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Bevezetés, irodalmi dttekintés

Az €16 szervezetekben vegbemeno valamennyi folyamat specidlis, az él6re jel-
lemz3 fehérjekatalizatorok, enzimek hatdsdra folyik le. Igy a proteinek kozvetleniil
szerepet jatszanak minden ismert bioldgiai folyamatban, és ezzel a proteinek struk-
tiraja és funkcidja kézotti kapesolat a molekularis bioldgia kutatdsinak egy érdekes
&s fontos teriiletévé valt. E teriilet megkozelitése szimos biofizikai és biokémiai mdd-
szerrel lehetséges. A funkci és a szerkezet kapcsolata vizsgélatanak egy fontos méd-
szere a fluoreszcencias vizsgalati méd, amely dinamikus, ugyanakkor érzékeny eszkozt
szolgéltat a proteinek allapotaban, strukturdjdban, mikrokérnyezetében bealls valto-

. zasok tanulményozasihoz, €s bizonyos felvilagositist képes adni a biokémiai folya-
matok lefolyasardl is [1]. A fluoreszcencids mddszer eldnye més moédszerekkel szem-
ben tovabbi az, hogy gyors, kényelmes, kevés anyag felhasznalésaval az objektum
sériilése nélkiil alkalmazhat6. (Pl Perlmann [2.] 1%-o0s pepszinogén oldatot hasznalt
az Optlkal forgatas tanulményozasahoz, és mindGssze 0025% -0s oldatot a fluor-
eszcencia tanulmanyozasara.)

Az enzimek esetében a hémérséklettSl valé fiiggés ismerete és vizsglata azért
jelent8s, mert az enzimek bioldgiai hatdsit, miik6dését minden olyan fizikai jellemzd
befolyasolja, amely rajuk, mint fehérjemolekuldkra hatdssal van. A hOomérséklet
emelésével pedig a proteinek kénnyen elveszthetik eredeti, nativ tulajdonsagaikat,
olyan konformécids valtozasok johetnek létre, amelyek utan a fehérjék mar biolégiai
aktivitassal nem rendelkeznek [3.].

Vizsgélati anyagul a lizozimet valasztottuk, amely megtalalhato a tyuktOJas
fehérjében, de el6fordul az €16 szervezet kiilénb6zs valadékaiban; pl. kénny, nyal,
stb. [4.] is. A glikozidazok kozé tartozik, amelyekre jellemz3, hogy a glikozidokban,
az: 6sszetett cukrokban és a poliszaharidokban eléfordulé glikozidkotést hasitjak fel
vizfelvétel kézben [5.]. A lizozim, amely ezen enzimek koziil kittinik magas héstabili=
tasaval, acetilaminopoliszaharidokat ‘hidrolizal [4, 5.]. Iparban t6bb helyen is hasz-
nalt pl. az élesztébdl t6rténd enzimkinyerésnél. Minthogy az invertdz €s a laktaz
endo-enzimek, ezek csak-a sejtek elroncsolasa (pl d6rzsolés) vagy aut011z1se utén hoz-
zaferhetok sejtfeltarasra.lizozimet is hasznélnak [5.].

. A lizozim fluoreszcencia jellemz&inek hémérséklet okozta valtozasaval tobb
szerzo foglalkozott Gally és Edelman [6] eredményelvel megegyezoen Joly 17. ],
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Turoverov és munkatarsai [8.], Konev [9.] és Chen [10.] is arra a megillapitasra
jutottak, hogy a lizozim fluroreszcencidjanak termikus kioltasi gorbéje 15°—55 °C-ig
pH 2,3 és 6,4 k6z6tt majdnem linedris, s6t [11.] fiiggetlennek taldltak pH 6,04 és
8,5 kozott is. A fluoreszcencia intenzitds hdmérséklettel valé valtozasanak linearis
volta Osszhangban van azzal, hogy ebben a pH tartomdnyban a hémérséklet-emelke-
dés nem eredményez strukturalis valtozast [12., 13.]. Ebben a tartomanyban a valto-
zasok reverzibilisnek mutatkoztak.

Célunk az volt, hogy a tanulmanyozott enzim esetében egyiitt vizsgaljuk a
fluoreszcencia spektrumot és az enzimaktivitast, és a jellemz6k alapjin vonjunk le
kovetkeztetést a konformaciés atalakulas hémérsékleti intervallumardl, az atmenet
reverzibilitisardl és meghatarozzuk az dtmenet termodinamikai paramétereit.

