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BEVEZETES

Az 818 szervezetekben végbemend valamennyi fo-
lyamat specidlis, az él6re jellemz$ fehérjekatali-
zdtorok, enzimek hatdsdra folyik le. Igy a protei-
nek kozvetleniil szerepet jdtszanak minden ismert
bioldégiai folyamatban, és ezzel a proteinek struktu-
ridja és funkcidja kozotti kapcsolat a molekuldris
bioldgia kutatdsdnak egy érdekes és fontos teriile-
tévé vdlt. E terililet megkOzelitése szdmos biofizi-
kai és biokémiai mdédszerrel lehetséges. A funkcid és
szerkezet kapcsolata vizsgdlatdnak egyik fontos mdéd-
szere a fluoreszcencids vizsgdlati mdéd, amely dina-
mikus, ugyanakkor érzékeny eszkozt szolgdltat a pro-~
teinek dllapotdban, strukturdjédban, mikrokornyezeté-
ben bedlld vdltozdsok tanulmdnyozdsdhoz, és bizonyos
felvilégositést’képes adni a biokémiai folyamatok le-
folydsdrdél is. A fluoreszcencids médszer eldénye /1/
mds médszerekkel szemben tovdbbd az, hogy gyors, ké=-
nyelmes, kevés anyag felhaszndldsdval az objektum

sériilése nélkiil alkalmazhatd.

Vizsgdlataink célja az volt, hogy megvizsgdljuk,
hogyan vdltoznak a fluoreszcencia jellemz8k, és az
aktivitds a fehérje oldat hdémérséklete megvdltozdsd~-
val, van-~e vdltozds a szabad fluoreszkdlé aminosav

viselkedéséhez képest, és megkiséreljiink kapcsola-



tot taldlni a fluoreszcencia jellemzd8k megvdltozé-

sa és a fehérje szerkezete és funkcidja kozott.

A vizsgélt enzimek esetében a hdémérséklettdl
valé fliggés ismerete és vizsgdlata azért jelentds,
mert az enzimek bioldgiai hatdsdt, miikddését minden
olyan fizikai jellemzd befolydsolja, amely rdjuk,
mint fehérje-molekuldra hatdssal vannak. A hémérsék-
let emelésével pedig a fehérjék konnyen elveszthetik
eredeti, nativ tulajdonsdgaikat, olyan konformdcids
vdltozédsok. johetnek létre, amelyek utdn a fehérjék

mdr bioldgiai aktivitdssal nem rendelkeznek /2/.

Széles kOrben tanulmdnyoztdk azokat a proteineket,
amelyek triptofdnt tartalmaznak és fluoreszcencidjuk
a benniik 1év8é indol gylirtitdl ered pl. /3; 4/ . E
csoportba tartozdé fehérjéket az jellemzi, hogy amig
a fehérjeék szerkezete nen véltozik, a fluoreszcencia
intenzitds monoton csokken a hdémérséklet novelésével,
de a strukturdlis dtmenet tartomdnydban a hdmérsék-
lettdl vald fiiggést mutatd gorbe irdnya jellegzete-
sen megvdltozik. E tartomdnyt sok esethen a fluoresz-

\cencia spektrum maximuwn helyének eltoldddsa, a spekt-

rum kiszélesedése is jellemzi pl. /5/ .

A tirozint tartalmazd fehérjéknek pl. ribonuk-

ledznak, inzulinnak, stb. a tirozin fenol gyiliriijétdl



ered8 fluoreszcencidja hémdérsdkleti fligupését keve-
gebben vizsgdltdk pl. /3; 5/ . Bzeknél a konformdcids
vdltozds hémérsékleti tartomdnydban nem tapasztaltak

maximum eltoldddst, csupdn intenzitdsvdltozdst.

Vizsgdlati anyagként a fehérjék e két csoportja-
nak egy-egy reprezentdnsdt, a lizozimet és a torma-

gyokér peroxiddz enzimet vdlasztottuk.

A lizozim fluoreszcencia jellemz8inek hémérsék-
lett81 vald fliggését a konformdcids vdltozds bekdvet=
kezéséig mér tobben vizsgdltdk pl. /3; 4; 6/ stb. ,
azonban célszeriinek ldtszott a hémérsékleti inter-

vallumot kb. 90°C-ig kiterjeszteni.

A peroxidazt, amelynek fényelnyelését és fluo-
regzcencidjdt a hémérsdéklet fﬁggvényében ezideig
még nem vizsgélték, azért is vélésztottuk vizsgd-
latunk tdrgydul, mert ennek sz enzimnek a fluoresz-
cencidjdban mind a tirozin, mind a triptofdn fluo-
reszcencidja megjelenik, s8t alkalmas gerjesztd hul=-
ldmhosszndl elkiiloniilten az egyiké vagy a mésiké
/7/. Célunk itt is az volt, hogy egyiitt vizsgdljuk
a fluoreszcencia spektrumot, az abgzorpcids spektru-
mot és az enzimaktivitédst, és a jellemz8k alapjén von-
Junk le kovetkeztetést a konformdcids dtalakulds hé-
mérgékleti intervallumdrdl, az &tmenet reverzibili-
tdsdrdél ¢és meghatdrozzuk az dtmenet termodinamikai

paramétereit.



1.5 A KORABBI VIZSGALATOK KRITIKAI ATTEKINTESE

A fehérjék belsl, ©ndlld fluoreszcencidjdnak ta-
nulményozdsa jelent8sebb mértékben az 1950-es évek
mésodik felétdl kezdddott. A fehérjék ondlld fluo-
reszcencidjét Koz el egyid8ben hdrom, egymastdl fiig-
getlen kutatbécsoport fedezte fel: DUGGAN és UDENFRIEND
/8/; SHORE és PARDEE /9/ 1956-ban, VLADIMIROV és KONEV
/10/ 1957-ben.

TEALE /11/ és WEBER /12/ vizsgdlatai révén vdlt
ismertté, hogy a fehérjék belsd fluoreszcencidjdt az
aromds amindésavak eredményezik. Ezek koziil is jelen-
t8sebb a fenilalanin ( Phe), a tirozin (Tyr) és a trip-
tofdn (Try). Kordbban csak ezeknek tulajdonitottdk
‘a proteinek be}s6 fluoreszcencidjdt. Az azdta vég-
zett vizsgdlatokbél mAr ismert, hogy tdvolabbi UV~
~-tartomdnyban mds aminosavak is fluoreszkdlnak, de
igen kis hatédsfokkal /13/. Az el8bbi hdrom eminosav
kozUl a fenilalanin emisszidjdt nagyon kicsiny ha-
tdsfoka miatt (0,04) nativ fehérjékben még nem si-
keriilt kimutatni. A tirozin és triptofdn jelenléte
esetén az emisszids spektrum domindns mdédon a trip-
tofdn spektruma /11;.12/. Még humdn szérumalbumin

esetében is, amely csupdn egyetlen triptofdnt tar-



talmaz, viszonylag bonyolult analizis szﬁkséges
ahhoz, hogy 17 tirozinnak a fluoreszcencidhoz valéd
hozzdjédruldsa kimutathatd legyen. Az6ta azonban

‘mdr ezzel ellentétben pl. KONEV /14/ igaz ugyan,

hogy csak gyenge vdllként, de 310-320 nm k&zott meg-
taldlta a tirozin fluoreszcencidjdt olyan proteinék-
ben, melyek triptofdnt is tartalmaznak. A tormagyd-
kér peroxidéznél pedig annak ellenére, hogy a pero-
xiddz molekulédban tirozin és triptofdn is jelen van,
a tirozin fluoreszcencia intenzitdsédt sokkal nagyobb-

nak taldltdk, mint a triptofdnét /7/.

A €60-as évektll kezd8d8en szdmos szerzd vizsgdl-
ta a klilonbozd, féképp triptofdnt tartalmazdé prote-
inek fluoreszcencia jellemzGit. Azok a széleskdrii
eltérések, amelyeket a kiilonbozd fehérjék kozott taldl-
tak, mind a kvantumhatdsfok, mind az abszorpcids és
a fluoreszcencia maximumainak hulldmhosszdban, arra
mutatnak, hogy a triptofdn csoportok szikkebb kornye-
zete jelentds tényez8 a fluoreszcencia sajdtossédgok
szempontjébél. Mind ezek a jellemz8k nagy mértékben
figgnek a klilonb6zd kémiai, fizikai paraméterektdl:
pH; hémérséklet, olddészer mindsége, koncentrdcid,
stb. Miutdn a molekuldk kornyezetében bedlld vdlto-
zdsok befolydsoljdk a molekuldk szerkezetdt és a fluo-

reszcencia jellemzlket, ezért ez utdbbiakat fel le-



het haszndlni a protein molekula szerkezetének a

tanulményozdsdra.

M&r kordbban észrevették, hogy a hd hatdsédra |
létrejbtt konformdcids vdltozds feltiind vdltozdst idéz
elé a fluoreszcencidban, igy - mint azt mdr STEINER
és EDELHOCH /4/ is javasolta - a fluoreszcencia jel-
lemz &k megfigyelése gyors és érzékeny eszkdzt szol-
gdltathat a proteinek dllapotdrdl, strukturdjdrdél
és a mikrokdrnyezetében bedlld vdltozdsokrdl. A
vizsgdlatok végrehajtdsa gyors és egyszeru,‘kﬁlﬁnﬁsen

mds, kiegészit8 mdédszerekkel kombindlva meglehet8sen

részletes informdciét ad a proteinekrdl /15/.

A fehérjevizsgdlatok sordn problémaként vetd-
dott fel és még jelenleg sem eldéntott kérdés, hogy
‘a belsd fluoregzcenciéval rendelkezd aromds aminosa-
vak megOrzik-e, és milyen mértékben Srzik meg fluo-
reszcencia sajdtsdgaikat, amikor beéplilnek a bonyolult
fehérjemolekuldba. Az értekezés egyik célja, hogy
erre a kérdésre kiséreljen meg vdlaszt adni lizozim
és peroxiddz esetében. EbbSl a célbdl megnézzik a
szabad aminosavak, a fenilalanin, a tirozin és a trip-
tofdn fluoreszcencia jellemzd8it is a hémérséklet és

a hidrogén ion koncentrdcié fiiggvényében.



1l.1. Arom&s aminosavak fluoreszcencia jellemz&inek

hémérsékleti fiiggése

a./ A triptofdn és a tirozin fluoreszcencia

jellemz8inek hémérsékleti fliggését ossze-
foglaldan GALLY és EDELMAN /3/ kozblte. Az
dltaluk végzett kisérletek sordn a triptofdn
koncentrdcidé 4 Mg/ml, a tirozin koncentré-
cidé pedig 20 mug/ml volt, amelyek kisebbek
azokndl a koncentrdcids értékeknél, ahol
koncentrdcidés onkioltds léphetett volna fel.
TUROVEROV és munkatdrsai vizsgdlataikat
10721073 M/1 koncentrdcidés tartomdnyban
végezték /5/, mert tapasztalatuk szerint
ebben a tartomdnyban a fluoreszcencia jel-
lemz8k hémérsékleti kioltdsdnak a menete

figgetlen volt a koncentrdcidtédl,

A /3/-ban leirt tirozin és triptofdn

oldatok fényabszorpcidija a 20-80°C hémér-

sékleti intervallumban 1%-ndl kisebb mérték-~
ben csdkkent, anélkiil, hogy a spektrumok
alakja megvdltozott volna. A triptofdn ese-

tében hasonlé eredményt kapott FOSS is /16/,



aki & triptofén vizesoldatédt 70°C~ig melegit-
ve az abszorpciés spektrumban jelentSsebb vdl-
tozdst nem tapasztalt.

A fluoreszcencia szinkép vizsgdlatakor

novekvé hémérséklettel a fluoreszcencia inten-
zitds cetkkendsét figyelték meg, b&r & hémérsék-
let az emisszids spektrumok alakjdt nem befolyd-
gsolta. A triptofdn fluoreszcencia spektrumédnak
a maximuma 350 nm-nél, a tiroziné pedig 303 nm-
nél ven. Ha a 25°C-on mért fluoreszcencia in-

tenzitdst 100%-nak tekintették A =280 nm ,

erj
és igy ébrdzoltdk a relativ fluorisziencia in-
tenzitdsokat a hémérséklet fliggvényében, akkor
tirozin esetében egy kb.-0,7 irdnytényezljii
eg&enest kaptak, mig triptofén esetében az
egyenestdl enyhén eltérd jéval meredekebdb gor-
bét, amely 25-50°C-ig kozelitheté egy -2, 50-70°C
| kbz25tt pedig egy -1,1 irdnytényezdjii egyenéssel.
A szerzlk dltal kapott értékek + 2%=-on beliil
reprodukdlhaték voltak, és a hémérsdklettel va-
16 vdltozésok reverzibiliseknek mutatkoztak: hii~
téskor visszakaptdk a melegitéskor kapott gor-
béket.
Eéekkel az eredményekkel egyezd CHEN /6/

megdllapitdsa, aki a triptofdn fluoreszcencia
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2%-08 csOkkenését tapasztalta a szobahlmérsék-
let kornyékén a hdémérséklet emelésekor. A kvan-

tumhatdsfokot a triptofdn fluoreszcencidjdndl

alacsony hémérsékleteken és a szobahlmérséklesd

kornyékén 100-300°Kk EISINGER /17/ vizsgédlta.

