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BEVEZETÉS

Az élő szervezetekben végbemenő valamennyi fo­

lyamat speciális, az élőre jellemző fehérjekatali­

zátorok, enzimek hatására folyik le. így a protei­

nek közvetlenül szerepet játszanak minden ismert 

biológiai folyamatban, és ezzel a proteinek struktú­

rája és funkciója közötti kapcsolat a molekuláris 

biológia kutatásának egy érdekes és fontos terüle­

tévé vált. E terület megközelitése számos biofizi­

kai és biokémiai módszerrel lehetséges. A funkció és 

szerkezet kapcsolata vizsgálatának egyik fontos mód­

szere a fluoreszcenciás vizsgálati mód, amely dina­

mikus, ugyanakkor érzékeny eszközt szolgáltat a pro­

teinek állapotában, struktúrájában, mikrokörnyezeté- 

ben beálló változások tanulmányozásához, és bizonyos 

felvilágositást képes adni a biokémiai folyamatok le­

folyásáról is. A fluoreszcenciás módszer előnye /1/ 

más módszerekkel szemben továbbá az, hogy gyors, ké­

nyelmes, kevés anyag felhasználásával az objektum 

sérüléae nélkül alkalmazható.

Vizsgálataink célja az volt, hogy megvizsgáljuk, 

hogyan változnak a fluoreszcencia jellemzők, és az 

aktivitás a fehérje oldat hőmérséklete megváltozásá­

val, van-e változás a szabad fluoreszkáló aminosav 

viselkedéséhez képest, és megkíséreljünk kapcsola-



tot találni a fluoreszcencia jellemzők megváltozá­

sa és a fehérje szerkezete és funkciója között.

A vizsgált enzimek esetében a hőmérséklettől 

való függés ismerete és vizsgálata azért jelentős, 

mert az enzimek biológiai hatását, működését minden 

olyan fizikai jellemző befolyásolja, amely rájuk, 

mint fehérje-molekulára hatással vannak. A hőmérsék- 

iet emelésével pedig a fehérjék könnyen elveszthetik 

eredeti, nativ tulajdonságaikat, olyan konformációs 

változások, jöhetnek létre, amelyek után a fehérjék 

már biológiai aktivitással nem rendelkeznek /2/.

Széles körben tanulmányozták azokat a proteineket, 

amelyek triptofánt tartalmaznak és fluoreszcenciájuk 

a bennük lévő indol gyűrűtől ered pl. /3; 4/ . E

csoportba tartozó fehérjéket az jellemzi, hogy amig 

a fehérjék szerkezete nem változik, a fluoreszcencia 

intenzitás monoton csökken a hőmérséklet növelésével, 

de a strukturális átmenet tartományában a hőmérsék­

lettől való függést mutató görbe iránya jellegzete­

sen megváltozik. E tartományt sok esetben a fluoresz­

cencia spektrum maximum helyének eltolódása, a spekt­

rum kiszélesedése is jellemzi pl. /5/ .

A tirozint tartalmazó fehérjéknek pl. ribonuk- 

leáznalc, inzulinnak, stb. a tirozin fenol gyűrűjétől



eredő fluoreszcenciája hőmérsékleti függését keve­

sebben vizsgálták pl. /3; 5/ . Ezeknél a konformációs

változás hőmérsékleti tartományában nem tapasztaltak 

maximum eltolódást, csupán intenzitásváltozást.

.Vizsgálati anyagként a fehérjék e két csoportjá­

nak egy-egy reprezentánsát, a lizozimet és a torma­

gyökér peroxidáz enzimet választottuk.

A lizozim fluoreszcencia jellemzőinek hőmérsék­

lettől való függését a konformációs változás bekövet­

kezéséig már többen vizsgálták pl. /3; 4; 6/ stb. , 

azonban célszerűnek látszott a hőmérsékleti inter­

vallumot kb. 90°C-ig kiterjeszteni.

A peroxidázt, amelynek fényelnyelését és fluo­

reszcenciáját a hőmérséklet függvényében ezideig 

még nem vizsgálták, azért is választottuk vizsgá­

latunk tárgyául,' mert ennek az enzimnek a fluoresz­

cenciájában mind a tirozin, mind a triptofán fluo­

reszcenciája megjelenik, sőt alkalmas gerjesztő hul­

lámhossznál elkülönülten az egyiké vagy a másiké 

/7/. Célunk itt is az volt, hogy együtt vizsgáljuk 

a fluoreszcencia spektrumot, az abszorpciós spektru­

mot és az enzimaktivitást, és a jellemzők alapján von­

junk le következtetést a konformációs átalakulás hő- 

mérsékleti intervallumáról, az átmenet reverzibili- 

tásáról és meghatározzuk az átmenet termodinamikai 

paramétereit.



l.§ A KORÁBBI VIZSGÁLATOK KRITIKAI ÁTTEKINTÉSE

A fehérjék belső, önálló fluoreszcenciájának ta­

nulmányozása jelentősebb mértékben az 1950-es évek 

második felétől kezdődött. A fehérjék önálló fluo­

reszcenciáját közel egyidőben három, egymástól füg­

getlen kutatócsoport fedezte fel: DUGGAN és UDENPRIEND 

/8/; SHORE és PARDEE /9/ 1956-ban, VLADIMIROV és KONEV 

/10/ 1957-ben.

TEALE /11/ és WEBER /12/ vizsgálatai révén vált 

ismertté, hogy a fehérjék belső fluoreszcenciáját az 

aromás aminósavak eredményezik. Ezek közül is jelen­

tősebb a fenilalanin ( Phe), a tirozin (Tyr) és a trip- 

tofán (Try). Korábban csak ezeknek tulajdonították 

a proteinek belső fluoreszcenciáját. Az azóta vég­

zett vizsgálatokból már ismert, hogy távolabbi UV- 

-tartományban más aminósavak is fluoreszkálnak, de 

igen kis hatásfokkal /13/. Az előbbi három aminosav 

közül a fenilalanin emisszióját nagyon kicsiny ha­

tásfoka miatt (0,04) nativ fehérjékben még nem si­

került kimutatni. A tirozin és triptofán jelenléte 

esetén az emissziós spektrum domináns módon a trip­

tofán spektruma /11; 12/. Még humán szérumalbumin 

esetében is, amely csupán egyetlen triptofánt tar-
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talmaz, viszonylag bonyolult analizis szükséges 

ahhoz, hogy 17 tirozinnak a fluoreszcenciához való 

hozzájárulása kimutatható legyen. Azóta azonban 

már ezzel ellentétben pl. KONEV /14/ igaz ugyan, 

hogy csak gyenge vállként, de 310-320 nm között meg­

találta a tirozin fluoreszcenciáját olyan proteinek­

ben, melyek triptofánt is tartalmaznak. A tormagyö­

kér peroxidáznál pedig annak ellenére, hogy a pero- 

xidáz molekulában tirozin és triptofán is jelen van, 

a tirozin fluoreszcencia intenzitását sokkal nagyobb­

nak találták, mint a triptofánét /7/.

A 60-as évektől kezdődően számos szerző vizsgál­

ta a különböző, főképp triptofánt tartalmazó prote­

inek fluoreszcencia jellemzőit. Azok a széleskörű 

eltérések, amelyeket a különböző fehérjék között talál­

tak, mind a kvantumhatásfok, mind az abszorpciós és 

a fluoreszcencia maximumainak hullámhosszában, arra 

mutatnak, hogy a triptofán csoportok szükebb környe­

zete jelentős tényező a fluoreszcencia sajátosságok 

szempontjából. Mind ezek a jellemzők nagy mértékben 

függnek a különböző kémiai, fizikai paraméterektől: 

pH; hőmérséklet, oldószer minősége, koncentráció, 

stb. Miután a molekulák környezetében beálló válto­

zások befolyásolják a molekulák szerkezetét és a fluo­

reszcencia jellemzőket, ezért ez utóbbiakat fel le-
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hét használni a protein molekula szerkezetének a 

tanulmányozására.

Már korábban észrevették, hogy a hő hatására 

létrejött konformáciős változás feltűnő változást idéz 

elő a fluoreszcenciában, igy - mint azt már STEINER 

és EDELHOCH /4/ is javasolta - a fluoreszcencia jel­

lemzők megfigyelése gyors és érzékeny eszközt szol­

gáltathat a proteinek állapotáról, struktúrájáról 

és a mikrokörnyezetében beálló változásokról. A 

vizsgálatok végrehajtása gyors és egyszerű, különösen 

más, kiegészítő módszerekkel kombinálva meglehetősen 

részletes információt ad a proteinekről /15/.

A fehérjevizsgálatok során problémaként vető­

dött fel és még jelenleg sem eldöntött kérdés, hogy 

a belső fluoreszcenciával rendelkező aromás aminosa- 

vak megörzik-e, és milyen mértékben őrzik meg fluo­

reszcencia sajátságaikat, amikor beépülnek a bonyolult 

fehérjemolekulába. Az értekezés egyik célja, hogy 

erre a kérdésre kíséreljen meg választ adni lizozim 

és peroxidáz esetében. Ebből a célból megnézzük a 

szabad aminosavak, a fenilalanin, a tirozin és a trip- 

tofán fluoreszcencia jellemzőit is a hőmérséklet és 

a hidrogén ion koncentráció függvényében.
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1.1. Aromás aininosavak fluoreszcencia jellemzőinek

hőmérsékleti függése

a./ A triptofán és a tirozin fluoreszcencia

jellemzőinek hőmérsékleti függését össze­

foglalóan GALLY és EDE MAN /3/ közölte. Az 

általuk végzett kísérletek során a triptofán 

koncentráció 4 Alg/ml, a tirozin koncentrá­

ció pedig 20,/Ug/ml volt, amelyek kisebbek 

azoknál a koncentrációs értékeknél, ahol 

koncentrációs önkioltás léphetett volna fel. 

TUROVEROV és munkatársai vizsgálataikat 

10 -10 M/l koncentrációs tartományban

végezték /5/, mert tapasztalatuk szerint 

ebben a tartományban a fluoreszcencia jel­

lemzők hőmérsékleti kioltásának a menete 

független volt a koncentrációtól.

A /3/-ban leirt tirozin és triptofán 

oldatok fényabszorpció.ia a 20-80°C hőmér­

sékleti intervallumban 1%-nál kisebb mérték­

ben csökkent, anélkül, hogy a spektrumok 

alakja megváltozott volna. A triptofán ese­

tében hasonló eredményt kapott FOSS is /16/,
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aki a triptofán vizesoldatét 70°C-ig melegit- 

ve az abszorpciós spektrumban jelentősebb vál­

tozást nem tapasztalt.

A fluoreszcencia színkép vizsgálatakor 

növekvő hőmérséklettel a fluoreszcencia inten­

zitás csökkenését figyelték meg, bár a hőmérsék­

let az emissziós spektrumok alakját nem befolyá­

solta. A triptofán fluoreszcencia spektrumának 

a maximuma 350 nm-nél, a tiroziné pedig 303 nm- 

nél van. Ha a 25°C-on mért fluoreszcencia in­

tenzitást 100%-nak tekintették X <=280 nm ,gerj
és igy ábrázolták a relativ fluoreszcencia in­

tenzitásokat a hőmérséklet függvényében, akkor 

tirozin esetében egy kb.-0,7 iránytényezőjű 

egyenest kaptak, mig triptofán esetében az 

egyenestől enyhén eltérő jóval meredekebb gör­

bét, amely 25-5Q°C~ig közelíthető egy -2, 50-70°C 

között pedig egy -1,1 iránytényezőjű egyenessel.

A szerzők által kapott értékek + 2%-nn belül 

reprodukálhatók voltak, és a hőmérséklettel va­

ló változások reverzibiliseknek mutatkoztak: hű­

téskor visszakapták a melegitéskor kapott gör­

béket .

Ezekkel az eredményekkel egyező CHEN /6/ 

megállapítása, aki a triptofán fluoreszcencia
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2%-os csökkenését tapasztalta a szobahőmérsék­

let környékén a hőmérséklet emelésekor, A kvan­

tumhatásfokot a triptofán fluoreszcenciájánál 

alacsony hőmérsékleteken és a szobahőmérséklet 

környékén 100-300°K EISINGER /17/ vizsgálta.