Vizsgdlt anyagok és kisérleti médszerek

Vizsgalatainkhoz Nutritional Biochemical Corporation (Cleveland) cég lizozim
készitményét hasznéltuk, amely haromszor kristalyositott 6000—10000 egység/mg
aktivitasi. Aminosav szekvenciaja és szerkezete j6l ismert [14.], fluoreszcenciajara
viszonylag sok irodalmi adat is a rendelkezésiinkre 41lt, s4t fluoreszcencia jellemz8inek
a valtozasat is vizsgiltdk mar bizonyos hémérsékleti tartomanyban és pH értékek
esetén [6., 11, 10., 8., 7., 15.].

. A fluoreszcencia szinképeket a JATE Biofizika Tanszékén osszedllitott spektro-
fluoriméterrel [14.], tilnyomdrészt a gerjesztd fényre merdleges megfigyelés mellett
temperalhatd kiivettaban vettiik fel.

A lizozim aktivitdsit spektrofotometrikusan vizsgaltuk [16.]. Szubsztritként
Micrococcus Lysodeikticus (Worthington Biochemical Corporation, Freehold,
New Jersey) készitményt hasznaltunk. Az aktivitasvaltozassal jaré optikai denzitas-
valtozast egy Optica Milano CF4DR tipust spektrofotométeren 650 nm-nél figyel-
tiik meg. A mérés sordn az oldat melegitése folyamatosan tortént. A leolvasast mindig
akkor végeztiikk, amikor az oldat a kiivettidban felvette a kivint h8mérsékletet.
A 90 °C hdmérséklet elérése utan az oldatot azonnal hiiteni kezdtiik. -

Mérési eredmények, diszkusszié

~ Meghataroztuk a lizozim-oldat fluoreszcencia szinképeit 10—90 °C hdmérsékleti
intervallumban ugy, hogy a hGmérsékletet 5 °C-onként emeltiik. Az 1 X10~% M/1 kon-
centracidju lizozim oldat (pH =8,04) emisszids szinképeit (Ag.,; =290 nm) az 1. abra
mutatja. A hdmérséklet emelése soran azt tapasztaltuk, hogy kb. 50 °C-ig melegitve
az oldatokat a spektralis eloszlas jelentGsen nem valtozott. Magasabb hémérsékleten
azonban eltérés mutatkozott a spektralis eloszlasban és csekély mértékii maximum
eltolédas is tapasztalhaté a hosszabb hullimok felé. A spektrum hosszithullimu
eltolédasa Barenboim és munkatarsai [17.] 4ltal a tripszinre talalt eredményekhez
hasonldan arrdl tanuskodik, hogy a triplofain maradvinyok, amelyek a nativ makro-
molekulinal hidroféb koérnyezetben vannak, atmenet koévetkeztében az olddszer
szamara hozzaférhetdvé valnak, és ez a makromolekulak szétszakadisarol tanusko-
dik. Masrészt oka lehet az is [18.], hogyha a makromolekula rezgési energiaja jelents-
sen megnd, és az intramolekularis kotések a h8mérséklet emelése kovetkeztében
meggyengiilnek, a gerjesztés pillanataban létrejéhet a molekula denaturacidja, vagy a
molekula mas nagyobb potencialis energidnak megfeleld mddosulatba mehet at.
A spektrum enyhe kiszélesedése pedig kapcsolatban lehet a tirozin maradvanyok ha-
tasanak megnovekedésével a fluoreszcencia spektrumban [17.]. .
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2. dbra. 1X10-% M/1 k(;ncentréciéjﬁ foszfat pufferes (pH 8,04) lizozim oldat fluoreszcencia
maximumai onkényes egységben a hémérséklet fiiggvényében 290 nm-es gerjesztésnél
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3. dbra. A lizozim 1X10-% M/1 koncentraciéja pH 8,04-e§ foszfat pufferes oldatanak
fluoreszcencia maximumai a hémérséklet fiiggvényében (0-melegitéssel nyert adatok, 4-90 °C-ra
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A 80—90°C-ra felmelegitett, majd lehiittt oldatok ﬂuoreszcencm spektrumal-
nak alakja hasonld volt'a melegltéskor kapottakéhoz. .

A fluoreszcencia spektrumokat ugy is felvettiik, hogy az 50°C-ra melegitett oldato-
kat hiitéttik le. A hiitve, illetve melegitve felvett spektrumok alakjaban nincs kiilonbség.

