2 ‘ 10Í i albumin
2 10*j: M triton 
2'10*4 M albumin + 
+210"? M triton

3,o72
11,169 0,llol

1,441 
0,o64
1,579 13,169

14,386
6,654
20,585

5'10"Í M album in 34,585
5-102 M triton 17,121 
\^£3 J albumin ♦  49 368
♦510  ̂M triton '1

4,193
16,641
15,o8o

3,62o
0,291
4,025

0,4ooo

8 '10"t M album in
8°10"? M triton 
8 10*4 M album in + 
+8r10"p M triton

l,3ol
6,114
5,565

61,ol9
27,4ol
86,939

5,883
0,271
6,044

0,3322

1
r
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Az R-fc hasonló módon számoltuk ki,mint a lizozim+tri- 

ton X— 100 keverék oldatoknál.

2,0

1,5

1,0

0,5

о

0 2,52,01,5
IgR

22«ábra

A lg (értékek által me ghatározott egyenes 

meredeksége 1,?. üz azt mutatja, hogy a két komponens 
nem egyszerűen keverék oldatot alkot, hanem bizonyos mér-
tékű kötődés jön létre közöttük, Má s irányú vizsgálatok 
szerint az album in molekulán 10 olyan hely van,a-

hol képes megkötni az albumin a triton X-lOQ-t, abban az 

esetben, ha a triton koncentráció kisebb mint а с.ш.с.
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kétszerese és a triton/albumin mólaránya nagyobb mint ket-

tő, F.A.GRdciü [12 J megállapította, hogy a triton/albumin 

mó larány 10, akkor egy albumin molekula kb. 5 triton X-100 

molekulát képes megkötni. A különböző kötődési vizsgála-
tok szerint [12, 43, 59) a kötődés mértékét nem  csak a két 
komponens mólaránya határozza meg, hanem  a komponensek 

koncentrációi is. A 22.ábra szerint a koncentráció növe-

lésével nő az £ értéke, tehát feltételezhetjük, hogy 

egyre növekvő koncentráció esetén az albumin molekulák 
egyre több triton X-100 molekulát képesek megkötni és Így 

megnő az energiaátadás hatékonysága. Ily módon a szabad 
triton X-100 mo lekulák száma csökken és Így a c.m.c. na-

gyobb koncentrációk felé tolódik el, ugyanis a micellák 

csak akkor kezdenek kialakulni, am ikor a szabad molekulák 

koncentrációja eléri a c.m.c -neк megfelelő értékeket.
Az albumin molekula (ha feltételezzük,hogy gömb ala- 

o
kú) sugara (kb. 34 A) összemérhető a micellák sugarával 
(kb. 43 i [43J ) (ha feltételezzük, hogy a micella szin-
tén gömb alakú). így nem valószínű, hogy ebben a rend-
szerben micella-albumin kölcsönhatás létre jön. Annak el-

döntésére, hogy a c.m.c. feletti detergens koncentráció 

tartományban milyen a rendszer, mé g további vizsgálatok 

szükségesek.
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összefoglalás.

A fotoszintetizáló szervezetek tanulmányozása során 

gyakran kezelik a kloroplaaztisz szuszpenziokat detergen- 

sekkel, hogy különböző pigment-fehérje komplexeket tartal-
mazó frakciókat állítsanak elő, üíziaeig keveset tudunk ar-
ról, hogy a detergensek hogyan befolyásolják az Így kapott 

komplexek tulajdonságait. £ disszertációban a detergens- 

-fehérje kölcsönhatás szisztema tikus vizsgálatát tűztük
ki.

A lizozim és triton X-1Q0, valamint az albumin és 

triton X-1QO keverék oldatokban megvizsgáltuk a triton 

X-lOO-ról történő elektron gerjesztési energia átadásának 
hatékonyságát az oldatok koncentrációjának függvényében.

g kellett határoznunk a triton X-lOO  fluo-

reszcencia spektrumá t és abszolút kvantum hatásfokát,a- 

melynek értéke 0,3 280 nm-a gerjesztő fény esetén.
A koncentráció függvényében a triton X-10Ö fluoreszcen-

cia spektrumának eloszlás görbéje változik* a kritikus 

micella koncentráció feletti koncentráció tartományban 

megjelenik egy új fluoreszkáló komponens 3^0 nm-nélfa- 

melynek fluoreszcencia intenzitása növekszik a koncent-

ráció növelésével.