Az eredmények f6 jellegzetessége a kvantumhatds~

fok kozel konstans volta alacsony hdmérsékleten
100-200°K tartoményban és erdsen hdémérséklet-

filgg8 kioltds szobahdmérséklet kornyékén. A 20-

-80°C hémérsékleti intervallumban a hatdsfok 0,21-

r81 kisebb, mint 0,05 értékre cstkkent.

b./ Bdr a fenilalanin fluoreszcencidjénak a kvantum-

hatdsfoka igen alacsony, ennek a vegyliletnek a
vizsgdlata igen fontos, mert a fenilalanin fluo-
reszcencia a protein spektrumdban vald teljes
hidnydnak az oka lehet a gerjesztési energidnak
a fenilalaninrél a tirozinra, majd a triptofédnra
vald dtaddsa. Mdsrészt felismerték, hogy a fe-
nilalanin fotodisszocidcidét szenvedhet és ebben
az esetben fontos szerepe lehet a proteinekben
fellépd fotokémiai, fotofizikai folyamatokban
/18/. A fenilalaninra vonatkozdan LEROY és mun~
katdrsai /18/ végeztek méréseket O-70°C tarto-
médnyban. A hémérséklet emelésekor ugyanazt a
viselkedést taldltdk, mint GALLY és EDELMAN /13/

tirozin és triptofdnra.
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Méréseket végeztek a kvantumhatdsfok hé-

mérsékleti fliggésére is, és azt tapasztalték,
hogy a hémérséklet emelése a kvantumhatdsfok
gyors csokkenését efedményezte egy kOzepes
2,7%-08 fokonkénti Adtlagos hdmérsékleti koef-
ficienssel az egész vizsgdlt tartomdnyban. A
0-70°C-0s hémérsékleti tartomdnyban a hatds-
fok 0,04 értékrdl kozel 0,008 értékre cstkkent.
LEROY és munkatdrsai /18/ fenilalanin esetében
a hémérséklet hatdsdt megvizsgdltdk a csil-

lapoddsi idére is 0-70°C hémérsékleti tarto-

ménybgn. Tapasztalatuk szerint az élettartam
jelent8sen cedkkent a hémérséklettel. A viszony-
lagos ?éltozés megegyezett a kvantumhatdsfok-

ra taldltakkal. A csillapoddsi id8 ebben a

tartomdnyban 9,6 ns~rél 2 ns-~ra cstkkent.

1.2. A proteinek fluoreszcencidjdnak hdmérséklettsl

vald fiiggése

A 60-gs évektd8l kezdSdlen szdmos munka fog-
lalkozik a hémérséklet hatdsdra létrejott dena-
turdcids dtmenetek lumineszcencids médszerrel
torténd fanulményozéséval, k§zottlik tobb Ossze-
foglald jellegu /53 63 193 20-22/.

STEINER és EDELHOCH, valamint GALLY és



EDEIMAN /33 4; 23/ elsfk kozott mutattak rd a
lumineszcencids médszer alkalmazdsdnak célszerii-
gségére a fehérjékben 1létrejové hémérsékleti dt-
menetek kutatdsa szempontjdbdl. Az eldbbi szerzdk
négy, az utdbbiak o6t triptofdn tartalmu proteint
vizsgdltak. A /3/ munkdban kozolek alapjén a
triptofdnt tartalmazé proteinek kvantumhatdsfoka

kiilonbsz8 mértékben ugysn, de csdkkent a hémér-
séklettel anélkiil, hogy a fluoreszcencia spektru~
mok alakja megvdltozott volna. A kiilonb6z8 pro-
teinek pepszin, humén-gemma-globulin, ovalbu-~
min, szarvasmarha szérumalbumin, lizozim fluo-
reszcencia intenzitédsdnak a monoton csbkkenése
kb. 60°C~ig tart, ameddig ezek a fehérjék nem mu-
tatnak strukturdlis dtmenetet. A megfigyelések
szerint ezeknél a proteineknél a fluoreszcencia
spektrumok, de féképp a kvantumhatdsfokok is azt
igazoltdk, hogy az aromds aminosavak jelentdsen
megvadltozhatnak, ha beéplilnek a fehérje makromo-
lekulédba, a protein polipeptid ldncdba. Bdr h-
mérsékletnsvekedés hatdsdra hasonléan viselked-
tek, fluoreszcencia kvantumhatdsfokaikban jelen~
tésen killonbdztek egymdstbél a vizsgdlt fehérjék,
86t kvantumhatdsfokuk kiilonbbzott a szabad trip-

tofénétdl is. Minthogy a triptofén tartalmu pro-
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teinek fluoreszcencidjdrél mdr TEALE /11/ ki-
mutatta, hogy az nagymértékben az aminosavmaradék-
nak tulajdonithatd, igy nem volt meglepl, hogy a
proteinek fluoreszcencia intenzitdsa a hémérsék-
let emelésével cstkkent hasonlbéan a szabad trip-
tofénéhoz. A fluoreszcencia intenzitdsokat a hé-
mérséklet filiggvényében az l. dbra mutatja. A
15°C-0s intenzitdst 100%-nek tekintve, legcse-
kélyebb mérfékﬁ e vdltozds pepszin esetében, 60°C-
ndl is még 60%, mig lizozim esetében - ahol legje~-
lentSsebb a csbkkenés - 60°C-on az intenzitds a
15°C-on mért intenzitdenak csak 30%-a. Hasonlé
eredményekre jutott STEINER és EDELHOCH /4; 23/

a ﬁepszin, kimotripszin, gammaglobulin és lizo-
zim esetében is. Minden esetben a fluoreszcencia
intenzitésnak a hémérséklet emelkedésével vald
monoton csdkkenését figyelték meg; ha a tanulmd-
nyozott hémérsékleti tartoményban nem 1lép fel
strukturdlis vdltozds. A termikusan indukdlt struk-
turdlis vdltozdsok kdnnyen felismerhet8k a gor-
bék menetének egy adott hémérsékleten valdé hir-
telen meévéltozésébél, ez a vdltozds az dtmene-

tet jelzi.

8. A fluoreszcencia intenzitds~hémérséklet gdrbe

meredekségének a megvdltozdsa: azt tapasztal-
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tdk, novekvd hdmérsédklet esetén a fluoreszcen-
cia intenzitds monoton csdkkenésénél észlelt je-
lentdsebb kioltds, a gbrbe meredekségének gyors meg-

novekedése, az intenzitds gyors cstkkenése pep~

- 8zinogén oldat esetében is strukturdlis dtmenet-

re utal /11/. A gammaglobulin esetében is megvdl~-
tozik a girbe meredeksége, a fluoreszcenciain-
tenzitds gyors nidvekedése kovetkezik be a hé-
denaturdcidnak megfeleld hdmérsékleti interval-
lumban. Ugyancsak a fluoreszcencia intenzitds éles
novekedése kdvetkezik be a ribonukledz esetében is
/5/, amely tirozin fluoreszcencidval rendelkezik.
A hémérséklet tovdbbi novelése a fluoreszcencia

intenzitds ismételt cstkkenését eredményezi.

Az irreverzibilitds megjelenése: STEINER és

EDELHOCH /4/ azt taldlta, hogy gammaglobulin
esetében pH=7,0-ndl a fluoreszcenciaintenzitds
linedrisan cstkken a hémérséklettel 60°C-ig és
a vadltozds reverzibilis, azonban pH=11,8-ndl a
gorbe eltér az el8bbitdl, bar linedris, de csak
35°C-ig reverzibilis. Magasabb hémérsékleteken
az intenzitds kifejezett ndvekedése lépett fel
a konformdcids dtmenettel egyiddben. Ekkor a

visszahlitéssel kapott gdrbe mdr nem veszi fel az
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eredeti értdkeket, linedris, és az eredeti gbrbe
felett halad. Ribonukledz esetén /5/ hiitéskor a
fluoreszcenciaintenzitds-hémérséklet g&rbe hason-
16 menetii, mint melegitéskor, azonban é megfordit~
‘hatésdg nem teljes.

~c. Az id8t81 fiiggd intenzitdsvdltozds is konformd-

cidés dtmenetre utal. PERLMAN /24/ kiilonbozd kon=-
centrdciéju pepszinogén oldatok fluoreszcencidjdt,
bioldgiai aktivitdsdt, optikai balraforgatdsdt
vizsgdlta, mint a hémérséklet fiiggvényét. Azt kap-
ta, hogy 60°C-ra torténd egyszeri felmelegités utén
a fluoreszcenciaintenzitds és a bioldgiai aktivitds
is visszahiitéskor teljesen helyredllt. A felmele-
gitést egymds utdn otszdr megismételve visszahii~
tés utdn a fluoreszcencia intenzitds 64%—ra csok-
kent és 70%-ra csbkkent a pepszinogén aktivitdsa

is. Ez bizonyos strukturdlis vdltozdsokra utal.

A dezaktivdcidés folyamat Ea aktivdldsi energidja és

sebességi konstansai

Az aminosavak és fehérjék esetében ugyanugy,
mint mds szerves anyagok esetében a fluoreszcencia
kvantumhatésfoka és élettartama a hémérséklet nove-

1ésével csokken. Altaldban két fajta sugdrzés nél-
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klili dezaktivdcibés folyamatot tételeznek fel, /3; 20/

amelyek a kovetkez§ séma szerint értelmezhetlk:

folyamat sebességi d411andé
1/ A — A4hv (flubreszcencia) kl
2/ K —=A (dezaktivdcid) ko

» —Ea/RT
3/ A —=A (dezaktivdcid) k3.e

ghol A a molekuldt gerjesztett dllapotban jelenti,
hv az emittdlt fény kventum energie, R & gdz41landé, T pe=-
dig az abszolut hémérséklet.

A 2/ alatti dezaktivdcidés folyamatnak k, sebes-
ségi dllandéja és elhanyagolhatdan kicsiny aktivdcids
energidja van. A 3/ alatti folyamatnak E_ ektivdldsi
energiéja is van. Ezt ugy érteimezhetjﬁk, mint az el-~
.sé szingulett gerjesztett éllagot rezgési szintje és
azén energiadllapot ka?ti energia kﬁlﬁnbééget, ahol a

gerjesztett szingulett és alapy vagy triplett 4lla-

pot energia feliiletei metszik egymést.

Ha‘qq az abszolut kvantumhatdsfok, skkor /3; 20/
szerint felirhaté
1

Mq = =E_/RT 1,1)
1 +K + kee © ( ’
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ghol K = k2/k1 es k=k3/kl .

A fluoreszcencia hatdsfok hémérsékleti fliggésébll
‘megéllépithaté az asktivdlési energia és a K, vala-
mint k konstansok értékei.

Feltételezhet8, hogy a mért I relativ fluoresz-
cencia intenzitds ardnyos 821h abszolut kvantumha-
tésfokkal'yq = c.I, ahol ¢ az ardnyossdgi tényezs.

Ezt figyelembe véve (1,1)-bdl

k k ~-E_/RT

1 2 a

F=c (E- + l)+ c . Eé . € . (1,2)

1 1
Ebbb6l kOvetkezik, hogy
a(- 1) ck,E_\ E, )
ln-d—I-= ln(—'Efr-ﬁT' (1;3)

T

a(-1/1)
A T(I/T) differencidlhényados értékeit grafikusan

hatdrozhatjuk meg ugy, hogy mérjilkk a gdrbe negativ

irdnytangensét az 1/I-t az 1/T fﬁggvényében dbrézol-
va. Az (1,3) egyenlet szerint az 1n %%f%%%l dbrdzo-
ldsa az 1/T fliggvényében efy -Ea/R meredekségii egye-~
nes vonalat kell, hogy adjon ln(ck3Ea/k1R)tengelymet-

gzettel,

Az aktivéldsi energia és a sebességi konstansok
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ismeretében meghatdrozhatjuk a F szabad aktivdlési
energidt, AH entalpidt és AS-t, az aktivdlds entré-
pidjdt.

o
RT

ahol h a Planck~féle &1landf, 5’ pedig a Boltzmann
d411andé. ¢
A AH AH = Ea-R‘I‘ egyenletbdll, a

AS entrépia érték pedig a

AF = AH-TAS osszefliggésbdl szé~
mithaté.

