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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Napjainkban az enzimek felhaszndldsi kore egyre boviil az ipar szdmos teriiletén, a nem
hagyomanyos kozegli szerves kémiai szintéziseknél (gyogyszerek, detergensek, aroma- és
izfokoz6 anyagok, optikai izomerek, stb. eldallitasara), a klinikai laboratériumi diagnosztikaban
€s az élelmiszer analitikdban. Az enzimek alkalmazdsdnak elOnyei a nagyfoku specifitas
(molekula, régid, sztereo, reakcid), az enyhe reakcié koriilmények (pH, nyomads, homérséklet),
az, hogy nem toxikusak; mind a termék, mind az enzim biodegradabilis, igy
kornyezetszennyezéssel nem kell szamolni. A szerves olddszeres kozegben torténd alkalmazds
tovabbi eldnyokkel jar: szemben a kémiai szintézisekkel itt nem kell melléktermékkel szdmolni,
nincs sziikség véddcsoportokra, illetve azok eltdvolitdsara. Nohet a szubsztrat vagy a termék
oldékonysdaga, fokozddhat az enzim hdéstabilitdsa, szabalyozhat6 a régid- €s enantioszelektivitdsa,
€s a katalizalt reakci6 egyensilya is valtozhat. Szerves oldészeres kozegben hidroldz enzimekkel
szintéziseket lehet megvaldsitani. Ennek ellenére az eddig ismert mintegy Otezer enzimbdl
minddssze szdz koriili az iparban és a mindennapi gyakorlatban felhaszndltak szama, mivel az
alkalmazds koriilményei 4ltaldban nem kedveznek az enzimek katalitikus aktivitdsdnak és
stabilitdsdnak, mely utobbi alatt az enzim aktivitdsdnak idobeli alakuldsat értjiik.

A szerves oldoszerek tobbféleképpen csokkenthetik az enzimek aktivitasat és stabilitdsat.
Vizes oldatban a fehérjéket hidratburok veszi koriil, szerves olddszer jelenlétében azonban az
oldészer-molekuldk helyettesithetik a vizmolekuldkat a hidratburokban és a fehérje
szerkezetében. A szervesolddszer-molekuldk bejutva az enzim szerkezetébe, megbonthatjdk a
szerkezetet stabilizdlé6 masodlagos kotéseket, helyettesithetik a szerkezeti vizmolekulédkat, az
enzim aktiv centrumdhoz is kapcsolddhatnak, lokdlis konformécidvaltozast idézhetnek eld, és
ezaltal inaktivdlhatjdk az enzimet. Az enzimek stabilitdsa, stabilizdldsa jelenti az egyik
legbonyolultabb problémat a fehérjekémidban, mivel azt sok tényezd befolydsolhatja. Szerves
olddszeres kozegben a stabilitds novelhetd a biokatalizdtor immobilizdldsaval (Akrilex, Sorsilen,
stb. hordozdk), adalékanyagok segitségével (ionok, polihidroxi-molekuldk), kémiai és genetikai
modositassal. A moédositadsok sordn a stabilitds novekedésén feliil sok esetben megvéltozhat az
enzimek szubsztritspecifitdsa, és nohet a specifikus aktivitasuk is.

Szerves olddszeres kozegben hidroldz enzimekkel szamos kémiai reakcidt (peptid-,

észterszintézist, atészteresitést, izomerizacidt, aminolizist, stb.) lehet megvaldsitani. Példaul



Bevezetés és célkitiizés 2

acilaz enzimekkel B-laktdm antibiotikumok funkciés csoportjainak moédositasaval valtoztathatd
azok hatdsspecifitdsa €s stabilitdsa. A lipazok felhaszndldsa taldn a legszélesebb korli az iparban:
iz- és illatanyagok, mosoOszeradalékok, detergensek elddllitdsaban, de alkalmazzdk a taxol
rakellenes szer tobblépéses, enzimatikus szintézisében is. Protedzokkal peptidek és aminosav-
észterek szintetizalhatok. A szintetikus peptideket az orvostudomédny, a biokémia és
szerkezetbioldgia szdmos teriiletén haszndljdk példdul antigénként specifikus antitestek
szintézisében, peptidhormon-receptorok izoldldsdhoz, hormonként vagy modellként fehérjék
térszerkezetének felderitésében. Aminosav-észtereket pedig mint aktivalt aminosavakat peptidek
szintézisekor, illetve aromaanyagok eldallitdsahoz hasznalnak.

Kisérleteink targyaul a széles szubsztratspecifitdsu papaint vélasztottuk, amely az ipar tobb
teriiletén, szerves kémiai szintézisekben az egyik leggyakrabban haszndlt enzim aminosav-
észterek és oligopepetidek elddllitasdban, ennek ellenére szerves olddszeres kozegl katalitikus

aktivitasa, stabilitdsa és szerkezete az irodalombol kevéssé volt ismert.

Célkittizéseinket az aldbbiak szerint foglalhatjuk Ossze:

Munkénk soran célul tlztiik ki, hogy megvizsgiljuk a papain katalitikus aktivitdsat és
stabilitdsat szamos, szerves kémiai szintézisben gyakran haszndlt szerves oldészerben 0-90 tf%
koncentraciokndl. Kisérleteinkhez vizzel elegyedd (etanol, metanol, aceton, acetonitril,
tetrahidrofurdn) és vizzel nem elegyededd (toluol, etilacetat, n-hexan) szerves olddszerek

hasznalatdt egyardnt terveztiik.

Vilaszt kerestiink arra a kérdésre is, hogy a szerves olddszerek jelenléte idéz-e eld
valtozdsokat az enzim masod- és harmadlagos szerkezetében. A szerkezetvéltozdsokat az enzim
triptofan-fluoreszcencidjanak vizsgalatdval, valamint kozeli- és tdvoli-UV cirkuldris dikroizmus

(CD-) spektroszkopiai mérések segitségével kivantuk detektélni.

Altaldban a nem hagyomdnyos kozeg, a szerves olddszerek jelenléte csokkenést
eredményez az enzimek aktivitdsdban, ezért feladatul tliztik ki a papain inaktivdlédasédnak

kivédését szénhidratok (D-riboz, D-fruktdz, D-gliikéz, D-szachardz, D-raffindz) hozzdadasdval.
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Kisérleteink céljat képezte annak vizsgdlata is, hogy a szénhidratok jelenléte okoz-e
szerkezetvaltozast a papainban, €és hogy kialakulhat-e kovalens kotés a szénhidrat- és a

fehérjemolekuldk kozott.

Feladatul thztiik ki a papain szerves olddszeres kozegli aktivitdsdnak novelését az enzim
primer aminocsoportjainak kovalens kémiai moddositdsaval, szerves savanhidridekkel

(citrakonsav-, borostydnkdsav-, maleinsav-, ecetsav-, propionsav-anhidrid).

Célunk volt annak felderitése is, hogy a kémiai mddositdsok sordn milyen mértékii az
aminocsoportok modosuldsa, és torténnek-e valtozdsok a papain katalitikus aktivitdsdban,

hatékonysdgaban, kinetikai paramétereiben (Kyi, Vinax) €s szerkezetében.

Arra a kérdésre is valaszt kerestiink, hogy a mddositott enzimformdk szintézisekben
hatékonyabbak-e a nem mddositott papainndl, amelyhez modellreakciéként az N-acetil-L-tirozil-

etilészter szintézist valasztottuk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A PAPAIN JELLEMZESE
2.1.1. Szulfhidril-proteazok eléfordulasa és szerepe

A C1 protedzcsalad képviseldi, az aktiv centrumban ciszteint tartalmazo protedzok (cisztein,
szulthidril-, SH-, tiol-protedzok), széles korben elterjedtek az élovilagban, megtaldlhatok pro- és
eukaridtakban (baktériumok, ndvények, gerinctelen allatok, gerincesek) egyardnt (Berti és Storer,
1995). A szuperfamilia egyik legismertebb enzime a Carica papaya trépusi novény tejnedvében
taldlhat6 papain. Az enzimet eldszor Balls és munkatdrsai izoldltdk 1937-ben, majd késébb Smith
€s Kimmel azonositottdk a novény szaritott tejnedvében, majd szdmos tulajdonsdgat elsoként
1960-ban publikdltdk (Arnon, 1970). Az enzim nagyon hasonlit mind szerkezetében, mind
enzimatikus tulajdonsdgaiban szamos novényi, emlOs lizoszomdlis és korokozd protozoa
protedzra: igy példaul a szintén papaya tejnedvében taldlhaté caricainra, mely egy papain-varians,
az Actinidia chinensisben levd actinidinre, a Ficus glabrataban fellelhetd ficinre, az emlds
lizoszomélis katepszinekre, a Trypanosoma cruzi protozodbdl szdrmaz6 cruzipainra vagy a
Plasmodium falciparum falcipainjdra. A C1 protedzcsaldd korokozokban taldlhaté enzimei
szamos fiziologiai €s patologids elvaltozast okozhatnak eukaridta éldlényekben, ezért ma a
kutatdsok jelentds része a patogén SH-protedzok elleni kemoterdpids készitmények, inhibitorok
kifejlesztésére irdnyul, melyek a jovOben talin megoldast nydjthatnak a Chagas-kér vagy a
malaria ellen, melyek emberek milliéit fenyegetik az egész vildgon (Dardenne €s mtsai., 2003).

A novényi cisztein protedzok fiziologiai szerepét az elmult években deritették fel. Konno és
munkatarsai (2004) kimutattdk, hogy a papaya novény levele erdsen toxikus Samia ricini
Lepidoptera larvdkra. A novény levelével etetve a larvdkat, azok ndvekedése visszamaradt, és
négy nap elteltével a tobbségiik elpusztult. A toxikus hatds elkeriilhetd volt a levelek E-64
cisztein protedz inhibitor elOkezelésével. Kimutattdk, hogy a peszticid hatdsért a papaya
tejnedvében taldlhaté papain a felelds. Tobb novényi cisztein protedzrol (ficin, bromelain,
actinidin) szintén kideriilt, hogy gétoljdk a novénnyel taplalkozo rovarlarvék fejlodését (Konno és
mtsai., 2004, Malone és mtsai., 2005). Valdszinli tehdt, hogy a novényi SH-protedzok f6

funkcioja a rovarkartevok elleni védelemben van.
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2.1.2. A papain szerkezete

A papain 212 aminosavbdl felépiild, egyetlen polipeptid lancbol 4ll6 fehérje
(molekulatomege: 23 350 dalton), a C1 protedzcsaldd tagja. A molekula térszerkezetének
kialakulasa sordn két doménné szervezddik, amelyek kozott egy V alaki mélyedés alakul ki,
benne az aktiv centrummal.

Az enzimek koziil a papain hdromdimenzids szerkezetét (1. dbra) az elsok kozt térképezték
fel (Drenth és mtsai., 1971). Szerkezetére jellemzd, hogy megkozelitdleg két egyforma méretli
doménbdl (L-domén: 10-111. és 208-212. aminosav-oldallancok; R-domén: 1-9. és 112-207.
aminosav-oldalldncok) 4ll, azonban ezek eltérd mdasodlagos szerkezeti motivumokat hordoznak.
Az L-domén féleg a-hélixekbdl épiil fel, az R-domén kulcsfontossagu részei pedig antiparallel 3-
redokbdl dllnak. A rendezett mdsodlagos szerkezeti elemek mellett a papain kb. 36%-ban
tartalmaz rendezetlen, aperiodikus régidkat is (Provencher és Glockner, 1981).

Emlitést érdemel, hogy ellentétben mds fehérjék szerkezetével, a papain o-hélixeiben a
polipeptidldnc karbonilcsoportjai tdvol taldlhatok a hélixek tengelyétdl, igy hosszabb
hidrogénkotések johetnek 1étre (2,89 A helyett 2,98 A). A hidrogénhidak paraméterei az

1. abra. A papain haromdimenzids szerkezete, feltiintetve a katalizisben szerepld aminosavakat és a
madsodlagos szerkezeti elemeket (kékkel az a-hélixek, lildval a B-red6k, pirossal a rendezetlen régidk
vannak jeldlve; MEROPS peptidaz adatbazis).
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antiparallel P-lemez szerkezetekben is szokatlanok. A [B-lemez kozepén taldlhat6
hidrogénkotések dltalaban rovidebbek, mint a végeken elhelyezkeddk (atlagos hosszisaguk 2,91
A). A kanyar szerkezetekben a hidrogénkotések pedig meglehetdsen hosszdak, és jellemzdjiik

még, hogy geometridjuk nem linearis (Kamphuis és mtsai., 1984).

2.1.2.1. Helikalis szerkezetek

Az L-domén hirom o-hélixbdl 4ll, melynek az els6 hélixét (L1) 24-42. aminosav-
oldallancok alkotjdk. Az L1 szerkezete eltérd a hagyomdnyos «o-hélixekt6l, mivel elsd
aminosavanak (i) karbonil-oxigénje az i+3. és i+4. aminosavakkal egyarant képezhet
hidrogénhidat. Az L1 nagy része a molekula belsejébe dgyazodik, egy poldros és egy apolaros
részre kiiloniilve el. Hozzdjarul a domének kozotti zseb, és a hidroféob mag kialakitdsdhoz,
valamint ez a hélix tartalmazza a katalitikus tridd Cys25-0s tagjat is.

Az L2 hélix az 50-57. aminosav-oldallincokat magadba foglald, €és szintén a molekula
belsejébe dgyazddo régid. Pozicidja ellenére az L2 hélix poléros, savas karakterti oldallancokat is
tartalmaz (Glu50, Glu52, és Asp57). A negativ toltések semlegesitése érdekében a Glu50 az
Arg83-mal, a Glu52 a His81-el kapcsolddik. Az Asp57 a Ser60-nal, Ser70-nel és az Arg59-cel
1ép kolcsonhatdsba, toltését pedig a vizmolekuldk altal 1étrejovo hidrogénhidak vagy protonok
kompenzaljadk. Az L2 hélix tengelyének lefutdsa nagyjabol parhuzamos L1-ével. Az L3 hélix
(67-78. aminosav-oldallancok) a molekula felszinén taldlhat6. Tengelye merdleges az L2
tengelyére, és 60°-os szoget zar be az L1 hélixével, igy azok jelentésen megkozelitik egymast. A
papain molekula belsejében elhelyezkedd toltéssel rendelkezd oldalldncok elektrosztatikus
kolcsonhatdsai azonban kompenzalni képesek az ebbdl ad6do szerkezeti fesziiltséget. Az enzim
felszini elektrosztatikus potencidljat a 2. dbra mutatja. A fehérjék elektrokémiai potencialjit az
aminosav-oldallancok és a kotott ionok toltésének ereddje adja. Ennek nagy szerepe van a
fehérjék térszerkezetének kialakuldsdban és stabilitdsdban, az enzimkatalizisben, valamint a
fehérje—fehérje kolcsonhatasokban.

Az R-domén két hélixet tartalmaz: R1 a 117-127. aminosav-oldallancok, és R2 a 138—143.
oldallancok. Mindkét struktira a felszini régidkban lokalizdlédik. A kovetkezd sajatsagok
dllapithatok meg az L1, L3 és R1 hélixekrdl: Osszehasonlitva més fehérjék szerkezetével, az

atlagos konformacids szogek eltérnek a klasszikus o-hélixekben mértektdl, és a karbonilcsoportok
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PAPAIN

2. abra. A papain felszini elektrosztatikus potencidltérképe. Fehérrel a neutralis, kékkel a pozitiv toltések
vannak jeldlve (Wiederanders, 2003).

az o-hélixekbdl kifelé irdnyulnak, aminek eredményeként az NH-csoportok befelé mutatnak, igy

végiil hosszabb hidrogénkotések jonnek 1étre (Kamphuis és mtsai., 1984).

2.1.2.2. B-lemez és kanyar szerkezetek

Az R-doménre jellemz6 f6 masodlagos szerkezet a B-red6. A hat B-lemez koziil a fehérje
kozepén elhelyezked6t a 158-167. aminosav-oldallincok alkotjdk. Ez a 164. és 165.
oldallancokndl megtorik kb. 120°-os szogben. A hidrogénkotések paraméterei és konformécids
szogei nagyobb diverzitdst mutatnak, mint az o-hélixekben. A [-lemezekben taldlhaté
oldallancok fdleg hidroféb karakterliek, mig a végeken levdk poldrosak. Az R-domén belsejének
hidrof6b aminosavai egy nagyméreti iireget hatarolnak (Kamphuis és mtsai., 1984).

Az o-hélixeket kanyar szerkezetek kapcsoljak Ossze. Két f6 tipusa lehet: a B-kanyarok nem
helikalis tetrapeptid szakaszok, melyeknél az elsd és az utolsé alfa-szénatom tavolsdga 7 A-nél
kisebb; a 7y-kanyarok pedig olyan tripeptid szakaszok, amelyekben az els6 és az utolso
peptidkotés kozott hidrogénhid taldlhats. A torzids szogek alapjan B-kanyarokbdl hétféle, y-

kanyarokbdl kétféle fordul el fehérjékben. Benniik éltaldban meghatarozott pozicidkban Gly
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aminosavak vannak, ez a szabdly a papain esetében azonban alig érvényesiill. A kanyar
szerkezetek tobbsége a fehérje felszinén taldlhatd, melyek hidrogénhidjai hosszabbak a

szokasosnal.

2.1.2.3. A papain aktiv centruma

A papain aktiv centruma a két domén kozti mély bardzdaban talalhatd, mely a fehérje egyik
legstabilabb része. Az esszencialis katalitikus aminosav-oldalldncok a Cys25, mely az L-domén
egyik o-hélixében helyezkedik el, és a His159, amely az R-domén egyik antiparallel [-
lemezében lokalizalodik. E két oldallanc az Asnl75-tel egyiitt alkotjdk a szulfhidril-protedzok,
igy a papain katalitikus triddjat (Cys25/His159/Asnl175), mely anal6ég a szerin protedzok
szuperfamilia Ser/His/Asp katalitikus aminosav-oldallancaival. Dardenne és munkatarsai (2003)
a papain aktiv centruménak tulajdonsdgait vizsgéltdk, amely sordn a Cys25" és a His159™
katalitikus ionpar lehetséges kialakuldsdra, stabilizdléddsdra és szabdlyozdsara irdnyult
figyelmiik. A papain proton transzfer régidjdnak, azaz a Cys25- és His159-oldalldncok
elektrosztatikus tulajdonsigai azt mutattdk, hogy az enzimnek egy jol definidlhatd, a katalitikus
mechanizmust befolydsol6 elektrosztatikus kornyezete van, mely a katalitikus hely
kialakulasdnak és stabilizdlodasanak kedvez. A papain aktiv centrumédnak az egész Cl
proteincsalddra jellemz6 un. ,.elektrosztatikus fingerprintje” van. Feltételezik, hogy az enzimben
egy reguldlé mechanizmus taldlhat6, mely az ionpdr reaktivitasat szabdlyozza, és ez a funkcid
valészinilileg az Asp57 savas aminosav-oldallancnak tulajdonithat6.

Nem minden C1 fehérjére igaz, hogy benniik elektrosztatikus kapcsolé mechanizmus
taldlhaté. A csaldd szdmos enzimében a 158-as pozicidban negativ Asp €s az 57-es pozicibban
egy masik negativ aminosav-oldallanc van. Az actinidin és a katepszin L kivételek ez al6l, mivel
benniik az utébbi pozicidban nem negativ toltésii oldallanc taldlhat6. Tobb enzimben a 158-as
pozicidban polaros Asn van, az 57-es poziciobdl pedig hidnyzik a negativ oldallanc. Lehetséges,
hogy a néhany enzim esetében hidnyz6 158-as pozicidju negativ toltésii oldallanc az evolicid egy
oldalagét képviseli (Dardenne és mtsai., 2003).

A 3. dbra a papain szubsztratkoté helyének sematikus rajzat mutatja peptidszubsztrat
jelenlétében (Schechter és Berger, 1967). Az enzim két doménje kozott, a 25A hosszan hiz6dé
aktiv centrumban hét kitiintetett hely (S1-S4 és S1°-S3’) taldlhat6, ahova a szubsztrat egy-egy

aminosav-oldallanca (P1-P4 és P1’—P3’) képes kotddni. A zsebek koziil négy az aktiv centrum
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3. abra. A papain szubsztratkoté helyének sematikus dbrdja. S betiivel a szubsztratkoto alhelyek, P-vel a

peptidszubsztrat aminosav-oldalldncai vannak jelolve (Schechter és Berger, 1967).

egyik, mig hdrom a masik oldalan talalhat6. Ezek mérete nagyobb, mint a szintén cisztein protedz
katepszin B és L enzimek szubsztratk6td alhelyei (Portaro és mtsai., 2000). Az egyes kotOhelyek
specifitdsa eltérd: amig példaul az egyik zseb hidrofil, addig a mdasik hidroféb aminosav-
oldalldncot preferdl (Schechter és Berger, 1967). A papain széles szubsztritspecifitdsi enzim, a
polipeptid-szubsztratot azonban elsdsorban a Lys és Arg aminosav-oldallancok (P1) mellett
hasitja nagy gyakorisdggal. A foleg Lys- és Arg-oldalldncokat eldnyben részesitd S1 kotohely
kevésbé specifikus a szomszédos S2-hoz képest, amely kizardlag hidroféb aminosav-oldallancok
(P2) kotddését segiti. Az S2 helyet az enzim hidroféb zsebének is nevezik, melyet a Trp69,
Tyr67, Phe207, Pro68, Alal60, Vall33 és Vall57 aminosav-oldallancok alkotjak (Brocklehurst
€s mtsai., 1987). A papain specifitidsat féleg a P2/S2 kolcsonhatds hatdrozza meg (Lecaille és
mtsai., 1999). A 90-es években deritették fel az S’ alhelyek specifitdsat. Fluoreszkalo
szubsztratok segitségével kimutattdk, hogy az S1° kotohely specifitisa meglehetdsen széles
(Ménard és mtsai., 1993). Portaro €s munkatdrsai (2000) — olyan fluorogén szubsztratok
alkalmazasédval, amelyek lefedték az S4-S3° kotOhelyeket — kimutattdk, hogy a szubsztrit
kotddésének kedvez, ha azokban a P3’ pozicidban Trp-, Tyr- vagy Asn-oldallanc taldlhatd.
Igazoltdk azt is, hogy hidroféb aminosav-oldallanc kotédhet az S4, S3, S2° és S3’ pozicidba
egyarant.

