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Bevezetés

Az €16 szervezetekben lejatszodd biokémiai reakciokat katalizalé enzimek
masod-, harmad- és negyedleges szerkezete a reakcidk soran megvaltozik. Ismeretes
tény az is, hogy az enzimek aranylag enyhe hatasra (hd, sav, lig, detergensek hozza-
adasa stb.) elveszthetik eredeti nativ sajatossagaikat. A denaturacid alkalmaval a
fehérje gyakran kicsapddik az oldatbdl, egyes csoportok, amelyek az eredeti mole-
kulaban rejtve voltak, reakcioképesekké valnak, megsziinik a protein bioldgiai akti-
vitasa [1]. A szerkezetvaltozast tobb modszerrel vizsgaltak, tobbek k&zott az ab-
szorpcids a fluoreszcencia jellemz8kben tapasztalhato eltérések figyelemmel kiséré-
sével [2, 3]. . .

Célunk az volt, hogy kapcsolatot keressiink a peroxidaz enzim (HRP) esetében
a hémérséklet hatdsara létrejott enzimaktivitas valtozas és fluoreszcencia intenzitas-
valtozas kozott. :

A peroxidazrdl régen ismert, hogy egyike a leghSellenallébb enzimnek. A per-
oxidazmaradékoknak tulajdonitottak a kellemetlen szag kifejl6dését rosszul pasz-
torizalt savanyitmanyokban [4], és KAPLAN és mts-ai [5], valamint DASTUR és
mts-ai [6] a peroxidaz aktivitasat hasznaltak fel a savanyld gylimolesdk, mint alma,
korte és meggy megfelelé termikus kezelése kritériumaként.

A peroxidazoknak igen fontos fizioldgiai szerepiik is van, mint ismeretes, alta-
laban katalizaljak bizonyos vegyiiletek oxidalasat peroxid segitségével. A maga-
sabbrendii allatoknal és az embernél a 1étfontossagi jodozasi reakciok jo modelljéiil
szolgal [7, 8, 9], citokémiai modszerekkel sikeriilt kimutatni, hogy pajzsmirigyben
a tiroxin képz8dése helyén peroxidazok talalhatdk [10], és hasonlé mechanizmust
irtak le tengeri algak esetében is [11].

A peroxidaz teljes szekvencidja ma még nem ismeretes. WELINDER és mts-ai
[12] csak részben tartak fel az enzim aminosav sorrendjét, tovabba azt tudjuk, hogy
egy fehérje és egy hem részbdl all, mégpedig ugy, hogy a vas atom 6 koordinacids
helye kozil néggyel a pirrol gyiir{ik nitrogénjeihez k6tdik. A fennmaradé két kotés-
sel kapcsolddik az apoproteinhez, minden jel szerint egy karboxil csoporton és egy
hisztidin aminosav oldallanc imidazol gylir{ijén keresztiil.

A HRP fontos bioldgiai, fizioldgiai szerepe, ipari alkalmazasa indokoltta teszi
tulajdonsagainak, igy optikai tulajdonsagainak is jobb megismerését. Vizsgalatdhoz
a fluoreszcencias modszer azért is jelent8s [13], mert gyors, kényelmes, kevés anyag
felhasznalasaval [14,15] az objektum sériilése nélkiil alkalmazhatd.
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Vizsgalt anyagok és kisérleti médszerek

Vizsgalatainkhoz Nutritional Biochemical Corporation (Clevland) cég liofili-
zalt, haromszor kristalyositott tormagyokér peroxidaz készitményét hasznaltuk.
Ennek 1.107> M/l kocnentracidji neutralis trisz pufferes oldatat vizsgaltuk 5—95°C
hémérsékleti intervallumban. A fluoreszcencia szinképeket a JATE Biofizika Tanszé-
kén osszeallitott spektrofluoriméterrel {16], tulnyomorészt a gerjesztd fényre merd-
leges megfigyelés mellett temperalhaté kiivettaban vettiik fel. A peroxidaz aktivita-
sat [17] alapjan vizsgaltuk spektrofotometrikusan. Szubsztrat hidrogénperoxid, hid-
rogén donor a guajakol volt, termék pedig a tetra guajakol. Az aktivitasvaltozassal
jaré optikai denzitasvaltozast egy Optica Milano CF4DR tipusu spektrofotométeren
470 nm-nél figyeltiik meg.