Az eredmények fő jellegzetessége a kvantumhatás­

fok közel konstans volta alacsony hőmérsékleten 

100-200°K tartományban és erősen hőmérséklet- 

függő kioltás szobahőmérséklet környékén. A 20- 

-80°C hőmérsékleti intervallumban a hatásfok 0,21- 

ről kisebb, mint 0,05 értékre csökkent.

b./ Bár a fenilalanin fluoreszcenciájának a kvantum­

hatásfoka igen alacsony, ennek a vegyületnek a 

vizsgálata igen fontos, mert a fenilalanin fluo­

reszcencia a protein spektrumában való teljes 

hiányának az oka lehet a gerjesztési energiának 

a fenilalaninról a tirozinra, majd a triptofánra 

való átadása. Másrészt felismerték, hogy a fe- 

nilalanin fotodisszociációt szenvedhet és ebben 

az esetben fontos szerepe lehet a proteinekben 

fellépő fotokémiai, fotofizikai folyamatokban 

/18/. A fenilalaninra vonatkozóan LEROY és mun­

katársai /18/ végeztek méréseket 0-70°C tarto­

mányban. A hőmérséklet emelésekor ugyanazt a 

viselkedést találták, mint GALLY és EDELMAN /13/ 

tirozin és triptofánra.
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Méréseket végeztek a kvantumhatásfok hő- 

mérsékleti függésére is, és azt tapasztalták, 

hogy a hőmérséklet emelése a kvantumhatásfok 

gyors csökkenését eredményezte egy közepes 

2,7%-os fokonkénti átlagos hőmérsékleti koef­

ficienssel az egész vizsgált tartományban. A 

0-70°C-os hőmérsékleti tartományban a hatás­

fok 0,04 értékről közel 0,008 értékre csökkent. 

LEROY és munkatársai /18/ fenilalanin esetében 

a hőmérséklet hatását megvizsgálták a csil­

lapodási időre is 0-70°C hőmérsékleti tarto­

mányban. Tapasztalatuk szerint az élettartam 

jelentősen csökkent a hőmérséklettel. A viszony­

lagos változás megegyezett a kvantumhatásfok­

ra találtakkal. A csillapodási idő ebben a 

tartományban 9,6 ns-ról 2 ns-ra csökkent.

1.2. A proteinek fluoreszcenciájának hőmérséklettől

való függése

A 60-as évektől kezdődően számos munka fog­

lalkozik a hőmérséklet hatására létrejött dena- 

turációs átmenetek lumineszcenciás módszerrel 

történő tanulmányozásával, közöttük több össze­

foglaló jellegű /5; 6; 19; 20-22/.

STEINER és EDELHOCH, valamint GALLY és
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EDELMAN /3f 4; 23/ elsők között mutattak rá a 

lumineszcenciás módszer alkalmazásának célszerű­
ségére a fehérjékben létrejövő hőmérsékleti át­
menetek kutatása szempontjából. Az előbbi szerzők 

négy, az utóbbiak öt triptofán tartalmú proteint 

vizsgáltak. A /3/ munkában közöltek alapján a 

triptofánt tartalmazó proteinek kvantumhatásfoka 

különböző mértékben ugyan, de csökkent a hőmér­
séklettel anélkül, hogy a fluoreszcencia spektru­
mok alakja megváltozott volna. A különböző pro­
teinek pepszin, humán-gamma-globulin, ovalbu­
min, szarvasmarha szérumalbumin, lizozim fluo­
reszcencia intenzitásának a monoton csökkenése 

kb. 60°C-ig tart, ameddig ezek a fehérjék nem mu­
tatnak strukturális átmenetet. A megfigyelések 

szerint ezeknél a proteineknél a fluoreszcencia 

spektrumok, de főképp a kvantumhatásfokok is azt 
igazolták, hogy az aromás aminosavak jelentősen 

megváltozhatnak, ha beépülnek a fehérje makromo­
lekulába, a protein polipeptid láncába. Bár hő­
mérsékletnövekedés hatására hasonlóan viselked­
tek, fluoreszcencia kvantumhatásfokaikban jelen­
tősen különböztek egymástól a vizsgált fehérjék, 

sőt kvantumhatásfokuk különbözött a szabad trip- 

tofánétól is. Minthogy a triptofán tartalmú pro-
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teinek fluoreszcenciájáról már TEALE /11/ ki­

mutatta, hogy az nagymértékben az aminosavmaradék- 

nak tulajdonitható, igy nem volt meglepő, hogy a 

proteinek fluoreszcencia intenzitása a hőmérsék­

let emelésével csökkent hasonlóan a szabad trip- 

tofánéhoz. A fluoreszcencia intenzitásokat a hő­

mérséklet függvényében az 1. ábra mutatja. A 

15°C-os intenzitást 100%-nak tekintve, legcse­

kélyebb mértékű a változás pepszin esetében, 60°C- 

nál is még 60%, mig lizozim esetében - ahol legje­

lentősebb a csökkenés - 60°C-on az intenzitás a 

15°C-on mért intenzitásnak csak 30%-a. Hasonló 

eredményekre jutott STEINER és EDELHOCH /4; 23/ 

a pepszin, kimotripszin, gammaglobulin és lizo­

zim esetében is. Minden esetben a fluoreszcencia 

intenzitásnak a hőmérséklet emelkedésével való 

monoton csökkenését figyelték meg, ha a tanulmá­

nyozott hőmérsékleti tartományban nem lép fel 

strukturális változás. A termikusán indukált struk­

turális változások könnyen felismerhetők a gör­

bék menetének egy adott hőmérsékleten való hir­

telen megváltozásából, ez a változás az átmene­

tet jelzi.

a. A fluoreszcencia intenzitás-hőmérséklet görbe

meredekségének a megváltozása: azt tapasztal-



.tv
О*

)
<0

O-
i

s
00

о
о

О
Q

О
О

с

м o' 4 №



11

ták, növekvő hőmérséklet esetén a fluoreszcen­

cia intenzitás monoton csökkenésénél észlelt je­

lentősebb kioltás, a görbe meredekségének gyors meg­

növekedése, az intenzitás gyors csökkenése pep- 

■ szinogén oldat esetében is strukturális átmenet­

re utal /11/. A gammaglobulin esetében is megvál­

tozik a görbe meredeksége, a fluoreszcenciain­

tenzitás gyors növekedése következik be a hő- 

denaturációnak megfelelő hőmérsékleti interval­

lumban. Ugyancsak a fluoreszcencia intenzitás éles 

növekedése következik be a ribonukleáz esetében is 

/5/, amely tirozin fluoreszcenciával rendelkezik.

A hőmérséklet további növelése a fluoreszcencia 

intenzitás ismételt csökkenését eredményezi.

b. Az irreverzibilitás megjelenése: STEINER és

EDELHOCH /4/ azt találta, hogy gammaglobulin 

esetében pH=7,0~nál a fluoreszcenciaintenzitás 

lineárisan csökken a hőmérséklettel 60°C-ig és 

a változás reverzibilis, azonban pH=ll,8-nál a 

görbe eltér az előbbitől, bár lineáris, de csak 

35°C-ig reverzibilis. Magasabb hőmérsékleteken 

az intenzitás kifejezett növekedése lépett fel 

a konformációs átmenettel egyidőben. Ekkor a 

visszahütéssel kapott görbe már nem veszi fel az
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eredeti értékeket, lineáris, és az eredeti görbe 

felett halad. Ribonukleáz esetén /5/ hűtéskor a 

fluoreszcenciaintenzitás-hőmérséklet görbe hason­

ló menetű, mint melegítéskor, azonban a megfordít­

hat óság nem teljes.

c. Az időtől függő intenzitásváltozás is konformá­

ciós átmenetre utal. PERLMAN /24/ különböző kon­

centrációjú pepszinogén oldatok fluoreszcenciáját, 

biológiai aktivitását, optikai balraforgatását 

vizsgálta, mint a hőmérséklet függvényét. Azt kap­

ta, hogy 60°C-ra történő egyszeri felmelegités után 

a fluoreszcenciaintenzitás és a biológiai aktivitás 

is visszahütéskor teljesen helyreállt. A felmele- 

gitést egymás után ötször megismételve visszahü- 

tés után a fluoreszcencia intenzitás 64%-ra csök­

kent és 70%-ra csökkent a pepszinogén aktivitása 

is. Ez bizonyos strukturális változásokra utal.

A dezaktivációs folyamat Ea aktiválási energiája és

sebességi konstansai

Az aminosavak és fehérjék esetében ugyanúgy, 

mint más szerves anyagok esetében a fluoreszcencia 

kvantumhatásfoka és élettartama a hőmérséklet növe­

lésével csökken. Általában két fajta sugárzás nél-
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küli dezaktivációs folyamatot tételeznek fel, /3,* 20/ 

amelyek a következő séma szerint értelmezhetők:

sebességi állandófolyamat

1/ ‘ A* (fluoreszcencia)A+hv kl
*2/ A (dezaktiváció)A k2

-E /RTВ3/ A* (dezaktiváció)A k^.e

ahol A* a molekulát gerjesztett állapotban jelenti, 

hv az emittált fény kvantum energia, R'á gázállandó, T pe­
dig az abszolút hőmérséklet.

A 2/ alatti dezaktivációs folyamatnak k2 sebes­
ségi állandója és elhanyagolhatóan kicsiny aktivációs 

energiája van. A 3/ alatti folyamatnak E aktiválási 
energiája is van'. Ezt úgy értelmezhetjük, mint az el­
ső szingulett gerjesztett állapot rezgési szintje és 

azon energiaállapot közti energia különbséget, ahol a 

gerjesztett szingulett és alapj vagy triplett álla­
pot energia felületei metszik egymást.

Ha *»2q az abszolút kvantumhatásfok, akkor /3; 20/ 

szerint felirható

1
T,q " -E /fera C i.i)1 + К + k.e
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= kp/k^ és k°kj/k1 .ahol К

A fluoreszcencia hatásfok hőmérsékleti függéséből 

megállapítható az aktiválási energia és a K, vala­

mint к konstansok értékei.

Feltételezhető, hogy a mért I relativ fluoresz­

cencia intenzitás arányos az ^ abszolút kvantumha­

tásfokkal Tp

Ezt figyelembe véve (l,l)-ből

= c.I, ahol c az arányossági tényező.

-E /RT &kp \ k~
r—* + 1 J+ c . ./ 2 1*71 (1.2)J О C e

Ebből következik, hogy

a(- t) /ck^E \ E I 3 a\ a\ k'& Г W (1.3)In = In~гт
iji

d (-l/l)
A d(1/T )

határozhatjuk meg úgy, hogy mérjük a görbe negativ

differenciálhányados értékeit grafikusan

iránytangensét az 1/I-t az 1/T függvényében ábrázol-

ábrázo-d (-1/1)
"d (1/T )va. Az (1,3) egyenlet szerint az In 

lása az 1/T függvényében egy -Ea/R meredekségü egye­

nes vonalat kell, hogy adjon ln(ck^Ea/k1R)tengelymet­

szettel .

Az aktiválási energia és a sebességi konstansok
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ismeretében meghatározhatjuk a F szabad aktiválási 

energiát, ДН entalpiát ésAS-t, az aktiválás entró­

piáját.
AF
RTk.Tк = 1Г . e

ahol h a Planck-féle állandó, к pedig a Boltzmann 

állandó.

A AH

<7

egyenletből, aАН о E -RT
Ö

AS entrópia érték pedig a

AF и ah-tAs összefüggésből szá­

mítható.