Tetrapeptid fluorogén kumarin-szubsztratkonyvtar segitségével, mely tobb ezer
konstrukciot tartalmazott, 6sszehasonlitottdk szdmos szerin és cisztein protedz, koztiik a papain
szubsztratspecifitdsat is (Harris és mtsai., 2000). A szubsztrat molekuldban a P1-P4 poziciéban

valtoztattdk az aminosav-oldallancokat. Az eredmények azt mutattak, hogy az SH-protedzoknak a
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szerin protedzokndl joval szélesebb szubsztratspecifitisuk van. A papain azokat a szubsztratokat
fogadta el leginkdabb, melyek P1 pozicioban Arg-t, a P2 helyen Val > Phe > Tyr > Nle oldallancot

tartalmaztak. Az enzim P3 specifitdsa szélesebb, a P4 specifitdsa pedig még szélesebb volt.

2.1.2.4. A papain oxianion-iirege

A cisztein és szerin protedzokra jellemzd oxianion-iireg a megfeleld toltéseloszlast
biztositja, és stabilizdlja a tetraéderes szerkezetet az enzimreakcié kozben. A kialakul6
elektrosztatikus természetli kolcsonhatdsok miatt e régid toltéssel rendelkezd aminosav-
oldalldncai jelentOs hatdssal vannak az enzim katalitikus tulajdonsdgaira. Ménard és munkatérsai
(1995) vizsgalataik sordn a 19-es pozicidju glutamint, mely része a papain oxianion-iiregének,
glutamatra, hisztidinre és aszparaginra cserélték. A mutacidkkal 65-315-6d részére csokkentették
az enzim a katalitikus hatékonysagat (k../Kwm €rték). A glutamatot tartalmazé muténs aktivitdsa
10nizal6 hatdsra a vadtipusunak mintegy tizenketted részére csokkent. Ez a mutdns az aszparagint
tartalmazé mutdns aktivitdsdnak mintegy harmadrészével rendelkezett. A hdrom mutédns koziil a
hisztidint tartalmazé katalitikus hatdsfoka csokkent a legnagyobb mértékben. A kisérletekbdl az
is kideriilt, hogy az oxianion-iireg kolcsonhatdsok sokkal jelentdsebbek szerin protedzok
esetében, mint cisztein protedzokban. A szerin protedzokhoz hasonléan a szulthidril-protedzok
katalitikus aminosavanak (Cys25) amidcsoportja is hidrogénkdotést alakit ki az oxianion-iireggel.
A papain katalitikus centruma és oxianion-iirege az N-termindlis kozeli o-hélixben taldlhato,

mely fontos szerepet jatszik a két régio stabilitdsdnak megorzésében.

2.1.2.5. A viz szerepe a szerkezet fenntartasaban

A papain enzimben 195 vizmolekula-kotOhelyet azonositottak (Kamphuis €s mtsai., 1984).
A viz fontos szerepet jatszik a szerkezeti stabilitds fenntartdsdban, és ez kiilondsen igaz a fehérje
belsejében taldlhaté vizmolekuldkra, melyek tobbsége Osszekotd funkcidval bir. A papain a két
domén kozotti zsebben 21 vizmolekuldt kot a domének asszocidcidja, valamint az N- és C-
termindlis fehérjerész feltekeredése kozben. Tovabbi tiz vizmolekula képes beépiilni az enzim
felszinének mélyedéseibe, és 164 vizmolekula hoz 1étre monomolekuldris, illetve bimolekuléris
réteget a protein koriil. Ez a burok nem tokéletesen folytonos, egyes helyeken megszakadhat (pl.

az R-domén B-lemezének végein).
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A felszini burkot alkoté vizmolekuldk a kovetkezd 6t csoportba sorolhatdk:

1. A fehérjéhez viszonylag gyengén kot6do vizmolekuldk, melyek fontos szerepet jatszanak
a protein molekuldk 6sszekapcsoldsaban a kristdlyosodds sordn.

2. Vizmolekuldk, melyek a polipeptid gerinchez kotddnek.

3. Vizmolekuldk, melyek az aminosav-oldallincokhoz koétédnek. Ekkor a kotddés erdssége
nagyobb az elébb emlitettnél.

4. Masodik hidratal6 vizburok.

5. Vizmolekuldk, melyek szomszédsdgaban nincsenek atomok 3,3 A tévolsdgon beliil.
Osszefoglalva megéllapithaté, hogy a viz fontos szerepet tolt be a papain szerkezeti

stabilitdsdnak fenntartdsaban, €s ez kiilondsen igaz a belsd, szerkezeti vizmolekuldkra.

2.1.3. A katalizis mechanizmusa

A papain a legismertebb és legszélesebb korben haszndlt cisztein protedz. A komplett
hidroldz aktivitds reakciomechanizmusét 1994-ben irta le Storer és Ménard. A papain egy széles
szubsztratspecifitdsi endopeptiddz, amelynek aktiv centrumdban taldlhat6 aminosav-oldallancok
koziil a Cys25 és a His159 a katalizist végzi, mig az Asn175 hidrogén hid kialakitdsdval a His159
optimdlis pozicidjat segiti. A 4. dbra a papain altal katalizalt peptidhidrolizis mechanizmusét
mutatja. A katalizis hdrom {6 1épésbdl all (Allen és mtsai., 1978): ElsO 1épésben a toltésrelé
rendszer His159 aminosav-oldallanca protont von el a Cys25 SH-csoportjatol. A szubsztrat aktiv
centrumba torténd bekotddése utdn a Cys25 kén atomja nukleofil tdmaddst indit a szubsztrat
karbonil-szénatomdra. A folyamat sordn tetraéderes atmeneti allapot jon létre, amelyet az
oxianion-iireg aminosav-oldalldncai stabilizdlnak. A kovetkezd 1épésben a peptidkotés felhasad,
majd ezutdn a His159-r6l proton helyezddik at a keletkez6 amin nitrogénjére. A Cys25 pedig
tioészter-kotésben tartja a karbonilcsoportot, acil-enzim jon létre. Ezutdn az amin termék tavozik,
és egy vizmolekula keriil az aktiv centrumba, amelynek protonja a His159-re helyezddik, a
hidroxilt pedig a karbonilcsoport koti meg. Az igy kialakult karboxil tetraéderes intermedier
stabilizalédik az oxianion-iireg aminosav-oldallancai éltal, majd a karbonsav termék lehasad, és

tdvozik az aktiv centrumbdl, mely ekkor visszanyeri kezdeti dllapotét (Polgér és Haldsz, 1982).
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2.1.4. Az enzim stabilitasa

A papain szintézisét kovetden zimogén (propapain) formaban taldlhaté a névény tejnedv-
jarataiban (Cohen és mtsai., 1986). Az inaktiv allapot fenntartdsaért a papain N-terminalisdhoz
kapcsol6do, 107 aminosav hosszisagu un. prorégio felelds. A prorégié nélkiilozhetetlen a fehérje
érésében és nativ térszerkezetének kialakuldsdban, ugyanakkor nagy affinitdsud inhibitorként is
funkciondl (Taylor és mtsai., 1995). Molekulamodellezési kisérletekkel és spektroszkdpiai
mdédszerekkel kimutattdk, hogy ez a polipeptidlanc hdrom a-hélixet és egy B-red6t tartalmaz. A
rendezett masodlagos szerkezeteket hurkok kapcsoljdk Ossze, létrehozva egy globuldris
harmadlagos szerkezetet. A hurok szerkezetek aminosav-oldallancai altal kotdédni képesek a
papain szubsztratkotd helyének S2 és S4 alhelyeihez, meggétolva az enzim szubsztratkotését
(Padilla-Ziniga és Rojo-Domingez, 1998). A papain katalizise az aktiv centrumban taldlhato
Cys25 oxidéldsaval reverzibilisen gatolhaté pl. Na-tetrationdt, cisztamin alkalmazisaval. Az
inaktiv allapotb6l az enzim aktivdlasa redukdldszerek (2-merkaptoetanol, ditiotreitol)
segitségével torténhet.

A kristdlyos enzim nagyfoku stabilitdst mutat. A vizben oldott enzim autolizis és oxidaci
kovetkeztében aktivitasdbol naponta jelentds mértékben veszithet, ugyanakkor reverzibilisen
oxidalt (merkaptopapain vagy 2,2’-dipiridil-papain-szarmazék) formédban, NaCl oldatban
szuszpenddlva, 4 °C-on hoénapokig eltarthaté aktivitdsvesztés nélkiil. A papain egyik
legfigyelemreméltobb tulajdonsaga hodlloképessége. Mar régdta ismert, hogy a kristdlyos papain
megOrzi aktivitdsdnak nagy részét harom 6ras 100 °C-os hokezelés sordn, de oldatban is jelentds
hdstabilitdst mutat. Ugyanakkor ellendllé denaturdlé dgensekkel szemben, melyek més enzimek
konformécidjdban mar kis koncentracidoban szdmottevd valtozast idéznek el6. A papain megdrzi
kezdeti aktivitdsdnak nagy részét 8 M-os urea oldatban is (Sluyterman és de Graaf, 1969; Shapira
€s Arnon, 1969). 6 M-os guanidin-hidroklorid vagy 10%-os triklérecetsav hatdsdra az enzim
irreverzibilisen denaturdlddik, elveszti aktivitdsat, ill. savas koriilmények kozott (< pH 2,8) a
papain aktivitdsa drasztikus mértékben csokken. Drenth €s munkatdrsai (1968) szerint 70
térfogatszdzalék (tf%) metanolban nem valtozik az enzim optikai roticids képessége, valamint
Sluyterman és de Graaf kimutatta, hogy 50 tf% metanolban is meg0Orzi szerkezetét. Az inaktiv

enzimet 70 tf% metanolban kristalyositjdk a maximadlis hozam elérése érdekében.
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2.1.5. A papain dsszehasonlitasa mas tiol-proteazokkal

A papain enzim tobb tulajdonsagat Kamphuis és munkatdrsai (1985) hasonlitottdk Ossze
maés cisztein protedzokkal. Példdul a papain és az actinidin tiol-protedzok leginkdbb aktiv
centrumuk felépitésében, a szerkezeti vizmolekuldk szdmdban, valamint az o-hélix és az
antiparallel [B-lemez madsodlagos szerkezeti elemek polipeptidvdazanak szervezddésében
hasonlitanak egymdsra. Mdsodlagos szerkezeti elemek hozzék 1étre a fehérjemolekulak vazat, és
ezek kolcsonhatdsainak kovetkeztében jon létre a molekula térbeli szerkezete. Az aminosav-
oldallancok jelentds mértékben hozzdjarulnak a fehérje konformdacidjanak kialakitdsdhoz. A
papain és az actinidin Osszehasonlitdsdbol kideriilt, hogy egyes fOldnc- és oldalldnc-
kolcsonhatdsok révén kialakulé hidrogénkotések konzervéltak. A kutatok ebbdl arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ezek hozzdjarulhatnak a molekula nem repetitiv részeinek
feltekeredéséhez. A két fehérje szerkezetének Gsszehasonlitdsa alapjan megallapithatd, hogy a 3-
lemezekben gazdag R-domén tobb, az o-hélixekben gazdag L-domén pedig kevesebb
konzervativ elemet tartalmaz. Emlitést érdemel az is, hogy a papain felszini aminosav-
oldallancaira kevésbé hatnak a vizmolekuldk, mint az actinidinére, mivel a papain hidratburka
kevésbé szabdlyos és kiterjedt, ami a fehérje aminosav-oldalldncainak nagyobb bels6 mozgasat
teszi lehetové.

Egy masik novényi cisztein protedz, az ervatamin C mdsod- és harmadlagos szerkezete
szintén nagymértékben hasonlit a papain szerkezetére. Tobb tulajdonsdgdban is megegyezik a
papainnal: aktivitdsat széles pH-tartomdnyban megtartja, jol viseli a magas homérsékletet €és a
denatural6 szerek jelenlétét is, szubsztratspecifitidsa azonban kisebb. Ellentétben a papainnal csak
természetes fehérjeszubsztratokat képes nagy specifikus aktivitdssal emészteni. A specifitdst
elsédlegesen meghataroz6 S2 kotdhely hasonld az ervatamin C és papain esetén, de az S3 alhely
egyik apoldros aminosavat (Ala67) egy aromds oldalldnc helyettesiti, igy hidnyzik az a hidroféb
kolcsonhatds, amely az S3-P3 stabilizalasaért felelds. Valdszinlileg ez az oka annak, hogy az
ervatamin a kisméretli szubsztratokat csak kis aktivitdssal képes hasitani (Thakurta és mitsai.,

2004).

2.2. A FEHERJESZERKEZET VIZSGALATA
A fehérjék szerkezetének vizsgdlatira tobbféle modszer dll a rendelkezésre: rontgen

krisztallografia, mégneses magrezonancia (NMR), cirkuldris dikroizmus (CD), vibracids
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cirkularis dikroizmus (VCD), Fourier-transzformaciés infravoros spektroszképia (FT-IR),
fluoreszcencia-spektroszkopia. A rontgen krisztallogréfia eléfeltétele a kristdlyos enzim, melynek
eldallitdsa sok esetben a mai napig nagy nehézséget jelent a kutatok szamara. Az NMR-, CD-,
VCD-, FT-IR- és fluoreszcencia-mérésekhez azonban fehérjeoldatok sziikségesek, igy ezeket a
modszereket el0szeretettel hasznéljak fehérjék szerkezet- és dinamikavizsgalatéra.

A papain szerkezetének tanulmanyozdsdra egyszerli kivitelezésiiknek és nagy
érzékenységiiknek koszonhetéen fluoreszcencia-méréseket és CD-t alkalmaztunk. A
fluoreszcencia-jellemzok a kovetkezok: abszorpcids szinkép, emisszids szinkép, fluoreszcencia-
hatasfok, gerjesztési szinkép és a gerjesztett allapot élettartama (Szalay és Damjanovich, 1983).

Oldatok abszorpcids szinképén az extinkcionak, ill. a belble szamithaté abszorpcids
koefficiensnek vagy a moldris dekadikus extinkcids koefficiensnek a hulldmhossztol, ill. a
frekvenciatol vald fiiggését, emisszids szinképen pedig a kibocsétott fény intenzitdsdt mint a
frekvencia fliggvényét értjiikk. Alacsony nyomdsd gézokban figyelhetd meg az tin. rezonancia-
fluoreszcencia, azaz a gaz ugyanolyan hosszisdgu fényt emittdl, mint amilyet elnyel. A bonyolult
energianivo-rendszerrel biré molekuldkndl azonban az abszorpcié az emisszidhoz képest
altaldban rovidebb hulldimhossz felé tolodik. Ez azzal fiigg 6ssze, hogy mind az alap-, mind a
gerjesztett allapotban lehet0ség van a vibracids szintek kozotti sugarzas nélkiili dtmenetekre,
amelyek miatt az emittalt fotonra kevesebb energia marad, mint amennyi a rezonancia esetén
lenne. A kvantumhatisfok a misodpercenként emittélt és elnyelt fotonok szdménak hanyadosat,
az energia—hatdsfok pedig az emittdlt és elnyelt energidk ardnyiat adja meg (Szalay és
Damjanovich, 1983).

A fluoreszkélé anyagokrdl kaphat6 ismeretek fontos forrasa lehet a gerjesztési szinkép is,
mely a fluoreszcencia-szinkép valamely adott hulliamhosszu helyén észlelt emisszio-intenzités, a
gerjesztd fény hullamhosszdnak fiiggvényében. A gerjesztési és az abszorpcids szinképek
aranyossagéanak eltérése rendszerint arra a kovetkeztetésre vezet, hogy a vizsgalt rendszer nem
egyetlen abszorbedlé komponensbdl 4ll, tovabbd a komponensek abszorpcids €s fluoreszcencia-
szinképei, valamint fluoreszcencia-hatdsfokai kiilonboznek. A szinképek eltolodasdbol vagy
ardnyossagabol példaul a komponensek kozotti energiatranszferre, ill. annak hatdsfokara lehet
kovetkeztetni.

A szerkezetvaltozasok a fehérje sajat (belso) €s fehérje—festék komplex fluoreszcenciajanak

vizsgalatdval kovethetOk. A fehérje belsd fluoreszcencidja a hidrofob magban taldlhaté aromas
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aminosavaknak (Phe, Tyr, Trp) tulajdonithat6. A fehérjék fluoreszcencia-spektrumai nem
allithatok el6 az azokat felépitdé aromds aminosavak szinképeinek egyszerli 0sszegzésével. Ez az
aromds aminosavak koOzotti energiatranszferrel és a fluoreszcencia-jellemzoknek a
mikrokornyezet paramétereitél vald fliggésével magyarazhaté. A fehérjék fluoreszcencidja
gyakorlatilag a Tyr- és Trp-oldallincok emisszi6jabol szarmazik. A szabad Tyr és Trp
fluoreszcencidjanak kvantumhatidsfoka megkozelitéleg azonos (0,12), ezzel szemben a Phe
kvantumhatasfoka ennél nagysagrenddel kisebb. Fehérjék konformdéciés vizsgalataira gyakran
alkalmaznak olyan Kkiils6 jelzoket, fluoreszkald prébakat, amelyek a makromolekuldk specifikus
helyeire kotddnek. Ezek spektroszkopiai tulajdonsdgai, valamint a makromolekuldval val6
komplexképzddésiik disszocidcids éllanddja a kotOhely kornyezetétdl, ill. az ott kialakuld
valtozasokrol ad felvildgositast. A leggyakoribb fluoreszkdlé probak altaldban a makromolekuldk
hidroféb helyeihez kotédd aromds vegyiiletek (ANS, TNS, ezek sztérikus izomerjei stb.).
Amennyiben a hidroféb helyek elérheték, akkor az ANS és a hozzd hasonld vegyiiletek
alkalmasak ezen helyek vizsgdlatara. Egy madsik fluoreszkdl6 festék, a fluoreszkamin pedig
primer aminokkal kovalens kotést képezve valik fluoreszkalova.

A szerkezetvéltozasrdl fontos informécidval szolgdlnak az emisszidés spektrumok
intenzitdsmaximumai, azok eltoléddsa rovidebb, ill. hosszabb hullimhossz felé, a spektrumok
félértékszélessége (ami az emisszids maximum feléhez tartozd hullimhossz-tartoményt jelenti), a
fehérje aromds aminosavai és a fluoreszcens fest€kmolekulak kozotti energiadtadas
hatékonysaga, a fluoreszcencia életideje, a polarizacios fok és a kotésszam.

A fluoreszcencia-maximum (An.x) eltoléddsdanak mértéke meglehetésen érzékeny a
kromofér molekuldk mikrokornyezetére. Példaul az erételjesen fluoreszkalé Trp aminosav Apax
értéke 308-355 nm kozotti tartomédnyban lehet, és ez az érték mindig az aktudlis olddszer—
kromofér kolesonhatdsoktdl fiigg. A Trp aminosavnak két dllapota lehetséges 'L, és 'Ly, az
elobbi az aminosav fluoreszkdld dallapotara utal. A kozeliikben elhelyezkedd toltések
befolyésolhatjdk a Amax értéket: ha a pozitiv toltések a benzol-gylirti fel6li oldalon vannak, a
hosszabb hulldmhossz felé; amennyiben a pirrol-gylrQi fel6li oldalon taldlhatok, a rovidebb
hullamhossz felé¢ tolddik el. Negativ toltések esetén a jelenség forditottjat tapasztaljuk. Az
eltolodas mértéke a toltés tavolsagatol fiigg (Vivian és Callis, 2001).

A kiroptikai moédszerek egyik legismertebb vélfaja a cirkuldris dikroizmus (CD). A

kiroptika kifejezés arra utal, hogy az anyag és a cirkularisan polarizélt fény két forméja, a jobbra
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€s balra cirkuldrisan polarizalt fény kozotti kolcsonhatds kiilonbozik egymastdl. Az optikailag
aktiv kozegben a linedrisan polarizalt fény két komponense kiilonb6z6 sebességgel terjed (vagyis
kiillonbozé a torésmutatdja), ill. kiillonbozd mértékben abszorbedlddik. A két jelenség abban
nyilvanul meg, hogy a kdzegbdl kilépo fény polarizacids sikja elfordul a belépdjéhez képest — ez
az optikai forgatds — é&s 4dthaladds kozben elliptikusan polarizalttd valik. Az ellipticités
hulldmhosszfiiggése a CD (Perczel és mtsai., 1994).