A 290 nm-nél gerjesztett fluoreszcencia spektrumok maximumai a hdmérséklet
novelésével jelentdsen csokkentek (2. 4bra). Ez a csékkenés kb. 40—45 °C-ig monoton
itt az egyenes irdnytényez8je —0,9. Kb. 40—45°C-nil a gbrbe irAnya és mere-
deksége megvaltozott, az irdnytényez most —0,4.

Melegitéskor a fluoreszcencia intenzitas jelentdsen csokkent (3. 4bra), mlg
visszahiitéskor csak csekély mértékben névekszik. Visszahiitéskor az intenzitds jéval
-kisebb, mint ugyanazon a hdmérsékleten melegitéskor volt. A visszahfités ésa mele-
gités kozotti kiilonbség a hé okozta irreverzibilis valtozasrol tandskodik.

A fluorészcencia 340 nm-nél mért intenzitdsa megegyezett a melegitéskor kapott
értékekkel. Tehat 50 °C-ig a melegités hatisira az enzimben maradandé véltozas
nem kovetkezett be, azaz a valtozas reverzibilis, eltéren a magasabb h8mérsékletre
térténd melegitést8l. Az 50 °C-rél torténd visszahiitéskor kapott eredmények arrdl
tanuskodnak, hogy ebben a h&mérsékleti intervallumban tisztan h&mérsékleti
kioltassal van dolgunk.

Az emissziéméréssel parhuzamosan meghatdroztuk az 1X10~ 5 M/1 koncent-

‘raciéji és 8,04 pH-ju lizozimoldat aktivitasit is %-ban, a homerséklet fliggvé-
nyében (4. abra).
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Az aktivitis kb. 35 °C-nal éri el a maximumat, 10—35 °C-ig jelentds ndvekedést
35 °C felett pedig nagymértékii csokkenést mutat a hémérséklet emelésekor. Az enzim
60 °C kérnyékén mar teljesen inaktivva valik. Az oldat visszahiitésekor mért értékek
— bar csekély mértékben — 35 °C-ig szintén novekednek, majd csékkennek, de a
~hiités utan kapott maximalis aktivitis értéke a melegitéskor kapott maximum érték-
:nek csupdn 5%-a.

Az aktivitas és a fluoreszcencia intenzitas mérese1 alapjan megallaplthat_]uk hogy
.a fluoreszcencia intenzitds — hOmérséklet gorbe menetérs! meg lehet hatarozni azt
.a hdmérsékleti intervallumot, ahol az enzim elveszti bioldgiai aktivitasat. A hiitéskor
kapott értékek reverzibilitisanak mértékébdl pedig kovetkeztetni tudunk a konfor-
-macids dtalakulas jellegére. Ezek az eredmények Osszhangban vannak azokkal, ame-
lyet Gabel és munkatarsai [19.] kimotripszinnél, valamint Perlmann [2.] pepszinogén
oldat esetében tapasztaltak.

Osszefoglalis

Parhuzamosan végzett fluoreszcencia és aktivitismérések azt mutattak, hogy a
lizozim oldat aktivitisinak €s fluoreszcencia intenzitisinak az értéke teljesen helyre-
All, ha az oldatot 50 °C-ig térténd melegités utan hiitjiik. Ekkor még nem jott létre
konformacids valtozas. Az 50—90°C tartomanyban a valtozasok irreverzibilisek.
A fluoreszcencia intenzitasok mérése és Osszevetése az aktivitis mérésekkel alkalmas
eszk0dz a konformacids atmenet hémérsékleti intervalluménak és a folyamat jellegé-
nek a tanulményozasara.