Hőmérséklet hatása az elektron gerjesztési energia-

átadásra

Az elektron gerjesztési energia átadásának nagy 

szerepe van a biológiai folyamatokban, igy a fehérje 

rendszerekben létrejövő fluoreszcencia jelenségekben 

is. Mint ismeretes az energiaátadás lényege abban áll, 

hogy a rendszer egyik gerjesztetlen molekulája (D,donor) 

pl. foton abszorpciója utján energiát vesz fel, ger­

jesztetté válik (D*), majd energiáját átadja egy má­

sik, eredetileg gerj észt etlen molekulának (A alccep- 

tor) és eközben D fluoreszcenciája kioltódik. Ennek
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sémája

D*D + hv>

Ч- D + AD + A

E kioltás jellemezhető FÖRSTER /25/ egybnletével 

Ugyanis a D és A között a gerjesztési energia át­

adásának valószinüsége

6
R1 о (1.4)nD*-A “ ÍT7 l "Г

a donor (D) molekula gerjesztett állapotának 

a csillapodási ideje a kioltók (A) távollétében 

R a gerjesztett molekula (D*) és az akceptor (a) 

molekula közti távolság 

Rq az un. kritikus távolság, amely a két mole­

kula között azt a távolságot jelenti, amely­

re az energiaátmenetnek ugyanaz az 1/v a gya­

korisága, mint amekkora a primér gerjesztett 

molekulák kisugárzásának a gyakorisága.

ahol X

Az R azо б Г“2-------------~
\ 9Я (in 10)2. c2.xni)* (1,5)R В

l65T4n2(N’)о 4
összefüggésből határozható meg, ahol
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a vákuumbeli fénysebesség 

ToD a donor csillapodási ideje(A távollétében)

az oldat törésmutatója

1 millimol térfogatban lévő molekulák száma
2orientációs faktor, amelyre к *—
0

a tiszta elektronátmenet hullámszama 

az átfedési integrál, amelyet a következő 

egyenlet ad meg

c

n

N ’

7c

V
О

4

Do

■/ElÍv)-£D(2V0D
О

- v)dLv. (1,6)

A vQ és az Ip meghatározásához szükséges az abszorp­

ciós és emissziós spektrumok ismerete. Ezeknél álta­

lában nehézséget jelent, hogy a spektrofotométerek köny- 

nyebb leolvashatósága miatt az emissziós és az abszorp­

ciós szinképek а Л- függvényében vannak felvéve, ill. áb­

rázolva.

Az energiavándorlás kritikus távolságait aromás 

aminosavaknál több szerző is vizsgálta (Karreman, 

Steele, Szt. Györgyi), akik eredményeit KONEV /26/ fog­

lalta össze a különböző donor-akceptor párok esetén. 

Ugyancsak KONEV közölte /36/ azokat az adatokat is, 

amelyeket triptofán molekulák közötti energiavándor­

lás esetén a kritikus távolságokra kapott különböző
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proteineknél. Ezek az értékek az egyes aminosavak 

közötti energiavándorlás esetén 6,3-16 2-ig terjed­

nek. Proteinek esetén ez az állandó függ a luminesz- 

káló aromás aminosav maradékoknak egymásközti távol­

ságától a fehérje molekulán, függ továbbá az egyes 

fehérje molekulák egymásközötti elhelyezkedésétől 

is. Mindezek ellenére a proteinben a triptofánra 

vonatkozó Rq értékei is 15-25 2 között vannak 

(KONEV /26/ , STEINBERG /27/), kivéve a hemproteide- 

ket, ahol az Rq érték 50 2 is lehet WEBER, TEALE /28/.

A különböző proteineknél a fluoreszcencia jellemzőkre

kapott eredmények

Több szerző foglalkozott a lizozim fluoreszcencia 

jellemzőinek hőmérséklet okozta változásával. GALLY 

és EDELMAN /3/ eredményeivel megegyezően JOLY /29/, 

TUROVEROV és munkatársai /19/, KONEV /14/ és CHEN /6/ 

is arra a megállapitásra jutottak, hogy a lizozim 

termikus kioltási görbéje 15°-55°C-ig pH=2,3 és 6,4 

között majdnem lineáris, /4/-ben függetlennek talál­

ták pH=6,0 és 8,5 között. A fluoreszcencia intenzitás 

hőmérséklettel való változásának lineáris volta össz­

hangban van azzal, hogy ebben a pH tartományban a 

hőmérsékletemelkedés nem eredményez strukturális 

változást /30,* 31/• Ebben a hőmérsékleti tartomány-
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ban a változások reverzibilisnek mutatkoztak. JOLY 

/29/ szerint a lizozimnak maximális hőstabilitása van 

pH=5,5-nél. Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy a 

hőmérsékleti hatásokat tulajdonképpen a pH-к figyelem­

be vételével kell vizsgálni, ugyanis a hőmérséklet 

okozta konformációs átmenetek helye függ a közeg pH- 

jától. Savas közegben az átmeneti hőmérsékletek el­

tolódnak az alacsonyabb értékek felé /3* 4,* 20/. A 

lizozimnál a konformáció gyakorlatilag független a 

pH-tól. pH=»2-pHe8,5 intervallumban.

A lizozim esetében követni lehetett ebben a hő- 

mérsékleti intervallumban kb. 60°C-ig a hőmérsék­

let hatását a fluoreszcencia intenzitásra. Minden eset­

ben, minden magasabb hőmérsékleten változott a fluo­

reszcencia intenzitás értéke, azonban anélkül, hogy 

a görbe alakja és maximumhelye megváltozott volna.

A tripszin esetében a fluoreszcencia intenzitások 

hőmérsékleti függését több szerző is vizsgálta /21; 22/. 

Az irodalmi adatokkal egyezésben az optikai forgatás 

és az UV fluoreszcenciaspektrum kéthullámu regisztrá­

ciójának módszerével 49-62°C hőmérsékleti tartomány­

ban konformációs átmenetet mutattak ki. A tripszin 

fluoreszcencia intenzitásának hőmérsékleti függése 

mellett felvették az egész hőmérsékleti intervallum­

ban a fluoreszcencia spektrumokat, és azt tapasztal-
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ták, hogy 49°C-ig a fluoreszcencia spektrum helyzete 

és formája változatlan (X =333 nm), további melegi-max
tésnél pedig a szinkép a hosszúhullámok felé eltoló­

dik. A spektrum eltolódása 62°C-nál ( Л- «347 nm) amax
maximális, 14 nm és ezen a hőmérsékleten a spektrum 

sávszélessége már lényegesen nagyobb a nativ tripszin

oldatéhoz képest.

A humán szérumalbumin esetében is a fluoreszcen­

cia spektrum eltolódását tapasztalták az 50-70°C tar­

tományban /21/, de itt a spektrum a rövidhullámok felé 

tolódott el kb. 8 nm-rel. Ezt az eltolódást szintén a 

makromolekulák hőmérsékleti denaturációjával lehet 

kapcsolatba hozni, ugyanis 50-70°C hőmérsékleti inter­

vallumban a humán szérumalbumin konformációs átala­

kulást szenved. A spektrum formáját tekintve keveset 

különbözik a nativ fehérjék fluoreszcencia spektrumá­

tól, de a fluoreszcencia spektrumban a tirozin marad­

ványok fluoreszcenciájának a megnövekedése kiséri a 

hődenaturációt. Ugyancsak jelentős hosszuhullámu el­

tolódást tapasztaltak kimotripszin esetében is /5/« A 

fluoreszcencia intenzitás hőmérsékleti függését mu­

tató görbéjének a meredeksége 47°C-nál megváltozott 

és az emissziós maximum a hosszabb hullámok felé kez­

dett eltolódni. Az eredetileg 335 nm-es csúcs eltoló­

dott egészen 355 nm-ig. Visszahütéskor a maximum helye
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változatlanul 355 nm maradt, a fluoreszcencia inten­

zitás növekedett ugyan, de nem érte el az eredeti érté­

keket. Kimotripszin esetében a spektrofotometriás mé­

résekkel párhuzamosan végzett aktivitásmérések ered­

ménye az volt, hogy az aktivitás maximuma 38°C-nál 

van,- itt azonban nem jelent meg semmiféle változás 

sem a fluoreszcencia spektrumban, sem az intenzitás 

csökkenésében. A 38°C feletti aktivitásértékek gyor­

san csökkentek és a 47°C felett inaktivvá váló enzi­

met visszahütve az eredeti aktivitását teljes mérték­

ben nem nyeri vissza /32/.

A proteinek közül viszonylag kevés az, amely a 

tirozin maradékokból eredő fluoreszcencia spektrummal 

rendelkezik. Ezek közül főleg a ribonukleázt és az 

inzulint vizsgálták részletesebben. GALLY és EDELMAN 

/3/ vizsgálataival egyezően BARENBOIM és munkatársai 

/22/, TUROVEROV és SELKOV /5/ ribonukleáz vizsgála­

ta során azt figyelte meg, hogy a ribonukleáz tirozin 

maradékainak fluoreszcencia intenzitása a hőmérsék­

let emelésével egy ideig csökken (kb. 60°C-ig), majd 

növekedik egy kis tartományban (60-65°C), ezzel egy 

olyan strukturális átmenetet tükrözve, amelyet más ku­

tatók más módszerek alkalmazásával is megfigyeltek 

Cpl. Harrington és Schelman 1956-ban az optikai for­

gatás vizsgálata során,) . Ez az átmeneti intervallum 

a pH értékek változásával eltolódott, pl. pH=2,5-nál
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29-42°C, és pH=3,15-nél 35-52°C közötti hőfoktarto­

mányra. A ribonukleáz fluoreszcenciájának kvantum­

hatásfoka növekedett abban a hőmérsékleti tartomány­

ban, ahol a struktúrája megváltozott /19/*

Az ugyancsak tirozin maradványok fluoreszcenciá­

jával rendelkező inzulin fluoreszcencia intenzitása 

szintén monoton csökken a 20-80°C hőmérsékleti tar­

tományban. Ez a hőmérséküeti függés teljesen reverzi­

bilis és független a közeg pH-jától, vagyis a fluo- 

reszcenciás módszerrel kapott adatok arról tanúskod­

nak, hogy inzulin esetében nincsenek strukturális vál­

tozások a 80°C-ig történő melegítésnél /5/« Az eddigi 

adatokból is nyilvánvaló, hogy bár a vizsgált protei­

nek mind a triptofán és a tirozin tartalmuk miatt ren­

delkeznek belső UV fluoreszcenciával, a vizsgált fe­

hérjék mégis széles eltérést mutattak a fluoreszcen­

cia jellemzők tekintetében.

A fentiek alapján összefoglalóan kimondhatjuk, 

hogy a fluoreszcencia jellemzők hőmérsékleti függésé­

nek a vizsgálata lehetővé teszi:

а/ a makromolekula konform átalakulásának és az 

átalakulás hőmérsékleti intervallumának a meg­

határozását

b/ információ szerzését a konformációs átmenet
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megfordithatóságáról, egyes esetekben annak 

j ellegéről

с/ az átmenet termodinamikai paramétereinek meg­

határozását .

A fluoreszcenciás módszer lényeges előnye, hogy nagyon 

kis mennyiségű anyagra van szükség ( pl. PERLMAN /24/

1 %-os pepszinogén oldatot használt az optikai forgatás 

tanulmányozásához és 0,025%-os oldatot a fluoreszcen­

cia tanulmányozására). Pikogramm mennyiségekből is 

jelentek már meg közlemények /15/. A módszer további 

lényeges előnye, hogy a fluoreszcenciás mérések viszony­

lag könnyen elvégezhetők, még az élő sejtekben történő 

strukturális újrarendeződések tanulmányozását is lehe­

tővé teszik. (Pl. STRANKEELD 1964-ben fel is használ­

ta a fluoreszcenciás módszert izomszövet esetén a 

hőmérséklet hatására beálló változások tanulmányozá­

sára /19/.)
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2•§. KÍSÉRLETI módszerek

2.1. Az abszorpciós spektrum meghatározása

Az abszorpciós szinkép felvételéhez Optica Milano 

CF4DR tipusu regisztráló spektrofotométert használtunk. 
(A spektrofotométer feloldóképessége сГА<0,2 mm sáv- 

szélességnek felel meg, mérési pontossága + 0,15%. 
Ezen a lg IQ/I dekadikus extinkciós koefficiens 

olvasható le különböző hullámhossznál. Ebből az ab­
szorpciós együttható az ismert módon adódik:

1k(X)=2,3026.±.lg -f-

Az abszorpciós spektrum felvételénél a kivánt hő­
mérséklet beállítását temperálható küvettával ol­
dottuk meg, Höppler-féle ultratermosztát segít­
ségével. A vizsgált 273-373°K hőmérsékleti tartomány­
ban a küvettában lévő oldat hőmérséklete + 0,5°C 

hibahatáron belül megegyezett a termosztátban lévő 

viz hőmérsékletével.