A fehérjék elektron-CD-spektruma altaldban harom részre tagolhatd: a tavoli-UV- (250 nm
alatt), a kozeli-UV- (250-300 nm) és a kozeli-UV-vis-tartoméany (300-700 nm), amelynek
mindegyike a fehérje megfeleld kromoférjaval hozhat6é kapcsolatba. A tavoli-UV-CD kozvetlen
informdciét szolgéltat a kirdlis kornyezetben 1évé amid kromoférok, a peptidgerinc térbeli
elhelyezkedésérél. A mddszer fehérjék rontgenkrisztallogrifiai adatainak statisztikai analizisén
alapul. Az o tipusu fehérjék (pl.hemoglobin, mioglobin) egy jellegzetes o-hélix spektrummal
rendelkeznek, 208 és 222 nm-nél negativ maximummal, és 190-195 nm kozott egy pozitiv
savval. Ezeknél a fehérjéknél a gorbe 172 nm alatt metszi az x tengelyt. Az o+f3 fehérjéknek (pl.
lizozim, papain) szintén az o-hélixre jellemz0 spektruma van, azonban az x tengelyt a gorbe 172
nm folott metszi. A B fehérjék CD-spektruma valtozatos lehet: 210-220 nm kozott egy negativ
savval (pl. szuperoxid-dizmutdz) vagy 200 nm-nél egy negativ és 185—-190 nm koriil pozitiv jellel
(pl. o-kimotripszin, elasztaz). A 250-300 nm tartomdnyban mért CD-jel az oldalldncok (aromas
€s diszulfid) hozzdjaruldsdnak koszonhetd, és érzékenyen reagdl a fehérje harmadlagos
szerkezetére. A 300 nm felett megjelend CD-sdvok olyan fehérjék esetében mérhetdk, amelyek
ebben a tartomédnyban abszorbedld prosztetikus csoportot tartalmaznak (pl. hem-, flavo-, vas—
kén-fehérjék), és ezeknek a csoportoknak a kornyezetében lezajléo konformécids véltozasokrol

adnak felvilagositast (Hollosi és mtsai., 2004).

2.3. BIOKATALIZIS SZERVES OLDOSZERES KOZEGBEN

Napjainkban az enzimeket egyre szélesebb korben alkalmazzak az ipar szdmos teriiletén
szerves kozegli szintéziseknél, valamint a klinikai diagnosztikdban és a biokémiai analitikdban
(Kirk és mitsai., 2002). Az elmult néhany évtizedben a hagyomdnyos kozegli felhaszndlasok
mellett az enzimek nem hagyomdanyos kozegili alkalmazasi lehetdségei is teret nyertek. Nem
hagyomanyos kozegnek tekintjiikk azokat, amelyek fOleg szerves anyagokat (pl. olddszerek),

szuperkritikus folyadékot tartalmaznak, vagy esetleg azokat, melyek géaz-halmazallapotd
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reakciokozeget jelentenek (Adlercreutz, 1994). Leggyakrabban kiilonb6z6 szerves olddszereket
haszndlnak a nem hagyomdnyos biokatalitikus folyamatok vizsgalatara, mivel felhasznalasuknak
tobb eldnye is van (Gupta, 1992; Katchalski-Katzir, 1993):

1. Kis viztartalom mellett a hidrolitikus reakcidk egyenstlya ellenkezd irdnyba

tolodhat, igy szintézisek valdsithatok meg.

2. Bizonyos reakcidk jobb hatdsfokkal mennek végbe, mint vizes kozegben.

3. Nem kell szdmolni mikrobidlis fertdzés veszélyével.

4. Nincsenek melléktermékek.

5. Egyes vegyiiletek esetén kontrollilhaté az enzimek enantio- és régidszelek-
tivitasa.

6. Szerves olddszeres rendszerekben a hidroféb szubsztratok oldékonysédga no.

7. A szerves oldészerbdl szamos termék olcsén €s konnyen kinyerhetd, és az
enzimek hdstabilitdsa is fokozdédhat a kevés vizet tartalmazé rendszerekben.

A szamos elony mellett a szerves olddszerek alkalmazdsdnak hatranya, hogy az olddszer
enzim szerkezetére kifejtett hatdsa gyakran kedvezoOtlen az enzim Katalitikus aktivitasara,
stabilitdsdra. Az enzimek stabilitdsa és stabilizdldsa komplex probléma, mivel sok masodlagos
kotés tehetd érte feleldssé, és dltalanos szabdly hidnydban a stabilizdlds is csupdn empirikusan

kozelithetd meg.

2.3.1. A viz szerepe

Az enzimek aktiv konformécidjdnak fenntartisaban, a fehérje flexibilitdsanak
biztositdsdban nélkiilozhetetlen szerepe van a viznek. Valamennyi viz minden enzim
milkodéséhez sziikséges, de ennek mennyisége véltozd. Szerves olddszeres kozegben egyes
lipdzok miikodésiikhoz csak kismennyiségti vizet (<0,3%) igényelnek, mig mds enzimek
optimalis aktivitdsukat valamivel magasabb viztartalomnal (2—13%) érik el (Chojnacka €s mtsai.,
2007). A viz és a szerves oldoszer ardnya, megoszldsa a rendszerben, a polaritdsi viszonyok
jelentdsen befolydsoljadk az enzim miikodését. A szerves oldoszert tartalmazd rendszerek

bemutatdsa sordn meg kell emliteni az tin. termodinamikai vizaktivitds (ay,) fogalméat, amely alatt

azt a vizmennyiséget értjiik, ami az adott rendszerben az enzimhez kotddik. A rendszer ay, értéke
1 és 0 kozott valtozhat. Vizmentes rendszerben értéke 0, mig tiszta vizes kozegben 1. Az ay,

értéke 4altaldban nem egyezik meg szamszerlien a vizkoncentricié értékével, ugyanis a
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reakcidelegyben levd Osszes fazis vizaktivitdisa azonos lehet egyensilyndl, még ha
vizkoncentricidjuk kiilonbozo is lesz (Bell és mtsai., 1995). Ha az enzimreakcidkat kiilonb6zo
kozegben végzik rogzitett a,, értéknél, a biokatalizatorhoz kotott viz mennyisége ugyanannyi
lesz. Kis vizaktivitds mellett a rendszerben jelen 1év6 szerves olddszer csak kismértékben hat a
fehérje és az ahhoz kotédd viz kozotti kolcsonhatdsokra, ennek kovetkeztében az olddszer-
molekuldk csak kismértékben hatolnak 4t az enzim hidratburkan (Halling, 1990). Amig az
apoldros oldészerek nem véltoztatjdk meg az enzimhez ko6tddd vizmolekuldk szamat, addig a
polarosak csokkentik azt, feltehetdéen azért, mert leszoritjdk a méasodlagos hidratburkot kialakit6
viz egy részét a fehérje felszinérodl (Laszlo, 2002).

Az olddszerek tulajdonsdgai sokféle paraméterrel (Hildebrand oldhat6sagi allando,
dielektromos allandd, dip6lus momentum, megoszlési hdnyados logaritmusa stb.) jellemezhetd. A
szerves olddszeres biokatalizisekben az enzimmiikddéssel taldn legjobban 6sszefiiggd paraméter

az oldoszerek hidroféb jellegének jellemzésére szolgdlé log P (megoszlidsi hényados

logaritmusa), ahol a P az olddszerre vonatkozé megoszlédsi hanyados az 1-oktanol és a viz kozott

(Castro, 1999):

[0 [dott anyag ] 1-oktanolban

logP =lo
9 9 [oldott anyag]

(1)
vizben
Az enzimek 4ltaldnosan jellemzd tulajdonsidga az enantioszelektivitds, és képesek
megkiilonboztetni az adott molekuldn beliili funkcids csoportokat is, amit régidszelektivitdsnak
hivunk. Klibanov és munkatarsai (1989) az enantioszelektivitast vizsgéltdk, és kimutattdk, hogy
az forditottan ardnyos az olddszer hidroféb jellegével, azaz a log P-vel.
Az oldészereket harom csoportba lehet sorolni log P értékiik alapjan (Laane és mtsai., 1985):
1. Azok az oldészerek, melyeknek vizben valé oldékonysaga > 0,4% (log P < 2).
2. Vizben kevésbé oldodé olddészerek (0,04-0,4%), ezekre 2 < log P < 4 jellemzd.
3. Apolaros oldoszerek, melyek gyakorlatilag nem oldédnak vizben, log P értékiik > 4.
Megiéllapitottak, hogy vizmentes kozegben Osszefiiggés van a szerves olddszer log P értéke
€s az adott oldészerben miikodd enzimek katalitikus aktivitdsa kozott. A log P < 2 olddszerek
altaldban nem nagyon alkalmasak biokatalitikus folyamatokban, mert jelentdsen és kedvezdtleniil
modositjadk az alapvetd viz—enzim kolcsonhatdsokat, s ezdltal inaktivaljak az enzimet. Azok az

olddszerek, melyekre 2 < log P < 4 érték jellemz0, kevésbé hatnak viz—enzim kolcsonhatasokra,
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ezért alkalmasabb kozegek. Mig azok az oldészerek, amelyek log P értéke > 4 altaldban nem
vagy csak kismértékben befolyasoljak az enzim hidratburkat, igy az enzimet aktiv dllapotban
tartjdk, s emiatt enzimatikus reakcidok kozegének igen alkalmasak lehetnek (Reslow és mitsai.,
1987).

Vizet is tartalmazé kozegben viszont a nagy log P értékli szerves olddszerek (etilacetat,
benzol, széntetraklorid) kedvezoOtlen hatdstinak bizonyultak katalizis szempontjdb6l (Fan és
mtsai., 2001). Kétfazisu rendszerekben az enzimek stabilitdsa fiigg a szerves olddszer jellemzdin
tdl a szerves és a vizes fazis ardnyatdl, a fazishatdr nagysagatdl és a homérséklettdl. Ross és
munkatarsai (2000) vizzel nem elegyedo tridekant tartalmaz6 kozegben vizsgaltdk szamos szerin
protedz stabilitdsat. A kétfazisu rendszerekben — amelyekben a szerves olddszer komponens
nagy log P értékli — a vizsgalt enzimek inaktivdlodtak. A fazishatdron ugyanis az
enzimmolekuldk adszorbedlédni képesek, hidrofil résziikkel a vizes fazis, hidroféb
oldallancaikkal pedig az apoldros szerves oldészer felé fordulva. Ennek kovetkeztében az
enzimmolekuldk szerkezete torzulhat, jelentOs katalitikus aktivitds csokkenést eredményezve.

A nagy log P értékli szerves olddszerek tovdbbi hatranya lehet, hogy benniik a
szubsztraitmolekuldk egy része kevésbé oldodik. Tehdt a szerves olddszeres kozegl
biokatalizisben kompromisszumot kell kotni az oldészerek kivalasztidsa szempontjabdl polaritds

tekintetében is.

2.3.2. Szerves oldoszeres kozeg hatiasa az enzimek szerkezetére

Fitzpatrick €s munkatarsai (1993) kristalyositott protedz szerkezetét tanulméanyoztdk szerves
oldészeres kozegben. Modellként egy jOl ismert, szerves szintézisekben gyakran hasznélt
alkalikus protedz, a szubtilizin szolgalt. Az enzimet vizes kozegben kristalyositottdk, majd a
kristalyokat athelyezték acetonitriles kozegbe, és vizsgéltdk a vizzel elegyedd poldros szerves
olddszer hatdsat az enzim szerkezetére. A szerves olddszeres kozeg nem eredményezett jelentds
szerkezetvaltozast, csupan 5 aminosav-oldalldnc pozicidjaban tortént 0,91 A-nél nagyobb eltérés.
A Kkatalitikus tridd aminosav-oldalldncaiban pedig mindossze 0,1-0,2 A viltozds tortént. Az
enzimhez kotddé vizmolekuldk szdmédnak valtozasat is kimutattdk. Vizes kozegben a nativ
szubtilizinhez 119 vizmolekula kotédik. Ehhez képest acetonitrilben a kotott vizmolekuldk szama
99-re csokkent, és 12 szerves old6szer molekula kapcsolddésa is kimutathat6 volt. Igazoltak azt

is, hogy az acetonitrilmolekulak tobbféleképpen kotddhetnek a szubtilizinhez. A 12 kotott
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acetonitrilmolekuldbdl egy hidrogénhidon keresztiil helyettesitett egy kordbban ugyanahhoz a
helyhez kotodo vizmolekulat, 3 mas kolcsonhatast 1étesitett kordbbi vizmolekula-kotohelyekkel,
8 pedig nem vizmolekula-kotéhelyhez kapcsolddott. A kotott acetonitrilmolekuldk koziil 4 az
enzim aktiv centrumdhoz kapcsolddott.

A vizmolekuldk jelenlétének fontos szerepe van az enzimek szerkezetének, flexibilitdsanak
és milkodésének fenntartdsdban, ezért szerves olddszeres kozegben is sziikséges valamennyi
vizmolekula jelenléte az enzimek funkcidjdnak fenntartdsdhoz. Yang és munkatdrsai (2004)
molekuladinamikai szimuldcidokkal modellezték a szubtilizin szerkezetét, flexibilitasat €s
dinamikdjat nanoszekundumos iddintervallumban vizes és szerves olddszeres kozegben.
Szimulacidik sordn nem tapasztaltak jelentds eltérést a vizes és a szerves olddszeres kozegl
enzimszerkezetben. A kozeg polaritdsa dontdnek bizonyult az enzim miitkodése szempontjabol. A
poldarosabb szerves olddszerek hatdsdra nagymértékben csokkent a fehérje feliiletéhez kotddo
vizmolekuldk szama. Eredményeik azt mutattdk, hogy a poldrosabb karakter(i tetrahidrofuran és
acetonitril molekulak leszoritjdk a mobilis és gyengén kotodo vizmolekuldkat az enzim
felszinérdl, melyek jelenléte fontos a szubtilizin miikodéséhez. Ezzel szemben az apolédros oktin
jelenlétében joval hidratdltabb dllapotban maradt az enzim, ui. tébb gyengén kotédd vizmolekula

volt jelen az enzim aktiv centruméban.

2.3.3. Enzimek gyakorlati alkalmazasa

Az ut6bbi idében egyre nagyobb figyelmet szentelnek a szerves kozegii szintéziseknek,
elsosorban az aminosavak, aminosav-szarmazékok (aminosav-észterek, N-acil-aminosavak)
peptidek nem hagyoményos, enzimatikus szintézisének. Az enzimek szintézisekre vald
alkalmazdsa rendkiviil elony0s, mert a komplex, polifunkcids molekuldk szintézisénél
felmeriilhetnek olyan problémdk, amelyek a klasszikus eljardsokkal nem vagy nem elég
hatékonyan oldhatok meg (racemizicid, kémiai szelektivitds stb.). Megfeleld enzimek
alkalmazdsa kemo-, régi6- ¢és enantioszelektiv 4dtalakuldst tesz  lehetévé, enyhe
reakciokoriilmények alkalmazdsa mellett, valamint nem kell oldallancvédelemrdl €s annak
eltavolitasardl gondoskodni. Ezenkiviil haszndlatukkal megel6zhetd az aktivaloszerek hasznélata,
€s gazdasdgosabba teheté a folyamat. E folyamatokhoz célszeri rogzitett vagy moddositott
enzimforma alkalmazdsa, hiszen igy magas katalitikus aktivitds, jobb stabilitds elérésére van

lehetOség.
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Enzimeket szerves kémiai szintézisekben gyakran haszndlnak Onmagukban vagy mads
enzimekkel kombindlva egészen bonyolult molekuldk eldéllitdsara akar nem természetes
szubsztratokbol is. Egyes molekulak szintézise kizardlag biokémiai mddszerekkel valodsithatod
meg, kémiai alternativikkal nem dllithaték eld. Példaul nagyméretli RNS és DNS molekulak
hatékonyan enzimek felhaszndldsaval szintetizdlhaték, moddosithatok. Masrészt biomolekuldk
alkalmazdsa a kémiai vegyszereknél joval kevésbé karositja a kornyezetet. Enzimtechnoldgiai
kutatdsok eredményei mdara sokféle lehetOséget kindlnak az ipar szdmos teriiletén kiilonféle
bioldgiailag aktiv molekuldk szintézisére (Koeller és Wong, 2001). Példaul penicillin G acildz
segitségével tobb 1épésben 4j P-laktdm antibiotikumok szintetizalhatok, vagy lipdz és egyéb
enzimek felhaszndldsdval a rakbetegségek kezelésében hasznalt taxol in vitro 1étrehozhatd.

A papain az egyik leggyakrabban hasznalt ndvényi protedz a sOrgydrtasban, a siitd- €s
élelmiszeriparban, a husiparban, de taldlkozhatunk vele tisztitdszerekben, valamint a kozmetikai-
€s gyogyszeriparban is (Walsh, 2002). Ezenkiviil a papain sikeresen alkalmazhat6 bioaktiv
molekuldk szintézisére, mint példaul peptidek, aminosav-alkil-észter-szarmazékok, aminosav-
észterek és szénhidrat-szarmazékok eldallitasara (Clapés és mtsai., 1999; Li és mtsai., 2006; Liu
és mtsai., 2002; Morcelle és mtsai., 20006).

A tripszin, termolizin, o-kimotripszin, papain és szubtilizin gyakran hasznélt enzimek
hormonhatdsi peptidek (angiotenzin, caerulein, enkefalin, oxitocin, dinorfin) preparativ
szintézisében. Liu és munkatéarsai (2002) csontnovekedést serkentd pentapeptid prekurzor (Z-
Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly-etilészter) szintézisét végezték harom protedz felhaszndldsaval. Két
egymastol fiiggetlen enzimatikus tton is megszintetizaltdk a prekurzor észtert harom lépésben.
Az egyiknél o-kimotripszint €s termolizint, mig a madsikndl a kimotripszin mellett papaint
hasznaltak a termék eldallitdsahoz.

Mitin és munkatdrsai (1996) kisérleteikben a papainnal aminosav- €s peptid-gliceril-
észtereket szintetizéltak glicerint tartalmazé kis viztartalmu rendszerekben, kihaszndlva az enzim
héstabilitdsat. Kiinduldsul aminocsoport védett aminosavakat haszndltak. Az enzim széles
szubsztratspecifitdst mutatott, ui. a prolin kivételével gyakorlatilag az Osszes aminosav
alkalmasnak bizonyult az észterszintézisben. A legjobb kitermelést az Ala és a Val-Ala dipeptid
glicerilészterének szintézisénél érték el. NMR spektroszkdpiai mérésekkel megvizsgéltak az

alanil-glicerilészter termékek szerkezetét is, melybdl kideriilt, hogy egy aszimmetrikus
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szénatommal rendelkezd racém keletkezett nagyobb ardnyban. A kutaték a glicerinen kiviil mas
poliolokkal is prébaltak észtereket szintetizdlni, ezek a kisérletek azonban nem jértak sikerrel.

Polietilénglikollal (PEG) mddositott enzimek aktivitdsat Sakurai €s munkatarsai (1990)
vizsgaltdk szerves olddszeres kozegben. Kisérleteik sordn a médositott papain megdrizte kezdeti
aktivitdsanak 70%-at. A modositott enzim széles szubsztratspecifitissal rendelkezett, ui. az
enzimmel szamos tripeptidet magas hozammal tudtak eldéllitani a kutatok. Mdas modositott
enzimekkel is hasonlé eredményeket értek el, amelyek koziil a médositott pepszin Orizte meg
leginkabb  aktivitdsat. A PEGyo hatdsat terc-butiloxikarbonil-glicil-aszparaginsav-a,f3-
dibenzilészter szintézisben is vizsgéltdk, katalizatorként papaint haszndlva. A szintézist vizzel
elegyedo €s nem elegyedd metanol, dioxan, dimetil-formamid, dimetil-szulfoxid, tetrahidrofuran,
etilacetdt, kloroform, trikloretdn szerves olddszerekben probaltdk. Az olddszerek koziil foként a
vizzel nem elegyeddk voltak alkalmasak a dipeptidészter eldallitdsara. Kimutattdk azt is, hogy a
szintetikus reakci6 sebessége kétszeresére nott polietilénglikol hatdsara (Hirano és mtsai., 1991)

Lozano és munkatdrsai (1993) tripeptideket szintetizaltak papainnal kiilonb6zd poliolokat
tartalmazé kozegben, és vizsgaltdk a poliolok hatdsat az enzim hdstabilitdsdra is. Eredményeik
alapjan megéllapitottdk, hogy az adalékanyagok novelik az enzim élettartamét molekulatomegiik
€s koncentracidjuk fliggvényében. Poliolok jelenlétében a Gly-Gly-PheNH, termék kitermelése is
fokozddott.

Morcelle és munkatarsai (2006) a papain szintetikus aktivitdsat hasonlitottdk Ossze egy
masik novényi cisztein protedzzal, a funastrainnal. Immobilizdlds utan az enzimekkel
peptidésztereket éallitottak el® acetonitriles €s etilacetatos kozegben, és tanulmdnyoztik a
kitermelés hatékonysdgat. A funastrain specifitisa nagyobb volt, konverziéban azonban elmaradt
a papaintol.