Meérési eredmények. Diszkusszio

Mi a peroxidaz enzim aktivitasat 10—90 °C hémérsékleti tartomanyban hata-
roztuk meg. Melegitéskor az enzim aktivitisa novekedett egészen 38 °C-ig. Itt érte
el a maximumot, amit 100%-nak vettiink. A hémérséklet tovabbi novelésével az akti-
vitas egyre csbkken és 75°C-nal gyakorlatilag megsziinik. A 90 °C-ig felmelegitett,
majd lehiitott oldat 75 °C-nal kezd ismét aktivva valni és 40 °C koril éri el a maxi-
malis aktivitast, amely az eredetinek mintegy 40%-a. Ez arra utal, hogy a peroxidaz
a hdmérséklet hatasara létrejott konformacios valtozas utan is még jelent8s bioldgiai
aktivitassal rendelkezik, amely a konformacids valtozas részben reverzibilis voltat
igazolja. (1. abra)

Ha a melegitést csak kb. 45°C-ig végeztiik, a visszahiitéskor kapott aktivitas-
értékek megegyeztek a melegitéskor kapott értékekkel.
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Az enzimaktivitasmérésekkel parhuzamosan fluoreszcencia intenzitisméréseket
is végeztiink. A [18] alapjan megallapitast nyert, hogy annak ellenére, hogy a peroxi-
daz molekuldban tirozin és triptofan is van, ha mindkét aminosav gerjeszt3dik,
a tirozin fluoreszcencia intenzitdsa meglepSen sokkal nagyobb, mint a tiprofané.
A fluoreszcencia szinképekben a 305 nm illetve 350 nm-es savokat vizsgaltuk, me-
lyek a tirozin illetve a triptofdn fluoreszcencidjahoz rendelhetdk. Z,..;=276 nm-nél
a 305 nm-es tirozin csucsot, A,,; =290 nm-nél a 350 nm-es maximummal rendelkezd
triptofan fluoreszcenciat néztiik a hémérséklet fiiggvényében. Mérési eredményein-
ket a 2. 4bra mutatja.

A 305 nm-es maximumértékek nagysaga kb. 45°C-ig és 55 °C felett jelentSsen
csokken, a 45—55°C tartomanyban pedig kézel valtozatlan. Ugyancsak a fluoresz-
cencia intenzitasok csdkkenését tapasztaltuk 350 nm-nél is, bar itt a 45—60°C
hémérsékleti tartomanyban tekinthet6k a fluoreszcencia intenzitisok gyakorlatilag
valtozatlanok. Ehhez hasonlé jelenséget tapasztaltak BARENBOIM és mts-ai [19]
ribonukledz esetén, amelyet a konformacids valtozaskor fellépd tirozil-karboxilat
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hidrogén kotések felszakadasaval értelmeznek. A gorbék alapjan gy tiinik, hogy
a konforméaciés valtozas mar 40—45°C-nal megkezdédik és hosszabb ideig tart.

Azintenzitasok mérését a 90 °C-ra melegitett oldat hiitésekor is elvégeztiik. A hii-
téskor kapott intenzitasértékek a melegitéskor kapott értékekhez hasonléan véltoz-
tak, de az eredeti értéknél alacsonyabbakat vettek csak fel.

A 45°C-rdl torténd visszahiitéskor mért intenzitasértékek megegyeztek a mele-
gitéskor felvett értékekkel.

Az aktivitas és fluoreszcenciaintenzitis mérései alapjan megallapithatjuk, hogy
a fluoreszcenciaintenzitdas — h&mérséklet gorbe menetébdl meg tudjuk hatarozni
azt a hdmérsékleti intervallumot, ahol az enzim elveszti bioldgiai aktivitasat, tovibba
a hiitéskor kapott értékek reverzibilitisinak mértékéb4l kovetkeztetni tudunk a
konformacids atalakulas jellegére. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak azok-
kal, amelyeket GABEL és mts-ai [20] kimotripszinnél, valamint PERLMANN [21] pepszi-
nogén oldat esetén tapasztalt.

A fluoreszencia €s enzimaktivitas mérési eredmények tovabba Osszhangban van-
nak az abszorpcidra [22], valamint az enzim tisztasigi fokanak a hémérséklettdl vald
fiiggésére kapott eredményekkel [23]. Mindegyik moddszerrel azt kaptuk, hogy a
konformacios valtozasok esetén a gorbék menete megvaltozott.