HOmérséklet hatdsa az elektron gerjesztési energia-

dtaddsra

Az elektron gerjesztési energia dtaddsdnak nagy
szerepe van a bioldégiai folyamatokban, igy a fehérje
rendszerekben létrejovsé fluoreszcencia jelenségekben
is. Mint ismeretes az energiadtadds lényege abban 811,
hogy a rendszer egyik gerjesztetlen molekuldja ( D,donor)
pl. foton abszorpcidja utjén energidt vesz fel, ger-
jesztettdé vdlik (D*), najd energidjdt dtadja egy mé-
Bik, eredetileg gerjesztetlen molekuldanak (A akcep-

tor) és ekdzben D fluoreszcencidja kioltédik. Ennek
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sémaja

D;‘*

D + hv

+*
D+ A

%
D + A

E kioltds jellemezhetd TFORSTER /25/ egyenletdvel
Ugyanis a D és A koz0tt a gerjesztési energia dt-

addsdnak valdszinlisége
6
R
1l ( o) (
O 1,4)
D—A " T H\ R
ahol T,p & donor (D) molekula gerjesztett dllapotédnak
a csillapoddsi ideje a kiolték (A) tdvollétében
R a gerjesztett molekula (D*) és az akceptor (A)
molekule kozti tdvolsdg
R_az un. kritikus tdvolsdg, amely a két mole~
kula kozott azt a tdvolsdgot jelenti, amely-
re az energiadtmenetnek ugyanaz az l/ft a gya-
korisdga, mint amekkora a primér gerjesztiett
molekuldk kisugdrzdsédnak a gyekorisdga.

Az R 8z
o)

6
2 2 2
9" {1n 10)“.c°.T _.I
R = \4 2 2_2 QD U (1’5)
165 n“(N?) v

Osszefliggésbdl hatdrozhatd meg, ahol
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c a vdkuumbeli fénysebesség

T,p & donor csillapoddsi ideje(A tdvollétében)

n az oldat torésmutatdja

N 1 millimol térfogatban 1év3 molekuldk szdma

 orientdciés faktor, amelyre‘k2=%

v a tiszta elektrondtmenet hulldmszauwa
I, az atfedési integrdl, amelyet a kdvetkezl

egyenlet ad meg
I =5/EL(V) 'ED(QVOD- v)dp. (1,6)

AV és az Iy meghatdrozédsdhoz sziikséges az abszorp-
cibés és emisszids spektrumok ismerete. Ezeknél dlta-

lédban nehézséget jelent, hogy a spektrofotométerek kony-
nyebb leolvashatdsdga miatt az emisszils és az abszorp-
ciés szinképek a A filiggvényében vannak felvéve, ill. db=-

rdzolva.

Az energiavéndorlds kritikus tdvolsdgait aromés
aminosavakndl tobb szerzd is vizsgdlta (Karreman,
Steele, Szt. Gyorgyi), akik eredményeit KONEV /26/ fog-
lalta Ussze a kiilonbdz6 donor-akceptor pdrok esetén.
Ugyancsak KONEV kdz6lte /36/ azokat az adatokat is,
amelyeket triptofdn molekuldk kozdtti energiavdndor-

lés esetén a kritikus tdvolsdgokra kapott kiilonbszd
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proteineknél. Ezek az értékek az egyes aminosavak
k6zotti energiavdndorlds esetén 6,3-16 X-ig terjed-
neke. Proteinek esetén ez az dllanddé fligg a luminesz-
k416 aromds aminosav maradékoknak egymdskozti tdvol-
8d8gdtdl a fehérje molekuldn, fligg tovdbbd az egyes
fehérje molekuldk egymdskozotti elhelyezkedésétsl

is. Mindezek ellenére a proteinben a triptofdnra
vonatkoz6 R, értékei is 15-25 R kozott vannak

(KONEV /26/ , STEINBERG /27/), kivéve a hemproteide-
ket, ahol az R, érték 50 R is lehet WEBER, TEALE /28/.

A killonboz8 proteineknél a fluoreszcencia jellemz8kre

kapott eredmények

Tobb szerzl foglalkozott a lizozim fluoreszcencia
jellemzbinek hémérséklet okozta vdltozdsdval. GALLY
és EDELMAN /3/ eredményeivel megegyez8en JOLY /29/,
TUROVEROV és munkatdrsai /19/, KONEV /14/ &és CHEN /6/
is arra a megdllapitdsra jutottak, hogy a lizozim
termikus kioltdsi gérbéje 15°-55°C-ig pH=2,3 és 6,4
kozott majdneh linedris, /4/-ben fliggetlennek taldl-
tdk pH=6,0 és 8,5 kozttt. A fluoreszcencia intenzitds
hémérséklettel vald vdltozdsénak linedris volta Ossz-—
hangban van azzal, hogy ebben a pH tartomdnyban a
hémérsékletemelkedés nem eredményez strukturdlis

vdltozdst /30; 31/. Ebben a hémérsékleti tartomdny-
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ban a vdltozdsok reverzibilisnek mutatkoztak. JOLY
/29/ szerint a lizozimnak maximdlis héstabilitdsa van
pH=5,5~-nél. Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy a
hémérséklei hatdsokat tulajdonképpen a pH-k figyelem~-
be vételével kell vizsgdlni, ugyanis a hdémérséklet
okozfa konformdcids dtmenetek helye fiigg a kozeg pH-
jdtél. Savas kozegben az dtmeneti homérsékletek el-
tolédnak az alacsonyabb értékek felé /3; 4; 20/. A
lizozimndl a konformdcid gyakorlatilag fiiggetlen a
pH-t61. pH=2-pH=8,5 intervallumban.

A lizozim esetében kOvetni lehetett ebben a hé-
mérsékleti intervallumban kb. 60°C-ig a hémérsék-
let hatdsdt a fluoreszcencia intenzitdsra. Minden eset-
ben, minden magasabb hdémérsékleten vdltozott a fluo-
reszcencia intenzitds értéke, azonban anélkiil, hogy

a gbrbe alakja és maximumhelye megvdltozott volna.

A tripszin esetébeﬁ a fluoreszcencia intenzitdsok
hémérsékleti fliggését tobb szerzd is vizsgdlta /21; 22/.
Az irodalmi adatokkal egyezésben az optikai forgatds
és az UV fluoreszcenciaspektrum kéthulldmu regisztrd-
cibjének médszerével 49-62°C hémérsékleti tartomdny-
ban konformdcidés dtmenetet mutattak ki. A tripszin
fluoreszcencia intenzitdsdnak hdémérsékleti fiiggése
mellett felvették az egész hdémérsékleti intervallum-

ban a fluoreszcencia spektrumokat, és azt tapasztal-
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tdk, hogy 49°C—ig a fluoreszcencia spektrum helyzete
és formdja vdltozatlan (kmaxn333 nm), tovdbbi melegi~
tésnél pedig a szinkép a hosszuhulldmok felé eltolé-
dik. A spektrum eltoldddsa 62°C-ndl (A, ox=347 nm) a
maximdlis, 14 nm és ezen a hdémérsékleten a spektrum
sdvszélessége mdr lényegesen nagyobb a nativ tripszin

oldatéhoz képeste.

A humén szérumalbumin esetében is a fluoreszcen-

cia spektrum eltoldddsdt tapasztaltdk az 50-70°C tar-
tomdnyban /21/, de itt a spektrum a révidhulldmok felé
toldédott el kbe. 8 nm-rel. Ezt az eltoldddst szintén a
makromolekuldk hdémérsékleti denaturdcidjdval lehet
kapcsolatba hozni, ugyanis 50-70°C hémérsékleti inter-
vallumban a humdn szérumalbumin konformdcidés &tala-
kuldst szenved. A spektrum formdjdt tekintve keveset
kiilonbozik a nativ fehérjék fluoreszcencia spektrumd-
t61, de a fluoreszcencia spektrumban a tirozin marad-
vdnyok fluoreszcencidjdnak a megnévekedése kiséri a
hédenaturdcidét. Ugyancsak jelent8s hosszuhulldmu el-
toldddst tapasztaltak kimotripszin esetében is /5/. A
fluoreszcencia intenzitds hémérsékleti fiiggését mu-
tatd gorbéjének a meredeksége 47°C-ndl megvdltozott

és az emisszidés maximum a hosszabb hulldmok felé kez~-
dett eltoldédni. Az eredetileg 335 nm-es csucs eltolé-

dott egészen 355 nm-ig. Visszahlitéskor a maximum helye
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vdltozatlanul 355 nm maradt, a fluoreszcencia inten-
zitds novekedett ugyan, de nem érte el az eredeti érté-
keket. Kimotripszin esetében a Spektrofotometfiés mé-

' résekkel pdrhuzamosan végzett aktivitdsmérések ered-
ménye az volt, hogy az aktivitds maximuma 38°C-nél

van, itt azonban nem jelent meg semmiféle véltozéds
sem a fluoreszcencia spektrumban, sem az intenzitds
codkkenésében. A 38°C feletti aktivitdsértékek gyor—~
san csdkkentek és a 47°C felett inaktivvd v4lS enzi-~
met visszahlitve az eredeti aktivitdsdt teljes mérték-

ben nem nyeri vissza /32/.

A proteinek kozil viszonylag kevés az, amely a
tirozin maradékokbdl eredd fluoreszcencia spektrummal
rendelkezik. Ezek k&zil f8leg a ribonukledzt és az
inzulint vizegdltdk részletesebben. GALLY és EDELMAN
/3/ vizsgdlataival egyez8en BARENBOIM és munkatdrsai
/22/, TUROVEROV és SELKOV /5/ ribonukledz vizsgdla—

ta sordn azt figyelte meg, hogy a ribonukledz tirozin
maradékainak fluoreszcencia intenzitdsa a hdmérsék-
let emelésével egy ideig cstkken (kb. 60§C~ig), majd
novekedik egy kis tartomdnyban (60-65°C), ezzel egy
olyan strukturdlis Atmenetet tilkkrozve, amelyet mds ku~
taték mds médszerek alkalmazdsdval is megfigyeltek
(pl. Harrington és Schelman 1956-ban az optikei for-
gatds vizsgdlata sordn). Ez az dtmeneti intervallum

a pH értékek vdltozdsdval eltolddott, pl. pH=2,5-ndl
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29-42°C, és pH=3,15-nél 35-52°C kozotti héfoktarto-
mdnyra. A ribonukledz fluoreszcencidjédnak kvantum-
hatdsfoka novekedett abban a hémérsékleti tartomény-

ban, ahol a strukturdja megvdltozott /19/.

Az ugyancsak tirozin maradvényok fluoreszcencié~
jdval rendelkezd8 inzulin fluoreszcencia intenzitédsa
szintén monoton csdkken a 20-80°C hdmérsdkleti tar-
tomdnyban. Ez2 a hdémérsékkti fliggés teljesen reverzi-
bilis és fliggetlen a kdzeg pH-jdtdél, vagyis a fluo-
reszcencids mdédszerrel kapott adatok arrél tanuskod-
nak, hogy inzulin esetében nincsenek strukturdlis védl-
tozdsok a 80°C~ig t6rténd melegitésnél /5/. Az eddigi
adatokbdl is nyilvénvald, hogy bér a vizsgdlt protei-
nek mind a triptofdn és a tirozin tartalmuk miatt ren-
delkeznek belsd UV fluoreszcencidval, a vizegdlt fe-
hérjék mégis széles eltérést mutattak a fluoreszcen-

cia jellemzd8k tekintetében.

A fentiek alapjédn Osszefoglaldan kimondhat juk,
hogy a fluoreszcencia jellemz8k hdémérsékleti fliggésé—~

nek a vizsgdlata lehetdvé teszi:

a/ a makromolekula konform dtalakulédsinak és az
dtalakulds hémérsékleti intervalluménak a meg-
hatdrozdsdt

b/ informécid szerzését a konformdcidés dtmenet
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megfordithatésdgdrdl, egyes esetekben annak
jellegérdl
c/ az dtmenet termodinamikai paramétereinek meg-

hatdrozédsét.