Szabelski és munkatérsai (2001) a dimetil-szulfoxid papainra gyakorolt hatdsit vizsgéltak.
Szubsztratként fluorogén aminosav-szdrmazékot (Dabcyl-Lys-Phe-Gly-Gly-Ala-Ala-Edans)
hasznaltak, mely Onmagdban nem, azonban enzimatikus hasitdst kovetéen jo hatdasfokkal
fluoreszkdl. Eredményeik alapjan megallapitottdk, hogy a szervesolddszer-koncentracid
novelésével és az 1d0 fliggvényében az enzim katalitikus hatékonysaga csokken. Megvizsgaltak
mas szerves olddszerek (metanol, etanol, dimetil-formamid stb.) hatdsat is, melyek a dimetil-

szulfoxidban tapasztaltakhoz hasonlé eredményt mutattak.
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Az aktiv centrum moédositdsaval ,,mesterséges” enzim éallithaté eld, melynek funkcidja és
szelektivitdsa eltérhet a nativ enzimétdl. Panella és munkatdrsai (2005) a papain katalitikus
ciszteinjét (Cys25) mddositottdk monodentat-foszfit—Rh(COD),BF, komplex alkalmazasaval. A
modositott enzim elvesztette hidrolitikus aktivitasat, viszont 4j funkciét nyert, redox enzimként

mikodott, nagy nyomads alatt metil-2-acetamidoakrilsav redukdldséra volt képes.

2.4. ENZIMEK STABILITASA ES STABILIZALASA

A stabilitas fenntartdsdban nagy szerepiik van a fehérjék szerkezetét 6sszetarté masodlagos
kotések (hidrogén, ionos, van der Waals, hidroféb) és a proteint koriiloleld hidratburok
intaktsagdnak. Az enzimek kémiai technoldgiai, biokémiai analitikai €s ipari alkalmazasdnak
feltétele, hogy a felhaszndlt biokatalizdtor hosszd ideig nagy hatékonysdggal miikodjon nem
optimdlis koriilmények kozott is, ezért sziikséges az enzimek aktivitdsianak novelése,
stabilizdlasa. Az enzimek stabilitdsdnak fokozdsira szdmos lehetdség van. Novelhetd a stabilitas
a fehérjemolekuldk (enzimkristdlyok) keresztkotésével, rogzitéssel, kémiai €és genetikai

modositassal, liofilizalassal, adalékanyagok haszndlataval, stb.

2.4.1. Enzimek rogzitése

Enzimek rogzitésének tobbféle modja lehet: rogzithetjik az enzimet hordozéhoz,
bezarhatjuk az enzimet szerves vagy szervetlen polimer gélbe, ill. kémiai keresztkotést is
alkalmazhatunk. A hordoz6hoz rogzités gyakran enzimaktivitis-vesztéssel jar. Ezzel szemben az
enzimmolekuldk bifunkcids keresztkotd reagenssel torténd dsszekapcsoldsa dltalaban kedvezo az
enzimaktivitasra (Sheldon, 2007). Glutaraldehides keresztkotés sordn azonban néhany enzim (pl.
nitrildz) aktivitdscsokkenése tapasztalhaté (Mateo és mtsai., 2004). A 90-es évek elején
keresztkotott termolizin kristdlyok létrehozasaval 1j lehet0ség nyilt enzimek stabilizdlasara (St.
Clair és Navia, 1992). A moddszer hatékonyabbnak bizonyult hddenaturdcidval, szerves
olddszerekkel €s proteolizissel szemben a szolubilis és a liofilizalt enzimnél. Az eljards egyediili
hatranya, hogy kristdlyos enzimet igényel, amelynek elddllitdsa a mai napig nehézségekkel jarhat.
Ugyanakkor példaul a keresztkotott penicillin G amidéz kristalyok igen hatékonynak bizonyultak
B-laktdm antibiotikum szintézisében (Cao és mtsai., 2001).

Wang és munkatdrsai (1997) kimotripszint és szubtilizint immobilizdltak polimetil-
metakrildthoz, sztirénhez, vinil-acetithoz és etil-viniléterhez. Vizes kozegben az enzim-

konjugatumok hasonlé katalitikus aktivitdst mutattak, mint a nativ enzim. SOt a konjugdlt
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protedzok szerves olddszerekben (tetrahidrofurdn, dioxdn és acetonitril) is megdrizték

enzimaktivitasukat, ellentétben a nativ enzimekkel, melyek inaktivdlédtak ebben a kozegben.

2.4.2. Kémiai modositas

Enzimek aminosav-oldalldncainak kémiai modositdsa nagy lehetdséget nyujthat az
enzimtechnoldgia fejlédésében, csoportspecifikus és aspecifikus kémiai médositasokkal. A nem
specifikus eljards eldnye, hogy gyakorlatilag végtelen sokféle enzimforma hozhat6 létre egy
enzimbdl. Hatranya, hogy az egyes fehérjemolekuldk nem mindig ugyanazokon a helyeken
modosulnak, €s a médosulds mértéke is kiilonb6zo lehet, tehat a kémiai modositds heterogén
enzimpopuldciét eredményez. Szekvenciaspecifikus modositdsok sordn a fehérje egy Kkitiintetett
aminosav-oldallancan (pl. aktiv centrum) végeznek mdédositast (Panella és mtsai., 2005).

Modosithatjuk az enzimeket a molekula felszinén vagy annak belsejében. A mddositdszer
kapcsolédhat masodlagos kotésekkel, példaul egyes polimerek (polietilén-oxid, PEG, dextran)
hidrogénhidat képezhetnek a fehérjék felszinével, kotott vizmolekulakkal. A mddositds torténhet
kovalens kotés kialakitdsa (aldehidek, anhidridek, diaminok, foszfitcsoportok bevitele, stb.)
révén is (Castillo és mtsai., 2008; Roig és Kennedy, 1992). Az enzimek bels6 szerkezetének
modositdsa sordn befolydsolhaték a kinetikai paraméterek, de a katalitikus hely mddositdsaval

megvdltoztathatd az enzim specifitdsa is (Panella és mtsai., 2005).

2.4.2.1. Fehérjék acilalasa karbonsav-anhidridekkel

Kémiai moédositészerek alkalmazasdval valtoztathaté az enzimek oldékonysédga, stabilitdsa
€s specifitisa. Szerves savanhidrideket széles korben hasznédlnak enzimek reverzibilis
modositasdara (Fagdin, 2003). Az anhidridek ligos pH-n stabil kovalens kotés létesitésével
reagdlni képesek fehérjék primer aminocsoportjaival (5. dbra). Alkalikus koriilmények kozott az
anhidridek hidroxil- és imidazolcsoportokkal is reagalhatnak, azonban ezek a csoportok altaldban
kevésbé stabilak, és mar ligos kémhatdson disszocidlnak (Freedman és mtsai., 1968). Nagyobb
problémat jelentenek a tiolcsoportok, melyek szintén acildlhaték példaul maleinsav-anhidriddel
(Smyth és mtsai., 1964). A médosulds mértéke és a komplex stabilitdsa nagymértékben fligg az
anhidrid kémiai tulajdonsdgaitdl, valamint a médositds és a tarolds koriilményeitél. Amig pl. a
borostydnkdsav-anhidrid reakcidja primer aminnal stabil szarmazékot eredményez ltigos és savas

pH-n egyardnt, és a szukcinil-oldalldnc csak extrém koriilmények kozott (6N HCI oldatban 100
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5. abra. Karbonsav-anhidridek reakciéja fehérjék primer aminocsoportjaval.

°C-on) hasad le, addig pl. a maleil-szarmazékok csak alkalikus kozegben stabilak, savas
kozegben, 37 °C-on a maleilcsoportok lasst disszocidcidja figyelhetd meg (Butler és mitsai.,
1969).

A kémiai moddositdsok befolydsolhatjdk az enzimek szerkezetét is. Téavoli-UV-CD-
mérésekkel kimutattdk, hogy vizes oldatban a kimotripszin—spermin komplex maéasodlagos
szerkezete nem tér el jelentésen a kontroll enzimétdl, etanolos kdzegben azonban a komplex
nagyobb konformadcidstabilitdst mutat (Kudryashova, 2003). A maleil- és citrakonil-torma-
peroxidaz stabilitds novekedésének hatterében az aromds aminosav-oldallancok poziciovaltozdsa
all (Liu és mtsai., 2006). Gliik6z-oxidaz citrakonsav-anhidrides modositasa kismértékli valtozast
eredményezett az enzim masodlagos és nagyobbat a harmadlagos szerkezetében (Mossavarali és
mtsai., 2006). Valdszinlileg a kémiai moddositds Un. ,,megolvadt gombocske” szerkezetet
eredményezett megvaltoztatva az enzim térszerkezetét, érintetleniil hagyva a madsodlagos
szerkezeti elemeket (Hosseinkhani és mtsai., 2004).

Az enzimek aktivitdsdnak és stabilitisdnak fokozdsa az egyik leggyakoribb célja a kémiai
modositasoknak. A modositasok hatdssal lehetnek az enzimek kinetikai paramétereire. Péld4ul a
ftalsav-anhidriddel mddositott torma-peroxiddz a hidrogén-peroxid szubsztritot nagyobb
affinitassal kototte, és szerves olddszeres kozegben nétt az enzim katalitikus hatékonysaga a nativ
torma-peroxiddzhoz képest. A mddositds hatdsara véltozott az enzim konformécidja is (Song és
mtsai., 2005). Egyes Bacillus o-amilazok és a torma-peroxiddz citrakonsav-anhidrides
modositasaval novelhetd volt az enzimek hostabilitdsa, aktivitisa. A moddositott o-amilaz

aktivitdsa 10 perc inkubdlds utdn 80 °C-on kb. 40%-kal nagyobb volt a kontrolléndl, mig a
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modositott torma-peroxiddz 50 perces inkubdldst kovetéen 70 °C-on is még kb. 35%-kal
aktivabbnak bizonyult a nem mddositott enzimnél (Khajeh és mtsai., 2001; Hassani és mitsai.,
2006).

Az enzimek altaldban iztelenek, azonban néhanyuk (pl. lizozim, monellin, pentadin) édes
izli. A lizozim izét a fehérje feliiletén taldlhaté lizil-oldalldncok eredményezik. Amennyiben
ezeket az oldallancokat ecetsav-anhidrid segitségével modositottdk, megsziint a fehérje édes ize.
Az acetilcsoport eltdvolitdsdval azonban visszatért a fehérje édessége (Masuda €s mtsai., 2005).

Fehérjék primer aminocsoportjaival, lizil-oldallancaival az anhidridek mellett aldehidek,
szulfonsavak, ditioészterek és egyéb aktivalt elektrofilek is reagdlhatnak (Vinogradov és mtsai.,
2001; Davis, 2003). Kudryashova ¢és munkatarsai (2003) kiilonb6zd szénatomszdmu
oligoaminokkal mdédositottdk az a-kimotripszin szerkezetét. A mddositds eredményeként nott az
enzim aktivitdsa, masrészt a médositott kimotripszin stabilabb volt a kontroll enzimnél még a

nagy etanol koncentrdciokndl is. Fusarium gliikkoamildz etilén-diaminnal torténd moddositisa

/////

2.4.2.2. Fehérjék glikalasa

A fehérje—szénhidrit komplexek kialakuldsa egy lassti kémiai reakcié (Maillard-reakcio),
amely sordn a redukdlé cukrok kovalens kotéssel kapcsolddni képesek fehérjék primer
aminocsoportjaihoz, lizil-oldalldncaihoz. Elsédleges termékiil Schiff-bazis jon létre, melynek
kialakuldsa perceken beliil megtorténik, tobb ora elteltével a Schiff-bédzis ketoaminnd alakul un.
Amadori-atrendezddéssel, majd végiil egy stabil eldrehaladott glikdcids végtermék (Advanced
Glycation Endproduct, AGE) képzdédik (Horvat és mtsai., 1997; Watkins és mtsai., 1985). A
kiilonféle szénhidratok reakcidsebessége eltérd lehet, attdl fiiggden, hogy az oldatban milyen
ardnyban vannak jelen nyilt, illetve gylirlis formdban. Jellemzd, hogy az aldozok éltaldban
nagyobb reaktivitast mutatnak a ketézoknal (Bunn és Higgins, 1981).

Az emberi szervezetben tobb karos hatést lehet az AGE-knek tulajdonitani, els6sorban a
kollagén (és mas fehérjék) keresztkotésekkel vald rogzitését, oldhatatlannd valasat. Szerepet
jatszanak a cukorbetegség okozta veseelégtelenség kialakuldsdban is (Peppa és mitsai., 2003).

Ugyanakkor az AGE-k kotddhetnek a sejteken taldlhaté receptorokhoz (RAGE), és szabad

/////
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a felndttkori diabéteszben, a kiilonféle érrendszeri betegségek, az Alzheimer- és a Parkinson-koér

kialakuldsdban is (Reddy és Beyaz, 2006).

2.4.3. Enzimek genetikai médositasa

Genetikai modositassal novelhetd a fehérjék, enzimek stabilitdsa. Alkalmazhatunk
szekvenciaspecifikus mutagenezist, ahol az enzim hiaromdimenziés modellje alapjan kivalasztott
aminosav-oldallincok mds aminosavra cserélésével nyilik lehetdség a stabilitds novelésére
(Polizzi és mtsai., 2007). Példaul a tetramer Aerococcus viridans tejsav-oxidaz
szekvenciaspecifikus mutdcidjaval novelték az egyes alegységek kozotti kolcsonhatdsok
erOsségét, aminek kovetkeztében ndtt az enzim hdstabilitasa is (Kaneko és mtsai., 2005). Egyre
elterjedtebb az un. random mutagenezis €s rekombinacié alkalmazdsa, amely nagyszamu
enzimvarianst allit el6 egyetlen enzimbdl. Péld4ul a xilanaz enzimre genetikai konyvtarat hoztak
létre az Osszes lehetséges varidciot kiprobdlva, azzal a céllal, hogy noveljék az enzim
hdstabilitdsat. Kilenc aminosavat taldltak fontosnak a stabilitds fenntartdsa szempontjabol
(Palackal és mtsai., 2004). Bioinformatikai mdédszerek, homolégok keresése nyujthat tovabbi

tamogatast, lehetdséget a genetikai mdodositdsok eredményességéhez.

2.4.4. Szerves ozmolitok szerepe a fehérjék stabilizalasaban

Azokat a kisméretll szerves molekuldkat, amelyek kovalens kotések kialakitdsa nélkiil,
jelentdsen képesek befolydsolni a fehérjék stabilitdsat, aggregacidjat és feltekeredesét a
denaturalé stresszhatasokkal szemben, szerves ozmolitoknak nevezziik. Az ozmolitoknak kettos
szerepe van: egyrészt denaturdlé koriilmények kozott fokozzdk a nativ fehérje termodinamikai
stabilitdsat, ugyanakkor stabilizdljdk az enzimfehérjék miikodését 1is, anélkiill, hogy
befolydsolndnak mads celluldris folyamatokat vagy molekuldris kolcsonhatdsokat (Athawale és
mtsai., 2005). Az ozmolitok feltehetdleg masodlagos kotések révén lépnek kolcsonhatdsba a
fehérjékkel, és fejtik ki hatdsukat azok szerkezetére (Tams és Welinder, 1996). A szerves
ozmolitokat funkcié szempontjabol két csoportba sorolhatjuk: beszélhetiink a nativ
fehérjeszerkezet fenntartasat el0segitd, védo funkcidjui ozmolitokrdl, melyek nélkiilozhetetlenek a
sejtek vitalitdsdban a kiilonféle karositd kornyezeti hatdsokkal szemben; ugyanakkor 1éteznek un.
denaturdl6 ozmolitok is, melyek a nativ szerkezet instabilitdsat idézik elé (Record és mtsai.,

1998; Haque és mtsai., 2006). Kémiai szerkezetiik alapjan a természetben is el6forduld szerves



Irodalmi attekintés 29

ozmolitok lehetnek aminosavak, aminosav-szarmazékok, metilaminok és poliolok.
Mikroorganizmusokban a poliolok és szabad aminosav-szarmazékok mint védo hatast ozmolitok
biztositjadk a sejt tulélését pl. nagy hdingadozdsui, szdraz vagy magas sokoncentracidju
kornyezetben (Wang és Bolen, 1997). Denaturdl6 hatdsi ozmolit példdul az urea, amely porcos
vazu tengeri halak szerveiben nagy koncentracioban halmozddik fel, de negativ hatdsat
amintartalmd, védd funkcidéji ozmolitok pl. trimetilamin-N-oxid, szarkozin ellensilyozzak
(Yancey €s mtsai., 1982).

Az ozmolit-molekuldk mint adalékanyagok enzimekre gyakorolt hatdsa a mai napig nem
tisztazott molekuldris szinten, de az elmult évtizedben az irodalomban tobbféle elképzelés is
korvonalazddott hatdsmechanizmusuk tekintetében. Az adalékanyagok specifikus kotésekkel
kapcsolodhatnak a fehérjemolekuldkhoz, ekkor mar kis koncentracidoban kifejthetik
fehérjestabilizdlé hatdsukat, mig a csak nagy koncentracidoban stabilizdl6 adalékanyag-
molekuldkrél a kutatok feltételezik, hogy a fehérjéhez kotddd vizmolekuldkkal Iétesitenek
kapcsolatot (Tams és Welinder, 1996). Mai elképzelések szerint a stabilizdlé és a destabilizalo
ozmolitok kiilonbozOképpen 1épnek kolcsonhatidsba a fehérjékkel. A stabilizalé ozmolitokrol
feltételezik, hogy kizardédnak a fehérjék polipeptidgerincébdl, mivel a vizmolekuldk sztérikus és
energetikai okok miatt sokkal kedvezdbben kapcsolédhatnak a polipeptidgerinc polaros
csoportjaihoz, mint pl. a stabilizdlé trimetilamin-N-oxid. Ezzel szemben a destabilizal6é
ozmolitok, pl. az urea, akkumulalédni képesek a peptidgerinc kérnyezetében, kirekesztve onnan a
vizmolekuldkat. A modell termodinamikai és molekuldris kolcsonhatdsokra egyarant épiil,
azonban még nem teljes, mivel nem terjed ki az apoldros fehérjerégié—ozmolit kdlcsonhatdsokra
(Street és mtsai., 2006).

Termodinamikailag a fehérjék, enzimek konformaciostabilitdsa a Gibbs-féle szabadenergia-
véaltozasédval (AG) irhato le. Arakawa és munkatérsai (1990) elsOként irtak le, hogy az ozmolitok
a fehérjék denaturalt allapotanak kémiai potencidljat novelik, azaz novelik a AG értéket a nativ
allapothoz képest. A fehérjék joval stabilabbak bizonyos ozmolitok jelenlétében, mint csupan
vizben. A 90-es évek végén a kutatok igazoltdk, hogy a szabadenergia-valtozdsa a védo és
denaturdl6 ozmolitok esetén egyarant arra utal, hogy a fehérjék polipeptid gerince jatssza a o
szerepet a denaturdcidban, ill. a stabilizdldsban. A természetes ozmolitok csokkenteni képesek a

fehérjék entropidjdt, ezzel fokozva a nativ allapot relativ stabilitdsat (Qu és mtsai., 1998).
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Az irodalomban mar régéta ismert, hogy a szénhidratok jelentésen novelik az enzimek
hdstabilitdsat (Back és mtsai., 1979), de csupdn a 90-es évek kozepétdl tudott, hogy a szerves
oldészerek destabilizal6 hatasat is képesek csokkenteni (Lozano €s mtsai., 1993). Tiwari és Bath
(2006) igazoltdk, hogy a poliolok hdvel szembeni fehérjestabilizdld hatdsa Osszefiigg a poliolok
OH-csoport szamaval. 3—6 hidroxilcsoportot tartalmazé poliolokkal (glicerin, eritrit, xilit, szorbit)
vizsgaltdk a hexokindz A hdstabilitasat, és azt tapasztaltik, hogy legkevésbé a csupin 3 OH-
csoportot tartalmazé glicerin, mig leginkdbb a 6 OH-val rendelkez6 szorbit jelenlétében Orizte
meg az enzim stabilitdsat. A poliolok, noha kiszorulnak a fehérjék peptidgerincébdl, valdsziniileg
novelik a hidrogénhidak szamat a fehérjemolekula kozvetlen kdrnyezetében, ezzel eredményezve
a fokozott hostabilitdst. Haque és munkatarsai (2006) kimutattdk azt is, hogy az ozmolitok
jelenléte édltalaban nem hat a fehérje nativ térszerkezetére.

Hidrolaz enzimek kis viztartalmi rendszerekben peptid- és észterszintézisekre is
alkalmasak. Poliolok jelenlétében az enzimek szintetikus aktivitisa novekedhet. Lozano és
munkatdrsai (1993) papain enzimmel Gly—Gly-Phe tripeptidet szintetizdltak Gly—Gly—etilészter
€s Phe szubsztrdatokbdl egy 1€pésben 60 °C-on, és vizsgdltdk a poliolok (etilén-glikol, glicerin,
eritrit, xilit és szorbit) hatdsat a szintézisre. A poliolok azon til, hogy védo funkcidval birtak a
magas homérséklet okozta denaturdciéval szemben, novelték az enzimaktivitdst is, ami
Osszefiiggésben 4llt a poliol molekulatomegével és a vizaktivitdst befolydsold képességével.
Valészintisitik, hogy ez esetben is az adalékanyag-molekula hidroxilcsoport-tartalma hatdrozta
meg a stabilizal6 hatds mértékét.