IRODALOM

1. Styer, L.: Science 162, 526, (1968)
2 Perlmann, G. E.; Biopolymers Symposia No. 1 pp 383 (1964)
3 Straub F. B.; Biokémia Medicina Konyvkiado, Bp., 1961.
4 Rapoport, S. M.; Medizinische Biochemie, VEB Verlag Volk und Gesundheit, Berlin, 1969.
S. Dr. Tolnay P.; Ipari enzimologia. Miiszaki Konyvkiadd, Bp., 1963.
6. Gally, J. A., Edelman, G. H.: Biochim. Biophys. Acta 60, 499, (1962)
7. XKoau, M.: ,,®ra3nayeckas Xumas aeHatypausu Gembkos,” Mup, Mocksa, 1968,
8. Barenboim, G. M , Domanskii A. N., Turoverov K. K.: ,,Luminescence of biopolymers and cells”
Plenum Press, New York—London, 1969.
9. Konev, S. V.: Dok . Akad. Nauk. SSSR 116, 594, (1957)
10. Chen, R. F.. ,,Fluorescence: Theory, Instrumentation and Practice’> M. Dekker, Inc. New York,
1967.
11. Steiner, R. F., Edelhoch G. H.; Biochim. Biophys. Acta 66, 341, (1963)
12. Donovan, J., Laskowski M., Jr and H. A. Scheraga: J. Am. Chem. Soc. 82, 2154, (1960)
13. Tanford, C., Wagner M.; J. Am. Chem. Soc. 76, 3331, (1954)
14. Vdrkonyi Z—Kovdcs K.; Acta Biochim. et Biophys Acad. Sci. Hung. 7, (1972)
15. Konev, S. V.: Fluorescence and Phosphorescence of Proteins and Nucleic Acids. Plenum Press,
New York, 1967.
16. Schugar, D.; Biochim. Biophys. Acta 8, 302, (1952)
17. Bapeutoiim, I'. M., Coxoaenxo, B. A., Typesepos, K. K.: Llutonorna 10, 636, (1968)
18. Ljovsin, V. L.; Folyékony és szilard anyagok fotolumineszcenciaja. Akadémiai Kiado, Bp., 1956.
19. Gabeli D., Steinberg I. Z., Katschalki E.: Biochemistry 10, 4661, (1971)

42



EFFECT OF TEMPERATURE ON THE FLUORESCE NCE AND
ENZYMATIC ACTIVITY OF LYSOZYME

K. Bajusz and Z. Virkonyi

Parallel measurements of fluorescence and activity showed that the values of the activity and
the fluorescence intensity of a lysozyme solution were fully restored if the solution was cooled after
heating to 50 °C; no conformational change had as yet taken place. In the range 50—90 °C the
changes were irreversible. Measurement of the fluorescence intensities and their comparison with
activity measurements is a suitable means of studying the temperature interval of the conformation
transition and the nature of the process.

DER EINFLUSS DER TEMPERATUR AUF DIE FLUORESZENZ UND
ENZYMAKTIVITAT DES LYSOZYM

K. Bajusz—Z. Virkonyi

Parallel angestellte Fluorsezenz~- und Aktivititsmessungen haben gezeigt, dass die Aktivitit
und Fluoreszenzintensititswerte der Lysozymldsung vollkommen wiederhergestellt werden, wenn die
Losung nach Erwidrmen auf 50 °C gekiihlt wird. Zu dieser Zeit ist noch keine Konformations-
anderung eingetreten. Im Temperaturbereich von 50—90 °C sind die Verinderungen irreversibel.
Die Messung der Fluoreszenzintensititen und ihr Vergleich mit den Aktivititsmessungen stellen
ein geeignetes Mittel zum Studium des Temperaturmtervalles des Konformationsiiberganges und
des Charakters des Vorganges dar.

BIIMSIHUE TEMIIEPATYPBLL HA CDJ'IYOPECI_IEHIII/IIO JIN303UMA
U AKTUBHOCTH DH3NMA

T. baiiyc—3.—Bapxonu —~—

[IpoBooUMble MAPAUICNHHO M3MEPEHHs (IIYODECIEHIMA ¥ AKTHBHOCTH CBHACTENBCTBYIOT
0 TOM, YTO NOKa3aTeldb aKTHBHOCTH PAaCTBOPAa JIM303MMa K MHTEHCHBHOCTH (IyopecleHIMEA moi-
HOCTBIO BOCCTAHABIIMBAIOTCS, €CH TIocie momorpesaruss o 50 °C pacTBOD JIM303HMA MOIBEP-
TaJICA OXJIAXICHHIO, TaK KaK IIPH 3TOM emé He MpOM30ILIo u3MeHeRHe kornbopMammun. B ofmacta
Temuepatyp oT 50 Ao 90 °C usMeHeHms yxe HeoOpaTEMbl, M3Mepenus HHTEHCHBHOCTH (iryopec-
HEHIMM ¥ CONMOCTABICHAC MX C H3MEPCHHAMY AKTHBHOCTH SBISETCA OJHUM H3 [E/IeCOOGPa3HbBIX
nyTe#l HWCCIEeROBAHHS TEMIEPATYDHOrO HHTEPRAia M XapaKrepa mpouecca KOHGOPMaIUOHHOTO
obpamenns (mepexona).
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