A fluqreszcenciés médszer lényeges eldnye, hogy nagyon
kis mennyiségli anyagra van sziikség ( pl. PERLMAN /24/

1 %~o8 pepszinogén oldatot haszndlt az optikai forgatds
tanulményozdsédhoz és 0,025%-~0s8 oldatot a fluoreszcen-
cia tanglményozéséra). Pikogramm mennyiségekbdl is
jelentek mér meg kozlemények /15/. A médszer tovébbi
lényeges eldénye, hogy a fluoreszcencids mérések viszony-
lag konnyen elvégezhetdk, még az 618 gsejtekben torténd
strukturdlis ujrarendezldések tanulményozdsdt is lehe-
t6vé teszik. (Pl. STRANKFELD 19€4-ben fel is haszndl-
ta a fluoreszcencids mdédszert izomszdvet esetén a

hémérséklet hatdsdra bedlld vdltozdsok tanulményozd-

sdra /194)
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2.8. KISERLETI MODSZEREK

2.1. Az abszorpcids spektrum meghatdrozdsa

Az abszorpcids szinkép felvételéhez Optica Milano
CF4DR tipusu reéisztrélé spektrofotométert haszndlunk.
(A spektrofotométer feloldbképessége §A<0,2 mm sdv~
szélességnek felel meg, mérési pontossédga + 0,15%. |
Ezen a lg IO/I dekadikus extinkcidée koefficiens
olvashaté le killonbozd hulldmhosszndl. EbbSl az ab-

szorpcibs egyiitthatd az ismert médon adddik:

k())=2,3026.%.1g ;9 (2,1)
Az abszorpcidés spektrum felvételénél a kivént hé-
mérséklet bedllitdsdt temperdlhatd kiivettdval ol-
dottuk meg, HOppler-féle ultratermosztdt segit-
ségével. A vizsgalt 273-373°K hémérsékleti tartomdny-~
ban a kilvettdban 1év8 oldat hémérséklete + 0,5°C
hibahatdron bellil megegyezett a termosztdtban 1évd

viz hémérsékletével.

2.2, Az emisszids spektrum felvétele

Kozvetlen méréssel a kiiJsé fluoreszcencia spektrum

hatdrozhaté meg, ebb8l szdmitdssal nyerhetd a valddi
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spektrum. A kiilsé fluoreszcencia spektrum felvéte-
lére a JATE Biofizikai Tanszékén sszedllitott /33/
ultraibolya spektrofluorimétert haszndltuk. A gerjesz-
t8 fényt egy XBO 450 W/4 tipusu nagynyomdsu Xenon 1&m-—
pa szolgdltatta. A gerjesztdé fénysugdrra merdélegesen
kilép8 lumineszcencia fényt EMI 9558/QA tipusu foto-
elektronsokszorozdval ﬁértﬁk. A fotodramot Kipp and
Zonen AL 3 galvanométeren olvastuk le. A valdédi fluo-
reszcenciaspektrum meghatdrozdsdndl figyelembe kell
venni a reabszorpcidt és a némelykor nem elhanyagol-
haté intenzitdsu szekunder fluoreszcencidt /34/. A
spektrofluoriméterrel meghatdrozott fluoreszcencia in-
tenzitdsokbdl If()f) a valédi, reabszorpcidra korri-
gdlt spektrumot fq(lﬁ a kovetkezd formuldval hatd-
rozhatjuk meg /25/

£,(A) =c Q(X) Xy | (2,2)

ahol ¢ a konstans, az optikai elrendezést8l és a
spektrofluoriméter adataitdl fiigg; a fluoreszcencia-
Tény A hullémhosszétél nem., If(l7 a készlilék foto-
elektronsokszorozdja dltal mért fluoresacencia in-
tenzitéds; Q(A) : pedig a spektrofotoréter érzékeny-
gégi fliggvényét jelenti; y a reabszorpcids korrekcid,

amelynek értéke merdleges megfigyelés esetén
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L+ B
¥ S

ghol x=k(A).L és B=k(X).l, amelynél X\ a gerjeszt§,

X a fluoreszcenciaspektrum tartomdnydt futja be.

Vizsgdlatainkndl a szekunder fluoreszcencia spekt-
rélis hatédsa a k(A)max.ﬁ<O,5 feltétel betartdsa miatt
/35/ szerint a mérési hiba hatdrdn beliil van, igy

szédmitds utjédn nem kell figyelembe venni.

Az oldat kivdnt hdmérsékletét temperdlhatd kiivet-
tatartéban ultratermosztdttal cirkuldltatott vizzel
biztositottuk. A hémérsékletet TG-10 tipusu termisz-
torral mértilk hid kapcsolédsban, 0,500 leolvasdsi pon-

tosséggal.

A fluoreszcencia spektrumok egy részét a Sze-
gedi Bioldgiai Kozpont Perkin-Elmer MPF-3 spektro-

fluoriméterrel vettilk fel.

A fluoreszcencia intenzitdsok mérésekor a kii-
lonbozd iddben, hémérsékleten és gerjesztd hulldm-
hossz mellett felvett fluoreszcencia szinképek Essze-
hasonlithatdésdga céljdbdl a méréseknél Csszehasonl-
t6 standardot alkalmaztunk. A standard diaminoakri-

din 5x107°H koncentrdcidju szildrd polimetil metak-
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rildt oldatdbdl késziilt 1 cm vastagsdgu lemez volt,
ennek fluoreszcencidja 300 nm~t81 kezdve a hosszabb
hullédmok felé a vizesgdlatokhoz sziikséges tartomény-
ban mindeniitt fellépett ultraibolya gerjesztésre.
Tovédbbd a fluoreszcencia szinképek felvételekor egy

' mérési sorozatndl ellendriztilk az oldatokat abbél a
ézémpontbél, hogy térténik-~e védltozds (bomlds) az
oldatban fény hatdsdra. Az emisszidémérés elltt és
utdna felvett abszorpciés. spektrumok azonossdga alap—-
jén megédllapitottuk, hogy éz oldatban ilyen védltozds
nem kdvetkezett be. Emisszids méréseinket tobbszor
megismételtilk és a kisérleti eredmények értékelésekor
az eredmények kozépértékeit haszndltuk fel. A mérések

5% hibahatdron belill reprodukdlhaték voltake.

2.3. A fluoreszcencia relativ hatdsfokénak meghatd-

rozdsa

Méréseink sordn az Q/7orelativ hatdsfokkal meg-
egyez6 menetii I/Io relativ intenzitdsviszonyokat
hatdroztuk meg a /36/-ban adott médon a lumineszcen-
ciaspektrum felvételére haszndlt késziilékkel. A kii-
vettatartdéba felvdltva 1 cm rétegvastagsdgu oldatok—
kal telt kiivettdkat, majd Osszehasonlité plexit he-
lyeztﬁhk. Ezeket az emissziés spektrum felvételekor

haszndlt hulldmhosszusdgu fénnyel gerjesztettiik és
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& lumineszcenciaspektrum maximumhelyén mértilk a fény-
intenzitdsokkal ardnyos fotodramokat, majd ezekbdl az

adatokb6l szémitéssal meghatéroztuk az I/I értékeket.

2.4. Enzimaktivitdsmérés

Mindkét anyag esetében az aktivitésvéltozéssal
egyitt a szubsztfét-enzim kolcsbnhatds kovetkeztében
1étrejovd transzmisszid, ill. optikai denzitds vdl-
tozdsdt mértilkk az Optica Milano CF4DR regisztrdlé
spektrofotométerrel. A lizozim-oldat aktivitésdt /37/
alapjédn, a peroxiddzét pédig /38; 15/ alapjén vizs-
gdltuk. Szubsztrdtként lizozim esetében Micrococcus
Lysodeikticus 6,24; 7,1 és 8,04 ﬁﬁ-ju foSzfétpufferes
oldatdt haszndltuk. Az 1 cm-es kiivettdba bemértiink
3 ml szubsztrdt oldatot és ehhez adtunk 0,3 ml enzim-
oldatot. A hozééadés pillanatdtél kezdve n8 a transz-
misszid, amelyet 650 nm-nél figyeltiink meg. A kiilon~-
boz8 hémérsékleteken végzett mérések eredményeibdl az
enzimaktivitdsra jellemz§ menrnyiség a kbvetkez8képp

szdmithatd;

5 ]
10
(o] = 205 [Liter] (2,3)

ahol At4o a 40%-0s transzmisszidénovekedéshez tartozd
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id8, ¢ a tényleges enzimkoncentrdcid, amely a
szubsztréthoz valé hozzdaddskor alakul ki.

A peroxiddz oldat esetében az aktivitds a hidro—.
génperoxid bomldsa alapjén hatdrozhaté meg. A bomléd-~
si folyamat kovetésére oiyan konnyen oxiddlhatd anya—'
- got alkalmaztunk, amely szines terméket eredményez,
igy a folyamat fotometridsan is k&vethetd. Alkalmasan
-véiasztva az egyes komponensek,koncentréciéit'az

oxidécid sebességét az utolsé 1épés hatdrozza meg:

ky
ES + A H—— E + P

ahol ES az enzim-szubsztrdt komplex; H a hidrogén
donor, P az oxiddcids termék; k4 az enzim aktivitdsd-~
nak a mértékeként alkalmas sebességi 41landbd. Vizs-
gdlatainkban a szubsztrdt a hidrogénperoxid, a hidro-
gén donor a guajakol oldat, a termék pedig a tetra-
guajakol. Az optikai denzitdsvédltozdst 470 nm-nél fi-
gyeltilk meg. A megfeleld koncentrdcidkat és mennyisé-
geket felhaszndlva a k4 konstansot a kdvetkezd Ussze-

fliggés szerint szdmitottuke.

~ 1 Ax
k4~—a—o—é . "A—t (2’4)

ahol Ax a At 1d6 alatt bekOvetkezett denzitdsndvekedés,
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a, a donor kezdeti koncentrdcidja, e pedig a tény-

leges enzimkoncentrdcidé. Ha a kovetkezd meﬁnyisége—
ket vessziik: enzimoldat 2,9 ml; guajakol 0,05 ml; és
a megfigyeléskor a hidrogénperoxid oldatbdl 1-2 csepp,

a denzitdsvdltozds elég gyorsan bekdvetkezik.

2.5. Egyéb mérések

1. sliriiségmérés: A vizsgdlt oldatok siirliségét

piknométerrel hatdroztuk meg, a kivdnt hdmér-

.8ékletet vizfiirddvel dllitottuk eld.

2. torésmutatd mérése: A torésmutatdét Zeiss-féle

Abbé refraktométerrel mértik, termosztdttal

bedllitott kiilonbozd hémérsékleteken.

3. viszkozitdsmérés: Az Ubelode-féle kapilldr-

viszkozimétert hasznéltuk, amelyet vizfiirdd-

vel temperdltunk.

2.6. A vizsidlt rendszerek kivdlasztdsa és Usszetétele

A hémérsékletnek az enzim oldat fluoreszcencia
jellemzdbire gyakorolt hatdsdt két enzim esetében vizs-
gdltuk. Az egyik a lizozim, a Nutritional Biochemical
Corporation (Cleveland) készitménye, hdromszor kris-
tdlyositott, 6.000-10.000 egyséy/mg aktivitdsu, amely-

nek szerkezete, szekvencidja j61 ismert /pl. 33/, és
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fluoreszcencidjéra viszonylag sok irodalmi adat is a
rendelkezéslinkre 411t, s8t fluoreszcencia jellemz8i-
nek valtozdsdt is mér vizsgdltdk bizonyos hdémérsék-
leti tartomédnyban és pH értékek esetén pl /3; 4; 6;
19; -29; 26/. A mdsik ugyanezen cég liofilizdlt, hérom-

‘szor kristlyositott tormagyokér peroxiddz (HRP) ké-

gzitménye. A gydri készitmény 3170 egység/mg aktivi-
tdsu. A peroxiddz enzim fluoreszcencidjdt ezideig ke~
véssé vizsgdltédk /7; 39/. A hdmérsékletnek a peroxidéz
fluoreszcencia jellemz8ire gyakorolt hatdséra pedig
irodalmi adat nem taldlhaté.