Hidroldz enzimek szerves oldészeres kozeggel szembeni stabilitdsa jelentOsen novelhetd
poliolok segitségével. Az a-kimotripszin stabilitdsa fokozhaté6 6000-35000 dalton moltomegi
PEG hozzéaaddséaval 60 tf%-os etanolban, de hatdsos stabilizalonak bizonyult a gliikéz, a fruktoz,
a szachardz, a szorbit és a glicerin is. Emlitést érdemel, hogy a glicerin csak 10-15 tf%
koncentracioban stabilizélta az a-kimotripszint, az ennél az optimumnal kisebb vagy nagyobb
glicerin tartalom mar kevésbé volt hatdsos (Simon és mtsai., 2002, 2004).

Az ozmolitok a nukleinsavak stabilitdsat is befolydsoljdk. Lambert és Draper (2007) arra a
kérdésekre keresték a valaszt, hogy az ozmolitok hogyan hatnak az RNS-ek stabilitdsara, és mely
RNS szerkezetek érzékenyek a kiilonféle ozmolitokra. Hat eltérd szerkezetli, komplexitasi és
stabilitisi  RNS masod- és harmadlagos szerkezetét vizsgdltdk nyolc kiillonb6zd ozmolit

jelenlétében. A nativ, kompakt szerkezeti RNS molekuldk egy intermedier allapoton keresztiil
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tekerednek ki, és az ozmolitok befolyasolhatjak ezt a folyamatot. Megallapitottidk, hogy az Osszes
ozmolit eltérd mértékben csokkentette az RNS mdsodlagos szerkezetek stabilitdsat, de hatdssal
voltak a harmadlagos szerkezetekre is. Ez esetben stabilizdlé és destabilizdl6 ozmolitokat
kiilonitettek el. A stabilizdl6 ozmolitok valdszintileg kevésbé képesek kolcsonhatdsba 1épni az
RNS cukorfoszfat gerincével. Megallapitottak azt is, hogy Mg** jelenlétében a stabiliz4l6
ozmolitok hatdsa csokken, €s az RNS molekula destabilizalédhat.

A cukrok koziil a trehal6zt tartjdk az egyik legjobb fehérjestabilizdlonak denaturdld
szerekkel szemben, ill. hdinaktivdlodds megakaddlyozdsara. A trehalézrél ismert, hogy
kedvezden képes befolyasolni tobb termodinamikai paramétert, pl. a h6kapacitést és az entrépiat,
melyek a protein—olddszer kolcsonhatasokrol €s a fehérjék stabilitdsar6l adnak felvilagositast
(Kaushik és Bhat, 2003). A trehal6z eltéré mértékben és mdédon befolydsolhatja az egyes fehérjék
stabilitdsat, denaturdlészer jelenlétében az enzim molekuldk aggregécidjat segiti, mig magas
hémérsékleten éppen megakaddlyozza azt (Sangeeta és mtsai., 1998; Singer és Lindquist., 1998).

Az irodalom alapjan megallapithat, hogy a poliolok stabilizdl6 hatdsa kiilonféle
enzimeknél eltéro lehet. A magas hdmérséklet okozta inaktivalddés ellen az RN-4z A és lizozim
enzimek a fiziol6gids pH-ndl kisebb kémhatdson valtak stabilld (Haque és mtsai., 2005), mig
egyes szeril-protedzok, pl. az o-kimotripszin, szerves olddszerekkel szembeni stabilitdsa ligos

kozegben volt szembedtld (Simon és mtsai., 2002).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. ANYAGOK

A papain (EC 3.4.22.2) kétszer kristdlyositott, liofilizadlt enzimet a Sigma-Aldrich
Kereskedelmi Kft-t6l vésdroltuk. Az enzim specifikus aktivitisa 14-24 U/mg volt. Egy
enzimegység az enzimnek az a mennyisége, amely 1,0 wumol BAEE-t bont percenként pH 6,2-nél
25 °C-on. Az Ny-karbobenzoxi-L-arginil-7-amido-4-metilkumarin (Z-Arg-AMC), a DL-
ditiotreitol, a 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav (TNBS), az N-acetil-tirozin (N-ac-Tyr), az ecetsav-
anhidrid, a citrakonsav-anhidrid és a D-rib6z szintén a Sigma-Aldrich terméke. A Folin-Ciocalteu
reagenst a Merck Kft-t0l szereztiik be. A mérésekhez hasznélt egyéb vegyszerek pedig a Reanal

Finomvegyszergyar Zrt. termékei voltak.

3.2. MODSZEREK
3.2.1. Aktivitasmérés kazein szubsztrattal

Az aktivitdismérések egy részénél szubsztratként kazein fehérjét hasznaltunk (Arnon, 1970).
A 4%-o0s kazein torzsoldat készitésekor 40 ml desztillalt vizhez 8,0 ml 1,0 N NaOH-ot adtunk,
majd feloldottunk benne 4,4 g kazeint és 36 g karbamidot. Feloldds utdan az oldatot 100 ml-re
egészitettiik, €s hozzdadtunk 10,0 ml 1 M KH,;POs-et, valamint 4,0 g karbamidot. Az oldat pH-jat
7,5-re allitottuk, majd az egészet lesziirtiik. Felhasznalas eldtt a 4%-os kazeinoldatot hatszorosra
higitottuk 0,1 M-os dindtrium-citrat/NaOH pufferrel (pH 6,2). A 0,15 mg/ml koncentracidju
enzimoldatbdl 0,42 ml-t 1,5 ml 0,67%-os kazeinoldathoz adtuk, majd a mintat 25 °C-on 5 percig
inkubdltuk. A reakciét 1,5 ml 10%-os TCA-val allitottuk le. Ezutdn a mintat 10 percre jégbe
helyeztiik, hogy a csapadékképzddés teljes legyen, majd 10 percig 2500 g-vel centrifugéltuk. A
kazein szubsztrat emésztése sordn TCA oldékony peptidek keletkeznek, mig a nagyobb méretli
fehérje molekuldk TCA jelenlétében kicsapddnak. A feliiluszé fehérjetartalmat Varian DMS 70
spektrofotométerrel 750 nm-nél Folin-reagenssel hatiroztuk meg (Lowry és mtsai., 1951). A
fehérjeoldatok koncentraciéjat szarvasmarha szérum albuminbdl készitett, ismert koncentraciéju
oldatsor alapjan, kalibriaciés egyenes segitségével kaptuk meg. A 750 nm-en mért
extinkcidvaltozasbol (vizes kozegben pH 6,2-en a AE/perc=0,03) kovetkeztettiink a papain

aktivitasara.
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3.2.2. Aktivitasmérés fluorogén szubsztrattal

A papain katalitikus aktivitdsdnak szintetikus szubsztrattal torténd meghatdrozdsahoz Z-
Arg-AMC-t haszndltunk (Zimmerman és mtsai., 1977). Az arginin- és a kumarinszarmazék
kozotti peptidkotés hasitdsdval a kumarinszarmazék fluoreszcencia-emisszi6ja megnd, és
koriilbeliil 50 nm-rel hosszabb hullimhossz felé tolodik. A szénhidratok a papain aktivitdsara
gyakorolt hatdsanak vizsgdlata sordn a reakcidelegy 0,5 ml-e 2 pug papaint, 0,6 mM Z-Arg-AMC-
t, 0,05 M Tris/HCI puffert (pH 7,0), 0,02 mM ditiotreitolt és 2 mM EDTA-t tartalmazott. A
modositott enzimformdk aktivitdsdnak mérésekor a reakcidelegyben 0,33 pg enzim volt. A
méréseket 25 °C-on 2 percig végeztik. A papain aktivitdsit Hitachi F-2500 FL
spektrofluoriméterrel detektaltuk, melynek értéke vizes kozegben (pH 7,0) 0,05 pmol/(mg-perc)
volt. A mérések sordn a gerjesztd- és az emisszids fény hulldmhossza 365 és 440 nm volt 2,5 és

5,0 nm-es résszélességgel.

3.2.3. Stabilitasvizsgalat

A papain stabilitdsit 0-90 tf% kozotti szervesolddszer-koncentraciondl vizsgaltuk. A
mérésekhez 1,5 mg/ml koncentrici6ji enzim torzsoldatot készitettiink 0,1 M-os dinétrium-
citrdt/NaOH (pH 6,2) pufferben. A kisérletek el6tt a papaint 100-szoros molfeleslegli
ditiotreitollal aktivdltuk 25 °C-on egy 6rdig. A megfelelé koncentracidji viz—szerves olddszer
elegy 0,9 ml-éhez 0,1 ml aktivalt enzimoldatot adtunk, melyet ezt kovetden szobahdmérsékleten
0-120 percig inkubdltunk. Az inkubdldsi elegybdl 0,42 ml-t tettiink 1,5 ml 0,67%-os kazein
oldathoz, és az aktivitdismérés soran a 3.2.1. részben leirtak szerint jartunk el. A mérési
eredményeket maradék aktivitds formdjdban tiintettiik fel, amely a szerves olddszeres elegy
Osszedllitdsa utdn azonnal mért Un. kiinduldsi aktivitds, €s ugyanazon elegy 5-120 percnyi
inkubdlésat kovetden meghatdrozott aktivitdsérték szazaldkos ardnyédval adhaté meg. Az dbrdkon
5 mérés atlagat szordssal tiintettik fel, a maradék aktivitist a szerves olddszer
térfogatszazalékanak (tf%) és az inkubaldsi idonek fiiggvényében abrazoltuk.

Stabilitasvizsgalatokat szénhidratok jelenlétében is végeztiink 25 °C-on. Az inkubdlasi
elegy (0,5 ml) 3 mM foszfat puffert (pH 8,0) és 20 ng enzimet tartalmazott 0-90 tf% szerves
olddszer jelenlétében. A szénhidratok hatdsat a kovetkezd koncentracidkban vizsgaltuk: 0,4-2,0
M D-ribéz, 0,2-1,6 M D-gliikéz, 0,2-1,8 M D-fruktéz, 0,1-0,8 M D-szacharéz és 0,05-0,2 M D-
raffin6z. A mintakat 0-120 percig inkubdltuk, majd azokbdl 0,05 ml-t adtunk a szubsztratoldat
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0,45 ml-éhez, és az aktivitdsmérést a 3.2.2. alapjan végeztiik. Az dbrdkon a szerves olddszer
térfogatszazaléka (tf%) és az inkubdldsi id6 fiiggvényében a maradék aktivitdst abrazoltuk, 5
mérés atlagat tiintetve fel.

A modositott enzimformédk tanulmédnyozdsakor a stabilitdsvizsgdlatokat 0-90 tf% etanol,
acetonitril és THF koncentraciondl végeztiik. Az inkubalasi elegy 0,5 ml-e 5,0 mM foszfat puffert
(pH 8,0) és 3,3 ug enzimet tartalmazott. Az acilalt enzimformdkat 25 °C-on viz—szerves olddszer
elegyben 2 6rat inkubdltuk, és meghatdrozott idokozonként ebbdl 0,05 ml-t kivéve a
szubsztratoldathoz adtuk, majd a 3.2.2. rész alapjan jartunk el. 100%-nak a nem mdédositott enzim
nulla iddpillanatdban mért aktivitdsat vettilk. Az dbrdkon 5 fliggetlen mérés atlagat és a
szorasokat tiintettiik fel. Az aktivitast ezesetben is a szerves olddszer térfogatszazaléka (tf%) és

az inkubalasi 1d6 fiiggvényében dbrazoltuk.

3.2.4. Gibbs-féle szabadenergia-valtozas meghatarozasa

Meghatdroztuk az enzim inaktivdlodasdnak sebességi dllandgjat k 60 tf% THEF-ben
szénhidratok jelenlétében, ill. azok nélkiil 25 °C-on 120 perc elteltével (Reichardt, 2003). Az
inaktivalédas elsérendii kinetikdval jellemezhetd szakaszat értékeltiik. Az id6 konstanst, 7 — az

az 1d6, amely alatt az aktivitds tizedére csokken —, a kovetkezd egyenlet alapjan adtuk meg:

2)

1
T, =—

K,
Az inaktivdlédds Gibbs-féle szabadenergia-valtozdsat adalékanyagok jelenlétében a

kovetkezOképpen hataroztuk meg (Tams és Welinder, 1996):
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3.2.5. A papain kémiai modositasa

A papaint inaktiv, SH-csoport védett formaban mddositottuk dimetil-szulfoxidban oldott
0,08-0,4 M koncentriciéjui ecetsav-, propionsav-, citrakonsav-, maleinsav- és borostyankdsav-
anhidriddel. Az enzimet 6 mg/ml koncentraciéban 0,1 M-os foszfat pufferben (pH 8,0) oldottuk.
A moédositds sordn a folyamatosan kevert 0,5 ml papain oldathoz 30 perc alatt 25 °C-on

cseppenként 0,05 ml mddosité reagenst adtunk. Az oldat kémhatédsat 1,0 N NaOH cseppenkénti
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adagolédsdval pH 8,0-en tartottuk majd ezutdn a mintdkat Sephadex G-25 oszlopon 0,1 M foszfat
pufferrel (pH 8,0) gélszlrtiik, hogy az el nem reagdlt médositdszert eltavolitsuk. A papaint a

tovabbi mérések el6tt 100-szoros molfeleslegii ditiotreitollal aktivaltuk.

3.2.6. Szabad aminocsoportszam meghatarozasa

A papain szabad aminocsoport-tartalmat szénhidratok jelenlétében és az anhidrides
modositasokat kovetden TNBS segitségével hatdroztuk meg (Fields, 1971). A szénhidritok
hatdsdnak mérése sordn az enzimoldat (0,275 mg/ml) 0,25 ml-éhez 0,25 ml 0,1 M Na,B40; /
0,1 M NaOH oldatot adtunk. A reakciét 0,01 ml 5%-os TNBS oldattal inditottuk el, majd
5 perces 25 °C-os inkubdlést kovetéen 1 ml 0,1 M NaH,PO, / 0,015 M Na,SO; oldattal allitottuk
le. A keletkez6 fehérje—trinitrofenil-szirmazék mennyiségét 420 nm-en spektrofotometridsan
hatdroztuk meg.

A kémiai modositdsokat kdvetden az enzim szabad aminocsoport-tartalmat hasonléan
hataroztuk meg. Ekkor a gélszlirt enzimmintdhoz 1:1 aranyban 9 M uredt mértiink, majd a
meghatdrozas el6tt 24 6rat inkubdltuk, hogy a reagens szdmdra az Osszes aminocsoport
hozzaférhetové véaljon. A mérések sordn kapott extinkcié értékeket 0,01 mg/ml koncentracidju
glicin oldattal kapott adatokhoz viszonyitottuk, hogy meghatdrozhassuk a mddosult

aminocsoportok szamat.

3.2.7. Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

A nativ és a modositott enzimformdk homogenitdsvizsgalatat is elvégeztiik (Nitsawang és
mtsai., 2006). Az elektroforézist 12%-os poliakrilamid elvélasztogélben (1,2 M citromsav/NaOH
puffer, pH 5,3) végeztiik, amely folé 4%-os koncentralé gélt ( 0,5 M Tris/HCI puffer, pH 6,8)
polimerizaltunk. Fels6 és als6 tankpufferként 34 mM [-alanin/ecetsav puffert (pH 5,5)
alkalmaztunk. A gélzsebekbe 10 pl mintdt vittiink fel: 5 pl fehérjemintit (5 pg) dupldjara
higitottunk 0,5 M Tris/HCl pufferrel (pH 6,8), amiben 10% szacharézt és 0,002% bazikus
fukszint oldottunk. Az elektroforézist 40 mA dllandé aramerdsségnél végeztikk 4 °C-on. Az
elvdlasztds utdn a gélt mosé oldatba helyeztiik (13% TCA és 45 tf% metanol). Ezt kdvetden
fixalo oldattal kezeltiik, ami 13% TCA-t és 5 tf% etanolt tartalmazott, majd Coomassie Brilliant
Blue R-250 festékoldatba tettiik. Tobbszori mosds utdn a gélt 5 tf% ecetsavoldatban taroltuk.
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3.2.8. A papain Ky és V.« paramétereinek meghatarozasa

Meghataroztuk a nativ, a citrakonil- és a propionil-papain kinetikai paramétereit, a
maximalis reakcidsebességet (Vinax) €s a Michaelis dllandét (Kyp). A méréseket 25 °C-on végeztiik
0,67 pug/ml koncentraciéji enzimmel 0,05 M Tris/HCI pufferben és 10 tf% etanolban. A Z-Arg-
AMC szubsztritoldat koncentracigjat 20 é€s 200 uM kozott valtoztattuk. Az aktivitdsmérés

koriilményei 3.2.2. résznek megfelelden vélasztottuk meg.

3.2.9. N-acetil-L-tirozil-etilészter szintézise

A kontroll és a moddositott gélsziirt enzimmintdkat felhasznalds eldtt dializalé csdben
PEGs;sopo-rel 1/6-dra toményitettilk. A reakcidelegy 2 ml-e 4 mM N-acetil-L-tirozint, § mM
foszfat puffert (pH 8,0) és 0,2 mg kontroll, ill. mddositott papaint tartalmazott 4 tf% viz
jelenlétében etanolos kdzegben. Az észterszintézis sordn az N-acetil-L-tirozin szubsztrat fogyasat
kovettiik 24 o6ras 25 °C-os inkubdlast kovetden, melyet pH-stat titrdlassal pH 9,5 végpontig
hatdroztunk meg 10 mM-os NaOH oldattal.

3.2.10. Belso fluoreszcencia mérése

A kisérleteket Hitachi F-2500 FL spektrofluoriméterrel végeztiik, minden esetben 2,5 nm
gerjesztési és 5,0 nm emisszids résbedllitisokkal 1 cm-es rétegvastagsdg mellett. A
spektrofluoriméter 1 nM-os rodamin-B oldattal szemben automatikusan korrigdlta a rogzitett
szinképeket. A mérésekhez 0,1 mg/ml koncentricidju papaint hasznaltunk. Az inkubalasi
elegyeket az eldzetes stabilitdsi vizsgélatok alapjan allitottuk Ossze. A fluoreszcencia emisszids
spektrumokat 0-90 tf% olddszer-koncentracié kozott vettiik fel 30-120 perces 25 °C-os
inkubdlast kovetéen. A relativ fluoreszcencia-intenzitds egységének megvalasztisanal a vizes
enzimoldat fluoreszcencidjit valasztottuk egységnyinek. Az olddszerek kozvetlen hatdsdnak
vizsgélatdhoz 25 mM-os N-acetil-L-Trp-etilészter standardot hasznaltunk. Az abrakon hiarom
mérési sorozat atlagértékeit tiintettilk fel. A papain belsd (triptofan-) fluoreszcencidjanak
vizsgdlatakor 295 nm gerjesztési hulldimhosszndl az emissziés spektrumokat 300-400 nm
hullamhossz-tartomédnyban vettiik fel (Edwin és Jagannadham, 1998; Edwin és mtsai., 2002). A
290-300 nm kozotti gerjesztési hullimhossz szelektiven a Trp-oldallancokat gerjeszti (Lakowicz,

1983).
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3.2.11. Cirkularis dikroizmus mérése

A méréseket Jobin-Yvon Mark VI dikrogréiffal végeztiik a tdvoli-UV-tartomdnyban 190-
250 nm kozott 0,02 cm rétegvastagsag mellett, valamint a kozeli-UV-tartomanyban 250-300 nm
kozott 1,0 cm rétegvastagsdg mellett 2 nm résbedllitdssal. A spektrumok felvételekor 0,2 nm-
enként rogzitettiik az intenzitdsértékeket. Az inkubdldsi elegyet a stabilitdsvizsgdlatainknak
megfelelden allitottuk Ossze, és a kisérleteket 0-90 tf% szervesolddszer-koncentracidban
végeztilk 25 °C-on 30 illetve 120 perc inkubdlédst kdvetden. Az enzim koncentracidja a tavoli-
UV-tartomanyban 0,1 mg/ml, a kozeli-UV-tartomdnyban 0,55 mg/ml volt. Az eredményeket
atlagos aminosavmoltomeggel (110 g/mol) szdmolva moldéris ellipticitisban [®] adtuk meg,
melynek dimenzi6ja fok-cm®dmol™. A spektrumokat hdromszor vettiik fel, és az dbrdkon ezek
atlagat tiintettiik fel. A papain mdasodlagos szerkezeti elemeinek ardnydt Provencher—Glockner

spektrum analizal6 algoritmus alapjan szamitottuk ki (Provencher és Glockner, 1981).
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4. KISERLETI EREDMENYEK

4.1. A PAPAIN AKTIVITASA ES STABILITASA SZERVES OLDOSZERES KOZEGBEN

A papaint széles szubsztritspecifitdsidnak koszonhetéen gyakran haszndljdk az iparban
kiilonbozd szerves kémiai szintézisekben aminosav-észterek és peptidek elddllitdsara vizes és
szerves olddszeres kozegben. A kitermelés hatékonysaganak novelése céljabdl fontos a megfeleld
polaritasu kozeg megvalasztidsa. Az apolaros karakteri szubsztratok oldékonysdganak apolaros
szerves oldoszerek kedveznek, mig a poldros szubsztratok a poldros olddszerekben oldddnak jol.
Kisérleteinkben elsOként arra kerestiik a vdlaszt, hogy a kiilonféle szerves olddszerek milyen
hatdssal vannak az enzim aktivitdsara és stabilitisdra. Méréseinkhez eltér0 kémiai sajatsagu,
vizzel elegyedd [aceton, acetonitril (ACN) dimetil-formamid (DMF), dimetil-szulfoxid (DMSO),
etanol, metanol, tetrahidrofuran (THF)], ill. nem vagy csak részben elegyed6 (n-hexdn, toluol,
etilacetat) szerves olddszereket valasztottunk. Az ACN, az aceton, a DMF, a DMSO, THF és az
etilacetat poldros aprotikus, az etanol és a metanol poldros protikus, mig az n-hexan és a toluol

apoldros olddszerek.

