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A FERMENTEK KEMIAI SZERKEZETE
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NEHANY KERDESEROL

SZORENYI IMRE akadémikus

A fermentek kémiai szerkezete és funkciéi kozotti kapesolat és kileson-
hatas kérdésérdl lényegében még ma is aranylag keveset tudunk, pedig ezen
kérdés kiilonosen fontos, az élet lényegének megértése szempontjabol.

A régi klasszikus organikus kémia vizsgalo médszerei egyaltalan nem
voltak kielégitGek nemcsak a kérdés megoldasara, de annak még a felvetésére
sem. Eppen ezért a miult évtizedben egész sereg j, a réginél pontosabb és
hatéasosabb vizsgalé médszer latott napvilagot, amelyek szama ma is egyre
szaporodik és tokéletesedik.

Utoljara, valamivel tobb mint két évvel ezeltt igyekeztem beszamolni
az elméleti fehérjekutatas néhany idGszeri kérdésérdl, kiillonos tekintettel
a vezetésem alatt all6 intézetben folytatott munkéra [96]. Most folytatni
szeretném a beszamolét az utébbi két év alatt végzett munkarél.

Még nem is olyan régen a fehérjemolekulat az aktiv koferment vagy
prosztetikus csoport inert hordozéjanak tekintették. Vilagos, hogy ez a nézet
ma madr tarthatatlan, s aligha vitathaté a fehérje specifikus szerepe.

A fehérjemolekula felépitése bonyolult, labilis és feliileti szerkezete valto=
zékony. Ezért vizsgalata nem konnytifeladat. A szazalékos aminosav osszetétel
o6nmagaban éppoly keveset mond, mint a brutto képlet a szerves kémiaban.

Az aminosav szekvencia felderitése ma még igen nehéz, és csak bizonyos
koriillmények szerencsés talalkozasa esetén sikeriill. Mindmaig csupan két
fehérje esetében oldottak meg. Makromolekularél 1évén sz6, azonban, még a
szekvencia teljes és pontos ismerete sem elegendd a szerkezet és funkcié
kapcsolatanak feltarasahoz.

Az esetek dontd tobbségében a polipeptidlanc felhasitasa egyiitt jar a
biolégiai funkcié megsziinésével, de még ennél lényegesen enyhébb — dena-
turalé — behatasok is, melyek csupéan a térbeli szerkezetet valtoztatjak meg,
hasonlé eredménnyel jarnak.

Mindezek alapjan az a nézet alakult ki, hogy a fehérjemolekula intakt
egésze sziikséges a biolégiai aktivitas kifejtéséhez.

Az utébbi évek kutatasainak eredményeként azonban ismeretessé valt,
hogy szdmos fehérjérél lehasithaték aminosavak, illetve kisebb-nagyobb frag-
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mentumok, megbhonthaték egyéb kovalens kétések (pl. S—S hidak) anélkiil,
hogy az aktivitas karosodnék. Ennek alapjian feltételezik, hogy a fehérje
szerkezetének csak egy része, — az un. aktiv centrum — sziikséges az akti-
vitas kifejtéséhez.

Ha ez igaz, a kovetkezd kérdéseket kell feltenniink :

Eloszor : milyen strukturalis elemekre vezethet§ vissza a fehérje speci-
fikus, katalitikus hatéasa,

mdsodszor : milyen e strukturalis elemek helyzete a fehérjemolekulaban és

harmadszor : mi a kapcsolat az aktivitast kifejtd teriilet és a fehérje
egésze kozott. Mas széval ez utébbi kérdést gy is megfogalmazhatjuk, hogy
mi a szerepe a fehérje azon részének, mely nem fiigg 6ssze az aktivitassal.

Az eddig osszegyfilt, a szerkezet és funkcié kapcesolataval foglalkozo
anyag tekintélyes, de nem rendszeres. Egyes, fGleg kiragadott reaktiv csopor-
tok dsszehasonlité vizsgalatardl kozoltek eredményeket [2, 73]. Mi dgy véltiik,
sokféle modell kiragadott elemeinek vizsgéalata nem vezet kizelebb benniinket
a kérdés lényegéhez, hanem helyesebb egy fehérjetipus tébboldald vizsgéalata-
val kozeliteni a problémahoz.

Két iranybdl igyekeztiink a célunkhoz kozelebb jutni; egyrészrél azonos
funkcioji, de kiilonboz6 eredetii fehérjéket — terminolégiank szerint homolég
fehérjéket — hasonlitottunk 6ssze. E vizsgalatokkal igyekeztiink megallapitani,
hogy esetleges kiilonbségek koziil, melyek vezethetSk vissza funkcionalis
sajatsagokra és melyek magyarazhatok az adott fehérje biologiai eredetével.
Masrészrol nem azonos, de hasonlé miikodésti fermenteket hasonlitottunk
ossze. Célunk, megéllapitani azon kozos szerkezeti elemeket, melyek a miikodés
szempontjabol dontd fontossagiak. Ezért valasztottuk vizsgalataink targyava
a sok tekintetben egymashoz kizelall6 két enzimet, a foszfogliceraldehid-de-
hidrogenazt és az alkoholdehidrogenazt.

Mig masok munkai elsésorban kémiai, vagy elsGsorban funkcionalis
sajatsagok Vizsgélatéra épiiltek fel [82], mi igyekeztiink a két kérdést egy-
ségben tanulmanyozni.

Eddigi munkank soran a kivetkezd szempontokbdl igyekeztiink meg-
kozeliteni a szerkezet és funkci6 dsszefiiggésének kérdését :

Eloszor : 6sszehasonlitottuk a homolég fehérjék kémiai, fiziko-kémiai,
immunbiolégiai és enzimoldgiai sajatsagait,

mdsodszor : vizsgaltuk a katalitikus folyamatban résztvevé egyes
szerkezeti elemek szerepét és

harmadszor : vizsgaltuk ugyanezen elemek szerepét a fehérjék nativ
szerkezetének kialakitasaban. k

Miel6tt az eredmények részletes ismertetésére ratérek, szeretnék foglal-
kozni a vizsgalt fehérjék izolalasanak és kristalyositasanak néhany probléma-
javal.
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Osszehasonlité fehérjebiokémiai vizsgalatok sordn az eredmények érté-
kelését jelentésen befglyasolhatja az a koriilmény, hogy milyen eljarassal
jutottunk a vizsgalati objektumokhoz. A vizsgalatok érdekében arra kell
torekedniink, hogy az eljarasok minél egyszeriibbek legyenek és minél keve-
sebb olyan 1lépést tartalmazzanak, melyek a fehérjék sajatsagait befolyasol-
hatjak, illetve megvaltoztathatjak.

Ezt az elvet tartottuk szem el6tt még Kievben megkezdett munkank
sordn [97, 98], ezért igyekeztiink olyan médszereket kidolgozni, melyek segit-
ségével gyorsan és kiméletesen juthatunk el tiszta készitményekhez.

Eljarasunk lényege az, hogy egy lépésben juthatunk olyan fermenthez,
mely a szokasos aktivalé anyagok alkalmazasa nélkiil is gyakorlatilag teljesen
aktiv. Ezzel a mddszerrel sikeriilt foszfogliceraldehid dehidrogenazt kilenc
fajbél : nyil, diszné, marha, kutya, macska [32, 99] folyami és kecskerak
izombol [100], szesz- és sorélesztébdl [56] izolalni.

