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Egyszer(i gél-el6hivasi modszer mirozinaz enzimaktivitas detektalasahoz
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A mirozindz a Brassicaceae csaldd szamos tagjdban el6forduld enzim. Glikozinolat
vegylleteket hidrolizal, melyek azutan kulonféle illékony, bioaktiv vegyiletekké
rendez6dnek at pl.: nitrilek, tiocianatok, izotiocianatok. Az izotiocianatok jol ismertek
antimikrobidlis és antikarcinogén tulajdonsagaik miatt és ezen vegyileteknek
koszonhetjik szamos novény emberre gyakorolt jotékony hatdsat pl: Armoracia
rusticana (torma).

Kutatdsunk sordn azt a célt tliztiik ki magunk elé, hogy egy olyan egyszerU és
reverzibilis modszert fejlessziink ki, melynek segitségével detektalhatjuk a mirozinaz
aktivitdst PAGE és SDS-PAGE moddszerekkel elvdlasztott fehérjekivonatoknal. Az
el6hivo reagens elkészitéséhez metilvoros festéket hasznaltunk, amely intenziv voros
savokat produkadlt gliikozinoldtok enzimatikus hidrolizise sordn felszabadulé HSO4
ionok jelenlétében. Ezutan az aktivitast mutatd gélsavokat kivagtuk és szarmazékképzé
oldatban inkubaltuk annak érdekében, hogy bebizonyitsuk hogy az altalunk detektalt
reakcié valdban mirozinaz volt. LC-ESI-MS méréssel ezt sikerilt is bizonyitani az
inkubald oldatokban mirozindz enzim dltal létrehozott allil-izotiocianat volt
detektdlhatd.

A moédszert sikeresen alkalmaztuk elsésorban torma gydkerekbdl, illetve
egyéb Brassicaceae novények kiilonbozé részeibdl (pl.: mustar, kelbimbo, brokkoli)
készitett enzimkivonatokon. Ezenfelil tormabdl izoldlt endofiton gombak
enzimkivonataiban is sikerllt mirozindz-szerl enzimaktivitdst kimutatni. A
maddszeriink gyorsnak, egyszerlinek és hatékonynak mutatkozott, amellyel
detektalhatunk és részlegesen karakterizalhatunk gliikozinolat bontd enzimeket
kilonféle nehezen kivitelezhetd fehérjetisztitasi eljarasok nélkdl.
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