2.2. Az emissziós spektrum felvétele

Közvetlen méréssel a kü}.só fluoreszcencia spektrum 

határozható meg, ebből számítással nyerhető a valódi
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spektrum. A külső fluoreszcencia spektrum felvéte­

lére a JATE Biofizikai Tanszékén összeállitott /33/ 

ultraibolya spektrofluorirnétert használtuk. A gerjesz­

tő fényt egy XBO 450 W/4 tipusu nagynyomású xenon lám­

pa szolgáltatta. A gerjesztő fénysugárra merőlegesen 

kilépő lumineszcencia fényt EMI 9558/QA tipusu foto- 

elektronsokszorozóval mértük. A fotoáramot Kipp and 

Zonen AL 3 galvanornéteren olvastuk le. A valódi fluo­

reszcenciaspektrum meghatározásánál figyelembe kell

venni a reabszorpciót és a némelykor nem elhanyagol­

ható intenzitású szekunder fluoreszcenciát /34/. A 

spektrofluoriméterrel meghatározott fluoreszcencia in­

tenzitásokból If (V) a valódi, reabszorpcióra korri- 

a következő formulával hatá-fq(X)gált spektrumot 

rozhatjuk meg /25/

f (X) =c q (X) .if(Х).у (2,2)

ahol £ a konstans, az optikai elrendezéstől és a 

spektrofluoriméter adataitól függ; a fluoreszcencia­

fény A.' hullámhosszától nem. a készülék foto-

elektronsokszorozója által mért fluoreszcencia in­

tenzitás; Q(X) : pedig a spektrofotométer érzékeny­

ségi függvényét jelenti; a reabszorpciós korrekció, 

amelynek értéke merőleges megfigyelés esetén
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oC + 0
if ° -(** + ß)1-е

és ß=k(X) Д, amelynél A, a gerjesztő, 

X a fluoreszcenciaspektrum tartományát futja be.

ahol =k( X). L

Vizsgálatainknál a szekunder fluoreszcencia spekt-

£,<0,5 feltétel betartása miattrális hatása а к (A,) max*
/35/ szerint a mérési hiba határán belül van, igy

számitás utján nem kell figyelembe venni.

Az oldat kivánt hőmérsékletét temperálható küvet- 

tatartóban ultratermosztáttal cirkuláltatott vizzel 

biztosítottuk. A hőmérsékletet TG-10 tipusu termisz- 

torral mértük hid kapcsolásban, 0,5°C leolvasási pon­

tossággal .

A fluoreszcencia spektrumok egy részét a Sze­

gedi Biológiai Központ Perkin-Elmer MPF-3 spektro- 

fluoriméterrel vettük fel.

A fluoreszcencia intenzitások mérésekor a kü­

lönböző időben, hőmérsékleten és gerjesztő hullám­

hossz mellett felvett fluoreszcencia színképek össze­

hasonlíthatósága céljából a méréseknél összehasonlí­

tó standardot alkalmaztunk. A standard diaminoakri- 

din 5x10 M koncentrációjú szilárd polimetil méták-
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rilát oldatából készült 1 cm vastagságú lemez volt, 

ennek fluoreszcenciája 300 nm-től kezdve a hosszabb 

hullámok felé a vizsgálatokhoz szükséges tartomány­

ban mindenütt fellépett^ultraibolya gerjesztésre. 

Továbbá a fluoreszcencia szinképek felvételekor egy 

■mérési sorozatnál ellenőriztük az oldatokat abból a 

szempontból, hogy történik-e változás (bomlás) az 

oldatban fény hatására. Az emissziómérés előtt és 

utána felvett abszorpciós, spektrumok azonossága alap­

ján megállapítottuk, hogy az oldatban ilyen változás 

nem következett be. Emissziós méréseinket többször 

megismételtük és a kísérleti eredmények értékelésekor 

az eredmények középértékeit használtuk fel. A mérések 

5% hibahatáron belül reprodukálhatók voltak.

2*3. A fluoreszcencia relativ hatásfokának meghatá-

rozása

Méréseink során az ffl/rrlQ relativ hatásfokkal meg­

egyező menetű I/IQ relativ intenzitásviszonyokat 

határoztuk meg a /36/-ban adott módon a lumineszcen­

ciaspektrum felvételére használt készülékkel. A kü- 

vettatartóba felváltva 1 cm rétegvastagságú oldatok­

kal telt küvettákat, majd összehasonlitó plexit he­

lyeztünk. Ezeket az emissziós spektrum felvételekor 

használt hullámhosszúságú fénnyel gerjesztettük és
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a lumineszcenciaspektrum maximumhelyén mértük a fény- 

intenzitásokkal arányos fotoáramokat, majd ezekből az 

adatokból számítással meghatároztuk az I/I0 értékeket.

2.4. Enziraaktivitásmérés

Mindkét anyag esetében az aktivitásváltozással 

együtt a szubsztrát-enzim kölcsönhatás következtében 

létrejövő transzmisszió, ill. optikai dehzitás vál­

tozását mértük az Optica Milano CF4DR regisztráló 

spektrofotométerrel. A lizozim-oldat aktivitását /37/ 

alapján, a peroxidázét pedig /38; 15/ alapján vizs­

gáltuk. Szubsztrátként lizozim esetében Micrococcus 

Lysodeikticus 6,24; 7,1 és 8,04 pH-ju foszfátpufferes 

oldatát használtuk. Az 1 cm-es küvettába bemértünk 

3 ml szubsztrát oldatot és ehhez adtunk 0,3 ml enzim­

oldatot. A hozzáadás pillanatától kezdve nő a transz- 

misszió, amelyet 650 nm-nél figyeltünk meg. A külön­

böző hőmérsékleteken végzett mérések eredményeiből az 

enzimaktivitásra jellemző mennyiség a következőképp 

számitható:

105 liter[a] = (2,3)At .c M.s

ahol At 4Q a 40%-os transzmissziónövekedéshez tartozó
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idő, c a, tényleges enzimkoncentráció, amely a 

szubsztráthoz való hozzáadáskor alakul ki.

A peroxidáz oldat esetében az aktivitás a hidro- 

génperoxid bomlása alapján határozható meg. A bomlá­

si folyamat követésére olyan könnyen oxidálható anya­

got alkalmaztunk, amely szines terméket eredményez, 

igy a folyamat fotometriásan is követhető. Alkalmasan 

választva az egyes komponensek koncentrációit az 

oxidáció sebességét az utolsó lépés határozza meg:

k4ES + AH + E + P

ahol ES az enzim-szubsztrát komplex; H a hidrogén 

donor, P az oxidációs termék; k^ az enzim aktivitásá­

nak a mértékeként alkalmas sebességi állandó. Vizs­

gálatainkban a szubsztrát a hidrogénperoxid, a hidro­

gén donor a guajakol oldat, a termék pedig a tetra- 

guajakol. Az optikai denzitásváltozást 470 nm-nél fi­

gyeltük meg. A megfelelő koncentrációkat és mennyisé­

geket felhasználva a k^ konstansot a következő össze­

függés szerint számítottuk.

Ax1 í 2.4)V ~ - _ - —-K4 aQe At

ahol Дx a At idő alatt bekövetkezett denzitásnövekedés,
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aQ a donor kezdeti koncentrációja, e pedig a tény­

leges enzimkoncentráció. Ha a következő mennyisége­

ket vesszük: enzimoldat 2,9 ml; guajakol 0,05 ml; és 

a megfigyeléskor a hidrogénperoxid oldatból 1-2 csepp, 

a denzitásváltozás elég gyorsan bekövetkezik.

2.5* Egyéb mérések

1. sűrűségmérés: A vizsgált oldatok sűrűségét 

piknométerrel határoztuk meg, a kivánt hőmér- 

.sékletet vízfürdővel állítottuk elő.

2. törésmutató mérése: A törésmutatót Zeiss-féle

Abbé refraktométerrel mértük, termosztáttal 

beállított különböző hőmérsékleteken.

3. viszkozitásmérés: Az Ubelode-féle kapillár- 

viszkozimétert használtuk, amelyet vízfürdő­

vel temperáltunk.

2.6. A vizsgált rendszerek kiválasztása és összetétele

A hőmérsékletnek az enzim oldat fluoreszcencia 

jellemzőire gyakorolt hatását két enzim esetében vizs­

gáltuk. Az egyik a lizozim, a Nutritional Biochemical 

Corporation (Cleveland) készítménye, háromszor kris­

tályosított, 6.000-10.000 egység/mg aktivitású, amely­

nek szerkezete, szekvenciája jól ismert /pl. 33/, és



- 31

fluoreszcenciájára viszonylag sok irodalmi adat is a 

rendelkezésünkre állt, sőt fluoreszcencia jellemzői­

nek változását is már vizsgálták bizonyos hőmérsék­

leti tartományban és pH értékek esetén pl /3; 4,' 6;

19;-29; 26/. A másik ugyanezen cég liofilizált, három­

szor krisláLyositott tormagyökér peroxidáz (HRP) ké­

szítménye. A gyári készítmény 3170 egység/mg aktivi­

tású. A peroxidáz enzim fluoreszcenciáját ezideig ke­

véssé vizsgálták /7; 39/« A hőmérsékletnek a peroxidáz 

fluoreszcencia jellemzőire gyakorolt hatására pedig

irodalmi adat nem található.
—5A lizozim 1x10 M/l koncentrációjú foszfátpufferes 

(pH=6,24; 7,1; 8,04) és triszpufferes (pH=»7,o) olda­

tait vizsgáltuk. A kristályositott tormagyökérperoxi- 

dázból pedig 1x10 ^ M/l koncentrációjú neutrális trisz­

pufferes (pH = 7,0) oldatot készítettünk.

Az aktivitásvizsgálatoknál lizozim esetében 

szubsztrátként a Worthington Biochemical Corporation 

(Freehold, New Jersey) Micrococcus Lysodeikticus ké­

szítményét, peroxidáz esetében pedig a guajakol gyanta 

oldatát(Riedel- de Hain AG. Seelze-Hannover) használ­

tuk.

Méréseinket 10-95°C hőmérsékleti intervallumban 

végeztük úgy, hogy a hőmérsékletet 10°C-től 5°C-on-
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ként emeltük, majd az oldatokat visszahütöttük és 

ugyancsak 5°C--onként mértük.
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3.§. MÉRÉSI EREDMÉNYEK ISMERTETÉSE. DISZKUSSZIÓ

3*1. Abszorpciós spektrumok

A moláris dekadikus extinkcios koefficienst egy-egy 

hőmérsékleten több, egymásután végrehajtott mérés kö­

zépértéke alapján számítottuk ki, 5 nm-enként és a ré­

tegvastagságot úgy választottuk meg, hogy az optikai 

denzitás 0,2-0,8 között legyen. A Lambert-Beer törvény 

méréseink szerint a vizsgált lizozirn oldatok esetében 

igen, a peroxidáz oldatok esetében nem teljesült /39/.

a. Lizozim oldatok esetében kapott eredmények

A 6,24; 7,1 és 8,04 pH-ju foszfátpufferes

1,0

I 1i(\)CJfo 110 1 M/l Uzozim ♦ foszfát puffer 
pH-8,0/
------- átlag
------- 70 "C
----- eo°c

/ Л
\
; \l 85‘C\ \ 90'C\05 \l\ 4
* V \» •.

* \ \* •
x \

\ \ \ 
v \\XVOv.

0
750 h(nm)300 350

2. ábra
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— 51x10 M/l koncentrációjú lizozim oldatok ab­

szorpciós színképeit a 2., 3*, 4. ábrákon áb­

rázoltuk. Az 5* ábra pedig a lizozim lxlO~ 5 M/l

to
1-10 5 M/l Liz.-f foszfát puffer 

pH-Sí 24

-------  ÓMqy
-------- 70 *C

I N\\
\

\
)
ü

05

/i
л

/ %\
\

0 1

300 A (nm)250

3• ábra

koncentrációjú triszpufferes (pH^TjO) abszorp­

ciós spektrumait mutatja.