4.1.1. Vizzel elegyedo szerves oldészerek hatasa

A papain maradék aktivitdsat vizzel elegyedd szerves oldészerekben (etanol, metanol,
ACN, aceton és THF) a 6. dbra mutatja. Eredményeink szerint a vizsgélt olddszerek tobbsége
(etanol, metanol, ACN, aceton) a kis olddszer-koncentracioknal nem csokkentette az
enzimaktivitdst 20 perc inkubdlast kovetden, 50 tf% koncentracié folott azonban egyre kisebb
enzimaktivitdst tapasztaltunk. 90 tf% szervesolddszer-tartalomndl leginkabb etanolban é&s
metanolban drizte meg az enzim aktivitdsit (kb. 80—82%). 90 tf% ACN-ben €s acetonban ennél
nagyobb aktivitdsvesztést tapasztaltunk, de ekkor is megmaradt a papain aktivitdsdnak 38 + 3
illetve 30 = 4%-a. A THF ezzel szemben mar kis koncentriciéban jelentdsen csokkentette az
aktivitast, az 5 tf% szervesolddszer-tartalmu elegyben a papain aktivitdsanak mindossze 38 + 2%-
at drizte meg, 30 tf% THF koncentraci6 folott pedig gyakorlatilag teljes mértékben inaktivalédott
az enzim.

Szerves olddszeres kozegben tanulmanyoztuk az enzim aktivitdsdnak idobeli véltozasat is,
melyet a 7. dbran tiintettiink fel. Vizes kozegben 120 perc alatt nem tapasztaltunk valtozast az

enzim aktivitdsdban. A 90 tf% etanol és 80 tf% ACN viszont csokkentette a papain aktivitdsat.
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6. abra. Vizzel elegyed0 szerves olddszerek hatdsa a papain aktivitasara 25 °C-os 20 perces inkubaldsi id6
utan; aceton —O—, acetonitril —A—, etanol , metanol , tetrahidrofuran —x —.
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7. abra. A papain stabilitdsa vizben (pH 6,2) , 90 tf% etanolban , 80 tf% acetonitrilben —aA—,

valamint 30 tf% THF-ben — X —.
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90 tf% etanolban lassubb aktivitdsvesztés tortént, és 120 perc utdn az aktivitds 43 + 5%-a maradt
meg. ACN-es kozegben a méréseket 80 tf% koncentraciondl végeztiik, mert 90 tf% olddszer-
koncentracioban az inkubdlési id6 folyaman csapadékképzodést figyeltiink meg. 80 tf% ACN-
ben az aktivitdscsokkenésnek volt egy gyors szakasza, ami 20 percig tartott koriilbeliil 37%-os
aktivitdsvesztéssel, majd ezt egy lassu linedris csokkend szakasz kovette. THF-es kozegben mar a
kis oldészer-koncentraciokndl igen jelentOs inaktivalédast mértiink. 30 tf% THF-ben a papain

aktivitasa drasztikusan csokkent, 20 perc elteltével gyakorlatilag teljesen inaktivalodott az enzim.

4.1.2. Vizzel nem vagy csak részben elegyedo oldoszerek hatasa

A papain maradék aktivitdsat vizzel nem vagy csak részben elegyedd n-hexanos, toluolos és
etilacetatos kozegben a 8. dbra szemlélteti. Az apolédros karakteri szerves olddszert tartalmazd
kétfazisu rendszerek is csokkentették az enzimaktivitdst. A legstabilabb a vizzel nem elegyedo n-
hexant tartalmazé kozegben volt az enzim. 40 tf% koncentraciéig n-hexanban nem valtozott, e
folott viszont drasztikusan csokkent az enzim aktivitdsa a 20 perces inkubaldsi id6 alatt. A szintén
vizzel nem elegyedd toluolos és a részben elegyedd etilacetatos kozegben a THF/viz elegyben

mérthez hasonlo, jelentOs aktivitdsvesztést tapasztaltunk mar a kis olddszer-koncentracidknal is.
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8. abra. Vizzel nem elegyed6 szerves olddszerek hatdsa a papain aktivitdsara kiillonbozé oldészer-
koncentraciokndl 20 perces 25 °C-os inkubdlds utan; n-hexdn —o—, toluol —<O—, etilacetat
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20 tf% etilacetat tartalomig azonban a papain megdrizte aktivitisdnak 50 + 5%-at, és kozel

hasonl6 aktivitds (63 + 9%) volt megfigyelhetd toluolos kdzegben is.

4.1.3. A papain aktivitasa az oldészerek log P értékének fiiggvényében

Az oldészerek log P értéke az enzimaktivitdssal dltaldban korreldlé paraméter (Castro
1999). A papain 90 tf% szervesolddszer-koncentracional mért maradék aktivitasat az olddszerek
log P értéke fiiggvényében a 9. dbra mutatja. A log P érték a szerves olddszer megoszlasat adja
meg az l-oktanol és a viz kozott (lasd 2.3.1.). A log P < -0,5 értékkel rendelkezd szerves
oldészerekben [DMSO (log P = -1,3), DMF (log P = -1,0), metanol (log P = -0,76)] az enzim
megOrizte aktivitdsdnak kozel 76-83%-at a 20 perces inkubdlds sordn. A -0,5 < log P < 0,5
hidrofébicitasd oldészerek azonban [ACN (log P = -0,33), etanol (log P = -0,24), aceton (log P =
-0,23)] 90 tf% koncentricidéban ez idd alatt mar jelentésen csOkkentették az enzimaktivitdst.
Azok a szerves olddszerek [THF (log P = 0,49), etilacetat (log P = 0,68), toluol (log P = 2,5), n-
hexan (log P = 3,5)], melyeknek log P > 0,5 pedig gyakorlatilag teljesen inaktivaltdk a papaint.
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9. abra. A papain aktivitdsvaltozasa szerves olddszeres kozegben 90 tf% koncentraciondl a log P érték
fliggvényében: dimetil-szulfoxid m, dimetil-formamid m, metanol m, acetonitril m, etanol =, aceton m,
tetrahidrofurdn , etilacett m, toluol m, hexdn m. A méréseket kazein szubsztrittal végeztiik 25 °C-on
20 perc szerves olddszeres inkubalas utdn.
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10. abra. A papain belso fluoreszcencidja etanolos kézegben (pH 6,2): 0 —, 20 —, 40 , 60 =,
90 tf% etanol; A.,: 295 nm. A méréseket 120 perces 25 °C-os inkubdlést kbvetden végeztiik.

4.1.4. Szerves oldoszeres kozeg hatasa az enzim szerkezetére
4.1.4.1. Fluoreszcencia-spektroszkopiai mérések

Tanulmédnyoztuk szerves olddszeres kozegben a papain belsd fluoreszcencidjat, amely sordn
295 nm-es monokromatikus fénnyel szelektiven a Trp-oldallincokat gerjesztettiik (Lakowicz,
1983). A papain triptofanfluoreszcencia-paramétereit etanolos, metanolos, ACN-es és THF-es
kozegben vizsgéltuk 2 6ras inkubdlds utdn. A fluoreszcencia-paramétereket befolydsolja az enzim
szerkezetében 1évé Trp-oldallincok poziciéja és az olddszer polaritdsa egyardant. A
fluoreszcencia-paraméterek koziil az intenzitdsmaximumot (/,x) €s a maximalis emisszi6hoz
tartozé hulldimhosszt (Am.x) vizsgéltuk. Az oldészerhatdst N-ac-Trp-etilészter standard
vizsgalataval kovettiik kiillonbozé szervesolddszer-koncentracioknal.

A 10. dbra a papain triptofanfluoreszcencia-paramétereit mutatja etanol/viz elegyben eltérd
oldészer-koncentraciékban. Vizes kozegben az enzim Ay.x értéke 338 nm volt. Az etanol
koncentracio novelésével a szinkép egyre rovidebb hulldmhossz felé tolddott el, 90 tf% etanolban
mintegy 6 nm-es eltérést tapasztaltunk 120 perc inkubdlds utdn. A standard esetén a rovidebb
hullimhossz felé torténd eltolédds nagyobb mértékli volt. 90 tf% szervesolddszer-

koncentrdciéndl az enzim és az N-ac-Trp-etilészter Ay. értékét az 1. tdbldzat mutatja. Vizes
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1. tablazat. A papain és az N-ac-L-Trp-etilészter fluoreszcencia Ay, értéke 90 tf% szervesoldészer-
tartalomnal 2 6ra inkubalas utan.

Amax (Nm)
Komponens
Viz Etanol Acetonitril Tetrahidrofurdn
N-ac-L-Trp-etilészter 350 338 336 333
Papain 339 333 331 332

kozegben a standard Am, értéke 350 nm volt, ami 90 tf% etanolban 12 nm-rel tolddott el. Az
etanol koncentrdcié novelésével az I« €érték emelkedése jart egyiitt mind a papain, mind a
standard esetén (11. abra). Az I,.x érték novekedése az enzim esetén kisebb volt, 90 tf%
etanolban értéke 1,7-szeresére nott a vizes kozegben tapasztalthoz képest, mig az N-ac-L-Trp-
etilészter intenzitdsndvekedése 2,4-szeres volt. Metanolos kdzegben a papain fluoreszcencia-
paramétereinek véltozdsa nagyon hasonléan alakult az etanolos kozegben tapasztalthoz,
valamivel kisebb mértékii (3 nm) révidebb hullimhossz felé torténd eltolodassal 90 tf% szerves

oldészerben.
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11. abra. A papain /,,x értékének valtozasa az etanol koncentrici6 fiiggvényében. Standardként N-
ac-Trp-etilésztert —+— hasznaltunk. A mérések el6tt a mintdkat 2 6rdig inkubaltuk 25 °C-on.
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12. abra. Az enzim triptofan-fluoreszcencidja acetonitril/viz elegyben (pH 6,2): 0 =, 20 =, 40 ,
60 =, 90 tf% acetonitril; Ae: 295 nm. A méréseket 2 6ra inkubdldst kovetSen végeztiik.
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13. abra. A papain I, értékének alakuldsa acetonitriles —a— kozegben. Standardként N-ac-Trp-
etilésztert —+— hasznaltunk. A méréseket 2 6ra inkubdlast kovetden végeztiik.
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A fluoreszcencia-paramétereknek ACN-es €s THF-es kozegben az alkoholban tapasztaltnal
nagyobb mértékii valtozasat észleltiik. A fluoreszcencia-szinképeket az ACN koncentraci
emelésével a 12. dbra mutatja. 90 tf% ACN-ben az etanolban tapasztaltnidl nagyobb, mintegy
8 nm-es Ayax csokkenést tapasztaltunk. A standard An.x értékének viltozédsa is nagyobb volt,
mintegy 14 nm-rel csokkent 90 tf% ACN-ben 120 perc inkubdlds utdn (1. tablazat). A Trp-
standard intenzitdsa az ACN koncentracié emelésével folyamatosan nétt. A papain I« értéke is
novekvo tendencidt adott 60 tf% koncentracidig, ezt kovetden azonban a standardtdl eltéréen a
papain esetén kismértékii I .x csokkenést tapasztaltunk (13. dbra).

THF/viz elegyben is jelentds valtozdsokat kaptunk az enzim fluoreszcencidjdban, melyet a
14. abra szemléltet. 90 tf% szervesolddszer-koncentraciondl 7 nm-rel a révidebb hullimhossz-
tartomany felé tolodott a spektrum, a standard esetén a véltozds 17 nm-nyi volt (1. tdblazat). Az
enzim és a standard In,,x értéke 50 tf% koncentracidig egyiitt haladt: 20 tf% THF koncentracidig
kicsit csokkent, majd ezt kovetden ndtt az intenzitdsuk. A nagyobb szervesolddszer-
koncentracioknal viszont eltérést mutattunk ki az I« véltozas tendencidjaban. 90 tf% THF-ben a
vizes kozegben tapasztalthoz képest a standard I,,x értéke kb. 2,4-szeresre emelkedett, mig az

enzimé csupan 1,5-szer volt nagyobb anndl (15. dbra).
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14. abra. A papain belsé fluoreszcencia-szinképei tetrahidrofuranos elegyben (pH 6,2): 0 —, 20 —,

40 , 60 =, 80 tf% tetrahidrofurdn; A 295 nm. A méréseket 120 perc inkubdldst kovetGen
végeztiik.
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15. abra. Az enzim I, értékének valtozasa tetrahidrofuran/viz elegyben — x —. Standardként N-ac-Trp-
etilészter —+— szolgalt. A méréseket 2 6rds 25 °C-os inkubalast kovetden végeztiik.

4.1.4.2. Cirkularis dikroizmus mérések eredménye

Tavoli-UV-CD-mérésekkel vizsgéltuk az enzim madasodlagos szerkezeti elemeinek
valtozdsat. A 16. dbra a papain tdvoli-UV-CD-spektrumédt mutatja vizes kozegben, 90 tf%
etanolban és ACN-ben. A THF ebben a hulldimhossz-tartomdnyban nagy abszorbancidval
rendelkezik, ezért tavoli-UV-CD-mérések nem végezhetok benne. Vizben az enzim a nativ
szerkezetre jellemz0 spektralis karakterisztikdval rendelkezett, 190 nm kornyékén pozitiv, 208 és
220 nm-nél negativ savval. 90 tf% etanolban és ACN-ben a negativ CD-savok intenzitdsa nott, a
két oldészerben mért spektrumokban nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget.

Szerves olddszeres kozegben meghatidroztuk az enzim kozeli-UV-CD-spektrumat is a
250-300 nm-es hulldmhossz-tartomdnyban, amely a fehérje harmadlagos szerkezetére ad
felvildgositast. A papain nativ dllapotat egy jol definidlhat6 pozitiv CD-spektrum irja le harom
pozitiv savval 271, 279 és 287 nm-nél (Naeem és mitsai., 2006). A pozitiv CD-spektrum az
aromds kromoférok (Trp és Tyr) nagy mennyiségének és az aszimmetrikus diszulfidhidaknak

tulajdonithatd. A sdvintenzitdsa nagymértékben fiigg az aromds oldallancok kolcsonhatdsaitol,
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16. abra. A papain tiavoli-UV-CD-spektruma vizes kozegben =——, 90 tf% etanolban és
acetonitrilben = pH 6,2-en 120 perc inkubalas utén.
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17. abra. A papain kdzeli-UV-CD-spektruma etanolos kdzegben 120 perc inkubalas utan (pH 6,2; 25 °C):
0=—,30=—,70 —, 90 tf% etanol.
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pozici6jat pedig a kozeg polaritidsa befolydsolja. A nem vizes kornyezet dltaldban a savok
hosszabb hullamhossz felé torténd eltolédasat eredményezi. A 17. dbra a papain kozeli-UV-CD-
spektrumat mutatja etanolos kozegben az olddszer-koncentraci6 fliggvényében. A
szervesolddszer-koncentracié novelésével a savok pozicidja nem valtozott jelentds mértékben.
Csupan a rovidebb hullimhossz-tartomdnyban (260 nm alatt) tapasztaltunk eltérést az
intenzitdsban, ami valészintileg a diszulfid-kromoférok kornyezetének valtozasdbol adddhat.
Valamivel nagyobb spektrélis valtozdsokat mutattunk ki 70-80 tf% ACN-ben, amikor a vizes
kozegben tapasztalt 270-273 nm-es sdv hosszabb hullamhossz felé tolédott (18. abra). A
legjelentésebb spektralis kiilonbségeket THF/viz elegyben mértiik, melyet a 19. dbra mutat. A
CD-spektrumok intenzitdsa fokozatosan csokkent a THF koncentracio novelésével A
legjelentdsebb valtozdst a 70-90 tf% koncentracio-tartomanyban kaptuk, amikor is a nativ

papainra jellemz6 CD-savok gyakorlatilag teljesen hidnyoztak a spektrumokbdl.
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18. abra. A papain kozeli-UV-CD-spektruma acetonitril/viz elegyben 120 perc inkubélds utan pH 6,2-en,
25 °C-on: 0 =, 30 =, 70 —, 80 tf% acetonitril.
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19. abra. A papain kozeli-UV-CD-szinképe tetrahidrofurdn/viz elegyben: 0 =—, 30 =—, 70 —, 90 tf%
tetrahidrofurdn. A méréseket 120 perc inkubdlas utdn pH 6,2-en 25 °C-on végeztiik.

4.2. SZENHIDRATOK SZEREPE A PAPAIN STABILIZALASABAN
4.2.1. Szénhidratok hatasa a papain aktivitasara és stabilitasara

A vizsgdlt vizzel elegyedd szerves olddszerek tobbsége nem okozott drasztikus
enzimaktivitas-valtozast, a THF azonban mar kis koncentracidéban inaktivalta az enzimet (6.
abra). Feladatunk az volt, hogy a polihidroxi-vegyiiletek k6z¢ tartoz6 szé€nhidratok segitségével
fokozzuk az enzim stabilitdsat THF-es kozegben. Stabilizal6szerként a monoszacharid D-fruktézt,
D-gliikézt, D-ribozt, D-maltézt, D-galaktdzt és D-szorbitot; a diszacharid D-szachar6zt és D-laktdzt;
a triszacharid D-raffin6z; valamint a PEGyg09 poliolt valasztottuk. Koziilik jelentds hatdssal a
riboz, a gliikdz, a fruktdz, a szacharéz €s a raffindz rendelkezett, az eredményeket a koncentraci6é
fiiggvényében a 20. dbran tiintettiik fel. 60 tf% THF-ben a papain aktivitdsa 30 perc alatt 10 +
1%-ra csokkent. A szénhidritok koncentraciéjuk fiiggvényében szigmoid gorbe szerint
stabilizaltak. A fruktéz koncentracié 1,2 M-ig novelésével az enzimaktivitds egyre inkdbb
megdrzédott 60 tf% THE-ben 30 perces inkubdlas alatt, ahol elért egy maximaélis kb. 70—75%-o0s
értéket (20/A. dbra). A gliilkéz maximaélis stabilizal6 hatdsat mar kisebb koncentraciéban (0,8 M)
elérte, amely sordn az aktivitds 83 + 7%-a maradt meg THF-es kozegben (20/A. dbra). Az enzim

aktivitdsabol legkevésbé a ribozt tartalmazé THF/viz elegyben veszitett, 1,6 M riboz
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20. abra. Szénhidratok (A) D-frukt6z —o—, D-gliik6z , D-ribdéz — % — és (B) D-szacharéz —<o—,

D-raffin6z — € — hatdsa a papain stabilitdsara 60 tf% tetrahidrofurdnban 30 perc inkubélast kovetden pH
8,0-en 25 °C-on.
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21. abra. A papain stabilitdsa (A) foszfat pufferben (pH 8,0) és 60 tf% tetrahidrofurdnban (pH 8,0)

—X— szénhidratok nélkiil, ill. azok jelenlétében: 1,4 M D-frukt6z —o—, 0,16 M D-raffin6z — € —,
valamint (B) 0,8 M D-gliik6z , 1,6 M D-rib6z —*—, 0,5 M D-szachar6z — <& —.
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koncentraci6 folott ugyanis a papain teljesen megdrizte aktivitasat 60 tf%-os szerves oldészerben
(20/A. ébra). A monoszacharidokhoz képest a diszacharid szachar6z mar 0,5 M, a triszacharid
raffindz pedig 0,1 M koncentracidban kifejtette maximalis stabilizalo hatdsat, amely a kiindulési
aktivitds 74 + 4, ill. 65 + 6%-a volt (20/B. dbra).

A szénhidritok stabilizdlé hatdsdnak idObeli valtozdsat 60 tf% THF-ben a 21. édbra
szemlélteti. Vizes kozegben nem csokkent jelentdsen a papain stabilitdsa 120 perc alatt, ezzel
szemben 60 tf% THF-ben mar 60 perc alatt teljesen inaktivdldédott az enzim (21/A. dbra). A
szénhidritok az inaktivalodds sebességét csokkentették. A legkisebb stabilizalé hatdssal a 0,16
M-os raffinéz, mig a legnagyobbal az 1,6 M-os rib6z rendelkezett. Rib6z jelenlétében az
inkubdlds elsé 40 percében mintegy 10%-os aktivalédas volt megfigyelhetd a kezdeti
iddpillanatban mérthez képest, majd ezt kovetden fokozatos aktivitdsvesztés tortént, de még 2 6ra
elteltével is megmaradt a kezdeti aktivitds 55 + 5%-a (21/B. 4bra). A raffin6zhoz hasonlé
stabilizal6 hatdst mutatott az 1,4 M-os frukt6z, a 0,8 M-os gliikk6z és a 0,5 M-os szachar6z (21/A
é€s B. dbra). A 60 tf% THF-ben tapasztalthoz hasonléan raffinéz, szachar6z és fruktéz
jelenlétében exponencidlisan csokkent az enzim aktivitdsa. Az inaktivdlédds azonban joval
lassubb volt: 120 perc elteltével a raffindz, a szachar6z és a fruktéz tartalmi mintdk aktivitdsdnak
mintegy 5 + 2, 14 + 2, ill. 26 + 2%-a maradt meg. A gliik6z a rib6zhoz hasonléan kezdetben
kismértékben novelte az enzimaktivitast, 30 perc elteltével azonban a papain aktivitisa az
el6zdekhez hasonléan csokkent.