A lizozim 1x10™°M/1 koncentrdciéju foszfdtpufferes
(pH=6,24; 7,1; 8,04) és triszpufferes {pH=7,0) olda-
tait vizsgdltuk. A kristdlyositott tormagybkérperoxi-
ddzbdl pedig 1%10™° M/1 koncentrdciéju neutrdlis trisz-
pufferes (pH = 7,0) oldatot készitettiink. '

Az aktivitdsvizsgdlatokndl lizozim esetében
szubsztrdtként a Worthington Biochemical Corporation
(Freehold, New Jersey) Micrococcus Lysodeikticus ké-
s8zitményét, peroxiddz esetében pedig a guajakol gyanta
oldatdt(Riedel- de Hain AG. Seelze-Hannover) hasznédl-
tuk. |

Méréseinket 10-95°C hémérsékleti intervallumban

végeztilk ugy, hogy a hémérsékletet 10°C~t81 5°C-on-
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ként emeltilk, majd az oldatokat visszahiitdttiik és

ugyancsak 5°C-onként mértiik.
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3.8. MLRESTI BREDMLNYEK ISMERTETESE. DISZKUSSZIO

3.1« Abszorpcids spektrumok

A moldris dekadikus extinkcids koefficienst egy=-egy
hénérsékleten tobb, egymdsutdn vézrehajtott mérés ko-
zépértéke alapjdn szamitottuk ki, 5 nm—-enként és a ré-
tegvastagsdgot ugy valasztottuk mez, hogy az optikai
denzitds 0,2-0,8 kiz0tt legyen. A Lambert-Beer torvény
méréseink szerint a vizssdalt lizozim oldatok esetében

igen, a peroxiddz oldatok esetében nem teljesiilt /39/.

ae. Lizozim oldatok esetében kapott eredmények

A 6,245 7,1 és 8,04 pH-ju foszfatpufferes

1107 M/1 Lizozim + foszfgt puffer
pH =804

atlag

—=== 70°

----- 80°C

1
250



1x10~

5

o Bl

11/1 koncentrédcidéju lizozim oldatok ab-

szorpcibs szinképeit a 2., 3., 4. dbrdkon db-

rdzoltuk. Az 5. dbra pedig a lizozim 1%10™° M/1

10

MO M/L Liz.+foszfdt puffer
pH =624

\ —— atlag
\ ——==70°C
\
|
|

3. dbra

koncentrdciéju triszpufferes (pH=7,0) abszorp-

cibés spektrumait mutatja.

A spektrdlis eloszlds konnyebb Gsszehasonlit-

hatdésdga céljdbdl az E(Ayﬁ(l%ax relativ ab-
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szorcpibs spektrumokat adjuk meg. A kiilonbozd
pH értékeknél, kililonbozd8 hémérsékleteken ezek
50°C-ig megegyeztek, igy ebben a tartomdnyban az
abszorpcids gorbéket dtlagolni lehetett. Az &t-

laggorbék szerepelnek az el8bbi, 2. 34 4.9 5 &b~

1107 M/1 Liz. + foszfdt puffer
pH=71

E(N dtlag
cee= 70%C

250 300 Aom) — 350

4 ° ébra

rdkon. A mért értékeknek az dtlaggorbétdl vald
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legnagyobb eltérése ebben a hémérsékleti tarto-
minyban 3%-ndl kisebb volt. A hémérséklet 50°C

feletti tovdbbi emelése az abszorpcids spektrumok

1ol 10°M/I Liz.+ trisz puffer
1 pH =70
&l 1\2‘ — dtlag
o ---=70°C
ast
0 N " :
250 300 Alom) —= 350

5. abra

megvéltozdsdt eredményezte. Mindegyik oldat
esetében dbrdzoltuk a 70°C-hoz tartozdé relativ

szinképet is. Ezen a hémérsékleten a spektrdlis
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eloszlds mér nem felel meg a 50°C-ig torténd
melegitéskor kapott dtlaggdrbének, a maximumhely
is 2-5 nm eltoldddst mutat a hosszabb hulldmhosz~
szak felé. A spektrumok a magasabb hdémérsékleten
kiszélesednek, a kiszélesedés a 8,04 foszfdt puf-
feres oldat esetén jelentlds. Ennél az oldatndl

a hémérséklet emelé&ivel 320 nm koriil abszorbed-

16 komponens is megjelenik.

Miutdn a lizozim a triptofdnt tartalmazé
fehérjék csoportjédba sorolhatéd, igy az amindsav-
t61 szdrmazé abszorpcibés sdv maximuma 280 nm ko-
riil van. Ezért a killonb6z6 hdémérsékleteken tor-
tént mérésekkor, a 280 nm-nél kapott tényleges
£(280) értékeket a kiilonbozd pH értdékek esetén
az 1. tdbldzatban tiintettiik fel. Az £(280) vdlto-
z8s84t a 6. dbra mutatja. Az £(280) értékek a hé-
mérésklet emelésével kb. 55°C-ig csekély mértékii
nvekedést mutatnak. A hémérséklet tovdbbi eme-
1ésével - 60-80°C kozdtt — mindegyik oldat esetén
az elbébbieknél nagyobb ardnyu novekedés kovetkezett
be. Lz Osszhangban van azzal, hogy kb. 60°C-ig a
lizozim esetében hémérséklet hatdsdra strukturd-
lis vdltozds nem kdvetkezik be./3/

A kilonboz8 pH értékeknél 6,24; 7,1; 8,04

o
az irdnytényezlk, amelyek az 1 C hémérsékletvdl-
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(e (280) . 110°°M/1  Lizozim
(‘M cm™
380"
00O
36 trisz 9
i pH =70 o © N
o ©
32}
1 1 | 1 1
o ©
41F-10" o ©
fOSZfa't\ =
H =
39t pH = S0% o
o
3:7" B 5 o lo)
o
35} p Y
1 1 1 1 n
=& O o0 o
36110 foszfat o
o
o©0?©°
32}
1 L 1 1 §
- foszfat o
‘,4 - .10 PH-6,24 lo) (o] (o]
42k o
oo©
40} 5o 00909°
1 N 3 . p
HE 30 50 70 90 ¢(°C)—
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1. tdblazat

1x10™2 M/1 lizozim foszfdt pufferes oldataink ab-
szorpcids koefficiense l.I\/I"lcm-1 egységekben 280 nm-

-nél, kiilonbszd pH értékeknél a hémérséklet fliggvényé-

ben
280,104 -
1 /Mem

t °C 6,24 7,10 8,04
20 3,27 3,50
25 4,00 3,29 3,53
30 4,03 3,30 3,55
35 4,04 3,33 3,58
40 4,05 . 3,34 3,62
45 4,06 3,37 3,64
50 4,08 3,40 3,67
55 4,09 3,42 3,68
60 4,10 3,44 3,74
65 4,12 3,46 3,86
70 4,28 3,48 3,93
75 4,42 3,56 4,03
80 4,43 3,67 4,13 -
85 4,47 3,65 4,21
90 4,52 3,64 4,27
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tozds hatdsdra létrejott abszorpcidvdltozdst
jelentik rendre: 0,113; 0,20; 0,26, ill. 5500
felett 1,55; 0,975; 0,883, Triszpufferes lizo-
zim oldat esetén a gorbe 55°C-ig 0,21, 55°C

. felett 0,65 irdnytényezdjii egyenessel kdzelithetd.
Az eredményekbdl kitiinik, hogy agorbék menetében
legjelent8sebb a vdltozds a pH=6,24 foszfdtpuf-
feres oldat estében, és legcsekélyebb a triszpuf-
feres neutrdlis oldatndl, bdr itt is a kritikus
hdémérséklet kornyékén az irdnytényezl hdromszo-
rosdra ndvekedett, amely az abszorpcid ilyen a-

rdnyu novekedését jelenti.

Tehdt a foszfdt, ill. triszpufferes oldatok
fényabszorpcibdja a hémérséklet hatdsdra hasonlé-

an vdltozik.

Az abszorpcibs szinképeket kiilonboz8 hémér-
sékleteken ugy is felvettiik, hogy a mdr 90°C-
ra melegitett oldatok hiitésekor hatdroztuk meg
azokat. Az igy kapott szinképeket a 7., 8. dbrén
lathatjuk pH=8,04 foszfdt pufferes oldat esetén.

A néréseket a foszfdtpufferes oldatok mésik
két pH értékén és triszpuffer esetében is elvé-

geztiikk, Ezeknél a 8,04 pH értékii oldathoz hason-
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16 viselkedést tapasztaltunk. A tapasztalat
szerint hiitéskor az abszorpcids spektrum nem nye-

ri vissza az ugyanazon a héfokon melegitéskor mu=-~

T

10

1107 M/1  Liz. + fosztat puffer
pH =8,04

atlag
g( 7\6 b il ;55:2 hétve(90 °C-rét)

051

250 300 A(m) — 350

7. dbra

tatott alakjédt, igy az 7. dbrdn feltiintett, hii-
téskor mért, 45°C, ill. 35°C-on meghatdrozott
relativ szinkép eltér a melegitéskor kapottél,
amely az 50°C-ig torténdé melegitésnek megfeleld
dtlaggorve. Az £ (280) hiitéskor kapott valédi ér-
tékeit Osszevetve a melegitéskor kapott értékek-

kel, mint az a 8. dbrdn is ldéthatdé, megdllapit-
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hatjuk, hogy az €(280)= f(T) gdrbe menete a
melegités és a hiités sordn hasonlé, de ugyanazon

a hémérsékleten magasabb értékeket vesznek fel.

&t M0°M/1  Liz. +foszfét puffer
h PH=8,04
O melegités [
) A hitds 3
oM o) 8
41t a
A ©O
a
A o
39} . 8 o
a &

A A A 5 o
7}
3, o © o

o
o = °

35 o

A1 i 1 i A 1 1 /|

20 40 60 80 t(c)—~

8. &bra

az E()) értékek hiitéskor, mint melegitéskor.

b. A tormagytkér peroxiddz oldat abszorpcids mérési

eredményei

A peroxidéz fényelnyelési szinképe hémér-
séklet hatdsdra létrejott vdltozdsdnak a vizs—
gdlatakor figyelembe vettiik /39/~ben a szobahl-

mérsékleten végzett méréseket. Ezek szerint a 270-280
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nm é8 405 nm-es sdvok mellett egy viszonylag

éles 190 nm-nél fellépl gdv is 1létezik. Ebben

a sdvban azonban a triszpufferes oldat abszorp-
cdéjaa puffer erds abszorpcibéja tmiatt még nit~

. rogén atmoszférdban sem volt mérhetd, igy a hé-
mérsékleti hatds vizsgdlatakor a peroxiddz jel-
lemz8 hdrom f& sdv abszorpcids maximumai-kér-
nyezetében létrejstt (200; 280; 405 nm) vdltozd~
sokra voltunk figyelemmel. Az 1x10™° 11/1 kon~
centrdciéju HRP triszpufferes (pH-7,0) oldat
kiilonboz86 hémérsdkleten felvett abszorpcids
spektrumait a 9. dbrédn dbrdzoltuk 50°C-ig a‘J
spektrum alakjdban, maximumok helyében és az
elnyelés mértékében gyakorlatilag vdltozds nem
mutatkozott, igy ebben a héfoktartomdnyban a’
spektrumoknak az dtlagdt képeztiik, és ezt mu—~
tatjuk be a 9. dbrdn. Tovdbb melegitve az olda~-
tot 70°C—on‘és 90°C-on is felvettik az abszorpcids
szinképet. A hémérsékletet 50°C f5lé emelve az
aminosavaktdl szdrmazé 280 nm—-es abszorpcidés maxi~-
mum novekedést mutat, megegyezésben‘a lizozim
oldatndl tapasztaltakkal, a hem csoport abszorp-~
ci6ja 405 nm-nél pedig erds csﬁkkeﬁést mutat a
‘spektrum jellegének jelentds megvdltozdsa mellett.
A tdvolabbi UV sdv viselkedése hasonlé az amino-

gsavakéhoz.
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Az £(A\) maximum értékeit a 2. tdbldzatban k8zl-

jlik. A valddi €(A) értékeket a hdémérséklet fiigg-

|

W0 (Mrem’)

1000 M1 AP 4 trisz puther

........

.9, &bra

vényében a 10, dbrédn mutatjuk be. A mérést 200,

280, ill. 405 nm-nél végeztiik.