Fokozottabban érvényes az elébbi elv az alkoholdehidrogenazra. A fer-
mentet altalaban szaritott élesztébdl izolaljak [71, 77, 122]. Aligha vitathaté,
hogy a szaritas nem hat elényésen a fehérjék tulajdonsagaira. Erre irodalmi
adatok is utalnak, melyek szerint az alkoholdehidrogenaz aranylag labilis
ferment. KeLETI t6bb mddosité eljarasa [51, 52] utan végil is ErL6pinek és
KereTinek [56] sikeriilt olyan eljarasat kidolgoznia, melyek segitségével
friss szesz- és soréleszt6bdl lehet jobb kitermeléssel, magasabb aktivitasd
alkoholdehidrogenazt izolalni.

Az izolalas kiovetkezd kérdése a kristalyositas.

Fehérjekristalynak a természetben valé el6forduldsa kuriozum szamba
vehetd, s6t a fehérje kristaly, mint biolégiai fogalom vitathaté is. Szamunkra
nem is mint biologiailag létez§ vagy nem létez6 fontos, hanem mint a
készitmény tisztasdganak, nativ tulajdonsdgai megdrzésének egy bizto-
sitéka.

Foszfogliceraldehid-dehidrogenazok esetében a kristalyformak kialaku-
lasa, mint azt DEVENYI, SAJGO és SZORENYINE [16, 19, 24, 25] adatai mutatjak,
az SH csoportok allapotaval all ésszefiiggésben és a kizeg redox-potencialjaval
is befolyasolhato.

Alkoholdehidrogenizok esetében a kristélyositas koriilményeitdl fiigget-
leniil mindig azonos forma nyerhetd [52].

A homogenitas és a kristalyos allapot mai ismereteink alapjan nem fel-
tétleniil minden esetben jar egyiitt. A homogenitasrél kisérletesen, tébb oldal-
rol is igyekeztiink meggyszddni.

A homogenitéas vizsgalatat dsszekapesoltuk a kiilonb6z6 fajokbél izolalt
enzimek fizikai-kémiai allandéinak 6sszehasonlitasaval.

Elére kell bocsatanom, hogy a fehérje homogenitas klasszikus definiciéja
az elektromos és centrifugalis térben valé egységes mozgas, ma mar meglehetd-
sen idejét milta, de legalabbis nem kielégits. Igen nagy azon fehérjék szama,
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melyek az el6bbi mddszerekkel egységesnek mutatkoznak, a modernebb
eljarasok segitségével azonban tébb komponensre bopthaték.

EL6p1 és KELETI vizsgilta a foszfogliceraldehid dehidrogenaz és alko-
holdehidrogenaz készitményeink homogenitasat elektroforézis, szedimentacis,
oldékonysdg és immunbiolégiai, valamint szerolégiai médszerekkel [4, 5, 23,
26,27, 28, 32, 50, 51, 99, 100]. Vizsgalataik alapjan a készitmények homogének-
nek mutatkoztak. ‘

Papirelektroforézissel végzett vizsgalataink a fentieket megerdsitet-
ték [80].

Jelentds eredmény az, hogy Boross, SAjc6, DEVENYT [9] a kézelmiltban
kidolgoztak a foszfogliceraldehid-dehidrogenaz ioncserés kromatografiajat.
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1. dbra. Foszfogliceraldehid-dehidrogendz kromatogréafidja Amberlit IRC—50 oszlopon

—————— fehérjetartalom
— — — — az egyes frakciok enzimatikus aktivitdsa

Ez az eljaras mai ismereteink alapjan legalkalmasabb fehérjék mikrohete-
rogenitasanak kimutatasara.

A kisérletek azt mutatjak, hogy a foszfogliceraldehid dehidrogenaz
Amberlit IRC-50 oszlopon kromatografilva, az elébb ismeretetett eljarasok
eredményével egybehangzéan ugyancsak homogénnek bizonyult (1. abra).

A kihdzott vonald gérbe az egyes frakciék 280 mu-nal mért abszorp-
ciojat tiinteti fel. Mint lathaté, két frakecié kiilonithets el : az elsé fehérjét
nem tartalmaz és abszorpciés gorbéje alapjan difoszfopiridinnukleotidanak
felel meg. A kromatografia soran tehat a kotott koferment lehasadt a foszfogli-
ceraldehid dehidrogenazrol. Igen lényeges, hogy a fehérje frakeié, vagyis a
masodik komponens egységes és az alkalmazott kériilmények mellett enzi-
matikus aktivitdsat teljes mértékben megtartja (1. abra pontozott gérbe).
Megjegyezziik, hogy el6bbivel azonos kisérleti koriilmények kozott, sikeriilt
izomkivonathol kozvetleniil is egységes, aktiv enzimet nyerniink.
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1. Homolég fehérjék osszehasonlité vizsgalata

Munkank soran részletesebben vizsgaltuk a kiilonb6z6 fajokboél szarmazé
azonos enzimeket, dsszehasonlité szempontbél.

KeLeT1 [49—51] az alkoholdehidrogenéazokat hasonlitotta dssze. Adatai
szerint a két éleszt6 alkoholdehidrogenaz tobb tekintetben kiilsnbozik egy-
mastol. Mas a fermentek Atviteli szama, gatlo anyagokkal szemben mutatott
érzékenységiik, izoelektromos pontjuk, tirozin és triptofan tartalmuk. ANTONI
és KeLeTi [4, 5] vizsgalatai szerint immunolégiai szemponthél kvalitative
ugyan nem kiilonbéznek, de eltérés tapasztalhaté a kvantitativ precipitécié
médszerével, és a LANDSTEINER-féle oldékonysagi teszt alapjan mar kiilonbozd
fehérjéknek tekinthetdk.

EL6pr [32, 99, 100] vizsgélataibél kitlinik, hogy lényegesen kiilonboz-
nek egymastél az emlés, a rak és az élesztd foszfogliceraldehid-dehidrogenazok.
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2. dbra. Kiilonboz6 emlsizombél izoldlt negativ, p-klérmerkuribenzodttal inaktivalt és
uredval denaturélt foszfogliceraldehid-dehidrogendzok emészthetdségének osszehasonlitdsa

Az ordindta a 6,6%-os triklérecetsavval fehérjementesitett emésztési elegy extinkci6-
janak névekedését tiinteti fel 280 mu-ndl.
O ® marha-; O B diszné-; A & nyidlizom foszfogliceraldehid-dehidrogenéz

Ezek atviteli szimai lényegesen eltérnek, a reaktiv SH csoportok szama és a
koferment megkotéképesség kiilonbozs. Az emldsizombol nyert foszfogliceral-
dehid-dehidrogenaz és a rakizombdl izolalt foszfogliceraldehid-dehidrogenazok
oldédnak egymas telitett oldataban [27]. Erdekes azonban, hogy a marha,
diszné, nyil, kutya, macska — vagyis az emldsizombdél nyert foszfogliceral-
dehid-dehidrogenazok a vizsgalt enzimolégiai, kémiai és immunolégiai tulaj-
donsagok alapjan minden tekintetben megegyeznek egymassal [10, 23, 26—28,
32, 99].