60 tf% THF-ben szénhidratok jelenlétében meghatiroztuk az enzim inaktivalodasanak
termodinamikai paramétereit, mely alkalmas arra, hogy a kiilonb6z0 stabilizdlok hatdsat
Osszehasonlitsuk. Az eredményeket a 2. tablazat foglalja dssze. A 7 azt az 1d6t adja meg, amely
alatt az aktivitds 90%-a elveszett. 60 tf% THF-ben 39,0 perc alatt az aktivitds erre az értékre
csokkent, ellentétben a foszfat pufferre szamolt 83,3 6raval. A THF/viz elegyben szénhidratok
jelenlétében néhany ordra tehetd a papain aktivitdsanak tizedére csokkenése: 0,16 M-os raffin6z
jelenlétében 2,0 6ra, mig 1,6 M-os ribéz jelenlétében 3,9 6ra. Az idéallandéval Osszhangban
vannak az inaktivdlodds Gibbs-féle szabadenergia véltozds (AAGii) értékei. A AAGii érték
novekedése az enzim stabilitdsnovekedését jelenti. A AAGY; értékek alapjan megéllapithatd, hogy
60 tf% THF-ben a polihidroxi-adalékanyagok koziil az 1,6 M-os ribéz jelenlétében volt

legstabilabb az enzim.
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2. tablazat. A papain termodinamikai paramétereinek véltozdsa 60 tf% tetrahidrofurdnban kiilonb6z6
szénhidratok jelenlétében.

Osszetétel 7 (h) AAG*, (kJ/mol)
viz (pH 8,0) 83,33 12,03
60% THF 0,65 0,00
60% THF + 0,16 M raffinéz 2,03 2,83
60% THF + 0,8 M gliik6z* 2,19 3,02
60% THF + 0,5 M szachar6z 2,53 3,37
60% THF + 1,4 M frukt6z 3,61 4,26
60% THF + 1,6 M rib6z* 3,89 4,43

* Az enzimaktivdldddst kovetden a termodinamikai paramétereket attél az iddpillanattdl szdmoltuk, amikor az
enzimaktivitds visszatért 100%-ra.

A szénhidritok stabilizdl6 hatdsat vizzel nem vagy csak részben elegyedd szerves
oldészerekben, etilacetidtban, n-hexanban €s toluolban is megvizsgaltuk, de az aktivitasvesztést
ezekben a szerves olddszerekben nem sikeriilt kivédeni. A papain stabilitdsit D-maltéz, D-
galaktdz, D-lakt6z, D-szorbit és PEGogogp segitségével is probaltuk novelni, ezek a polihidroxi-

molekuldk azonban nem befolydsoltdk azt.

4.2.2. A papain szabad primer aminocsoportjainak valtozasa

A redukélé cukrok Schiff-bazis kialakitdsara képesek fehérjék primer aminocsoportjaival,
melyek a polipeptidlanc N-termindlis aminosavén €s a lizil-oldallancokon taldlhatok. A 22. dbra a
papain szabad primer aminocsoportjainak mennyiségi valtozdsat mutatja az id6 fiiggvényében 60
tf% THF-ben 0,4 M-os D-fruktéz, 0,2 M-os D-gliikéz és 0,8 M-os D-rib6z jelenlétében, ill. azok
nélkiil. 60 tf% THF-ben nem véltozott a szabad aminocsoportok szdma a 120 perc inkubalds
soran. Frukt6z és gliikoz jelenlétében mennyiségiik koriilbeliil 13—17%-kal csokkent 2 6ra alatt,
rib6z jelenlétében viszont jelentdsen csokkent az aminocsoport-mennyiség mar 5 perc inkubélds
utan. Két ora elteltével rib6z hatdsara 40 + 3%-os aminocsoportszdm csokkenést mértiink. A
tovabbi inkubdlds sordn a fruktéz és a gliik6z tovabb mar nem csokkentette az aminocsoportok
szamét, ribdz jelenlétében azonban egyre kevesebb szabad aminocsoportot detektaltunk, és 24 6ra

elteltével a riboz a kezdeti érték kb. 20%-ara csokkentette a szabad aminocsoportok mennyiségét.
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22. abra. A papain szabad primer aminocsoportjainak vdiltozdsa az id6 fiiggvényében 60 tf%

tetrahidrofurdnban (pH 8,0) szénhidratok nélkiil —x—, 0,4 M D-fruktéz —o—, 0,2 M D-gliik6z
0,8 M D-rib6z — * — jelenlétében.

>

4.2.3. Szénhidratok hatasa a papain szerkezetére tetrahidrofuran/viz elegyben
4.2.3.1. Szénhidratok hatasa az enzim triptofan-fluoreszcencidjara

A szénhidratok jelenléte novelte az enzim stabilitisit THF/viz elegyben. Azért, hogy
tisztdzzuk, milyen véltozdsok lehetnek ennek hatterében, megvizsgiltuk a papain belso-
fluoreszcencia-paramétereire kifejtett hatdsukat is. A 23. dbra a papain triptofan-fluoreszcencidjat
mutatja vizes kozegben és THF/viz elegyben szénhidratok nélkiil, ill. azok jelenlétében.
Osszhangban a kordbbi mérésekkel 60 tf% THF-ben az I« érték jelentdsen, kb. 1,50-szeresre
nott a vizes kozegben tapasztalthoz képest. Az intenzitdsndvekedést a szinkép 7 nm-es rovidebb
hullimhossz felé torténd eltolédasa kovette, ami elsOsorban a kozeg polaritdsvaltozdsdnak
tulajdonithaté. 60 tf% THEF-ben 0,8 M-o0s D-rib6z €s 0,4 M-os D-fruktéz jelenlétében az I« érték
kisebb mértékii (1,16- és 1,09-szeres) novekedését tapasztaltuk a vizes kozegben mérthez képest.
Szénhidratok jelenlétében a kisebb valtozds a Trp-oldallincok papain belsejébe torténd
eltemetddésére utal. 0,2 M-os D-szachar6z jelenlétében is végeztiink méréseket, ahol az I,
értékben nem tapasztaltunk jelentds kiilonbséget a 60 tf% THF-ben mérttdl, ami arra utal, hogy a

szacharéz csak minimalis stabilizal6 hatést fejt ki a papain szerkezetére.
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23. abra. A papain triptofan-fluoreszcencidgja 3 mM foszfat pufferben (pH 8,0) —, 60 tf%
tetrahidrofuranban szénhidrat nélkil =, ill. 0,4 M D-fruktoz
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24. abra. A papain kozeli-UV-CD-spektruma 5 mM-os foszfit pufferben (pH 8,0) —, 60 tf%
tetrahidrofuranban szénhidrat nélkil =, ill. 0,4 M D-fruktoz

30 perces 25 °C-os inkubélds utdn.

és 0,8 M D-rib6z = jelenlétében
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4.2.3.2. Szénhidratok hatasa az enzim harmadlagos szerkezetére

0,8 M-0s D-1ib6z és 0,4 M-os D-fruktdz jelenlétében kozeli-UV-CD-méréseket is végeztiink,
melyet a 24. dbra mutat. Vizes kdzegben a papain nativ szerkezetére utalé pozitiv CD-spektrumot
kaptunk. 60 tf% THF-ben a 250-280 nm-es tartomdnyban a CD-sdvok intenzitdsa a vizes
kozegben mérthez képest csokkent. A THF-ben rogzitett spektrum a papain inaktiv
konformécidjara utal. 60 tf% THF-ben frukt6z jelenlétében a nativ és az inaktiv enzim
spektrumatdl eltérd szinképet detektdltunk két maximummal 267 €és 285 nm kornyékén, és egy
minimummal 275 nm-nél. THF-es kozegben rib6z jelenlétében is mind a nativ, mind az inaktiv
allapotra jellemzd spektrumtdl eltérét kaptunk a 250-280 nm-es hullimhossz-tartomanyban, a

spektrum ez esetben 275 nm kornyékén egy maximumot adott.

4.3. SZERVES SAVANHIDRIDEK SZEREPE A PAPAIN STABILIZALASABAN
4.3.1. Kémiai méodositas karbonsav-anhidridekkel

Kémiai médositdsokkal is novelhetd az enzimek stabilitdsa. A karbonsav-anhidridek stabil
kovalens kotés kialakitasaval acildlni képesek a fehérjék primer aminocsoportjait, lizil-
oldallancait. Kisérleteinkben monokarbonsav- (ecetsav- és propionsav-anhidrid), valamint
dikarbonsav-anhidrideket (citrakonsav-, maleinsav- és borostyankdsav-anhidrid) haszndltunk a
papain moédositdsdhoz. A mddosult aminocsoportokat a 25. dbrdn szemléltetjiik. A
monokarbonsav-anhidridek a kémiai reakcié sordn semlegesitik a lizil-oldallancok pozitiv
toltését, mig a dikarbonsav-anhidridek negativ toltést visznek be a fehérje szerkezetébe. Az
anhidridek stabil szarmazékot képezve SH-csoportokkal is reagdlhatnak. A papainban egyetlen
szabad SH-csoport van, ami a katalizisben jatszik szerepet. A modositds sordn azonban ez a
csoport védve volt, igy nem léphetett reakcioba acildlé reagenssel. A felhasznélt anhidridek koziil
a citrakonsav-anhidrid reakcidja sordn kétféle terméket képezhet, a tobbinek viszont csak egyféle
szarmazéka keletkezik (25. dbra). A borostydnkdsav-anhidridbdl szarmazé szukcinilcsoportok,
tovabba az acetil- és propionilcsoportok telitettek, mig a citrakonil- és maleilcsoportok
telitetlenek.

A papain—anhidrid molardnydt minden esetben optimalizatuk, hogy a leghatékonyabb

enzimformdkat hozzuk 1étre a modositas koriilményei kozott. A kémiai médositasok utan 2,4,6-



Kisérleti eredmények 57

i It i i
Protein — NH— C— C|:= CH—C—O- Protein — NH— C— CH= Cli— cC—0O-

citrakonil-protein

o)
I I | I
Protein —NH—C—CH,— CH,— C—O0O-  Protein —NH—C—CH=CH—C—O-

szukcinil-protein maleil-protein

(o)
[ I
Protein — NH— C— CH, Protein — NH— C— CH,— CH,
acetil-protein propionil-protein

25. abra. Mono- és dikarbonsav-anhidridek acil-termékei, médosult primer aminocsoportok.

trinitrobenzol-szulfonsavas reakcidéval meghataroztuk a papain primer aminocsoport-tartalmat. A
kapott eredményeket a 3. tdbldzatban foglaltuk O6ssze. A papain 10 lizil-oldalldncot és 1 N-
termindlis aminocsoportot tartalmaz, melyekbdl datlagosan 7-10 moddosult. A legkevesebb
aminocsoport a citrakonsav-, mig a legtébb a maleinsav-anhidrides mddositasndl acilalodott. A
modositasok utdn dtlagosan 2—3 enzimforma dominalt a mintdkban, melyeket nativ poliakrilamid
gélelektroforézissel mutattunk ki (26. dbra). A kontroll, az acetil- €s a propionil-papain a katéd
felé, a szukcinil-, a citrakonil- és a maleil-papain pedig az andd felé vandorolt az elektroforézis
soran. A nativ enzim 24 pozitiv és 13 negativ toltéssel rendelkezik aminosav-oldallancai révén,

ami katdd felé torténd elmozdulashoz vezet. A monokarbonsav-anhidrides modositas soran 9—10

3. tablazat. Acildlt primer aminocsoportok szdma papain molekulanként.

Modosito szer Modosult aminocsoportok szdma
Citrakonsav-anhidrid 7,95 +0,54
Maleinsav-anhidrid 9,71 £0,47
Borostyankdsav-anhidrid 9,23 +0,14
Ecetsav-anhidrid 8,96 + 0,37

Propionsav-anhidrid 9,17 £ 1,28
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A+ = o B - e ———

26. abra. Acil-enzimformak nativ poliakrilamid gélelektroforetikus mintazata: (A) 1 — kontroll, 2 — acetil-,
3 — propionil- és (B) 4 — szukcinil-, 5 — citrakonil-, 6 — maleil-papain.

aminocsoport semlegesitddott, ennek koszonhetden a papain pozitivitdsa csokkent, ami a katéd
iranyaba torténd vandorldsi sebesség mérséklodéséhez vezetett. A dikarbonsav-anhidrides
modositasok alkalmédval 7-10 pozitiv csoport valt negativvd, ami nettd negativ toltést
enzimformdkat eredményezett. Ezek az enzimformdk az andd felé vandoroltak kozel azonos

sebességgel.

4.3.2. A médositott enzimformak aktivitasa szerves oldoszeres kozegben

A kémiai mddositdsok az enzim aktivitdsanak 1,9-2,2-szeres novekedését eredményezték
pH 8,0-as 5 mM-os foszfit pufferben, 25 °C-on. Az aktivitisnovekedés a monokarbonsav-
anhidriddel mddositott enzimformaknal valamelyest nagyobb volt a dikarbonsav-anhidriddel
médositottndl. Osszehasonlitottuk az acil-enzimformdk 30 perc inkubalds utdn mért aktivitdsat
etanolos, ACN-es és THF-es kozegben egyarant. Altaldnosan jellemz volt, hogy az egyes mono-,
ill. dikarbonsav-anhidriddel médositott enzimformak aktivitdsa nagyon hasonlé volt egyméshoz.

Etanol/viz elegyben az acildlt papainformdk aktivitdsat a 27. dbra mutatja. A moddositott
enzimformdk etanolos kozegben Orizték meg leginkdbb aktivitdsukat. Az etanol koncentraci
novekedésével a kontroll enzim aktivitdsa jelentdsen nem véltozott. Az acil-enzimformék joval
nagyobb aktivitdssal birtak etanol/viz elegyben a kontroll enzimnél még a nagy szervesolddszer-
koncentraciokban is. 0—60 tf% etanolban az acetil- és a propionil-papain nagyobb aktivitdssal
rendelkezett a dikarbonsav-anhidriddel modositott enzimformaknal (27/A. ébra). 40 tf%

koncentracioban aktivitdsuk elérte a 288—300%-ot, mig a kontroll enzim aktivitdsa 91 + 3% volt.
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27. abra. A mono- és dikarbonsav-anhidridekkel moédositott papain aktivitdsa etanol/viz elegyben (pH

8,0) 30 perc inkubdlds utdn 25 °C-on: (A) kontroll

citrakonil- — % —, maleil- —A—, szukcinil-

, acetil- , propionil-

papain.

, (B)
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28. abra. Acilalt enzimformak aktivitdsa acetonitril/viz elegyben (pH 8,0) 30 perc inkubalast kovetden
25 °C-on: (A) kontroll enzim —A—, acetil- , propionil- , (B) citrakonil- — % —, maleil-
—O—, szukcinil- papain.
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29. abra. (A) kontroll — x—, acetil- , propionil- és (B) citrakonil- — % —, maleil- —A—,
szukcinil- papain aktivitasa tetrahidrofurdn/viz elegyben, pH 8,0-en 30 perc inkubaldst kévetden

25 °C-on.
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A nagyobb oldészer-koncentracioknidl azonban mindkét mddositott enzimforma veszitett
aktivitdsabol, de még 90 tf% etanolban is a kontroll enzim 79 + 5%-os aktivitdsdhoz képest az
acetil-papain 152 + 9%-os, mig a propionil-papain 166 + 10%-os aktivitassal rendelkezett. A
citrakonil-, maleil- és szukcinil-papain aktivitdsa nagyon hasonlé volt ebben a kézegben (27/B.
abra). 40 tf% etanol koncentracidig jol megOrizték aktivitdstobbletiiket a kontroll enzimhez
képest, ennél nagyobb oldészer-koncentraciondl azonban csokkent aktivitisuk, de 90 tf%
etanolban is kb. 43—76%-kal aktivabbak voltak a nem mddositott enzimnél.

ACN/viz elegyben a modositott papainformdk aktivitdsat a 28. dbran tiintettiik fel. ACN-es
kozegben az oldészer-koncentracié emelésével a kontroll enzim aktivitidsa folyamatosan
csokkent. A mddositott enzimformdk aktivitdsa azonban 40 tf% ACN koncentricidig alig
véltozott, az acil-enzimformak kb. 88—139%-kal nagyobb aktivitdssal rendelkeztek a kontrollnal.
A nagyobb szervesolddszer-koncentraciokndl a mddositott enzimformdk aktivitdsa viszont
jelentdsen csokkent, és kisebb aktivitdst mutatott, mint etanol/viz elegyben. Megallapithat6 az is,
hogy a monokarbonsav-anhidriddel acildlt enzimformdk aktivitdsa ebben a kozegben nem volt
jobb a dikarbonsav-anhidriddel médositottnal (28. 4bra).

A moédositott enzimformdk aktivitdsukat legkevésbé THF-es kozegben Orizték meg, melyet
a 29. dbra mutat. A kontroll enzim aktivitisa THF/viz elegyben mar kis szervesolddszer-
koncentracioban jelentdsen csokkent. 40 tf% koncentraciéig a médositott enzimformak aktivitdsa
szignifikdnsan jobb volt a kontroll enziménél. 40 tf% THF-ben a legnagyobb aktivitdssal az
acetil-papain rendelkezett, amely kb. 50%-kal nagyobb aktivitassal birt a kontroll enzimnél. Ez
esetben is a mono- és a dikarbonsav-anhidriddel médositott papainformak aktivitdsdnak lefutdsa

nagyon hasonlé volt.

4.3.3. Az acil-enzimformak Kkinetikai paraméterei etanol/viz elegyben

A nem modositott enzimhez képest az acil-enzimformdk etanolos kdzegben rendelkeztek a
legjelentésebb aktivitaskiilonbséggel. Kivancsiak voltunk arra, hogyan véltoznak a papain
kinetikai paraméterei ebben a kozegben. A méréseket egy mono- €s egy dikarbonsav-anhidriddel
acildlt enzimformaval, a propionil- és a citrakonil-papainnal végeztiik. A mérési eredményeket a
4. tablazatban tiintettiik fel. Meghataroztuk az egyes enzimformdk Michaelis-allandéjat (Ky,) és
maximalis reakciosebességét (V,..), valamint kiszdmoltuk azok katalitikus hatékonysagat

(kead Kyy) Tris/HCI pufferben és 10 tf% etanolban (pH 7,0). A kontroll enzimhez képest mindkét
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4. tablazat. A modositott papainformdk kinetikai paraméterei 0,05 M Tris/HCI pufferben (pH 7,0) és
10 tf% etanolt tartalmazé pufferes kdzegben.

Papain Pufferben (pH 7,0) 10 tf% etanolban (pH 7,0)
enzimforma Vimax Ku ket Km Vimax Ku kead Km
(umol min" ml™")  (UM) M'sh  (umol min' mlI")  (UM) M's™h
kontroll 1,27 x 107 1543+20 4,79x10° 1,16 x 107 226,0+7.4 299 x 10°

1. modosités* 2,66 x 107 2622+36 591x10° 2.83x 107 2083+69 552x10°

2. médositas* 2.25x 107 214,1+13,7 6,12x 10° 240x 103 2659+55 526x10°

* 1. médositds — propionsav-anhidriddel mddositott; 2. médositds — citrakonsav-anhidriddel médositott

modositott enzimforma V., értéke ndtt vizes és etanolos kozegben egyarant. A maximalis
reakcidsebesség novekedését mindkét kozegben a Kj, érték emelkedése kisérte, ami a szubsztrat
enzimhez valé affinitdsdnak csokkenésére utal. Amikor meghatdroztuk az enzimformdk k../Ky
értékét mind vizes és etanolos kozegben novekedést tapasztaltunk, amely azt igazolja, hogy a
modositdsok sordn katalitikusan hatékonyabb enzimformak keletkeztek. A mddositdsok hatdsara
az enzim hatékonysdgaban nagyobb kiilonbség volt megfigyelhetd 10 tf% etanolban, mint vizes

kozegben.