A spektrális eloszlás könnyebb összehasonlít­

hatósága céljából az í(XVL{X) relativ ab-max
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szorcpiós spektrumokat adjuk meg. A különböző 

pH értékeknél, különböző hőmérsékleteken ezek 

50°C-ig megegyeztek, igy ebben a tartományban az 

abszorpciós görbéket átlagolni lehetett. Az át­

laggörbék szerepelnek az előbbi, 2., 3»» 4.» 5 áb-

/• 10~s M/I Lit. * foszfát puffer 
pH-7,1

—и... átlag 
-------- 70*C

1.0
A

I // \t&> \/ V/ \t \/
l/
1\//

t

05

\\\N
о

350'h(nm)250 300

4. ábra

rákon. A mért értékeknek az átlaggörbétől való
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legnagyobb eltérése ebben a hőmérsékleti tarto­

mányban 3%-nál kisebb volt. A hőmérséklet 50°C 

feletti további emelése az abszorpciós spektrumok

1-10sM/t Liz. + trisz puffer 
pH-7,0

10

ImiOö ------- átlag
------- 70‘C

II
II

I,
I
I
I

Q5 II
I

l
í

I
I/

0
250 'h(nm) ----- - 350300

5. ábra

megváltozását eredményezte. Mindegyik oldat 

esetében ábrázoltuk a 70°C-hoz tartozó relativ 

szinképet is. Ezen a hőmérsékleten a spektrális
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eloszlás már nem felel meg a 50°C-ig történő 

melegítéskor kapott átlaggörbének, a maximumhely 

is 2-5 nm eltolódást mutat a hosszabb hullámhosz- 

szak felé. A spektrumok a magasabb hőmérsékleten 

kiszélesednek, a kiszélesedés a 8,04 foszfát puf­

feres oldat esetén jelentős. Ennél az oldatnál 

a hőmérséklet emelésével 320 nm körül abszorbeá­

ló komponens is megjelenik.

Miután a lizozim a triptofánt tartalmazó 

fehérjék csoportjába sorolható, igy az aminósav- 

tól származó abszorpciós sáv maximuma 280 nm kö­

rül van. Ezért a különböző hőmérsékleteken tör­

tént mérésekkor, a 280 nm-nél kapott tényleges 

6(280) értékeket a különböző pH értékek esetén 

az 1. táblázatban tüntettük fel. Az 6(280) válto­

zását a 6. ábra mutatja. Az 6(280) értékek a hő- 

mérésklet emelésével kb. 55°C-ig csekély mértékű 

növekedést mutatnak. A hőmérséklet további eme­

lésével - 60-80°C között - mindegyik oldat esetén 

az előbbieknél nagyobb arányú növekedés következett 

be. Ez összhangban van azzal, hogy kb. 60°C-ig a 

lizozim esetében hőmérséklet hatására strukturá­

lis változás nem következik Ъе./З/

A különböző pH értékeknél
о

az iránytényezők, amelyek az 1 C hőmérsékletvál-
6,24; 7,1; 8,04



ÍO
 

ÍO
 

to
С

о 
io

*-
C

o 
to

 
to

Ю
СЛ

O
l

о
•Í

4
KJ

•V
J

O
)

N
J

N
J

i4
T

T
T

T
T

T
T

T
T

3
3

3
í

I
l

—
-■

»

о
о

о
о

о
о

о
to

<я
I 

N

О
о

■*
•  (я

О
О

Тэ
о

o'
£

1Я
о

О
О

I 
ti

« 
N

О
I

• 
N

£»
 í
-

■м
 S

'.
оо

 ЕГ
-

м
3

о
о

о
о

о
оГ

л
Vo

J
к

00
о

о
о

о
\

<Л
I

о
о

о
о

О
 ■

РХ сг
о

о
о

о
Г

'
4

is
р

о
о

о
о

о N
о

о
о

о
3

о
о

о
о

о
о

о
о

о
о

о
о

о
о

о
о

о
<о

о
о

о
о

о Л°



- 39 -

1. táblázat

-5 M/l lizozim foszfát pufferes oldataink ab­

szorpciós koefficiense l.M 

• nél, különböző pH értékeknél a hőmérséklet függvényé-

1x10
-1 -1 egységekben 280 nm­em

ben

-4280.10 

v 1/Mcm
pH

t °C 6,24 7,10 8,04

20 3,27
3.29
3.30
3.33
3.34 

3,37 
3,40 

3,42 

3,44 
3,46 

3,48 

3,56 

3,67 

3,65 

3,64

3,50
3,53
3,55
3,58
3,62
3,64
3.67
3.68 

3,74 
3,86 

3,93 

4,03 

4,13 
4,21 

4,27

25 4,00
4,03
4,04
4,05
4,06
4,08
4,09
4,10
4,12
4,28
4.42
4.43 

4,47 

4,52

30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
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tozás hatására létrejött abszorpcióváltozást 

jelentik rendre: 0,113; 0,20; 0,26, ill. 55°C 

felett 1,55; 0,975; 0,883* Triszpufferes lizo- 

zim oldat esetén a görbe 55°C-ig 0,21, 55°C 

felett 0,65 iránytényezőjü egyenessel közelíthető. 

Az eredményekből kitűnik, hogy a görbék menetében 

legjelentősebb a változás a pH=6,24 foszfátpuf- 

feres oldat estében, és legcsekélyebb a triszpuf­

feres neutrális oldatnál, bár itt is a kritikus 

hőmérséklet környékén az iránytényező háromszo­

rosára növekedett, amely az abszorpció ilyen a- 

nányu növekedését jelenti.

Tehát a foszfát, ill. triszpufferes oldatok 

fényabszorpciója a hőmérséklet hatására hasonló­

an változik.

Az abszorpciós színképeket különböző hőmér­

sékleteken úgy is felvettük, hogy a már 90°C- 

ra melegített oldatok hübésekor határoztuk meg 

azokat. Az igy kapott színképeket a 7., 8. ábrán 

láthatjuk pH=8,04 foszfát pufferes oldat esetén.

A méréseket a foszfátpufferes oldatok másik 

két pH értékén és triszpuffer esetében is elvé­

geztük. Ezeknél a 8,04 pH értékű oldathoz hason—
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ló viselkedést tapasztaltunk. A tapasztalat 

szerint hűtéskor az abszorpciós spektrum nem nye­

ri vissza az ugyanazon a hőfokon melegitéskor mu~

w
IM~* M/l иг. + foszfát puffer

i5*° hát ve (90 'c-rát)m
0,5

er'

0
350250 300 Л (nm)

7. ábra

tatott alakját, igy az 7. ábrán feltüntett, hű­

téskor mért, 45°C, ill. 35°C-on meghatározott 

relativ szinkép eltér a melegitéskor kapottól, 

amely az 50°C-ig történő melegítésnek megfelelő 

átlaggörbe. Az £(280) hűtéskor kapott valódi ér­

tékeit összevetve a melegitéskor kapott értékek­

kel, mint az a 8. ábrán is látható, megállapít-
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hatjuk, hogy az 6(280)= f(T) görbe menete a 

melegítés és a hűtés során hasonló, de ugyanazon 

a hőmérsékleten magasabb értékeket vesznek fel

t-Hf’M/l Liz. + foszfát puffer 
pH-tflt

4?
! O melegítés 

Д hűtés
fts*5tS A Ä

А О
A

ОA
О49 A

AAAAAA ОA

3,7 ОО
ОО

оооо45

I I J.I I I

во tec)—-20 i0 60

8. ábra

az £(А») értékek hűtéskor, mint melegítéskor.

b. A tormagyökér peroxidáz oldat abszorpciós mérési

eredményei

A peroxidáz fényelnyelési szinképe hőmér­

séklet hatására létrejött változásának a vizs­

gálatakor figyelembe vettük /39/-ben a szobahő­

mérsékleten végzett méréseket. Ezek szerint a 270-280
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nm éa 405 nm-es sávok mellett egy viszonylag 

éles 190 nrn-nél fellépő sáv is létezik. Ebben 

a sávban azonban a triszpufferes oldat abszorp­
ciója a puffer erős abszorpciója ttiiatt még nit- 

■ rogén atmoszférában sem volt mérhető, igy a hő- 

mérsékleti hatás vizsgálatakor a pe.roxidáz jel­
lemző három fő sáv abszorpciós maximumai kör­
nyezetében létrejött f 200; 280; 405 nm) vá'ltozá-

-.5sokra voltunk figyelemmel. Az 1x10 M/l kon­
centrációjú HRP triszpufferes (pH-7,0)' oldat 

különböző hőmérsékleten felvett abszorpciós 

spektrumait a 9. ábrán ábrázoltuk 50°C-ig a ' 
spektrum alakjában, maximumok helyében és az 

elnyelés mértékében gyakorlatilag változás nem 

mutatkozott, igy ebben a hőfoktartományban a- 
spektrumoknak az átlagát képeztük, és ezt mu­
tatjuk be a 9. ábrán. Tovább melegitve az olda­
tot 70°C-on és 90°C-on is felvettük az abszorpciós 

szinképet. A hőmérsékletet 50°C fölé emelve az 

aminosavaktól származó 280 nm-es abszorpciós maxi­
mum növekedést mutat, megegyezésben a lizozim 

oldatnál tapasztaltakkal, a hem csoport abszorp­
ciója 405 nm-nél pedig erős csökkenést mutat a 

spektrum jellegének jelentős megváltozása mellett. 

A távolabbi UV sáv viselkedése hasonló az amino- 

savakéhoz.
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Az £(ЛЛ maximum értékeit a 2. táblázatban közöl­
jük. A valódi L(V) értékeket a hőmérséklet függ-

UK НГиХст)
«о

\*
\
\

\
V
940 * 1**Wt N*P+trtoßumr //

\—— W-JDto 
----
...... oo*J \ft

fttfc 4M.40 \......,

гV>

VJ

40

tO

\(m) ----- t5Ctoo090 050000

. 9. ábra

vényében a 10. ábrán mutatjuk be. A mérést 200, 
280, ill. 405 nm-nél végeztük.

A görbékről megállapítható, hogy a három jel­
lemző sávban a peroxidáz abszorpciós színképei­
nek a maximumai 10-50°C hőmérsékleti tartományban 

jelentősen nem változtak. A hőmérséklet további 
növelésével a 200 és 280 nm-nél mért extinkciós 

koefficiensek lényegében hasonlóan változnak.
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2. táblázat

1x10“^ M/l HRP triszpufferes oldatának pH=7,0 

abszorpciós koefficiensei l.M“^cm"’^ egységekben 

különböző megfigyelési hullámhosszaknál a hőmér­
séklet függvényében

M« =210nm =280nm =405nmmegf megf megft°C
10 6,77

6,64
6,69
6.73 
6,76 

6,77 

6,79 

6,77
6.74 

6,68 

6,55 

6,31 

5,67 
4,60 

4,15 
4,00 

3,96 

3,98

27.2
28.7
30.3 
31,6
33.4
35.5
37.8
39.3 
45,0 

55,1
65.9
72.9 
78,0
80.4 

82,3 

83,7
83.5

2,20
2,20
2,21
2,21
2,21
2,21
2,21
2,22
2,22
2,23
2.23
2.24
2.25 

2,27 

2,38 

2,47 

2,64 

2,84

15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
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A 10-40°C tartományban nem vagy csak kismértékben 

növekszik az abszorpció, 40°C felett pedig hatá­
rozottabban növekszik. A/3-naftanol /40/ esetében 

Passerini és Ross szintén növekedést tapasztalt az 

abszorpciós szinképben a hőmérséklet emelésével 
az UV tartományban. A hem csúcsnál ( 405 nm-nél) mért 
extinkció hasonlóan a festékeknél általában tapasz-

90*-

1Ю'5М/1 HRP ♦triez 
О с(2Ю)
О £(280)
• £((05) 
а £(210) 
а £(280)
А 6(405)

; <5
ä /
9 *7.0

Л.1 //±
ЧГ 60^ //<•
's / ?■А-----*-----А----- А-----А А

I 50 w X ; 
х р

ж" -cv"or' 
.-о"

40J-

ж сг(Sао .-сгСг
.-■O’

■А-
» О—» О-—О О--О . -О

Я*
10 50 90

*СС)

10. ábra

talt viselkedéshez /41; 42/ a hőmérséklet emelé­
sével csökken. Mindhárom görbe alapján úgy tűnik, 

hogy a konformációs átmenet kb. 40°C-nál már meg-
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kezdődik és 60-75°C tartományban rohamossá válik.