A gorbékrdl megdllapithaté, hogy a hdrom jel-
lemz8 sé&vban a peroxidédz abszorpcids szinképei-
nek a maximumai 10-50°C hémérsékleti tartomédnyban
jelentdsen nem vdltoztak. A hémérséklet tovébbi
novelésével a 200 és 280 nm-nél mért extinkcids

koefficiensek lényegében hasonldan védltoznak.
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2. tdbldzat

1x10™2 M/1 HRP triszpufferes oldatdnak pH=7,0

abszorpcids koefficiensei 1.M-lcm-l egységekben

klilonboz8 megfigyelési hulldmhosszakndl a hémér-
‘ séklet fliggvényében

.to(:)'“ kmegf=210nm %megf=280nm ’)\.megf=405nm
10 27,2 2,20 6,77
15 28,7 2,20 6,64

20 30,3 2,21 6,69.
25 31,6 2,21 6,73
30 33,4 2,21 6,76
35 35,5 2,21 6,77
40 . 37,8 2,21 6,79
45 39,3 2,22 6,77
50 ' 45,0 2,22 6,74
55 55,1 2,23 6,68
60 65,9 ' 2,23 6,55
65 72,9 2,24 6,31
70 78,0 2,25 5,67
75 | 80,4 2,27 4,60
80 82,3 2,38 4,15
85 83,7 2,47 4,00
90 83,5 2,64 3,96
95 2,84 3,98
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A 10-40°C tartomédnyban nem vagy csak kismértékben
novekszik az abszorpcib, 40°C felett pedig haté-
rozottabban ndvekszik. APB -naftanol /40/ esetében
Passerini és Ross szintén novekedést tapasztalt az
abszorpcids szinképben a hémérséklet emelésével

az UV tartoményban. A hem csucsndl ( 405 nm-nél) mért

extinkcié hasonldéan a festékeknél dltaldban tapasz~

1]
wi ”',«::63‘.-0----
E o .3
; ’/‘," 1190 M/l HRP+trisz
ol 5 )
= | i 7 o &l200
E 5 ® £(405)
5 | a €10
. § —a—a a €60
! : A 6(405)
o S0
H .
E A
Lo+ I
i JPL SR o g
: - ' d'.d
] .\ -
! PSPt
30» E’ Aﬁ 'o',-U
'
H
)
20!
10 56 36
) —
10. &abra

talt viselkedéshez /41; 42/ a hémérséklet emelé-
sével csOkken. Mindhdrom gdrbe alapjén ugy tlinik,

hogy a konformdciés dtmenet kb. 40°C-ndl mar meg~
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kezd8dik és 60-75°C tartoményban rohamossd vélik.

A méréseket ugy is elvégeztiik, hogy az olda~
tokat 90°C-rél visszahiitottik. Az eminosavakhoz
rendelhetd ébszorpciés maximumok a melegitéskor
felvett értékeknél nagyobbakat vettek fel, amelyek'
60°C~ig cstkkennek és 60°C alatt gyakorlatilag
vdltozatlanok. A hem csoport abszorpcidja hiités-
kor kb. 45°C-ig novekszik, uténa csak csekély mér-
tékben vdltozik & hémérséklet tovébbi csbkkenté-
sével, azonban a melegitéskor kapoft értékeknél
80°C alatt mindig kisebbek. Ha a hiitést 45°C-rél
Végezzﬁk; akkor ez a spektrum egybeesik a melegi-
téskor ebben a tértoményban kapottal. Ebb8l arra
lehet kOvetkeztetni, hogy éz enzim 45°C—ig nem
szenved konformdcids vdltozdst, mig ennél magasabb
'h6mérsékleten az enzim konformdcids vdltozdst szen—

ved é8 ez a vdltozds nem reverzibilis.

A peroxiddz abszorpcids szinképe alapjén, sho-
gyan THEORELL /43/ az enzimet jellemz8 tisztasdgi
fokot (RZ=Reinheit Zahl) meéédta,la szinképben
‘talélt hem és protein s4v maximumainak hényadogé-
val jellemezhet§

_ £(402
e - £402)

Minthogy a Beer-Lambert t8rvény a peroxiddz oldat
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esetén egyik tartomdnyban sem érvényes, a tisz-
taségi fok értéke mellett sziikséges megadni azt

a koncentrdcidét is, amely mellett az RZ-t megha-
tdroztuk /7/. Vizsgdlataink szerint az RZ értéke

a hdmérséklettdl is fligg. A 2. tdblézatban fel-
tintetett, dltalunk mért € (405) és £(280) értékek-
b6l a melegitésre, valamint a hitésre nyert ab-
szorpcibs koefficiensek hdnyadosdt &brdzoltuk a

11l. &brén.

4 \
35} 205 s \
1 /’ \
l t / \\
Vo '
RZ | , \‘ -
' K4 \ 1O M/t HRPHirisz putfer
30}
|
(
]
|
|
]
25 ¢
|
!
1
'
!
1
20+
1
t
)
]
]
]
|
155 !
'
]
|
|

11. &abra

Az dbrdrdl 14thatd, hozy melegitéskor az RZ az
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enzim héoptimumdig (38,50C—ig) kismértékben, de
emelkedik, majd ezt kovetden a konformécibs val-
tozds tartomdnydban rohamosan csdkken. Visszahiit~

ve, a £0rbe menete az optimumig hasonld menetet mu-

tat, mint a melegitésre kapott gdrbe. A hémérsék-

leti optimum utén azonban enyhén emelkedik, vagy
konstans. Ez azzal magyardzhaté, hogy a denaturé-
16ddst kGvetlen, mivel a folyamat részben reverzi-
bilis, az enzim részben visszanyeri eredeti biolé-
giai (amit a 22. aktivitdsi gorbe mutat) és optikai
tulajdonsdgdt. A rendszer valésziniileg egyensulyi
dllapotba jut, azaz a hem és protein maximumok ard-

nya lényegében nem vdltozik.

Az emisszids mérések eredményei

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

zozim oldatok fluoreszcencies szinképeit a

12, 13, 14.d8brék mutatjdk. Hasonldan, mint
az abszorpcids szinképeknél, itt is azt ta-
pasztaltuk, hogy szobahdémérséklettdl kb.
50°C-ig melegitve az oldatokat, a spektrdlis
eloszlds nem vdltozott jelent8sen, igy az
dtlagokat képeztilkk és ezeket dbrdzoltuk. A

spektrdlis eloszldsban eltérés mutatkozott, ha
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az oldatokat magasabb hémérsékletre melegi-

tettiik. Mint a 13. dbrdn is l4thatd, a 60°C-

ol _— 1t my Liz. + foszrdt putrer

b

;¥

as}l

i s 1 =X
300 350 400 450 Nom) —=

12. dbra

on mért értékek még elég jol megkdzelitik

az dtlagértékeket. Magusabb hémérsékleten a
kiilonbség mdr jelentdsebb, s8t tapasztalhatd,
csekély wértéki moximuun eltolddds is - az ab-
szorpcids spektrumokhoz hasonldan - a hosszabb
hulldamok felé. A spektrum hosszuhulldmu eltold-

ddsa BARENBOIM ¢és munkatdrsai /22/ dltal a
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tripszinre taldlt eredményekhez hasonldan

egyrészt arrdl tanuskodik, hogy a triptofén

198 M/ Liz.+ Posstit putter
PH =86,24

—— dtlag
—— 80°C

Nex = 2900m

13. dbrsa

maradvdnyok, melyek a nativ makromolekuldndl

hidrofob kbrnyezetben vannak, dtmenet kévet-—

keztében az olddészer széamédra hozzdférhetdvé

védlnak, amely tehdt a globuldr makromolekulédk

gzétszakaddsdrdl tanuskodik.

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

makromolekule rezgési energidja jelent8sen meg-
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né és az intramolekuldris kotések a hémér-
séklet emelkedése kOvetkeztében meggyengiil-
nek és a gerjesztés pillanatdban létrejchet
a molekula denaturédcidéja vagy a molekula mds,
nagyobb potencidlis énergiénak'megfelelé mé-
dosulatba mehet dt. A spektrum enyhe kiszé-
lesedése pedig kapcsolatban lehet a tirozin
maradvdnyok hatédsédnak megndvekedésével a fluo-
reszcencia spektrumban /22/.

A lizozim triszpufferes oldata esetén a
foszfatpufferes oldatokndl kapott eredmények—
hez hasonlét kaptunk.

w -
1-00° M/1 Liz.# foszfit puttor
! pH=71
e Gtlag
LY ———— 70°C
) —— 80°C

M «290nm

Il
350 400  A(rm) —

14, &bra
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A fluoreszcencia spektrumok maximumainak
8 2.§-ban leirt korrekcidval nyert értékeit
kiilonbdz8 oldatokndl a 3. tdbldzat mutatja.
A 15. dbrdn pedig felrajzoltuk a fq(340) érté-
keket, mint a hémérséklet fliggvényét kiilonbozd
pH-ndl. A gerjesztés hulldmhossza A\

gerj
a megfigyelési pedig'%megf=340 nm volt. Az in-

=290 nm,

% (340) 110°° M/t Liz. + foszfét puffer
N =290nm
20}
[o]
pH =804
(o]
o
10 o
o
° (o]
-] ° o
%o
L 'y -1 i i
o pH=71
20} o
(o]
¢
(o]
10 °
- °
o]
o)
[o]
[ —— A A i
20} °
o .
o pH=6,24
[o]
[o}
10} o
(o]
Oo0o0o
[o] oo
A A 4 N

10 30 50 70 é«w——-

15, &bra
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3. tdblazat

leO-SM/l lizozim foszfdtpufferes oldatdnak

fluoreszcencia intenzitdsai oOnkényes egységek-

- ben kiilonbdz8 pH értéknél a hémérséklet fiigg-

vényében
(Xgerj=290 nm ’hmegf=34o nm)
fq(?\,) e o
t

g 6,24 7,1 8,04
15 21,3 23,7
20 18,3 20,1
25 15,8 17,8 16,7
30 13,6 15,3 13,8
35 11,6 13,2 12,2
40 9,92 11,4 9,76
45 8,63 10,0 8,02
50 7,90 8,94 6,87
55 7,62 8,40 5,73
60 7,26 7,62 5,06
65 6,80 6,43 4,04
70 6,37 3,181
75 2,60
80 2,23
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tenzitdsértékek a hdémérséklet ndvekedésével
jelent8sen csbkkentek. Ez a csOkkenés mono-
ton volt kb. 40°C—ig. Az egyenesek irdnyténye-
z8i, amélyek az 1°C hémérsékletvdltozés ha-
'téséra 6,24; 7,1 és 8,04 1létrejott inten-~
zitésvéltozést jelentik, pH értékeknél rendre
-1,1; -1,13; -0,9. Kb. 40°C-nél a gdrbe irs-
nya és meredeksége megvdltozott, az 1°C-ra
esl intenzitds véltozds lecstkkent, az irény-
tényez 8k most -0,16; -0,40; -0,40. Mint 14t~
haté, legjelent8sebb a vdltozds a pH=6,24-nél
és legcsekélyebb a 8,04 pH-ju oldat esetében.

A fluoreszcenéia intenzitdsokat mértikk ugy
is, hogy a 80-90°C-ra felmelegitett oldatokat
lehiitottik és hiités k&zben vettiik fel a spekt~-
rumokat. A spektrumok alakja hasonld volt a
melegitéskor kapottakéhoz. A felvett maximum-
értékeket pedig a 16. dbrdn mutatjuk be. Me~
legitéskor a fluoreszcencia intenzitds Jjelen~-
~t8sen cstkken, mig visszahiitéskor csak csekély
mértékben novekszik. Visszahiitéskor az inten-
zitds jéval kisebb, mint ugyanazon a hémérsék-

leten melegitéskor volt. A 16. &dbra a pH=8,04
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foszfdtpufferes lizozimoldatra kapott eredmé-

nyeket mutatja és ehhez hasonld eredményeket

kaptunk a tobbi oldat esetében is. A visszahili-

tés és a melegités kozotti kiilonbség a hé

1-0°M/t Liz.+fosatdt putter

pH =804
° O melagités
[o] A Mids
Newg = 290 nm
o
()
o
o
o
a [e]
a
a 4 6 a o o
& a a 5 & 8 o
S i A A P i n A
10 2 30 40 80 60 70 s 4¢)—~
16. dbrse

okozta irreverzibilis vdltozdsrdl tanuskodik.

A fluoreszcencia spektrumokat felvettiik

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

oldatot hiitottlink le. A hiitve, illetve a me-

legitéskor adott hémérsékleten felvett spektru-

mok alskjdban kﬁldnbség nem volt. A fluoresz-

cencia 340 nm-nél mért intenzitdsa megegyezett
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a melegitéskor kapott értékekkel. Tehdt
SOOC—ig a melegités hatdsdra az enzimben a
fluoreszcencia szempontjdbdl maradanddé vél-
tozds nem kovetkezett be. A vdllozds reverzi-
bilis, eltérden a magasabb hdémérsékletre tor-
ténd melegitéstdl. Az 50°C-rdl torténd vissza-
hiités eredményei arrdl tanuskodnek, hogy .eb-
ben a hémérsékleti intervallumban tisztdn hé-
mérsékleti kioltdssal van dolgunk.