Feltételeztiik azonban, hogy az eml8sizombdl nyert foszfogliceraldehid-
dehidrogenazok esetében esetleg olyan eltérések is lehetnek, melyeket az
eddig alkalmazott eljarasokkal kimutatni nem lehet.

Valéban, a homolég fehérjék proteolitikus lebonthatésigdnak tanul-
minyozasa alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt emldsizombél nyert
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foszforgliceraldehid-dehidrogenazok kozott is jol definialhaté kiilonbségek
vannak. Mint SzABoLcsINE és Biszxu [87, 90, 92] vizsgalataibél kitlinik, a
nativ homolég fehérjék tripszin hatasara kiilonboz6 sebességgel épiilnek le
(2. abra).

Mint az &brabol lathat6, nativ foszfogliceraldehid-dehidrogenazok
esetében az emészthetGség csokkend sorrendje: nyul-, diszné-, marhaizombél
izolalt enzim. Meg kell jegyeznem, hogy djabb vizsgalataink szerint a sorrend
fiiggetlen attél, hogy a proteolitikus enzim milyen fajb6l szarmazik. Igen
lényeges viszont, hogy az inaktivalt, vagy denaturalt foszfogliceraldehid-
dehidrogenizok emészthetdségének sebessége mar fiiggetlen az adott fehérjék
eredetétsl. Ez azt jelenti, hogy a tripszin hatéasara érzékeny peptidkotések
azonosak a harom enzimben. Az emészthetGségben észlelt eltérést csak a
nativ fehérjék térszerkezetének kiilonbozdsége okozatja.

DEVENYI, SAJ66 és SzORENYINE [18—20] megéllapitottak, hogy az
emldsizombél nyert foszfogliceraldehid-dehidrogenaz nem rendelkezik szabad
végesoportokkal, kovetkezésképpen ciklikus szerkezetd.

Osszegezve az elébbieket, arra a kivetkeztetésre jutottunk [100], hogy
a foszfogliceraldehid-dehidrogenazok esetében a klasszikus médszerekkel
csak nagyobb rendszertani kategoriadk kozott tapasztalhatok eltérések, és a
kategéridkon beliil inkdbb a hasonlésag dominal. Az emlésizombél nyert
foszfogliceraldehid-dehidrogenazok kozitt eddig csak egy tGjszeri médszerrel —
a proteolizis alkalmazasaval — sikeriilt kiilonbségeket kimutatni.

Alkoholdehidrogenazok esetében mar két kozeli élesztéfajbol izolalt
enzimek sajatsagai kozott is kimutathaték kiilonbségek.

2. A foszfogliceraldehid-dehidrogeniz hatasmechanizmusanak vizsgalata

Mig az alkoholdehidrogenaz altal katalizalt folyamat viszonylag egyszert,
hiszen j6l definialt redox folyamatrél van sz6, melyben a difoszfopiridinnukleo-
tida hidrogén akceptorként szerepel, addig a foszfogliceraldehid-dehidrogenaz
miikodésének problémaja sokkal bonyolultabb.

Mar idestova hisz éve, hogy WARBURG és CHRISTIAN [126] izolaltak a
fermentet és vizsgaltak a ferment altal katalizalt folyamat mechanizmusat.
A folyamat tulajdonképpen két részreakciobol all: a foszfogliceraldehid
oxidaciéjabaol és egy foszforilalasi reakciobél, minthogy a reakeié végén 3-fosz-
fogliceraldehidbél végeredményben 1—3 difoszfoglicerinsav képzédik.

Warburg allaspontja az volt, hogy a foszfogliceraldehid el8szér foszfori-
lalédik, majd a difoszfovegyiileth6l képz6dik az 1—3 difoszfoglicerinsav
[69, 70, 125, 126, 128]. Az id8k folyaman ezt az elképzelést tobben tamad-
tak. MEYERHOF, RACKER, KrRIMSKY, VELICK és masok [22, 48, 59, 61, 66 67,
72,78, 79, 81, 115—118] kiilonb6z8 experimentalis adatok és elméleti meg-
gondolasok alapjan kétséghevontak a WARBURG iskola allaspontjat.
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A kérdés egyértelmil felderitését megnehezitette az, hogy idékézben
megallapitottak, hogy a foszfoghceraldehld dehidrogenaz egy sereg reakciot
képes katalizalni [116], igy pl :

a) miikodhet mint tranzacetilaz [38—40],

b) képes acetilfoszfatot hidrolizalni, vagy foszfat csoportjat arzenatra

kicserélni [38—40],
c) katalizalhatja az acetilfoszfat foszfat csoportjanak kicserélédését
jelzett foszfatra [38—40],

d) redukalt difoszfopiridinnukleotidabol egy ismeretlen természeti

vegyiiletet képezhet [13, 60, 65, 75, 76], végiil pedig

e) a citokrém rendszerrel kapcsolva diaforazszeri hatast fejthet ki [64].

A ferment miikédésének mechanizmusa tehat igen bonyolult és sokréti.
Az tjabb vizsgalatok végeredményben mindmaig sem dontotték el az eredeti-
leg felvetett kérdést, vagyis azt, hogy a foszforilacié vagy oxidacié az
elsé lépés.

Az utébbi évek szamos vizsgalata inkabb annak elfogadasa mellett szdl,
hogy az oxidacié megeldzi a foszforilaciot.

Az elsé pillantasra sokfélének latszé reakciok kiozos alapja egy feltétele-
zett acilenzimkomplex képzodése. Az oxidativ foszforilacié, a tranzacetilalas,
" az arzenolizis folyamata végeredményben, ha nem is azonos, de igen hasonlo
reakciénak tinik akkor, ha feltételezziik, hogy a reakciék lényege tulajdon-
képpen egy acilalé folyamat [78].

WARBURG a szamos meggy6z8 adat ellenére meglehetGsen mereven
ragaszkodik hisz évvel ezeltti véleményéhez, amint azt a milt évben megjelent
rovid kozleménye is bizonyitja [127].

Az intézetiinkben végzett kisérletek sem magyarazhaték a Warburg
iskola allaspontjaval, hanem alatamasztjak azt az elképzelést, hogy az oxi-
daciés folyamat a reakcié elsd lépése.

KeLETI és TELEGDI [58] tanulmanyoztak a foszfit ion hatéasat a foszfo-
gliceraldehid oxidacidéjara. Az eddigi néhiny irodalmi adattal egybehangzéan
[68, 94, 95] azt tapasztaltuk, hogy a foszfat.ion az alkalmazott koncentracié-
t6l fiiggben két iranyd hatast fejthet ki. Alacsony koncentracioban sebesség-
meghatarozé faktor, hiszen szubsztrat szintén vesz részt a reakciéban. Nagyobb
koncentracioban azonban gatlé hatast fejt ki (3. abra).

Az abra a foszfogliceraldehid oxidaciojanak idébeli lefutasat mutatja
be kiilonb6z8 mennyiségti foszfat jelenlétében. Mint lathaté, eleinte a foszfat
koncentracié novelésével emelkedik a reakcig kezdeti sebessége. A keletkezett
redukalt difoszfopiridinnukleotida mennyisége viszonylag rovid ideig né,
azutan csokken, és késdbb elér egy konstans értéket.