A méréseket úgy is elvégeztük, hogy az olda­

tokat 90°C-ról visszahütöttük. 

rendelhető abszorpciós maximumok a melegítéskor 

felvett értékeknél nagyobbakat vettek fel, amelyek 

60°C-ig csökkennek és 60°C alatt gyakorlatilag 

változatlanok. A hem csoport abszorpciója hűtés­

kor kb. 45°C-ig növekszik, utána csak csekély mér­

tékben változik a hőmérséklet további csökkenté­

sével, azonban a melegítéskor kapott értékeknél 

80°C alatt mindig kisebbek. Ha a hűtést 45°C-ról 

végezzük, akkor ez a spektrum egybeesik a melegí­

téskor ebben a tartományban kapottal. Ebből arra 

lehet következtetni, hogy az enzim 45°C-ig nem 

szenved konformációs változást, mig ennél magasabb 

hőmérsékleten az enzim konformációs változást szen­

ved és ez a változás nem reverzibilis.

Az aminosavakhoz

A peroxidáz abszorpciós szinképe alapján, aho­

gyan THEORELL /43/ az enzimet jellemző tisztasági 

fokot (RZ=Reinheit Zahl) megadta, a színképben 

talált hem és protein sáv maximumainak hányadosá­

val jellemezhető

R7 _ £(402)
K “ 6(280) *

Minthogy a Beer-Lambert törvény a peroxidáz oldat
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esetén egyik tartományban sem érvényes, a tisz­

tasági fok értéke mellett szükséges megadni azt 

a koncentrációt is, amely mellett az RZ-t megha­

tároztuk /7/. Vizsgálataink szerint az RZ értéke 

á hőmérséklettől is függ. A 2. táblázatban fel­

tüntetett, általunk mért £(405) és £(280) értékek­

ből a melegítésre, valamint a hűtésre nyert ab­

szorpciós koefficiensek hányadosát ábrázoltuk a 

11. ábrán.

351- t-305

I
nz

I tO W// HRP+iris? puffer

за

2,5 Y f-Z95

2,0

»5

50 100 frtj

11. ábra

Az ábráról látható, hogy melegítéskor az RZ az
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enzim hőoptimumáig (38,5°C-ig) kismértékben, de 

emelkedik, majd ezt követően a konformációs vál­

tozás tartományában rohamosan csökken. Visszahüt- 

ve, a görbe menete az optimumig hasonló menetet mu­

tat, mint a melegitésre kapott görbe. A hőmérsék­

leti optimum után azonban enyhén emelkedik, vagy 

konstans. Ez azzal magyarázható, hogy a denaturá- 

lódást követően, mivel a folyamat részben reverzi­

bilis, az enzim részben visszanyeri eredeti bioló­

giai (amit a 22. aktivitási görbe mutat) és optikai 

tulajdonságát. A rendszer valószínüleg egyensúlyi 

állapotba jut, azaz a hem és protein maximumok ará­

nya lényegében nem változik.

3o2. Az emissziós mérések eredményei

a. A 6,24; 7,1 és 8,04 pH-ju foszfátpufferes li- 

zozim oldatok fluoreszcencia színképeit a

12., 13., 14. ábrák mutatják. Hasonlóan, mint 

az abszorpciós színképeknél, itt is azt ta­

pasztaltuk, hogy szobahőmérséklettől kb. 

50°C-ig melegítve az oldatokat, a spektrális 

eloszlás nem változott jelentősen, igy az 

átlagokat képeztük és ezeket ábrázoltuk. A 

spektrális eloszlásban eltérés mutatkozott, ha

• -I
/ ■ 

4

\
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az oldatokat magasabb hőmérsékletre melegí­

tettük. Mint a 13- ábrán is látható, a 60°C-

>йГ* м/l Liz. * fanról pufftr 
pH-ut 
— ittag 
------- W*

l 0

Ju v —// V. ч/• \ .
/'/ 90*C
/ •290nmi

/
t ;Q5

t
f/

/
4.

*v

0
300 Э50 <00 450 "Sfnm) *■

12. ábra

on mért értékek még elég jól megközelítik 

az átlagértékeket. Magasabb hőmérsékleten a 

különbség már jelentősebb, sőt tapasztalható, 

csekély mértékű maximum eltolódás is - az ab­

szorpciós spektrumokhoz hasonlóan - a hosszabb 

hullámok felé. A spektrum hosszuhullámu eltoló­

dása BARENBOIM ós munkatársai /22/ által a
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tripszinre talált eredményekhez hasonlóan 

egyrészt arról tanúskodik, hogy a triptofán

u>
/•Kf* M/l Lix.+hsrfát puffer 

pH-6,24
------- átlag
----- ao*c

m290nm

I NLfW&) \
\
\
\
\
\f05
\ti

/ \
\
\

4
4.

хч.v. ^

0
400 \<nm)310 350

13» ábra

maradványok, melyek a nativ makromolekulánál 

hidrofob környezetben vannak, átmenet követ­

keztében az oldószer számára hozzáférhetővé 

válnak, amely tehát a globulár makromolekulák 

szétszakadásáról tanúskodik.

Másrészt oka lehet az is /41/, hogy ha a 

makromolekula rezgési energiája jelentősen meg-
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nő és az intramolekulóris kötések a hőmér­

séklet emelkedése következtében meggyengül­

nek és a gerjesztés pillanatában létrejöhet 

a molekula denaturációja vagy a molekula más, 

nagyobb potenciális energiának megfelelő mó­

dosulatba mehet át. A spektrum enyhe kiszé­

lesedése pedig kapcsolatban lehet a tirozin 

maradványok hatásának megnövekedésével a fluo­

reszcencia spektrumban /22/.

A lizozim triszpufferes oldata esetén a 

foszfátpufferes oldatoknál kapott eredmények-
f

hez hasonlót kaptunk.

W
1 ni* M/t Ux.*-foszfát puffer 

pH-7,1
/I 4

átlag\
\\

V / 
' /4flW 

М; 70*C

r i 60*C
\ m290nmi
\I
i\I
&/<w /7 / w/ /// №/✓ ✓ &

W

0
3S0 400 ~h(nm)

14. ábra
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A fluoreszcencia spektrumok maximumainak 

a 2.§-ban leirt korrekcióval nyert értékeit

különböző oldatoknál a 3» táblázat mutatja.

A 15. ábrán pedig felrajzoltuk a 4' (340) érté­

keket, mint a hőmérséklet függvényét különböző

=290 nm,pH-nál. A gerjesztés hullámhossza X 

a megfigyelési pedig X
gerj

=340 nm volt. Az in-megf

110~* M/I Lit. * foszfát puffer 
Xg ~290nm

4 (3<0)

20
О

pH-0,0t
о

о
to о

о о
°«о

° О о
I I I

pH-7,1о

20 - О
о

о
о

о
10 °°00

о
I

о20
О

pH-6,24О
О

О
10 О

° ° О О о
О О

J.10 30 90*О —50 70

15. ábra



54

3. táblázat

lxlO"’^M/l lizozim foszfátpuff eres oldatának 

fluoreszcencia intenzitásai önkényes egységek- 

• ben különböző pH értéknél a hőmérséklet függ­

vényében

(X .=290 nm 4 gerj =340 nm)inegf

f (X) шахq pH

t
6,24 7,1 8,04°C

21.3
18.3
15,8
13.6
11.6 

9,92 

8,63 
7,90 

7,62 

7,26 

6,80 

6,37

23.7 
20,1
17.8
15.3 
13,2
11.4 
10,0
8,94
8,40
7,62
6,43

15
20

16.7
13.8 

12,2
9,76
8,02
6,87
5,73
5,06
4,04
3,18
2,60
2,23

25
30
35
40

45
50
55
60
65
70
75
80
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tenzitásértékek a hőmérséklet növekedésével 

Jelentősen csökkentek. Ez a csökkenés mono­

ton volt kb. 40°C-ig. Az egyenesek irányténye­

zői, amelyek az 1°C hőmérsékletváltozás ha­

tására 6,24; 7,1 és 8,04 létrejött inten­

zitásváltozást Jelentik, pH értékeknél rendre 

-1,1; -1,13,' -0,9. Kb. 40°C-nál a görbe irá­

nya és meredeksége megváltozott, az l°C-ra 

eső intenzitás változás lecsökkent, az irány­

tényezők most -0,16; -0,40; -0,40. Mint lát­

ható, legjelentősebb a változás a pH=6,24-nél 

és legcsekélyebb a 8,04 pH-Ju oldat esetében.

A fluoreszcencia intenzitásokat mértük úgy 

is, hogy a 80-90°C-ra felmelegitett oldatokat 

lehütöttük és hűtés közben vettük fel a spekt­

rumokat. A spektrumok alakja hasonló volt a 

melegítéskor kapottakéhoz. A felvett maximum- 

értékeket pedig a 16. ábrán mutatjuk be. Me­

legítéskor a fluoreszcencia intenzitás Jelen­

tősen csökken, mig visszahütéskor csak csekély 

mértékben növekszik. Visszahütéskor az inten­

zitás Jóval kisebb, mint ugyanazon a hőmérsék­

leten melegítéskor volt. A 16. ábra a pH=8,04
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foszfátpufferes lizozimoldatra kapott eredmé­
nyeket mutatja és ehhez hasonló eredményeket 
kaptunk a többi oldat esetében is. A visszahü- 

tés és a melegités közötti különbség a hó

о(ДО

Í иг.*ЫгШ pufttr
pn-oflt

о mtltgkét 
Д hiU*

- 290 nm

IS

О

О

10 О

о
о

о
о3

1од д д д од д ^ л 4 Д д д 2 о

о 4.
10 ITC)—-10 то30 во30 <0 so

16. ábra

okozta irreverzibilis változásról tanúskodik.

A fluoreszcencia spektrumokat felvettük 

abban az esetben is, amikor 50°C-ra melegített 

oldatot hütöttünk le. A hütve, illetve a me­
legítéskor adott hőmérsékleten felvett spektru­
mok alakjában különbség nem volt. A fluoresz­
cencia 340 nm-nél mért intenzitása megegyezett
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a melegítéskor kapott értékekkel. Tehát 

50°C-ig a melegítés hatására az enzimben a 

fluoreszcencia szempontjából maradandó vál­

tozás nem következett be. A változás reverzi­

bilis, eltérően a magasabb hőmérsékletre tör­

ténő melegítéstől. Az 50°C-ról történő vissza- 

hütés eredményei arról tanúskodnak, hogy eb­

ben a hőmérsékleti intervallumban tisztán hő- 

mérsékleti kioltással van dolgunk.