AbbSl a célbdl, hogy megvizsgdljuk vdlto-
zik~e a triptofdn fluoreszcencidja a hémérsék-
let novekedésével akkor, ha azt a fehérjébe’
épiilten vizsgdljuk, meghatdroztuk az 1x10™° M/1
koncentrdciéju foszfdt pufferes triptofédn ol-
dat fluoreszcencia szinképeit is. A szabad
triptofan és a fehérjébe épiilt triptofdn a
hémérséklet novekedésével hasonléan viselke-
dik. Ez a 16. és 17. dbrdn figyelemmel kisér-
hetd. A maximumok SOOC-ig kbzel azonos inten-
zitdsuak a triptofdn és a lizozim oldat ese-
tében is. 50°C felett azonban csekély eltérds
mutatkozott. A lizozim oldat fluoreszcencia
intenzitdsa valamivel kisebb, mint a tripto-
fédné. Az dbrdkon az is ldthatd, hogy a tripto-

fdn fluoreszcencia intenzitdsa a vizsgdlt hé-
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mérsékleti tartomanyban végig monoton csdk-
kend, lizozim esetében pedig 50°C koril torés
van. Jelent8sebb a kiilonbség a visszahlités-
kor kapott értékek esetén. A szabad triptofdn
_ oldat hiitéskor képott fluoreszcencia maximum

intenzitdsai - eltérden a lizozimétdl - meg-

o
a

xor 195° M1 TRY + foxeih putter

o pH 4%

a O  maleghtis
M A Hitds

Ao = 290nm
e
mo b
a
[
m 3
Reqi
Og
4.!qb
og
°
s}t %
"0 5‘0 HC) ——e
17. 4bra

egyeztek a melegitéskor felveltt értékekkel. A
triptofdan oldatok kiilonbsz8 hdmérsékleten fel-
vett spektrumai nem mutattak eltérést sem me-

legitéskor, sem a hiités sordn a szobahlumérsék-



- 59 -~

leten kapott spektrumhoz képest, tehdt a hd-
mérséklet okozta vdltozds szabad aminosavak

esetén reverzibilis.

Az 1x107° /1 peroxiddyz triszpulferes oldaté-
ra vonatkozdlag megdllapitottdk /7/, hogy bar
a peroxiddz molekuldban tirozin és triptofén
is van, ha mindkét amindsav gerjesztddik, a
tirozin fluoreszcencia intenzitdsa meglepden
sokkal nagyobb, mint a triptofdné. A fluoresz-
cencia szinképekben a 305 nm-es és a 340 nn-es
sadvok rendelhetd8k a tirozin, ill. a triptoféan
fluoreszcencidjéhoz. Ha a fluoreszcencia szin-

képeket A =276 nm-nél gerjesztjik, a 305 nm-

ger]
es maximummal rendelkezd tirozin fluoreszcencidt

kapjuk, mig A =290 nu-nél a triptofdnét. Bzt

gerJ
a két esetet tanulmdnyoztuk a hémérséklet fiigg-

vnyében.

A spektrumok vdaltozasdt a 18. dbra szem-
lélteti. A 276 nm-es gerjesztéssel felvett
fluoreszcencia spektrumokban az intenzitds-ér-
tékek csOkkentek a hémérséklet emelésével, a
szinképek alakjdnak jelent8s megvdltozdsa nél-
kiil. A 290 nm-es gerjesztés esetén a magasabb

hémérsékleteken (60°C felett ) felvett spektru-
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mok alakja vdltozott az alacsonyabb hémérsék-
leteken mért spektrumokéhoz képest. A tripto-'
fan szinképe hosszabb hulldmok felé tolddik

és a spektrum kiszélesedik, Osszhangban mds

" eredményekkel /22/.

,f\‘. -,
." \ / .\\
] /
ns /0
lao. Izo ] 10 ML HRP e tris2
1]
L L A
EE| ¥
§18 | §
5! .'5!
2=
o |
s} 10
0——n -wA ey
450

18. &bra

A kiillonbozdé gerjesztéssel felvett spekt-
rumok maximumaihoz tartozdé intenzitdsokat a
4. tabldzatban kozoltiik, a gdrbék menetét pe-
dig a 19. dbra mutatja. A"megf=305 nm-nél a

maximumok nagysdga kb. 4500—ig és 55°C felett



1x10™2 M/1 HRP neutrdlis triszpufferes ol-
datdnak pH=T7,0 fluoreszcencia intenzitdsai
onkényes egységekben a hémérséklet fliggvé-

40 t

61 -

4bldzat

nyében

fq(l) A . -
cerj=290 nm |A =276 nm
o ger]
t(°c) Mnege=350 mm |A . o=305 nm

10 26,5 107,0
15 24,9 104,0
20 23,6 100,0
25 22,0 96,2
30 20,4 93,0
35 18,9 88,7
40 17,2 85,0
45 15,6 81,9
50 15,5 81,9
55 15,4 80,4
60 15,1 78,1
65 13,6 74,2
70 12,7 72,4
75 9,82 70,3
80 8,85 67,2
85 1,72 63,5
90 6,28

95 5,15
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jelentésen csdkken a 45-55°C tartomdnyban

pedig ktzel vdltozatlan. Ugyancsak a fluo-

reszcencia intenzitdsok cstkkenését tapasz-

= 3 =350 nm esetén
taltuk a kger3290 nm és Xmegf 35
1907 M/t HRPstrisz
L 7\.;276 nm
100}
R
A, 0290 nm
|
— —oe--
g
g '
8o} 30
A
:
J}of “w,
8.
&y
6o} 10
N >, R
: b N
—0—% 50 100
t{c) —
19. &bra

is, bdr itt a 45°C-t61 60°C-ig terjedd hémér-

séklet tartomdnyban tekinthet8k az intenzitd-

gok gyakorlatilag vdltozatlanoknak.

A triptofén oldat fluoreszcencidjédnak hd-

mérsékleti kioltdsa négy-otszOrds intenzitds-

csokkenéshez vezet, ha a hémérsékletet 20°C-
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rél 90°C-ra emeljiik. A peroxiddzba épiilt
egyetlen triptofdn /44/ fluoreszcencidjénak
hdémérsékleti kioltdsa hasonldé koriilmények kdzott
négyszeres intenzitds cstkkenést mutat, ha a

| peroxiddzt olyan hulldmhosszndl (290 nm) ger-
jeszt jik, hogy benne csak a triptofdn vildgit.
Vagyis a szabad és a fehérjéhez kotott tripto-
fdn fluoreszcencidjénak hémérsékleti kioltdsa

lényegileg hasonld mértékii.

Ha a tirozint és a triptofdnt a peroxiddz-
bgn Kg=276 nm-rel egylittesen gerjesztjiik a hé-
mérsékleti kioltds lényegesen kisebb mértékii,
mint a Rg=290 nm-nél. A tirozin csucs inten-—
zitdsa 90°C-on 0,66-dra, a triptofdné 0,83-4ra
cstkken a 20°C-on mért értékhez képest. Tehdt
a hémérséklet emelésével a tirozin és tripto-
fdn fluoreszcencia intenzitdsa nem azonos mér-
tékben csOkken, hanem a tiroziné nagyobb mérték-
ben. A mérési eredményeket az 5. tdbldzat
tartalmazza. 20°C-on mért fluoreszcencia szin-
képben a 305 nm-nél 1évd tirozin sdv és a 350
nm-nél 1év8 triptofédn sdv intenzitdsdnak hdnya-
dosa 3,3; mig ugyanezen hdnyados 90°C hé-
mérsékleten 2,7. Mindez azt jelenti, hogy me-~
legités hatdsdra a tirozinrdl a gerjesztési e-

nergia nagyobb hdényada megy &t a triptofédnra,
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5. tdbldzat

tdnak pH=7,0 fluoreszcencia intenzitdsai On-

kényes egységekben a hdmérséklet filiggvényében

HRP+trisz [[HRP+trisz | HRP
A =276 nm [A_=290nm TRY+trisz |/ pyR
+9 g g A =290 nm T§?>
‘ & A =276
TYR TRY TRY g =< (on
20 106 31,7 24,9 22,1 3,34
50 88,8 | 29,2 16,4 8,6 3,04
70 80,3 | 28,8| 12,4 5,47 2,79
90 67,9 | 26,2 6,29 4,73 2,66
(¢
L02d) | 5ol 12 3,96 4,67
1(90°C)
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jeléiuill annak is, hogy a triptofdn maradék
"hozzdférhet8bbé" vdlik. Ezen vizsgdlatok ered-
ményei Osszhangban vannak kordbbi vizsgdlatok
/23/ eredményeivel, amelyek szerint a tripto-
fénnak a fehérje molekula belsejében kell lennie.
Ha a méréseket az oldat hiitésekor is elvégez-
tiilk, akkor a 19. dbrdn k&z8lt értékeket kaptuk.
A hiitéskor kapott intenzitdsértékek a melegi-
téskor kapott jellegnek megfelelden vdltoztak,
de hasonldan, mint a lizozim esetében, itt is
alacsonyabbak a ﬁﬁtéskor kapott értékek, mint

a melegitéskor kapottak. Ez azt mutatja, hogy

a 40°C feletti hémérsékleti intervallumban a

létrejott vdltozds részben reverzibilis.

3.3« A relativ intenzitdsmérések eredményei

A relativ intenzitdsértékeket a triszpufferes
lizozim oldat esetében hatdroztuk meg kiilonbsozd
koncentrdcidk mellett kiilénboz8 hémérsékleteken
abban a hémérsékleti tartomdnyban, ahol konformd-
cids vdltozds még nem jott 1létre (SSOC—ig). A éﬁr-
bék a 20. dbrdn ldthatdk. Az dbrdn 1év8 eredmények
alapjdn megdllapithatjuk, hogy a koncentrdcids ki=-

oltdst jelentds mértékben befolydsolja a hémérsék-
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let. Leglassabb 10°C-on és a magasabb hdémérsékle-

teken a hémérséklet emelésével gyorsabbd vdlik.

M0 M/t Liz. +trisz puffer

pH =70
10°C
20°C
L 30°C
L_-_J 1 1 41 3
7 -6 -3 " log € )
20. dbra

Aktivdldsi energia meghatdrozésa

Az 1.§-ban leirt, a /3/ és /20/ irodalomban

ismertetett Osszefliggések alapjdn meghatdroztuk

a

lizozim 1x10™° M/1 koncentrdcidju foszfdtpuffe~

res (pH=8,04) oldatdndl az E_ aktivdldsi energia

és a hémérsékleti kioltdsi folyamat sebességi kons-

tansainak az értékeit.
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Az"‘Lq 25°C-on mért valddi értékét a /45/
irodalombél haszndltuk fel (7=0,0707) , amely-
ek ismeretében ¢ konstans értékét meghatdroztuk.
A fluoreszcencia intenzitdsok méréséb8l a ¢ kons-
tans ismeretében az‘Qq=c.I osszefliggés alapjén a
10-90°C hémérsékleti intervallumban kiszémitottuk
a kvantumhatédsfokokat.

A szémitdsokat /20/ alapjdn elvégezve a lizo-
zim B aktivdldsi energidjdt 8,6 kcal/M értéknek
kaptuk., Ez Osszhangban van a /3/ irodalomban k&-
z61lt triptofdn (8,1 kcal/M) aktivdldsi energia ér-

tékkel. A sebességi konstansok értékei pedig
k = 1,92.107  és K = 3,56 .

Ezek szintén jé egyezésben vannak a /3/ irodalom
eredményeivel: k értéke triptofdnndl 2,2.106, a

K konstans pedig 1,3.

A hémérséklet fliggvényében végzett fluoresz-
cencids~ és aktivitdsi mérési eredmények lehets-
séget nyujtanak arra, hogy peroxiddz esetében is
meghatdrozzuk a folyamatok termodinamikai paramé-

tereit.

Peroxiddz esetében az aktivdldsi energia E

értékét és a sebességi konstansok (k)és(K) értékeit
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kiilon haetdroztuk meg a 10-45°C és a 60-90°C hé-
mérsékleti intervallumban. A kapott értékeket a

6. tdbldzat mutatja. Szdmitdsainkndl felhaszndl-
tuk azt, hogy az q ardnyos a mért intenzitdssal
/3/, illetve WEBER &g TEALE /28/ eredményét, hogy
é peroxiddz triptofdn fluoreszcencidjdnak kvantum-

hatdsfoka szobahémérsékleten 0,002.