Magasabb foszfat kontracié alkalmazasa mar gatolja a reakeié kezdeti
sebességét. Ilyenkor a redukalt difoszfopiridinnukleotida mennyisége igen
lassan, de folyamatosan novekszik.
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Az elébbi megfigyelés reakcikinetikai meggondoldasok alapjan csak
annak feltételezésével magyarazhaté meg, hogy itt két folyamat jatszédik le,
melyek koziil az egyik csak késébb indult meg. Bizonyos kériilmények kozott
ez eltolhatja az els§ reakci6 egyensiilyat az ellenkezd irdnyba.

Mint méar emlitettem, a foszfoglicerinaldehid-dehidrogenaz altal kata-
lizalt reakeional valéban két folyamat jatszodik le. Térjiink tehat vissza az
irodalomban vitatott, kétféle lehetséges reakcié-mechanizmusra.
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3. dbra. Szeszélesztobol izolalt foszfogliceraldehid-dehidrogendz dltal katalizdlt foszfoglicer-
aldehid oxiddcié kiilonhoz6 mennyiségfi fosztit ion jelenlétében

L PGA 4 DPNi=2PGS 4 DPNH . ~(1)*
POR B UGS (2)
T PGA 3 P 7/ pPER 3)

PPGA + DPN «— PPGS 4 DPNH (4)

Mindkét mechanizmus két-két részfolyamatbél all. Eredményeink alap-
jan feltételezziik, hogy barmelyik tipusbél az elsd reakcié indul meg el8szor,

[1] vagy [3]. Tételezziik fel, hogy azI. tipus szerint megy végbe az enzimatikus

folyamat. Ebben az esetben ha a reakciét a kezdeti szakaszaban leallitjuk és
friss enzimet, valamint felesleg redukalt difoszfopiridinnukleitodat adunk a
reakcidelegyhez, akkor az elsé reakcié egyensiilya balra tolédik el, mert
redukalhaté szubsztrat : foszfoglicerinsav van jelen. Ebben az esetben a
redukalt difoszfopiridinnukleotida csokkenését kell tapasztalni.

Amennyiben a masodik tipusd hipotézis helyes, nem észlelhetiink redu-
kalt difoszfopiridinnukleotida csokkenést, mivel a [3] reakcié végterméke, —
a difoszfoglicerinaldehid — nem redukalhats.

* Roviditések : PG A — foszfogliceraldehid : DPN — difoszfopiridinnukleotid~ ; PGS —
foszfoglicerinsav ; DPNH — redukilt DPN, PPGS — 1,3-difoszfoglicerinsav; PPGA —
1,3-difoszfogliceraldehid.
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Elvégeztiik tehat ezt a kisérletet (4. abra).

Az abra els6 részén lathaté a difoszfopiridinnukleotida redukciéjanak
megfelel§ extinkcié nivekedés a reakcié elsé 307’-ében. A nyillal jeldlt id6-
pontban az enzimet kicsaptuk, majd friss enzimet és folosleg redukalt difosz-
fopiridinnukleotidat juttattunk a reakciéelegyhez. Lathaté, hogy a redukalt
difoszfopiridinnukleotida mennyisége csokken. Véleményiink szerint friss

LE3%0u

0.1 i

0.05

300 60 720 180 240 sec

4. abra. A foszfogliceraldehid oxidécié mechanizmusdnak vizsgilata

Az eredeti reakcidelegy megfelel az eddig alkalmazottaknak, arzenat helyett 1,67.10~>
M foszfat jon alkalmazdséival. A reakciét 30 mp. mulva leallitottuk, a fehérjét triklorecetsavval
kicsapva. A csapadékot centrifugaltuk, feliilliszét kozombositettiitk, majd redukilt difosz-
fopiridinnukleotidat adtunk hozza feleslegben és friss gliceraldehidfoszfat-dehidrogendzt,

valamint arzené{t‘ot, a nyil altal jeldlt idépontban
Y

‘enzim hatéasara az elegyben levd foszfoglicerinsav oxidalja a redukalt difosz-
fopiridinnukleotidat.

Feltételezhetjiik tehat, hogy az I. tipusd hipotézis szerint megy véghe a
foszfogliceraldehid oxidalasa, vagyis az oxiddcié idoben megelozi a foszforildciot.

Az SH csoportok szerepének néhiny kérdése

A tovabbi munkank soran igyekeztiink feleletet kapni arra a kérdésre,
hogy az enzimek egyes szerkezeti elemei milyen mértékben vesznek részt a
kérdéses, katalizalt folyamatban. Igy részletesebben kivintuk tanulmanyozni
az SH csoportok szerepét az alkoholdehidrogenaz és a foszfogliceraldehid-
dehidrogenaz mikodésében.

Régota ismeretes, hogy egyes enzimek miikodését bizonyos anyagokkal
gatolni lehet (nehézfém ionok, oxidalé és redukalé anyagok, az enzimek egy
vagy tobb oldallancaval kapcsolodé anyagok sth.). A gatlasi reakcié tanul-
manyozasa alapjan kialakult az a vélemény, hogy az enzimeket felépitd
aminosav maradékok (reaktiv csoportok) némelyike elengedhetetleniil sziik-
séges az adott reakcichoz, masok a katalizalt reakcié szempontjabol kézom-
bosek.

Néhany enzimrél mar régebben tudjuk, hogy pl. ml’ikﬁdésiikhﬁz.elenged-
hetetleniil sziikséges meghatarozott szabad SH csoport. Hangsiilyoznunk kell,

[ ST
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hogy csak bizonyos szami SH csoportrél van szé. Mar Anson és MIRSKY
[3] klasszikus munkaibél ismeretes, hogy a fehérjék SH csoportjai nem egyen-
értékiliek. Ezért BARRON [6] osztalyozasa alapjan az irodalomban &ltalaban
elfogadott az a nézet, hogy az SH csoportoknak csak egy része ,,esszencialis”
az enzimatikus reakciéban.

A foszfoglicerinaldehid-dehidrogenaz SH csoportjainak szamat illetGen
az irodalmi adatok ugyan eltéréek, (a kiilonb6z6 szerzdk 8—14 SH csoportot
mutatnak ki) [11,59,74,81], abban azonban megegyeznek, hogy az oxidativ
foszforilalas folyamataban esszencidlisnak csak harom tekinthetd.

Az esszencialis SH csoportok szerepét illetden is megoszlanak a vélemé-
nyek. Egyes szerz6k szerint az SH csoportok hidrogénakceptor szerepét toltik
be [7, 83, 124, 127]. RACKER és KriMsKY, valamint VELIck [61, 78,79, 115,
116] foszfogliceraldehid-dehidrogenazzal, WALLENFELS, TrroreLL, KAPLAN
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5. dabra. p-klérmerkuribenzoat gatlé hatasa kiilénboz6 aldehidek oxidiciéjara
5. ab p-klé kurib gatlé hat kiilonb ldehidek d j

a) szubsztrit: gliceraldehid 1,5 uM/ml ;

b) szubsztrat: acetaldehid 3 uM/ml.

c) szubsztrat : foszfogliceraldehid, részlegesen aktiv foszfogliceraldehid-dehidrogendz;
d) szubsztrat: foszfogliceraldehid, teljesen aktiv foszfogliceraldehid-dehidrogendz

és masok [7,°33, 35, 102, 103, 121, 122] alkoholdehidrogenazzal végzett kisér-
leteik alapjan dgy vélik, hogy ezek a csoportok a szubsztrat, a koenzim, ill.
valamely intermedier termék megkotésében jatszanak szerepet. Minthogy az
SH csoportok szerepét ezek blokkolasaval, vagy oxidalasaval — tehat a fehérje
kémiai médositasival — vizsgaljak, StrauUB [85], tovabba VEeLrick [116] és
masok [47] szerint az elért eredmények nem bizonyitottak egyértelmiien a
csoportok kozvetlen szerepét a katalizalt folyamatokban. Szerintiik lehetséges
hogy a csoportok modifikalasa kovetkezményeként a fehérje egy részének,
vagy egészének megvaltozhat sztérikus konfigurdciéja, ami az aktivitas
csokkenését vonja maga utan.