Abból a célból, hogy megvizsgáljuk válto­

zik-e a triptofán fluoreszcenciája a hőmérsék­

let növekedésével akkor, ha azt a fehérjébe' 

épülten vizsgáljuk, meghatároztuk az 1x10“^ M/l 

koncentrációjú foszfát pufferes triptofán ol­

dat fluoreszcencia színképeit is. A szabad 

triptofán és a fehérjébe épült triptofán a 

hőmérséklet növekedésével hasonlóan viselke­

dik. Ez a 16. és 17. ábrán figyelemmel kisér­

hető. A maximumok 50°C-ig közel azonos inten­

zitásunk a triptofán és a lizozim oldat ese­

tében is. 50°C felett azonban csekély eltérés 

mutatkozott. A lizozim oldat fluoreszcencia 

intenzitása valamivel kisebb, mint a tripto- 

fáné. Az ábrákon az is látható, hogy a tripto­

fán fluoreszcencia intenzitása a vizsgált hő-
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mérsékleti tartományban végig monoton csök-

lizozim esetében pedig 50°C körül töréskenő,

van. Jelentősebb a különbség a visszahütés-

kor kapott értékek esetén. A szabad triptofán 

oldat hűtéskor kapott fluoreszcencia maximum 

intenzitásai - eltérően a lizozimétól - meg-

оA
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i kt* m tm+foutt» putforо

A О mtfcgM* 
A hMtifm

«ЯОлт
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17. ábra

egyeztek a melegítéskor felvett értékekkel. A 

triptofán oldatok különböző hőmérsékleten fel­

vett spektrumai nem mutattak eltérést sem me­

legítéskor, sem a hűtés során a szobahőrnérsék-
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létén kapott spektrumhoz képest, tehát a hő­

mérséklet okozta változás szabad aminosavak

esetén reverzibilis.
— 5b. Az 1x10 M/l peroxidáz triszpufferes oldatá­

ra vonatkozólag megállapították /7/, hogy bár 

a peroxidáz molekulában tirozin és triptofán 

is van, ha mindkét aminósav gerjesztődik, a 

tirozin fluoreszcencia intenzitása meglepően 

sokkal nagyobb, mint a triptofáné. A fluoresz­

cencia színképekben a 305 nm-es és a 340 nrn-es 

sávok rendelhetők a tirozin, ill. a triptofán 

fluoreszcenciájához. Ha a fluoreszcencia szin-

=276 nm-nél gerjésztjük, a 305 nm- 

es maximummal rendelkező tirozin fluoreszcenciát 

gerj=290 nm-nél a triptofánét. Ezt 

a két esetet tanulmányoztuk a hőmérséklet függ-

képeket \gerj

kapjuk, mig Я

vényében.

A spektrumok változását a 18. ábra szem­

lélteti. A 276 nm-es gerjesztéssel felvett 

fluoreszcencia spektrumokban az intenzitás-ér­

tékek csökkentek a hőmérséklet emelésével, a 

színképek alakjának jelentős megváltozása nél­

kül. А 29О nm-es gerjesztés esetén a magasabb 

hőmérsékleteken (60°C felett ) felvett spektru-
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mok alakja változott az alacsonyabb hőmérsék­

leteken mért spektrumokéhoz képest. A tripto- 

fán szinképe hosszabb hullámok felé tolódik 

és a spektrum kiszélesedik, összhangban más 

eredményekkel /22/.

» * AI \» \I \/\I t \I \ / 1 ШРМПи!p\ \ t
4 \\ \ l \.-292 nrr,
i/r, \\ V _1 \W\/A• 'h/

<«0 20 \
---- 20 Ъ
----  50 *C
--- 70 *C

I \1 \i
gß
iI 90 *C\

276 nm \\/40 10 ч/ 4.'X\
Ч ч 4

• ’ЯТчО. ЧД \/ \\

“■47^

/ \/ 4^ %

t

/ 4N
ч

.•
ol---ol 4$r300 350 400

A(nm)

18. ábra

A különböző gerjesztéssel felvett spekt­

rumok maximumaihoz tartozó intenzitásokat a 

4. táblázatban közöltük, 

dig a 19. ábra mutatja. A X

a görbék menetét pe-

=305 nm-nél amegf
maximumok nagysága kb. 43°C-ig és 55°C felett
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4. táblázat

lxlO~^ M/l HRP neutrális triszpufferes ol­
datának pH=7,0 fluoreszcencia intenzitásai 
önkényes egységekben a hőmérséklet függvé­

nyében

fq(X) X X .=276 nmgerj=290 nm gerj
t(°c) XX =350 nm =305 nmmegf megf

26.5
24.9
23.6 

22,0
20.4
18.9 
17,2 

15,6
15.5 

15,4 

15,1
13.6 

12,7
9,82 

8,85 

7,72 

6,28 

■ 5,15

10 107,0
104,0
100,0
96,2
93,0
88,7
85,0
81,9
81,9
80.4
78.1
74.2
72.4
70.3 
67,2
63.5

15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95



- 62 -

jelentősen csökken a 45-55°C tartományban 

pedig közel változatlan. Ugyancsak a fluo­

reszcencia intenzitások csökkenését tapasz-

=350 nm eseténtáltűk a X "í290 nm és Xmegfgerj

1Ю'1 M/l HRP.trisj 
Л§ж-276 nm100’

\e-290nm

s
Го-

80- 30V

4
®ч
%

%20/ .
. I VI Ф.

%
60- 10!-

'S4, .

10050
<CC) -----•

19. ábra

is, bár itt a 45°C-tól 60°C-ig terjedő hőmér­

séklet tartományban tekinthetők az intenzitá­

sok gyakorlatilag változatlanoknak.

A triptofán oldat fluoreszcenciájának hő- 

mérsékleti kioltása négy-ötszörös intenzitás­

csökkenéshez vezet, ha a hőmérsékletet 20°C-
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ról 90°C-ra emeljük. A peroxidázba épült 

egyetlen triptofán /44/ fluoreszcenciájának 

hőmérsékleti kioltása hasonló körülmények között 

négyszeres intenzitás csökkenést mutat, ha a 

peroxidázt olyan hullámhossznál (290 nm) ger­

jesztjük, hogy benne csak a triptofán világit. 

Vagyis a szabad és a fehérjéhez kötött tripto­

fán fluoreszcenciájának hőmérsékleti kioltása 

lényegileg hasonló mértékű.

Ha a tirozint és a triptofánt a peroxidáz- 

ban A. =276 nm-rel együttesen gerjesztjük a hő-s
mérsékleti kioltás lényegesen kisebb mértékű, 

mint a A. =290 nm-nél. A tirozin csúcs inten-
О

zitása. 90°C-on 0,66-ára, a triptofáné 0,83-ára 

csökken a 20°C-on mért értékhez képest. Tehát 

a hőmérséklet emelésével a tirozin és tripto­

fán fluoreszcencia intenzitása nem azonos mér­

tékben csökken, hanem a tiroziné nagyobb mérték­

ben. A mérési eredményeket az 5* táblázat 

tartalmazza. 20°C-on mért fluoreszcencia szín­

képben а ЗО5 nm-nél lévő tirozin sáv és a 350 

nm-nél lévő triptofán sáv intenzitásának hánya­

dosa 3,3; mig ugyanezen hányados 90°C hő­

mérsékleten 2,7. Mindez azt jelenti, hogy me­

legítés hatására a tirozinról a gerjesztési e- 

nergia nagyobb hányada megy át a triptofánra,
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5. táblázat

lxlO”'* M/l HRP neutrális -triszpufferes olda­

tának pH=7,0 fluoreszcencia intenzitásai ön­

kényes egységekben a hőmérséklet függvényében

HRP+trisz 
X =276

HRP+trisz 
A, =290nm

HRPTRY+trisz 
X =290 nm /TYEn 

\TRY /
Л, =276nm

nm gt°C g g
TRYTYR TRY g

10620 31,7 24,9 22,1 3,34

16,4 8,650 29,288,8 3,04

70 80,3 28,8 12,4 5,47 2,79

67,9 26,2 6,29 2,6690 4,73

l(20°c) 3,96 4,671,52 1,21
l(90°C)
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jeléül annak is, hogy a triptofán maradék 

"hozzáférhetőbbé" válik. Ezen vizsgálatok ered­

ményei összhangban vannak korábbi vizsgálatok 

/23/ eredményeivel, amelyek szerint a tripto- 

fánnak a fehérje molekula belsejében kell lennie. 

Ha a méréseket az oldat hűtésekor is elvégez­

tük, akkor a 19. ábrán közölt értékeket kaptuk.

A. hűtéskor kapott intenzitásértékek a melegí­

téskor kapott jellegnek megfelelően változtak, 

de hasonlóan, mint a lizozim esetében, itt is 

alacsonyabbak a hűtéskor kapott értékek, mint 

a melegítéskor kapottak. Ez azt mutatja, hogy 

a 40°C feletti hőmérsékleti intervallumban a 

létrejött változás részben reverzibilis.

3.3. A relativ intenzitásmérések eredményei

A relativ intenzitásértékeket a triszpufferes 

lizozim oldat esetében határoztuk meg különböző 

koncentrációk mellett különböző hőmérsékleteken 

abban a hőmérsékleti tartományban, ahol konformá­

ciós változás még nem jött létre (55°C-ig). A gör­

bék a 20. ábrán láthatók. Az ábrán lévő eredmények 

alapján megállapíthatjuk, hogy a koncentrációs ki­

oltást jelentős mértékben befolyásolja a hőmérsék-
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let. Leglaasabb 10°C-on és a magasabb hőmérsékle­

teken a hőmérséklet emelésével gyorsabbá válik.

MO 5 M/t Liz.+trisz puffer 

pH-7,0
W

t Wc
4

20eC

30°C-05

40°C

0
-3-7 -4 log c-6 -5 (c-M/f)

20. ábra

3.4. Aktiválási energia meghatározása

Az l.§-ban leirt, a /3/ és /20/ irodalomban 

ismertetett összefüggések alapján meghatároztuk 

a lizozim 1x10 ^ M/l koncentrációjú foszfátpuff e- 

( pH=8,04) oldatánál az aktiválási energia 

és a hőmérsékleti kioltási folyamat sebességi kons­

tansainak az értékeit.

rés
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25°C-on mért valódi értékét a /45/ 

irodalomból használtuk fel (^^=0,0707) , amely­

nek ismeretében £ konstans értékét meghatároztuk.

A fluoreszcencia intenzitások méréséből a _c kons­

tans ismeretében az ^^=0.1 összefüggés alapján a 

10-90°C hőmérsékleti intervallumban kiszámítottuk 

a kvantuinhatásf okokat.

A számításokat /20/ alapján elvégezve a lizo- 

zim E aktiválási energiáját 8,6 kcal/M értéknek 

kaptuk. Ez összhangban van a /3/ irodalomban kö­

zölt triptofán ( 8,1 kcal/M) aktiválási energia ér­

tékkel. A sebességi konstansok értékei pedig

7 К = 3,56 .ésк = 1,92.10

Ezek szintén jó egyezésben vannak a /3/ irodalom
6eredményeivel: к értéke triptofánnál 2,2.10 , a 

К konstans pedig 1,3.

A hőmérséklet függvényében végzett fluoresz- 

cenciás- és aktivitási mérési eredmények lehető­

séget nyújtanak arra, hogy peroxidáz esetében is 

meghatározzuk a folyamatok termodinamikai paramé­

tereit .

Peroxidáz esetében az aktiválási energia E& 

értékét és a sebességi konstansok (k)és(K) értékeit
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külön határoztuk meg a 10-45°C és a 60-90°C hő­

mérsékleti intervallumban. A kapott értékeket a 

6. táblázat mutatja. Számításainknál felhasznál-

arányos a mért intenzitással 

/3/, illetve WEBER és TEALE /28/ eredményét, hogy 

a peroxidáz triptofán fluoreszcenciájának kvantum­

hatásfoka szobahőmérsékleten 0,002.

tűk azt, hogy az

Az enzimaktivitási görbe adataiból RAISON sze­

rint /4/ az aktivitás hőmérsékleti változásához 

tartozó aktivációs energiát is kiszámítottuk. En­

nek az értéke konformációs változás előtt 9»15 

kcal/mol, a konformációs változás után pedig 20,6 

kcal/mol. Ha a 6. táblázat adatait összehasonlít­

juk a /20/ /5/-ben szabad tirozinra és triptofánra 

kapott adatokkal, azt látjuk, hogy mind a triptofán, 

mind a tirozin fluoreszcencia hőmérsékleti kioltá­

sát Jellemző aktiválási energia kisebb, mint a sza­

bad aminosavaké. Tirozin esetében az eltérés (kb.