Az enzimaktivitdsi gorbe adataibdél RAISON sze-
rint /4/ az aktivitds hémérsékleti vdltozédsdhoz
tartozd sktivdcids energidt is kiszdmitottuk. En-
nek az értéke konformdacids vdltozds eldtt 9,15
kcal/mol, a konformécids vdltozds utdn pedig 20,6
kcal/mol. Ha a 6. tdbldzat adatait Osszehasonlit-
juk a /20/ /5/-ben szabad tirozinra és triptofénra
kapott adatokkal, azt ldtjuk, hogy mind a triptofédn,
mind a tirozin fluoreszcencia hémérsékleti kioltd-
sdt jellemzd aktivdldsi energia kisebb, mint a sza-
bad aminosavaké. Tirozin esetében az eltérés (kb.
3,2 kcal/mol) kiilénosen nagy, ami azzal magyardz-
haté, hogy a 10-45°C hémérsékleti tartomdnyban a
tirozin fluoreszcencia a hdmérséklet emelésével
konnyebben oltdédik ki, illetve dtaddédik a tripto-
fannak, ahol az eltérés kb. 0,3 kcal/mol. Igy a
peroxiddz esetén a.fluoreszcencia kioltdas két té-
nyez6bdl tevddik Ussze, esy tisztdn hémérsékleti ki-

0ltasbdl és egy a tirozinrdl a triptofdnra vald
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A peroxiddz 1x10™° M/1 koncentrdcidju neutrdlis triszpufferes

6. tdblézat

oldatdnak fluoreszcencia hdémérsékleti kioltdsdra vonatkozdé ter-
modinamikai €s kinetikai adatok

Tirozin fluoreszcencia

Triptofdn fluoreszcencia

HRP-ben szabad HRP~ben szabad
S S amindésav S S amindésav
10-45° | 60-90°¢ 2500 10-45°C |60-90°C 25%
. T=298°K 0,0087 0,21 0,002 0,22
E, keal/:l 3,2 5,1 6,2=7,1 7,8 14,0 8,1-8,5
k= ky/k, | 10,4 92,8 | 10,2-13,0 |8,2,10% |3,1.10% |15,2-14,6
K = ky/ky | 114,0 113,0 0,9-3,0 498,0 499,0 1,5-2,3
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energiadtaddsbdl. Ezt az elképzelést aldtdmaszt-
ja az a tény is, hogy a peroxiddz esetén a konfor-
mdcids védltozds befejezldése utdn az aktivdldsi
energia 5,1 kcal/mol mdr jdl megkozeliti a sza-

bad tirozin aktivdldsi energidt.

Enzimaktivitds mérések eredményei

a. Lizozim esetén, a pH=8,04 lxlO"5 M/1 koncent-

rdcidju foszfdtpufferes enzimoldat aktivitdsd-
nak %-ban kifejezett értékeit a hdémérséklet

flggvényében a 21. dbra mutatja. Az aktivi-

100 - ) -5
] HO“M/1  Liz.+ foszfat putfer
pH=86X
50 -
[4] _ __A/A’—-
" 50 t(oC)——

21. dore
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tés kb. 35°C-ndl éri el a maximumdt, 10-35°C-
ig jelent8s novekedést, 35°C felett pedig
nagymértékili csdkkenést mutat a hémérséklet
emelésekor. Az enzim 60°¢ kornyékén mdr tel-
jesen inaktivvd vdlik. Az oldat visszahiitése-
kor mért értékek csekély mértékben ugyan, de
szintén novekednek 35°C-ig, majd csokkennek,
de a hiités utdn kapott maximdlis aktivitéds
értéke a melegitéskor kapott maximum érték-

nek csak kb. 5%-a.

b. Peroxiddz oldat esetében is az abszorpcid és
fluoreszcencia mérésekkel pédrhuzamosan az
enzimoldat aktivitdsdt hiitve és melegitve
és kiilonbsz8 hémérsékleteken is megmérfﬁk.
Az enzim 38°C-on volt a legaktivabﬁ, itt az
aktivitdst 100%-nak véve, a tobbi hémérsék-
leten ennek megfeleld S-ban dbrdzoltuk az
aktivitdsértékeket. A hémérséklet emelésekor
3800-ig az aktivitds novekedett, 38°C felett
pedig csbkkent és 75°C-ndl az enzimmiik6dés
megsziint. Lz ldthatd a 22. dbrdn. Ha az engi-
met 90°C-ra melegitettiik és utdna hiitottiik,

azt tapasztaltuk, hogy a lizozimtdél eltérden
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itt hiitéskor még jelentds bioldgiai aktivitds-
sal rendelkezik az enzim. 38°C-on példdul

a melegitéskor kapott aktivitds mintegy 40%-
4t mértiikk a hiitott enzimoldat esetében (22. &b-
ra) . Ez is a hOmérséklet okozta vdltozds rész-

ben reverzibilis voltdt igazolja.

1004
' 10 M/ HRP + trisz
k
[%]
50 b
0 30 20 50
tic) —
22. dbra

3.6. Egyéb mérési eredmények

a. A valddi abszorpcids egyiitthatdk, ill. ex-
tinkcids koefficiensek meghatdrozdsdndl sziik-

séges volt a sliriiség és torésmutatéd hémérsék-
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let okozta vdliozdsat figyelembevevd korrek-—
cidk elvégzése /47/. I célbdl a siiriiséget

ég a torésmutatdt is me;mértik, klilonbozd
hémérsékleteken. A lizozim klilonboz6 fosz-
fatpulferes oldatai esetén kapott siiriisége-
ket .a 23., a tOrésmutatdkat pedig a 24. &bra

mutatja. ( Osszehasonlitdsul a desztilldlt viz

o
.
w -
2 s HO® M/t Liz + foszfot putfer
A g
®osp 8o 0 pHeA!
o P34y, o
pH =
g 8 Py e ezt VI2
8
8
98- 8
(o]
NN
396} ~
a 0o
b
asd- feso
Il 1 1
0 50 100 t(°C) —=

slriliségét 1o dbrdzoltuk a hémérséklet fligg-
vénydében.] A torésmutatdk értékében, wint azt

J

a 24. abra is uiutatje, csekély mértéki elté-
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rést tapasztalunk kiilonbdzd pH értékek ese-~
tén. A viszkozitdsértékek megegyeztek a desz-
t11141t viz viszkozitdsértékeivel, és ez a
megezyezés magasabb hémérsékleteken is meg-
volt, tehdt a viszkozitds értékeiben és hé-
mérsékleti figgésében nem tapasztaltunk el-
térést akdr fehérjeoldatot, akdr desztilldlt
vizet vizsgdltunk. Méréseink triszpufferes

oldatok esetén {1lizozim, illetve peroxiddz)

is hasonld eredményekre vezettek.

1 1.16° M/l Liz. + foszfdt putter
O pH-8624
o 884a O pHa 71
o o a & pH=804
o8
3s
°e
13300} ' s
a
4
8
13250} 8
®
8
13200 N i .
70 50 100 ¢(°C)—e

24. dbra
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b. Az R szdmitdsakor kapott eredmények.
Az 1.§~ban leirtak alapjdn meghatdroztuk
az 1x10™2 M/1 koncentrdcidéju 8,04 pH-ju
foszfdtpufferes lizozim oldat esetében az RO
értékeket, a kapott eredményeket a 25. dbra mu-
tatja. Az R értékei kb. 55-60°C~ig lineé-
risan csdkkennek a hémérséklet ndvekedésdével.
A 60-75°C-0s hémérsékleti tartomdnyban, a
fluoreszcencids mérésekkel is az enzimaktivi-
tds mérésekkel OUsszhangban, a gorbe menete
megvdltozik, majd a 75°C feletti hémérsékle-
teken (a denaturdlt enzimoldat esetében) az R,

a hémérséklett8l gyskorlatilag fiiggetlen.

o
TpL
RA) o
1107 M/U Liz.+ foszfét puffer
4o} o pH =804

12,01 o
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A linedris szakaszon R, értékei: 15,2 f-
t& 11,6 R-ig vdltoznak, majd a 60-75°C hé-
mérsékleti intervallumban emelkedd hdémérsék-
lettel 11,6 R-r81 12,4 f-re novekednek. Az
dllandd értéke kb. 12,4-12,5 R.

Ezek az eredmények joé egyezésben vannak

KONEV /36/ eredményeivel.
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0SSZEFOGLALAS

A dolgozatban a lizozim és a tormagySkér
peroxiddz 1x10™° M/1 koncentrdcidju oldatainak
fényelnyelését és fluoreszcencidjat, valamint
aktivitdsdt vizsgdltuk kiilonbozd8 pH értékek e-

setén a hémérséklet fliggvényében.

Lizozim esetében méréseinket az irodalmi
adatokon tulmenden 60°C fo5lé is kiterjesztet~
tilk és azt tapasztaltuk, hogy az abszorpcid,
illetve fluoreszcencia intenzitdsok hémérséklet
okozta monoton vdltozdsa 60°C kornyékén megsza-
kad. A fluoreszcencia spektrum kissé eltolddik
és kissé kiszélesedik. Ez olyan konformécids dt-~
menetre utal, amely a makromolekula "kiterlilé-
8ét" jelenti. A visszahiitéskor kapott eredmények
kiilonboztek a melegitéskor kapott értékektdl,
amely a h8okozta vdltozds irreverzibilis voltdra
utal. Ezt tdmasztjdk ald az aktivitdsmérés ered-
ményei is. A melegitéskor a lizozim enzim akti-
vitdsa kb. 35°C-ndl éri el a maximumot és 60°C-

ndl vdlik inaktivvd. A visszahiitott enzim akti-
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vitdsa azonban 35°C.n41 csak mintegy S%-a a

melegitéskor mért értéknek.

A fluoreszcencia jellemzlk hémérséklet ha-
t4sdra 1étrejott vdltozédsdnak az ismerete lehe~
tové teszi a folyamat termodinamikai paraméterei-
nek a meghatdrozdsdt. Az Ea aktivdldsi energia

értéke lizozimndl 8,6 kcal/mol értéknek adddott.

Tormagyokér peroxiddz esetén az oldat ab-

szorpcids és fluoreszcencia szinképei 10—45004
ig terjed8 hémérsékleti tartomdnyban fiiggetlenek,
50-90°C-ig terjedd tartomdnyban fiiggdek a hdmér-
séklettd8l. A fluoreszcencie intenzitdsa a hémér-
dklet emelésével mindvégig csdkken. Az abszorp-
cibés eygylitthatdé a ldthaté tartomdnyban 45°C fe-
lett cstkken, az ultraibolydban ndvekszik. A
triptofdntdl szdrmazdé fluoreszcencia hémérsék-
leti kioltdsdt a hémérséklet emelésével a tiro-
zinrdl a triptofdnra novekvd energiadtadds kisé-
ri. A fluoreszcencia kioltds aktivdldsi energid-
ja 7,8 kcal/mol a 10-45°C hémérsékleti interval-
lumban, ill. 14,0 kcal/mol a triptofdn fluoresz-
cencidra nézve, 1ll. 3,2 kcal/mol és 5,4 kcal/mol

a tirozin maradék fluoreszcencidjéra.
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Az enzim aktivitdsdnak hémérsékleti optimu-~
ma 38°C-nél van, az aktivitds 75°C-nél szlinik
meg. A h§ okozta aktivitdsvdltozds részben re-
verzibilis, visszahlitéskor az aktivitds 40%-ig
helyredall. Részleges reverzibilitdsra utalnak
a szinképi vdltozdsok is. Az aktivitédsi gbrbé-
hez hasonldé menetii és azonos hdoptimumu az en-
zim tisztasdgdt jellemz§ faktor hémérsékleti
fliggése is. Ez azt is jelenti, hogy az enzim a
héoptimum hémérsékletén a "legtisztdbb". Ez le-
hetévé teszi, hogy kézvetlenﬁl az abszorpcids
gorbékb3l hatdrozzuk meg a héoptimumot. Az ak-
tivitds hémérsékleti vdltozdsdnek aktivdldsi ener-
gidja 9,15 kcal/mol, illetve 20,6 kcal/mol a
10-40°, i11. 45-75°C hémérséklet tartoményban.

A fluoreszcencia jellemz8k megfigyelése mind-
két enzim esetében lehetbséget nyujt arra, hogy
elég pontosan meghatdrozzuk azt a hdémérsdékleti
intervallumot, ahol a konformdciés vdltozds hd
hatdsdra bektvetkezik, és a gorbék jellegének a
megvdltozdsdbdl kévetkeztessiink a végbemend &t-

-alskuldsra.
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