Az irodalom attekintésébdl lathatd, hogy a foszfogliceraldehid-dehidro-
gendaz esszencidlis SH csoportjainak vizsgalatat egy nem természetes szub-
sztrattal, a k(‘innyebb'en vizsgalhat6 gliceraldehiddel végezték. Minthogy az
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enzim csoportspecifikus — a- glikolizis soran keletkez§ foszfogliceraldehiden
kiviil egyéb aldehidek (gliceraldehid, acetaldehid) oxidaciéjat is katalizalja.
— Ugy vélték, a szubsztrat mingsége nem befolyasolja a reakcié mechaniz-
muséat. Ezt mi vitathaténak tartottuk.

SzaBorLcsINE és Ernépr [31, 87, 91, 101] kimutattak, hogy nemcsak a
gliceraldehid, de az acetaldehid oxidacidja is meggéatolhaté kb.3 ekv. p-klor-
merkuribenzoattal. A természetes szubsztrat, — a foszfogliceraldehid — oxi-
daciéjanak a felfiiggesztéséhez viszont az enzim valamennyi, azaz 13—14 SH
csoportjat blokkolnunk kell (5. abra).

Meg kell jegyezniink, hogy Verick [115, 116] kimutatta, hogy 3 ekv.
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6. dbra. Az SH csoportok blokkoldsdnak hatdsa kiilonb6z6 alkoholok oxiddciéjara

——— Egyenes C-linca alkoholok :
- Etilalkohol

Propilalkohol
Butilalkohol
Amilalkohol

— — Elagazé C-lancua alkoholok :
Izopropilalkohol
Izobutilalkohol

p-klérmerkuribenzoat hatasara az enzimhez szorosan ktott difoszfopiridinnuk-
leotida is kvantitative felszabadul.

Az alkoholdehidrogendz SH csoportjainak szerepét részletesen ez ideig
nem tanulmanyoztak. WALLENFELS és masok [1, 7, 21, 33, 121, 122] munkai-
bél csupén az enzim SH jellegére vonatkozé adatokat ismeriink. Eppen ezért
igyekeztiink a kérdést mélyebben tanulmanyozni.

KevrETI [31, 54, 101] megallapitotta, hogy az egyenes és az eligazé szén-
lanci alkoholok oxidaciéjaban més és mas SH csoportok vesznek részt. Egy
jellemzd kisérletet mutat be a kivetkezé abra (6. abra).

Az abrabél kitlinik, hogy az egyenes szénlanci alkoholok (etil, propil,
butilalkohol sth.) oxidaciéjat 2—3 SH csoport lekitése teljesen gatolja. Ugyan-
akkor az elagazé szénlancu alkoholok oxidéaciéja csak az enzim valamennyi

— 36—40 — SH csoportjanak blokkolasaval érhetd el.
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Adataink tehat azt mutatjak, hogy ezen enzimek esetében az SH cso-
portok valéban nem egyenértékiiek. De nem abban az értelemben, hogy
egyesek esszencialisak, méasok pedig nem esszencialisak a katalizisben. Cso-
port-specifikus enzimek esetében, a szubsztrat mingségétdl fiiggen mas és
mas SH csoportok vesznek részt a reakciéban. Foszfogliceraldehid-dehidro-
genaz esetében ugy latszik a foszfattal szubsztitualt gliceraldehid az enzimnek
mas SH csoportjait tudja megkézeliteni, mint az egyszerd glicerinaldehid, v.
az acetaldehid.

Alkoholdehidrogenaz esetében pedig a szénlinc szerkezete — egyenes
vagy elagazo volta szerint az enzimnek mas reaktiv SH csoportjai vesznek részt
a katalizalt reakcioban.

Az enzim-koenzim-szubszirat komplex vizsgalata

Az utébbi években VALLEE és munkatarsai [42—47, 86, 103,104,114, 120,
123,129] valamint KeLeT1 és TeELEGDI [49—51, 53,55, 57] kimutatték, hogy
mind a kiilsnb6z6 objektumokbdl izoldlt alkoholdehidrogenazok, mind a
foszfogliceraldehid-dehidrogenazok Zn-proteidek. Feltételezésiik szerint az
alkoholdehidrogenaz miikodésében a Zn-nek koenzim megkotsd szerepe van.

KEeLETI kimutatta, hogy a chelatképzd fenantrolin csak az egyenes
szénlacu alkoholok oxidaciéjat gatolja. Az elagazé szénlancu alkoholok oxi-
daciéjara hatastalan. Ezek szerint a Zn csak az egyenes szénlanci alkoholok
oxidacidjanak katalizisében vesz részt. Ha az egyenes szénlanci alkoholok
oxidaciojat egy nem természetes koenzim — alloxdn jelenlétében mértiik,
akkor azt tapasztaltuk, hogy SH gatlé-szer a folyamatot nem befolyasolja.
A fenantrolinnak ebben az esetben is gatlé hatasa van. Ebbél tehat arra kovet-
keztethetiink, hogy alkoholdehidrogenaz esetében az enzim SH csoportjai
csak a természetes koenzim — a difoszfopiridinnukleotida — megkétésében
vesznek részt és nem jatszanak szerepet sem a hidrogén atvitelében, sem a szub-
sztrat megkotésében [53].

A foszfogliceraldehid-dehidrogenazzal végzett vizsgalatok sordan arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy valészintileg a fehérjéhez kotott pozitiv
toltésti Zn-ion koti meg a foszfat aniont, és igy biztositja az enzimaktivitashoz
sziitkséges foszfat v.arzenat ion térbeli kozelitését a szubsztrathoz. KeLeT:
és TELEGDI [57] ugyanis kimutatta, hogy a foszfat ion védé hatast fejt ki
fenantrolin gatlassal szemben. Ezt mutatja be a kiovetkezd abra (7. abra).

Mint lathaté, a foszfat ionnak mindkét esetben véds hatasa van a fenan-
trolin gatlassal szemben: a foszfogliceraldehid oxidaciéjat a fenantrolin
csak magasabb koncentracional kezdi gatolni, a gliceraldehid oxidaciéjanal
pedig lassabban névekszik a gatlas mértéke a fenantrolin koncentracié nove-
lésével.
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Feltehetd az a kérdés, hogy vajon csak a zink képes-e megkotni fosz-
fatot. Valészind, hogy magas foszfat koncentracié alkalmazasa esetén, a zink
ionok telitése utan, a fehérje mas pozitiv toltésti helyei is megkothetnek
foszfatot.