3,2 kcal/mol) különösen nagy, ami azzal magyaráz­

ható, hogy a 10-45°C hőmérsékleti tartományban a 

tirozin fluoreszcencia a hőmérséklet emelésével 

könnyebben oltódik ki, illetve átadódik a tripto- 

fánnak, ahol az eltérés kb. 0,3 kcal/mol. így a 

peroxidáz esetén a fluoreszcencia kioltás két té­

nyezőből tevődik össze, egy tisztán hőmérsékleti ki­

oltásból és egy a tirozinról a triptofánra való



6. táblázat

A peroxidáz 1x10 M/l koncentrációjú neutrális triszpufferes 

oldatának fluoreszcencia hőmérsékleti kioltására vonatkozó ter­
modinamikai és kinetikai adatok

Triptofán fluoreszcenciaTirozin fluoreszcencia

HRP-ben szabad
aminósav

25°C

HRP-ben szabad
aminósav

25°C10-45°C 60-90°C 10-45°C 60-90°C

T=298°Kq 0,0087 0,21 0,002 0,22

I
E kcal/Ll3. 6,2-7,13,2 5,1 7,8 14,0 8,1-8,5VD

I

8,2.104 8к = k^/k^ 10,4 92,8 10,2-13,0 15,2-14,63,1.10

= k2/k1К 114,0 113,0 0,9-3,0 498,0 499,0 1,5-2,3
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energiaátadásból. Ezt az elképzelést alátámaszt­

ja az a tény is, hogy a peroxidáz esetén a konfor­

mációs változás befejeződése után az aktiválási 

energia 5,1 kcal/mol már jól megközelíti a sza­

bad tirozin aktiválási energiát.

3.5» Enzimaktivitás mérések eredményei

a pH=8,04 1x10“M/l koncent­

rációjú foszfátpufferes enzimoldat aktivitásá­

nak /ó-ban kifejezett értékeit a hőmérséklet 

függvényében a 21. ábra mutatja. Az aktivi-

a. Lizozim esetén,

Ю0
HO M/l Ut.* foszfát puffar 

pH-6,2t

• 0

\
Í

0}

50

0
50 tOC)-



71

tás kb. 35°C-nál éri el a maximumát, 10-35°C- 

ig jelentős növekedést, 35°C felett pedig 

nagymértékű csökkenést mutat a hőmérséklet 

emelésekor. Az enzim 60°C környékén már tel­

jesen inaktivvá válik. Az oldat visszahütése- 

kor mért értékek csekély mértékben ugyan, de 

szintén növekednek 35°C-ig, majd csökkennek, 

de a hűtés után kapott maximális aktivitás 

értéke a melegitéskor kapott maximum érték­

nek csak kb. 5í;i?-a.

b. Peroxidáz oldat esetében is az abszorpció éa 

fluoreszcencia mérésekkel párhuzamosan az 

enzimoldat aktivitását hűtve és melegitve 

és különböző hőmérsékleteken is megmértük.

Az enzim 38°C-on volt a legaktívabb, itt az 

aktivitást 100/ó-nak véve, a többi hőmérsék­

leten ennek megfelelő ^-ban ábrázoltuk az 

aktivitásértékeket. A hőmérséklet emelésekor 

38°C-ig az aktivitás növekedett, 38°C felett 

pedig csökkent és 75°C-nál az enzimműködés 

megszűnt. Ez látható a 22. ábrán. Ha az enzi­

met 90°C-ra melegítettük és utána hütöttük, 

azt tapasztaltuk, hogy a lizozimtól eltérően
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itt hűtéskor még jelentős biológiai aktivitás­

sal rendelkezik az enzim. 38°C-on például 

a melegítéskor kapott aktivitás mintegy 40%- 

át mértük a hütött enzimoldat esetében (22. áb- . 

ra) . Ez is a hőmérséklet okozta változás rész­

ben reverzibilis voltát igazolja.

100
M0“3M/l HRP ♦ triez

к
[%]

50

0 20 40 60
Ut)

22. ábra

3.6. Egyéb mérési eredmények

a. A valódi abszorpciós együtthatók, ill. ex- 

tinkciós koefficiensek meghatározásánál szük­

séges volt a sűrűség és törésmutató hőrnérsék-
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let okozta változását figyelembevevő korrek­

ciók elvégzése /47/. IS célból a sűrűséget 

és a törésmutatót is megmértük, különböző 

hőmérsékleteken. A lizozim különböző fosz- 

fátpufferes oldatai esetén kapott sűrűsége­

ket -a 23», a törésmutatókat pedig a 24. ábra 

mutatja. (Összehasonlitásul a desztillált viz

f
(дат?)

W2
H(f* M/l Liz. + foszfát puffor

о pH-7,1 
A pH-O.W 
О pH - 6,2/ 

----- díszt víz

WO

490

096
д О о

А

4M

wo trc) —-10 50

23. ábra

sűrűségét is ábrázoltuk a hőmérséklet függ­

vényében.)

a 24. ábra is mutatja, csekély mértékű elté-

Л törésmutatók értékében, mint azt
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rést tapasztalunk különböző pH értékek ese­

tén. A viszkozitásértékek megegyeztek a desz­

tillált viz viszkozitásértékeivel, és ez a 

megegyezés magasabb hőmérsékleteken is meg­

volt, tehát a viszkozitás értékeiben és hő- 

mérsékleti függésében nem tapasztaltunk el­

térést akár fehérjeoldatot, akár desztillált 

vizet vizsgáltunk. Méréseink triszpufferes 

oldatok esetén { lizozim, illetve peroxidáz) 

is hasonló eredményekre vezettek.

I f -Ht* M/l üz. *■ foszfát puffor

О pH-6,24 
о pH - 7,1 
д pH-604

n

13350
О “ О

°o$ s é

♦10300
a 2 8

8 8
1,3250 8

#
8

J3200
/оо —-10 50

24 . ábra
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b. Az fiQ számításakor kapott eredmények.

Az l.§-ban leírtak alapján meghatároztuk 

az lxlO-^ M/l koncentrációjú 8,04 pH-ju 

foszfátpufferes lizozim oldat esetében az Rq 

értékeket, a kapott eredményeket a 25» ábra mu­

tatja. Az Rq értékei kb. 55-60°C-ig lineá­

risan csökkennek a hőmérséklet növekedésével.

A 60-75°C-os hőmérsékleti tartományban, a 

fluoreszcenciás mérésekkel is az enzimaktivi­

tás mérésekkel összhangban, a görbe menete 

megváltozik, majd a 75°C feletti hőmérsékle­

teken (a denaturált enzimoldat esetében)az Rq 

a hőmérséklettől gyakorlatilag független.

о
mI

fUAj о

/• W M/t Uz.+ foszfát puff* 
pH-6fl<Mfi о

о

w
о

О ° ° ° °о
о

оw
о

о
о

XX
10 30 90 t(‘c)50 70

25. ábra
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A lineáris szakaszon Rq értékei: 15,2 2- 

tőLll,6 Ä-ig változnak, majd a 60-75°C hő- 

mérsékleti intervallumban emelkedő hőmérsék­

lettel 11,6 Я-ről 12,4 Ä-re növekednek. Az 

állandó értéke kb. 12,4-12,5 Ä.

Ezek az eredmények jó egyezésben vannak 

KONEV /36/ eredményeivel.
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ÖSSZEFOGLALÁS

A dolgozatban a lizozim és a tonnagyökér
— 5peroxidáz 1x10 J M/l koncentrációjú oldatainak 

fényelnyelését és fluoreszcenciáját, valamint 

aktivitását vizsgáltuk különböző pH értékek e- 

setén a hőmérséklet függvényében.

Lizozim esetében méréseinket az irodalmi 

adatokon túlmenően 60°C fölé is kiterjesztet­

tük és azt tapasztaltuk, hogy az abszorpció, 

illetve fluoreszcencia intenzitások hőmérséklet 

okozta monoton változása 60°C környékén megsza­

kad. A fluoreszcencia spektrum kissé eltolódik 

és kissé kiszélesedik. Ez olyan konformációs át­

menetre utal, amely a makromolekula "kiterülé- 

sétn jelenti. A visszahütéskor kapott eredmények 

különböztek a melegítéskor kapott értékektől, 

amely a hőokozta változás irreverzibilis voltára 

utal. Ezt támasztják alá az aktivitásmérés ered­

ményei is. A melegítéskor a lizozim enzim akti­

vitása kb. 35°C-nál éri el a maximumot és 60°C- 

nál válik inaktívvá. A visszahütött enzim akti-
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vitása azonban 35°c-nál csak mintegy 5%- 

melegitéskor mért értéknek.

a a

A fluoreszcencia jellemzők hőmérséklet ha­

tására létrejött változásának az ismerete lehe­

tővé teszi a folyamat termodinamikai paraméterei­

nek a meghatározását. Az E& aktiválási energia 

értéke lizozimnál 8,6 kcal/mol értéknek adódott.

Tormag.yökér peroxidáz esetén az oldat ab­

szorpciós és fluoreszcencia szinképei 10-45°C~ 

ig terjedő hőmérsékleti tartományban függetlenek, 

50-90°C-ig terjedő tartományban függőek a hőmér­

séklettől. A fluoreszcencia intenzitása a hőmér­

séklet emelésével mindvégig csökken. Az abszorp­

ciós együttható a látható tartományban 45°C fe­

lett csökken, az ultraibolyában növekszik. A 

triptofántól származó fluoreszcencia hőmérsék­

leti kioltását a hőmérséklet emelésével a tiro- 

zinról a triptofánra növekvő energiaátadás kisé­

ri. A fluoreszcencia kioltás aktiválási energiá­

ja 7,8 kcal/mol a 10-45°C hőmérsékleti interval­

lumban, ill. 14,0 kcal/mol a triptofán fluoresz­

cenciára nézve, ill. 3,2 kcal/mol és 5,4 kcal/mol 

a tirozin maradék fluoreszcenciájára.
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Az enzim aktivitásának hőmérsékleti optimu­

ma 38°C-nál van, az aktivitás 75°C-nál szűnik 

meg. A hő okozta aktivitásváltozás részben re­

verzibilis, visszahütéskor az aktivitás 40%-ig 

helyreáll. Részleges reverzibilitásra utalnak 

a szinképi változások is. Az aktivitási görbé­

hez hasonló menetű és azonos hőoptimumu az en­

zim tisztaságát jellemző faktor hőmérsékleti 

függése is. Ez azt is jelenti, hogy az enzim a 

hőoptimum hőmérsékletén a '’legtisztább'1. Ez le­

hetővé teszi, hogy közvetlenül az abszorpciós 

görbékből határozzuk meg a hőoptimumot. Az ak­

tivitás hőmérsékleti változásának aktiválási ener­

giája 9,15 kcal/mol, illetve 20,6 kcal/mol a 

10-40°C, ill. 45-75°C hőmérséklet tartományban.

A fluoreszcencia jellemzők megfigyelése mind­

két enzim esetében lehetőséget nyújt arra, hogy 

elég pontosan meghatározzuk azt a hőmérsékleti 

intervallumot, ahol a konformációs változás hő 

hatására bekövetkezik, és a görbék jellegének a 

megváltozásából következtessünk a végbemenő át­

alakulásra.
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temet fejezem ki dr Szalay László egyetemi ta - 

nárnak, a fizikai tudományok doktorának, aki le­
hetővé tette a vizsgálatok lefolytatását, vala­
mint az eredmények kiértékelésekor hasznos ta - 

nácsaival segítette munkámat.

Köszönettel tartozom dr Hevesi János docens­
nek, a fizikai tudományok kandidátusának a dől - 

gozat elkészítése során kifejtett érdeklődéséért.

A szerző köszönetét fejezi ki dr Várkonyi 
Zoltán adjunktusnak, a téma vezetőjének azért a 

sokoldalú és értékes segítségért, amelyet a vizs­
gálatok során felmerült kísérleti és elméleti 
problémák megoldásához nyújtott.

Köszönet illeti dr Garay Andrást, a SZBK Bio­
fizikai Intézetének az igazgatóját, aki a mérések 

egy részének elvégzését a Biológiai Központban le­
hetővé tette.

Köszönettel tartozom a technikai, illetve ad­
minisztrációs munkatársaknak az értekezés formai 
kivitelezése alkalmával végzett gondos és lelki- 

ismeretes munkájukért, különösen Horváthné, Pesz- 

leg Zsuzsanna laboránsnak a méréseknél kifejtett 

hasznos közreműködéséért, valamint a számítások 

pontos elvégzéséért.
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