Osszefoglalas

Peroxidaz-oldat esetében a parhuzamosan végzett fluoreszcencia és aktivitas-
mérések azt mutattak, hogy a 45 °C-ig torténé melegités utan, amikor még nem jott
1étre konformacids valtozas, hiitéskor az aktivitas és a fluoreszcencia értékek is 100 %-
osan helyreadlltak. A konformacids atmenet utan, a hitéskor kapott értékek elté-
réek a melegitéskor kapott értékektSl, de méréseink alapjan megallapithatjuk, hogy
a fluoreszcencia intenzitasok mérése az aktivitds mérésekkel kapcsolatban alkal-
mas eszk6z a konformacids atmenet hémérsékleti intervallumanak és a folyamat
jellegének a meghatarozasahoz.
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EFFECT OF TEMPERATURE ON ACTIVITY
AND FLUORESCENCE OF HORSERADISH PEROXIDASE
K. Bajusz and Z. Vdrkonyi

Parallel fluorescence and activity measurements on peroxidase solutions showed that after
heating to 45 °C, when there was still no conformational change, the activity and fluorescence
intensity values were retained 100% on cooling. After the conformational transition the values ob-
tained on cooling differed from those obtained on heating, but our results indicated that the measu-
remerit of the fluorescence intensities, in agreement with the enzyme-activity measurements, is a
suitable means of determining the temperature interval of the conformational transition and the
irreversible or reversible nature of the process.

DER EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE PEROXYDASE AKTIVITAT
UND DIE FLUORESZENZ DER MERETTICHWURZEL

K. Bajusz—Z. Virkonyi

Parallel durchgefithrte Fluoreszenz- und Aktivitatsmessungen in Peroxydaselosungen haben
gezeigt, dass nach der Erwdrmung bis zu 45 °C, wenn Konformationsdnderungen noch nicht auf-
petreten sind, beim Abkiihlen die Aktivitdtswerte und auch die Fluoreszensintensitdtswerte hundert-
errozentig wiederhergestellt werden. Nach dem Konformationsiibergang weichen die beim Kiihlen
vohaltenen Werte von den bei der Erwirmung erhaltenen Werten ab, doch kann aufgrund unserer
Eirliegenden Messungen festgestellt werden, dass die Messung der Fluoreszenzintensititen in
unklang mit den Enzymaktivititsmessungen ein geeignetes Mittel zur Bestimmung der Tempera-
tgrintervalls des Konformationsiiberganges und des irreversiblen bzw. reversiblen Charakters des
Vorganges darstellt.

BIAVAHUE TEMIIEPATYPbI HA AKPUBU3AL WO MNEPOKCHUIA3bL
1 ©JIFOOPECHIEHUIMIO KOPHA XPEHA

T. bawc, 3. Bapronu

B cnyvae pacTBOpa OEPOKCHIAA3bl IPOBOAMMBIE NMApaJUIeIbHO M3MEPeHUs (DIIOOPECUECHIMA
M aKTMBHOCTH MOKa3ali, YTO TPH OXJIAXKACHWH Nocie HarpeBanus 1o 42°C, xorja enié He HacTy-
naer KoHGOPMALKMOHHOE U3MEHEHHE, TIOKA3aTelld aKTUBU3ALMH M MHTCHCHBHOCTY (IIFOOpECHEHLIMA
TaKke BoccTaHaBnuparorcs na 100%. IlokasaTeny, TOJIyYeHHbIE DY OXJIAXKIAEHUU TIocie XoHMop-
MALMOHHOTO Tiepexofia, OTINMYAIOTCA OT TOJIYUYEHHBIX TIPM HArpeBAHMM, HO Ha OCHOBAHMH HALUMX
M3MEPEHHUI MOXHO YCTAHOBHTh, YTO M3MEPEHHE UHTCHCHUBHOCTH (UIHOOPECLIEHLIMN COBMECTHO C W3-
MEPEHHSAMH aKTHBHOCTH 3H3MMA MOXeET ObITh UCTIONB30BAHO AJIA ONpPEAETEHUs TEMHIEPATYPHOTO
MHTepBaia KOHDOPMALMOHHOrC Tiepexoaa U 06paTHMOTO WK HeOOPATHMOrO XapakTepa MpoLecca.
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