Ilyenek lehetnek az imidazel gytirik N-je, diaminosavak szabad NH,
csoportjai sth. Lehetséges, hogy ezért fejt ki a magasabb foszfat koncentracio
gatlé hatast. Minthogy vizsgalataink soradn [58] a gatlas kompetitivnek bizo-
nyult a szubsztrattal, feltehets, hogy a szubsztrat ezen helyek valamelyikén
kapcsolédhat az enzimhez. Mar StapT™MAN [84], SZEVERIN [68, 94] és masok
[59] is feltételezték, hogy a foszfogliceraldehid esetleg imidazolgytirid nitrogén-
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7. dbra. A foszfit ion védé hatdsa a gliceraldehidfoszfat-dehidrogendz fenantrolinnal vald
gatlasaval szemben

s

l-es gorbe : foszfogliceraldehid és gliceraldehid oxidéciéjanak
géitlasa fenantrolinnal — arzenat ion jelenlétében

2-es gorbe : foszfogliceraldehid

3-as gorbe : gliceraldehid oxidédciéjanak gatlisa fenantrolinnal —
foszfat ion jelenlétében

.jén keresztiil kapcesolédik az enzimhez. Ezzel kapesolatban SZEYERIN és munka-

tarsai [68, 94, 95] kimutattak, hogy a foszfat ion gatlo hatasa felfiiggeszthetd
hisztidinnel, anserinnel ill. karnozinnal.

Mindezek alapjan a kovetkezdkben kivanom kifejteni elképzeléseinket a
két enzim tn. ,,aktiv centrumairél”, hiszen a biokémidban ilyen hipotézisek
felallitisa ma mar szinte kotelezd. Aktiv centrum alatt természetesen nem
egy-egy csoportot, hanem tobb komponenshél allé teriiletet értiink. Mi ezeknek
a teriileteknek csak azon alkotérészeivel foglalkozunk most, melyek szerepét
eddigi vizsgalatok tobbé-kevéshé mar valészindsitették.

Alkoholdehidrogendz : Kaplan [33—36] elképzelése szerint a difoszfo-
piridinnukleotida pirimidin gyfirtije a nitrogén atomon keresztiil, a purin vaza
pedig az amino csoporton keresztiil kotédik a fehérje SH csoportjaihoz, a
pirofoszfat csoportja pedig a fehérje Zn atomjahoz kotédik. Kimutatta, hogy
az etilalkohol a koenzimen keresztiil kapcsolédik az enzimhez.



16 SZORENYI IMRE

Véleményiink szerint ez csak egyenes szénlanci alkoholok oxidaciéjara
érvényes, kiegészitve azzal, hogy az idetartozé6 SH csoportok kiilénosen érzé-
kenyek SH mérgekkel szemben.

Az elagazo szénlanci alkoholok oxidaciéjaban mas, Zn-atomokat nem
tartalmazé aktiv centrumok vesznek részt. Ezért utébbiak alloxan jelenlété-
ben nem miikédhetnek. :

Véleményiink szerint a foszfogliceraldehid-dehidrogenaz esetében is az
aktiv teriiletek tartalmaznak zinket és kiilonbozo SH csoportokat. Kétségtelen,
hogy az SH csoportok egy része — mégpedig az a része, amelyik a nem termé-
szetes szubsztrat oxidaciéjaban jatszik szerepet — szorosan koti a koenzimet
és kiilonosen érzékeny SH mérgekkel szemben. Hogy hogyan kapcsolédik a
koenzim a rendszerhez, a természetes szubsztrat — a foszfogliceraldehid-
oxidaciojanal, erre vonatkozéan még nem tudunk megfelels képet alkotni.
Egyes adatok szerint — amelyeket most nem ismertettiink — fel kell tételez-
niink, hogy a difoszfopiridinnukleotida az enzim mas SH csoportjaihoz is
kapcsolédhat.

Ami a szubsztrat kotddését illeti, RAcker as Krimsky [61, 78] szerint
ez is SH csoportokon keresztiil torténik. Az ismertetett adatok alapjan azon-
ban erdsen hajlunk STADTMAN [84] és SZEVERIN [68, 94] elképzelése felé, mely
szerint imidazol csoport is részt vehet a szubsztrat megkdotésében.

A két dehidrogenaz vizsgalata alapjén tehat azt mondhatjuk, hogy az
aktivitast kifejt§ teriileteik egyes elemei sok esetben azonosak és bizonyos
tekintetben azonos médon vesznek részt a miikédésben. Sok tekintetben
azonban ugyanazon reaktiv csoportok mdés szerepet jatszanak a katalizalt
folyamatokban.

3. A fehérje nativ szerkezetének vizsgalata

Mint bevezeténkben emlitettem, kutatasaink harmadik iranya a fehérjék
nativ szerkezetének vizsgalata. Ilyen természeti vizsgalatokat eddig csak fosz-
fogliceraldehid-dehidrogenazzal végeztiink.

Ugy véltiik, hogy egyik erre alkalmas médszer lehet a fehérje emézheté-s
ségének tanulmanyozasa.

Ismeretes, hogy a fehérjék emészthetdségét, kiilonssen a globularis
fehérjéket — azok térszerkezete hatirozza meg. Ezt bizonyitja az a tény, hogy
globularis fehérjék nativ allapotban nehezen emészthetdk, denaturalva azon-
ban — mely folyamat a térszerkezet meghomlasaval jar — a globularis fehér-
jék is konnyen emészthet6vé valnak [3, 8, 41, 62, 63]. Ezért a proteolizis méd-
szerével vizsgaltuk, hogy a koenzim kotddése ill. egyes esszencidlis csoportok
blokkolasa hatassal van-e a foszfogliceraldehid-dehidrogenaz térszerkeze-
tére:
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SzaBoLcsINE [31, 87—89, 93] kimutatta, hogy az SH csoportok blokko-
lasa nagymértékben fokozza a foszfogliceraldehid-dehidrogenaz emészthetd-
ségét tripszinnel (8. abra).

Mint lathaté, a foszfoglicerinaldehid-dehidrogenaz emészthet§sége mind-
addig fo_kozédik, mig az enzim gyakorlatilag teljesen nem veszti el aktivitasat.

Az enzim emészthetdsége azonban még jobban fokozhaté, ha szerkezeté-
ben mélyrehatébb valtozasokat idéziink el6 — pl. ureaval denaturaljuk. Az
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8." dbra. Foszfogliceraldehid-dehidrogenaz aktivitdsdnak és emészthet§ségének viltozdsa
a p-kléormerkuribenzodt koncentricié fiiggvényeként

a) foszfogliceraldehid-dehidrogendz enzimatikus aktivitisanak valtozdsa
b) az emészthetOség valtozdsa

enzim-koenzim komplex kialakuldsa viszont olyan mértékben stabilizilja a
nativ szerkezetet, hogy az hosszi proteolitikus behatas utan sem emészthetd
(9. abra).