Megáiiapitottűk,hogy a lizozim + triton X-10Q rend-
szerben az energiáétadás hatékonysága a kritikus micel-

la koncentráció alatti detergens koncentrációk esetén a

iühhez
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molekulák közötti távolság reciprokának hatodik hatvá-

nyával arányos, mig a micellák megjelenése után gyakor-

latilag; állandó# Ez azt jelenti, hogy kis detergens kon-

centrációk esetén nincs kémiai kölcsönhatás a lizosim 

és a triton X-lOO molekulák között, és a lizozim  mole-

kulák csak a micellákkal vannak kölcsönhatásban# Ezeket 

a megállapításokat az enzimaktivitás méréseink is alá-

támasztják, amelyek szerint a kritikus micella koncent-

ráció alatt a lizozim aktivitása nem változik a keverék 

oldatokban, de ha a micellák jelen vannak, akkor kb#

60 %-a emelkedést lehet tapasztalni. Ezt a növekedést 

még elősegítheti az is, hogy a micellák "fellazítják" 
a szubsztrát falóban lévő kötéseket.

Az albumin + triton X-100 rendszerekben az energia- 

átadás hatékonysága az egész vizsgált koncentráció tar-

tományban a molekulák közötti távolság reciprokának má-

sodik hatványával arányos# Ez azt jelenti,hogy az albu-

m in és a triton X-1Q0 molekulák között kémiai kölcsön-

hatás lép fel.

Korábbi vizsgálatok szerint Cl2, 5S, ennek a kötő-
désnek a mértéke függ a két komponens mólarányától és 

koncentrációjától. Ezért rendszerünkben feltételezhet-

jük, hogy egyre növekvő koncentráció esetén az albumin 
molekulák egyre több triton X-10Q molekulát kötnek meg. 

így a szabad triton X-100 molekulák száma csökken, ami
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azt eredményezi, hogy a micellák száma is kevesebb lesz, 

és igy a kritikus micella koncentráció a nagyobb koncent-

rációk felé tolódik el. Az albumin mo lekula nagy méretét 

tekintve valószinü, hogy nincs micella-fehérje kölcsönha-

tás.

A két rendszerben kapott eredmények azt mutatják, 

hogy van kölcsönhatás a detergens és fehérje molekulák kö-

zött. Ez a kölcsönhatás nyilván befolyásolhatja a kloro- 

plasztisz frakciók egyes részecskéinek fluoreszcenciás és 

fо toszinte tikus tulajdonságait.
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Ez a disszertáció a József Attila Tudományegyetem 

Biofizikai Tanszékén készült. Köszönetemet fejezem ki 

dr.Szalay László tanszékvezető egyetemi tanárnak, hogy 

lehetővé tette ehhez a munkához szükséges kísérletek el-
végzését, valamint a mu nkám  során felmerült problémák 

megoldásét értékes tanácsokkal segítette.

Köszönettel tartozom dr.Várkonyi Zoltán adjunktusnak 

azért a sokoldalú és hasznos közvetlen segítségért»amelyet 

a vizsgálatok során felme rült problémák megoldásához nyúj-

tott.

Köszönetemet fejezem ki dr.Ketskeméty István tanszék-

vezető egyetemi tanárnak, aki lehetővé tette a mé rések egy 

részének elvégzését a Kísérleti Fizikai Tanszéken.

Köszönet illeti dr.Garay Andrást, az SzBK Biofizikai 

Intézetének igazgatóját, aki a mé rések egy részének el-

végzését lehetővé tette az SzBK-ban.

Köszönettel tartozom a technikai, illetve adminiszt-

rációs munkatársaknak az értekezés formai kivitelezése al-

kalmával végzett gondos ég lelkiismeretes munkájukért.