Az abran kiilonboz6 funkcionalis allapotd foszfogliceraldehid-dehidro-
genazok emészthet8ségét hasonlitottuk dssze. Emészthetdség szempontjabol
tehat az alabbi allapotokat kiilonboztethetjiitk meg :
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9. dbra. Kiilonboz6 funkciondlis allapoti foszfogliceraldehid-dehidrogendzok emészthetd-
ségének Osszehasonlitdsa 30’-es inkubdcié utdn

2 Biolégiai Csop. Kozl. III/1.
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a) aktiv enzim — koenzim felesleg jelenlétében egyaltaldn nem emésztddik,

b) aktiv enzim — kotstt difoszfopiridinnukleotida jelenlétében — lassan
emésztodik,

c) gatolt enzim — jol emésztddik,

d) denaturalt enzim — az emészthet8ség maximalis értéket ér el.

Adatainkbél arra kovetkeztetiink, hogy mind a koenzim jelenléte, mind
az SH csoportok blokkoliasa a térszerkezetet nagymértékben befolyasolja.
A p-klormerkuribenzoattal gatolt fehérje térszerkezete feltehetGen egy atmeneti
allapotnak tekinthetd, mely a nativ és a denaturalt allapot kézétt van. Mint
ismeretes, ilyen definialt atmeneti allapotot eddig még nem sikeriilt kimutatni.

Ezek az eredmények ezenkiviil kisérletesen is igazoljak azt a lehet&séget,
hogy az SH csoportok blokkolasaval egyiitt jar a fehérje térszerkezetének meg-
valtozasa. .

Az elGbbiek soran felvetettem azt a kérdést, hogy az aktivitas kifejtésén
kiviil milyen egyéb szerepe van még a fehérje szerkezetének?

Nyilvanvalé, hogy a fehérje képes kapcsolodni egyéb biolégiai fontossagi
anyagokhoz, mint pl. nukleinsavak, lipoidok stb. és ily médon vesz részt a sejt
strukturalis sajatsagainak kialakitasaban. Véleményiink szerint a nativ fehérje
szerkezetének egyéb sajatossaga, hogy ellenall az enzimatikus hidrolizisnek.

Sajat adataink és FiscaErnek [37] amilazzal végzett kisérletei alapjan
felmeriil a kérdés, hogy in vivo a koenzimeknek és a metalloproteidek esetén
a fém ionnak — vagy gatlé anyagoknak — nincsen-e szerepiik a fehérjék
lebonthatésagaban, azaz a fehérje anyagesere szabalyozasaban.

A proteolizissel nyert eddigi adatok a foszfogliceraldehid-dehidrogenaz tér-
szerkezetére adtak bizonyos felvilagositast. Tovabbi kérdés marad még, hogy
milyen kotés tipusok stabilizaljak a ferment szerkezetét.

A kérdés ma még problematikus, az adatok eléggé ellentmonddéak.
Ismeretes, hogy a ferment labilis, kénnyen inaktivalodik dializis vagy atkris-
talyositas soran. :

VEeLick [115, 116, 119] mérései szerint a foszfogliceraldehid-dehidrogenaz
diszulfidhidakat nem tartalmaz és § ezzel magyarazza a fehérje labilitasat.
Véleménye szerint séoldatok, a kotott difoszfopiridinnukleotida, az enzim
toltésének megvaltoztatasaval stabilizalhatja a molekulat.

Ezzel szemben ismeretes az irodalombél, hogy az inaktiv enzim cisztein
segitségével aktivalhato [14,26,29], ill. DEVENYI [19] vizsgalatai szerint per-
hangyasavas oxidaciéval a molekula mérete nagymértékben csokkenthetd.

Ezek alapjan fel kell tételezniink, hogy az SH csoportoknak valamiféle
stabilizal6 szerepiik mégis lehet, esetleg valamilyen eddig nem tanulmanyo-
zott kotéstipusban vesznek részt. Véleményiinket alatamasztani latszik az a
megfigyelés is [30], hogy tioglikolat segitségével az enzimmolekula méretei
csak aspecifikusan befolyasolhatok. (Mas sékkal is el6idézhets hasonlé mole-
kula méretcsokkentés.)
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EL6p1 és JEcsar [30] vizsgaltak a szedimentaciés allandé valtozasat
kiilonb6z6 behatasokra. Megallapitottak, hogy egyes agensek (perhangyasav,
triklérecetsav, urea) hatasara a szedimentaciés allandé irreverzibilisen csokken,
a fehérje viszkozitasa jelentésen megnivekszik. Ezen jelenségek alapjan a
fehérjemolekula kigombolyodasat feltételezik.

A szedimentaciés allandé reverzibilis ecsokkenése figyelhetd meg viszont
kiilonbéz6 sok [(NH,),S0,, MgSO,, Li,SO,] és saccharoz névekvé kon-

Siow 3/a
qre/ 70‘/‘
1.4 19180
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1.3 7 ia0
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1.2 ) © / 4
6 ) N
114520 /\ h
e S— k sk

101 {0 7
0 0.8 ;1.0 315 20. .25 MINH,) 2804

10. dbra. A foszfogliceraldehid-dehidrogeniz szedimentdciés allandéjanak, viszkozitdsanak
és ferment aktivitdsdnak Osszefiiggése az ammoniumszulfat koncentracié valtozdsaval

1. a ferment aktivitdsa

2. a szedimentaciés allandé

3a. az oldészer relativ viszkozitasa
3b. a fehérje relativ viszkozitdsa

centraciéjanak hatasara. Mivel ez esetben a fehérje viszkozitasa nem valtozik
meg, valészini, hogy a molekula kigombolyodésa nem kéovetkezik be.

Vizsgalataikban kimutattak, hogy az ammoniumszulfat fentebb emlitett
reverzibilis hatasa egyiitt jar a ferment aktivitasanak reverzibilis csokkenésé-
vel (10. abra).

Mint az abra mutatja, az S,, értéke a sékoncentracié novekedésével
kozel linearisan csokken. Az enzim aktivitasanak csokkenése a szedimenta-
ciés allandé valtozasanal nagyobb mértéki, a fehérje viszkozitasa gyakorla-
tilag nem valtozik.

o

4. Gyapjiszerii fehérje-miiszal el6allitasanak néhany kérdése

Ismertetett elméleti munkainkbél elsGsorban a foszfogliceraldehid-
dehidrogenaz reduktiv és oxidativ lebontasaval foglalkozé munkiinkbél egy
érdekes és jelentés gyakorlati munka valésult meg [15]. Nevezetesen ezen
elméleti vizsgalatok kells alapot nydjtottak egy gyapjiszerti miszal kidol-
gozasa szamara. Engedjék meg, hogy igen réviden foglalkozzam ezzel a kér-
déssel.

2%
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A regeneralt proteinszalak az emberalkotta miiszalak sokasagaban
viszonylag szerény helyet foglalnak el. Létrejottiik szoros kapcsolatban all a
haborius évek nehéz nyersanyaghelyzetével. Célunk nem valamiféle mindség-
javitas, hanem a gyapjihiany olcsé eszkozokkel valé pétlasa volt. Ez a kérdés
még ma is aktuilis, de a mai cél konkréten, az igen kéoltséges gyapjhiimport
csokkentése. Erre iranyul szerte a vilagon ma is ez a viszonylag fiatal iparag.

Textilglobulin eléallitascnak vaziata
l olajmentes darﬂ

préselés
szures

¥ ¥
ligers globulin o/daf—l 40-507%- 0s tapértekd
fakarmany

[ textil-giobuiin ]

11. dbra. Textilglobulin el6allitdsénak vdzlata

Intézetiink az elmilt év elején a Textilkutat6 Intézet kezdeményezésére vetette
fel e kérdést. Célunk, hazai alapanyagii proteinszal eléallitasa volt. Ugy vél-
tiikk, hogy hazai nyersanyag és hazai technolégia felhasznéaldsival komoly
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segitséget nytjthatunk textiliparunk szamara. E meggondolasok alapjan dol-
goztak ki DEVENYI és munkatérsai [15, 17] eljarast, proteinszal elGallitasara,
olajmentesitett napraforgé darabél.

Regeneralt proteinszalak elGallitasa harom szakaszban torténik :

1. Szalképzésre alkalmas, tn. textil-globulin el8allitasa.

2. Szalképzésre alkalmas oldat készitésc.

3. Szalképzési folyamat.

Engedjék meg, hogy néhany részletkérdéssel foglalkozzam.

A globulin eldallitasa lényegében igen egyszerii folyamat. Vazlatat
mutatja be a 11. abra. ,

Mint a vazlatbél is lathaté, lényege az olajmentesitett dara extrakcidja,
ill. a hig, nyers globulin oldat precipitaciéja. Ez egyben az el6allitas két kri-
tikus pontja is. Mint ismeretes, a névényi globulinok pH-tél nagyinértékben
fiiggs. labilis asszociacios-disszocidciés rendszert képeznek. Ez feltehetden a
viszonylag magas cisztein tartalommal van osszefiiggésben [48a]. A rendszer
csak szlik pH-intervallumban stabilis, egyébként gyorsan és irreverzibilisen
épil le.

A globulin leépiilése dontéen kihat a beléle nyert miiszal mechanikai
tulajdonséagaira. Sikeriilt gy megoldanunk a globulin kritikus precipitécigjat,
hogy a globulin asszociaciés készségét nem vesztette el, és beldle nagy szakiié-
erejii szil nyerhets. Ezt mutatja be a 12. abra.

Szalfinomsag

Szilképzésre hasznilt globulin Szakitéers Nyo/ﬁlés
o

g/denier

S |
pH = 2-nél precipitalt globulin | 0,27 220 | 57

két lépésben precipitalt globulin :
(pH = 3 — pH =) 0,70 59,0

12. dbra. A globulin-precipitdci6 pH-jdnak hatdsa Erilin mechanikai szilardsigara

259

Mint az abra adataibél lathaté, a pH = 2-nél precipitalt globulinbél
nyert szal szakitéereje rendkiviil csekély, ugyanakkor a két 1épésben precipitalt
globulinbél nyert szalé megfelel a laboratériumi koriilmények kozott nyerhetd
maximalis értéknek. Ultracentrifugaval nyert adataink alapjan az altalunk
kidolgozott eljaras szerint két lépésben precipitalt globulin mintegy 30—40 000-
es molekulasillyal rendelkezik.

Ez az érték megfelel az angliai ipar altal termelt globulin molekula-
stlyaval.

Legyen szabad egy jelent8s és érdekes kiragadott problémat felvetni a
szalképzd oldat készitésével kapcsolatban. A szalképzés el6feltétele nagy
fehérje koncentraciéji, magas viszkozitast stabilis oldat készitése. Angol
szerzdk vizsgalatai szerint globulinok lag jelenlétében két iranyu valtozast
szenvedhetnek [103a].
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Az egyik lehet8ség a polipeptid lanc kigombolyodasa. Ennek kovetkez-
tében az eddig maszkirozott reaktiv csoportok felszabadulnak (pl. SH), inter-
molekularis kotések képzédnek (pl. S-S), ami kone. oldatban a fehérje molekulak
nagyfoki asszociacidjat idézi elg. Ez a folyamat gélképzddéshez vezet.

A maisik lehetGség ezzel ellentétes iranyi, a fehérjemolekula leépiilése,
ami viszont a viszkozitas gyors csokkenésével jar egyiitt. Angol szerz6knek
amerikai mogyoré globulin esetében sikeriilt a gélképzddés hataran a fehérje-
koncentricié és alkalitas olyan aranyat talalni, amely mellett az oldat még
éppen stabilis. Napraforgé-globulin esetében a rendszer osszetételének ilyen
pontja nem talalhaté.

DEvEnyinek sikeriilt azonban olyan redukalészert talalnia, melynek
jelenlétében magas fehérjetartalom mellett is megakadalyozhaté az asszocia-
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13. dbra. Szalképzd oldatok viszkozitdsanak valtozdsa idében

Globulin-oldat viszkozitas-valtozasa tioglikolsav jelenlétében, pH 10-nél.
Kazein-oldat viszkozitas-viltozasa pH 10-nél

cios folyamat és a globulin-oldat hosszu ideig stabilis és szalképz6. Ez a redu-
kilészer tioglikolsav. Jelenlétében az oldat viszkozitisa kozvetleniil a lig
adagolasa utdn mar a szalképz§ intervallumban van és csak lassan csokken.
Ugyanakkor egy pl. kazeinbgl készitett oldat (mely fehérjének viszonylag
alacsony a ciszteintartalma és ligos kézegben stabilis oldatot képez), viszko-
zitdsa csak hosszi id6 utan éri el a szalképzd intervallumot. Ezt mutatja be
a 13. abra.

Nem kivinom részletezni a sokoldald munka minden részletét, kiilo-
nosen nem a szalképzés technolégiai problémait. Befejezésiil legyen szabad a
napraforgé-globulinbél nyert fehérjemiszalunk, az Erilan mechanikai tulaj-
donsagait demonstralni a kovetkezd tablazattal (14. abra).

A téablazat adataibél kittnik, hogy az Erilan szakitészilardsaga mintegy
309,-kal magasabb, mint az azonos szalképzési technolégiaval egyidejiileg
készitett angol proteinszalé, az Ardilé. Ugyancsak kitlinik a tablazatbél,
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Szalfinomsag| Szakitéerd Nytilés

(denier) (g/denier) (%)

globulin-szal amerikai mogyoré- 4,93 0,43 27,4

bél (ardil) 4,91 0,46 10,8

. . A S 2,50 0,70 59,0

glol()::illx;-z;al napraforgébél .00 0.63 53.9

3,64 0,67 66,0

médositott a}n‘gol technolégidval 2.2 1,27 21,0
nyert Erildn

(Az 1. C. 1. Fibre Division Harrogate-i laboratériumaban végzett kisérletek.)

14. dbra. Globulin-miiszdlak mechanikai adatai

hogy egy médositott technolégiaval sikeriilt olyan nagyszilardsaga Erilant

is el6allitanunk, mely jelentdsen jobb, mint az sszes eddigi fehérje miszal.

*

Ismertetni igyekeztem Intézetiink legutébbi eredményeit. Ugy vélem,

a felsorolt néhany adat alapjan is allithatjuk, hogy kozelebb jutottunk a szer-
kezet és funkcié kapcsolatanak megismeréséhez.

Mondanom sem kell, hogy a kérdés végleges tisztazasat6l még bizony

elég tavol vagyunk, de remélem, hogy az az 1t, melyen a kérdés megismerése

felé igyeksziink, helyes és jarhato.
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