4.3.4. Az acil-enzimformak stabilitasa szerves oldészeres kozeghben

A modositott enzimformdk aktivitdsat az id6 fiiggvényében is tanulmanyoztuk etanolos,
ACN-es és THF-es kozegben. 40 tf% etanolban a 30. dbra mutatja a kiilonboz6é enzimformdk
aktivitdsdnak idobeli alakuldsat. A nem moddositott enzim 120 perc alatt elvesztette aktivitdsdnak
kozel 50%-at. Az acildlasok az id6 fiiggvényében is aktivabb enzimet eredményeztek az Osszes
esetben. A monkarbonsav-anhidrides médositasok egymdashoz nagyon hasonlé enzimaktivitdshoz
vezettek, €s ugyanezt lehet elmondani a dikarbonsav-anhidrides mddositdsokrdl is.
Megéllapithat6é az is, hogy az acetil- és a propionil-papain a kisérleti id0 alatt kozel 1,5-szer
aktivabb volt a citrakonil-, maleil- és szukcinil-papainndl. 40 tf%-os etanolban a 120 perces
inkubdlds sordn legkevésbé stabil a citrakonil- és a maleil-papain volt, 119 £ 5 és 117 + 13%-o0s
aktivitdssal. Ezeket kovette a szukcinil-papain 139 + 4%-kal, mig a propionil- és az acetil-papain
175 £ 7 ill. 218 £ 9%-os aktivitdssal rendelkezett a kontroll enzim 51 + 1%-o0s aktivitdsdhoz

képest 2 ora elteltével.
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30. abra. Acil-papainformék stabilitidsa 40 tf% etanol jelenlétében. Az inkubélast pH 8,0-es 5,0 mM-os
foszfat pufferben, 25 °C-on 120 percig végeztiik. (A) kontroll enzim , acetil- , propionil-
, (B) citrakonil- — % —_ maleil- —a—, szukcinil- papain.
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31. abra. Acil-enzimformak stabilitasa 40 tf% acetonitril jelenlétében (5,0 mM foszfat puffer pH 8,0):
(A) kontroll enzim —A—, acetil- , propionil- , (B) citrakonil- —% —, maleil- —A—,
szukcinil- papain.
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32. abra. Karbonsav-anhidridekkel mddositott papain stabilitdsa 40 tf% tetrahidrofurdn jelenlétében az
id6 fiiggvényében pH 8,0-es 5,0 mM-os foszfat fufferben 25 °C-on: (A) kontroll enzim —X—, acetil-

, propionil-

, (B) citrakonil- — % —, maleil- —A—, szukcinil-

papain.
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A 31. dbra a moédositott enzimformak aktivitdsdnak idébeli valtozasat mutatja ACN-es
kozegben. 40 tf% ACN-ben a kontroll enzim aktivitdsa 120 perc alatt az etanolos kozegben
tapasztaltnal nagyobb mértékben, 26 + 4%-ra csokkent. A médositott enzimformak aktivitdsa az
inkubdldsi 1d0 sordn ez esetben is végig jobb volt a kontroll enzim aktivitdsdnal, noha az i1dd
fiiggvényében aktivitdsuk jelent6sen csokkent. A monokarbonsav-anhidriddel mddositott
enzimformdk aktivitdsa nem volt jelentésen nagyobb a dikarbonsav-anhidriddel mdédositottnal.
Az acil-enzimformdk stabilitdsa 120 perc elteltével a kovetkezOképpen alakult. A legkevésbé
stabil a maleil-papain volt, 43 + 8%-os aktivitdssal, a szukcinil- és a citrakonil-enzim ennél
nagyobb stabilitdssal (55 + 4 és 85 + 6%) rendelkezett. 2 6ra inkubdlds utdn a propionil-papain
aktivitdsa 93 + 9%, mig az acetil-enzimformaé 105 + 9% volt.

THF-es kozegben a mddositott papainformdk aktivitdsit az id6 fiiggvényében a 32. 4bra
szemlélteti. A legkevésbé stabil THF-es kozegben volt az enzim, 40 tf% THF-ben az
enzimaktivitds szinte teljesen elveszett 60 perc alatt. A moddositott enzimformdk sem tudtak
aktivitdsukat hosszu ideig megdrizni ebben a kozegben. A dikarbonsav-anhidriddel médositott
papain enzimformdk aktivitdsa gyakorlatilag nem kiilonb6zott mér 10 perc elteltével a kontroll
enzimét0l. Az acetil- és propionil-papain valamivel stabilabb volt, noha aktivitdsuk az 1do
fiiggvényében drasztikusan csokkent, 50 percig kismértékben nagyobb volt a nem mddositott
enziménél.

Stabilitdsvizsgalatokat a monokarbonsav-anhidriddel moddositott enzimformakkal vizzel
nem vagy csak részben elegyedd szerves olddszerekben is végeztiink. 40 tf% toluolban és n-
hexanban a médositott enzimformdk nem rendelkeztek nagyobb stabilitdssal a kontroll enzimnél.
40 tf% etilacetatban viszont valamelyest stabilabbnak bizonyult az acetil-papain. A papain
stabilitdsat aldehides (benzaldehid, hexanal, tridekanal) médositdsokkal is probdltuk novelni, de

ezek a kisérletek nem jartak sikerrel.

4.3.5. A médositott papain szerkezete szerves oldoszeres kozeghen
4.3.5.1. Az acil-enzimformak fluoreszcencia-paraméterei
A mono- és dikarbonsav-anhidrides kémiai modositdsok sordn a papain primer
aminocsoportjait acilaltuk. A mddositott enzimformdk stabilitdsa etanolos kozegben volt a
legjelentdsebb. Arra kerestiik a vdlaszt, hogy a kémiai mddositdsok valtozast idéznek-e eld az

enzim szerkezetében, és az aktivalodads egyuttal szerkezeti valtozassal jar-e a szerves olddszeres



Kisérleti eredmények 68

350

300

250

200

150

100 —

Fluoreszcencia-intenzitas

50

: , : , : , : , :
300 320 340 360 380 400
Hullamhossz (nm)

33. abra. A nem mddositott =, a citrakonil- =, és a propionil-papain triptofanfluoreszcencia-
szinképe foszfat pufferben (folytonos vonal), ill. 40 tf% etanolban (szaggatott vonal) pH 8,0-en 25 °C-on.

kozegben. Megvizsgéltuk a citrakonil- és a propionil-papain triptofanfluoreszcencia-paramétereit
(Imax» Amax) €tanolos kozegben, a szinképeket a 33. dbran tiintettiik fel. A papain An,y értéke vizes
kozegben 344 nm volt, melyet nem befolydsolt a papain acildlasa 30 perc inkubdlast kovetden
sem. 40 tf% etanolban a kontroll €s a médositott enzimformak spektrumanak 7-9 nm-es rovidebb
hulldimhossz felé torténd eltoldddsat észleltiik. Mig a Anax értékek egymadstdl jelentésen nem
kiilonboztek, az Inmax értékekben eltérést tapasztaltunk. Vizes kozegben a propionil-papain Inax
értéke megegyezett a kontroll papainéval, az I, érték a citrakonil-papain esetén viszont kb.
60%-a volt a kontrollénak. 40 tf% etanolban a nem moddositott enzim I, €rtéke kb. 30%-kal
csokkent a vizes kozegben mérthez képest, mig a citrakonil- és a propionil-papain esetén a

csokkenés kisebb mértékii volt: 24, ill. 14%.

4.3.5.2. A médositott enzimformak kozeli-UV-CD-spektruma
A nem moédositott €s citrakonil-papain kozeli-UV-CD-spektrumat vizes és etanolos
kozegben a 34. abra szemlélteti. A két enzimforma egymdshoz nagyon hasonlé pozitiv CD-
spektrumokkal rendelkezett. Vizes kozegben a savintenzitds a citrakonil-papain esetén

valamelyest kisebb volt a kontroll enziménél, 40 tf% etanolban pedig a két spektrum kozott még
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34. abra. A nem modositott = ¢€s a citrakonil-papain = ko6zeli-UV-CD-spektruma foszfat pufferben
(folyamatos vonal), ill. 40 tf% etanolban (szaggatott vonal) pH 8,0-en és 25 °C-on.
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35. abra. Az acil-papainformak N-acetil-L-tirozil-etilészter szintézise etanolos kozegben 24 6ras 25 °C-os
inkubdlds utdn, pH 8,0-en. A viztartalom 4% volt.
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kisebb intenzitdskiilonbséget detektdltunk. A spektrumokban megfigyelhetd valtozasok Kkis-
mértékii harmadlagos szerkezetbeli eltéréseket sejtetnek. Megvizsgaltuk a citrakonil-papain
tavoli-UV-CD-spektrumét is vizes €s etanolos kozegben, mely szignifikdnsan nem tért el a

kontroll enzim spektrumétol.

4.4. N-ACETIL-L-TIROZIL-ETILESZTER SZINTEZIS

A modositott enzimformdkat egy modellreakcioban N-ac-L-Tyr észteresitésében is
Osszehasonlitottuk etanolos kozegben, 4 tf% viztartalom mellett. A moédositott enzimformak
konverziéjat a 35. dbra mutatja. A mérési eredmények Osszhangban voltak a kordbbi
aktivitismérésekkel. A mddositott enzimformak katalitikus hatékonysaga szignifikdnsan nagyobb
volt a kontroll enziménél. A nem moddositott enzim 24 6ra alatt 23 + 4%-o0s konverziét ért el nem
optimalizalt koriilmények kozott. A szukcinil-, maleil-, és citrakonil-papain ezzel szemben
33 £4, 33 + 4 és 30 £ 3% konverzidra volt képes, mig az acetil- és propionil-papain az N-ac-L-
Tyr szubsztrat 50 = 7 és 52 + 6%-at észteresitette. Azaz a primer aminocsoportok, lizil-
oldallancok pozitiv toltésének semlegesitése hatékonyabb enzimformét eredményezett azok
negativra cserélésénél.

A moédositott enzimformdk N-ac-L-Tyr-etilészter szintézisét ACN-es és THF-es kozegben is
0sszehasonlitottuk. Ez esetben azonban nem mutattunk ki kiilonbséget a médositott és a kontroll

enzimformdk hatékonysdgaban.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE

5.1. A PAPAIN KONFORMACIOSTABILITASA SZERVES OLDOSZERES KOZEGBEN
5.1.1. Szerves old6szerek hatasa a papain aktivitasara és stabilitasara

A kilencvenes évektdl kezdddtek azok a kutatdsok, amelyek az enzimek nem hagyomanyos
kozegli miikodésének vizsgalatara irdnyultak. Szamos kozlemény sziiletett e teriileten, azonban
molekuldris szinten az oldészerek hatdsa az enzimek szerkezetére, katalitikus aktivitdsdra még
nem tisztizott. Altalanos érvényii torvényszertiségek nem sziilettek, egyes enzimekre vonatkozé
adatokat kozoltek az irodalomban, melyek azonban abban megegyeztek, hogy szerves olddszeres
kozegben csokken az enzimek aktivitdsa €s stabilitdsa (Adlercreutz, 1994; Cui és mtsai., 2008;
Iyer és Ananthanarayan, 2008). Az eltér6 tulajdonsagu szerves olddszerek kiilonb6zd mértékben
hathatnak az enzimek aktivitdsara, stabilitdsara, kinetikai paramétereire €s szubsztratspecifitdsara,
mindazondltal befolydsolhatjdk az enzimatikus szintézisek sordn a szubsztritok és a termékek
oldékonysdgéat is (Schumacher és mtsai., 2006; Sergeeva és mtsai., 1997; Simon mtsai., 2001;
Tanaka és mtsai., 1999).

Megvizsgaltuk, hogy a kozeg hidrofébicitasa (log P) hogyan befolydsolja a papain maradék
aktivitasat (9. abra). A kiilonb6z0 szerves olddszeres elegyek papain aktivitdsara gyakorolt hatdsa
eltérd volt, és jol korreldlt a szerves oldoszer log P értékével. 90 tf% szervesolddszer-tartalomnél
a hidrofil karakterti (log P < 0,5) szerves oldészert (DMSO, DMF, etanol, metanol, ACN, aceton)
tartalmazé kozegben dltaldban megdérzodott az enzimaktivitds legaldbb 40-50%-a még 120
percet kovetden is. A hidrofébabb karakteri (log P > 0,5) szerves oldészert (THF, etilacetat,
toluol, n-hexan) tartalmazo elegyek viszont mar kis koncentracioban rovid ido alatt drasztikusan
csokkentették a papain aktivitasat.

Az irodalomban ezzel megegyezd és eltérd adatok is olvashatok. Az Alcaligenes faecalis
nitrildz aktivitdsa szintén csokkent az oldoszer log P értékének novekedésével szerves olddszeres
elegyekben (Kaul és Banerjee, 2008). Mas esetekben viszont ennek épp ellenkezdjét igazoltik,
pl. Bacillus lipaz esetén a nagy log P értékii szerves olddszerek bizonyultak alkalmasabbnak
katalizisre (Eltaweel és mtsai., 2005). Az alifas-alkoholokrél és a DMF-rol mindemellett tudott,
hogy csokkenthetik a papain aktivitdsat és az aktiv centrumok szamat azaltal, hogy hidroféb

kolcsonhatést képesek kialakitanak az enzim szubsztratk6to zsebével (Szabelski és mtsai., 2001).
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A szerves olddszerek tobbféle mechanizmussal inaktivalhatjdk az enzimet: szerkezetet
stabilizal6 vizmolekuldkat tdvolithatnak el az enzim hidratburkabdl; bejuthatnak az enzim
szerkezetébe, ahol szerkezeti vizmolekuldkat helyettesithetnek, és lokélis szerkezeti valtozast
okozhatnak; illetve az aktiv centrumhoz kotddve gatolhatjdk az enzim mitkodését (Fagdin, 1995).
A fenti tényezdk koziil leggyakrabban a vizelvond hatds érvényesiil, melyet jelentds
aktivitasvesztés kisérhet (Mozhaev, 1998; Yang és mtsai., 2004).

Részletesen a vizzel elegyedd szerves olddszerek koziil az aceton, az ACN, az etanol, a
metanol és a THF hatdsat vizsgdltuk a papain aktivitdsdra (6. dbra). Koziilik a legnagyobb
polaritdsi az ACN, mig a legkisebb a THF volt. A nagy szervesolddszer-koncentracioknal a
papain megdrizte aktivitdsdnak jelentds részét a polaros, protikus etanolt és metanolt tartalmazé
kozegben, de az enzim a poldros, aprotikus acetont és ACN-t tartalmazé kozegben is
meglehetdsen aktivnak bizonyult a 20 perces inkubdlds sordn. A polaros szerves olddszerek koziil
egyediil a ciklikus szerkezetii, aprotikus THF csokkentette jelentdsen mar kis koncentraciéban az
enzimaktivitast (Szab6 és mtsai., 2006). Az irodalombdl ismert, hogy a papain molekuldban 35
szerkezeti vizmolekula taldlhat6 (Kamphuis és mtsai., 1984). A poldros oldészerek (pl. ACN,
THF) nagy koncentriciéban valdszinlileg beépiilnek a hidratburokba, valamint szerkezeti
vizmolekuldkat tavolithatnak el, melyek nagyon fontosak a papain stabilitdsdban, és aktivitdsdnak
megOrzésében.

A papainhoz hasonléan a sertés pepszin aktivitdsa is csokkent a szintén apoldrosabb
karakterti, ciklikus, aprotikus 1,4-dioxdnban (Simon és mtsai., 2007), az aminoacildz enzim
mukodését pedig a dioxdn teljesen gatolta mar 25-30 tf% koncentrdciéban (Boross és mtsai.,
1998). Szubsztrat jelenlétében azonban kivédhetd volt a dioxdn Penaeus vannamei [B-N-acetil-D-
glik6zaminidazt inaktivdlé hatdsa, ezért valdszinlileg az apoldrosabb karakterli, ciklikus
szerkezetll szerves olddszerek a vizelvond hatds mellett az enzim aktiv centrumét és szerkezetét
stabilizdl6 masodlagos kotéseket is megbontjdk (Xie és Chen, 2004).

Az 1d6 fiiggvényében, 90 tf% etanolban nem csokkent az enzim aktivitdsa olyan rovid id6
alatt, mint ACN-ben és THF-ben (7. dbra). ACN-es és THF-es kozegben a kezdeti gyors, és az
azt kovet0 lassu aktivitdsvesztés valoszinlileg azzal magyarazhatd, hogy ezekben az
oldészerekben az enzim két doménjének stabilitdsa nem egyforma az eltérd kiterjedésii hidroféb
magjuknak koszonhetéen (Hernandez-Arana és Soriano-Garcia, 1988). A papain jelentds szerves

oldészerekkel szembeni stabilitdssal rendelkezik. Ezt igazolja az is, hogy a papain aminosav-
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metilészterek szintézisében szamos poldros és apoldros szerves olddszert tartalmaz6 kozegben
(ACN, toluol, tetraklérmetdn) hatékonyan haszndlhatd, bér itt a szubsztratok és a termékek
stabilizdl6 hatdsa is kozrejatszott (Stevenson és Storer, 1990). Szadmos enzim, pl. a Streptomyces
transzglutamindz mar 50 tf% etanolban elvesztette aktivitdsanak 85%-at 60 perc alatt (Cui és
mtsai., 2008). A termolizinnek pedig 20 tf% propanol, izopropanol, DMSO, DMF jelenlétében
gyakorlatilag teljesen megsziint az aktivitdsa 10—15 perc alatt (Pazhang és mtsai., 2006).

Vizzel nem, vagy csak részben elegyedd szerves olddszereket tartalmazé kodzegekben is
vizsgaltuk a papain maradék aktivitasat (8. dbra). Az apoldros n-hexant tartalmazé kozegben csak
a nagy szervesolddszer-tartalomndl, az apoldros toluolt és a poldros, aprotikus etilacetatot
tartalmazé kozegben pedig méar a kis olddszer-tartalomndl jelentdsen csokkent az enzim
aktivitdsa. A vizzel nem vagy csak részben elegyedd szerves oldoszerek altalaban nem hatnak az
enzimmolekuldt koriilvevé hidratburok intaktsagdra (Yang és mitsai., 2004). Ezekben az
oldészerekben a papain inaktivdlédasit az okozhatja, hogy a szerves és a vizes fazis
hatarfeliiletén akkumulalédnak az enzimmolekuldk, hidroféb oldallancaikkal a szerves, hidrofil
résziikkel pedig a vizes fazis felé fordulva. A folyamat az enzim konformacidvaltozdsat
eredményezheti, csokkentve katalitikus hatékonysdgat. Ross és munkatéarsai (2000) igazoltak,
hogy tridekdnos emulziéban a tripszin, az o- és a B-kimotripszin szerkezeti atrendez6désen megy

keresztiil.

5.1.2. A papain szerkezete vizzel elegyedo szerves oldoszerekben

Vizzel elegyedd szerves olddszerekben (etanol, ACN, THF) tanulmédnyoztuk a papain belsé
fluoreszcencia- és CD-spektroszkdpiai paramétereit is. A fluoreszcencia-spektroszképiai mérések
sordan alapvetden a papain Trp-oldallancainak fluoreszcencidjat mértiik. A papain 5 Trp-
oldalldncot tartalmaz: ezek koziil 2 az L-doménben, mig 3 az R-doménben taldlhaté. A Trp7 B-
lemezben, a Trp26 és 69 a-hélixben, a Trp177 és 181 pedig rendezetlen régidban lokalizadlédik
(Kamphuis 1984). A kozeli-UV-CD-méréseknél nagy jelentdsége van a Tyr- és a Cys-
oldallancoknak is. Az enzim 19 Tyr-oldalldncabdl 10 az L-doménben, mig 9 az R-doménben van.
A 7 Cys-oldallancbodl egy az enzim aktiv centrumdban taldlhat6 (Cys25), 6 pedig diszulfidkotést
alkot: Cys22—Cys63, Cys56—Cys95 és Cys153—Cys200 (Kamphuis 1984). A papain az dn. o+
fehérjék kozé sorolhatd, melyek jellemzdje, hogy elkiiloniilve tartalmaznak a-hélixben és [3-

redében gazdag régidkat. Ezeknek a fehérjéknek a CD-spektruma vizes kozegben o-hélix
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dominanciat mutat, 208 és 222 nm-nél negativ, ill. 195 nm kornyékén pozitiv savval. Jellemzdjiik
még, hogy 200 nm-nél egy negativ vall is megjelenhet spektrumukban (Manavalan és Johnson
1983).

A szerves olddszerek, féleg nagyobb koncentraciéban szerkezetvaltozasokat idézhetnek eld
enzimekben (Cui és mitsai., 2008). Szerves olddészeres kozegben a papain és az N-ac-L-Trp-
etilészter I« értékének alakuldsa 0-70 tf% szervesolddszer-tartalomndl nem mutatott jelentds
szerkezetvdltozast, de jOl tiikrozte a szervesolddszer-molekuldk hatdsat azokra a Trp-
oldallancokra, melyek a papain felszinén helyezkednek el. A kozeli-UV-CD-spektrumok is arra
utalnak, hogy 70 tf% szervesolddszer-koncentraciéig a papainban nem tortént jelentds
szerkezetvaltozas foleg etanolos kozegben. ACN-es és THF-es kozegben a nagy szervesolddszer-
koncentraciokndl az Iy, érték csokkenését tapasztaltuk, ami a harmadlagos szerkezet lazuldséara

utal (Szabd és mtsai., 2006).

5.1.2.1. Szerkezet—aktivitas osszefiiggés etanolos és acetonitriles kozegben

Az etanol koncentracié novelésével a papain Iy értéke folyamatosan nott, 6sszhangban a
Amax érték csokkenésével (10. dbra). Ezzel szemben ACN-es kdzegben 60 tf% szervesolddszer-
koncentracidig nott az I érték, majd ezt egy kismértékii csokkenés kovette (12. dbra). Mindkét
szerves olddszeres kozegben a tavoli-UV-CD-spektrumok azt mutattdk, hogy véltozott a papain
rendezett masodlagos szerkezeti elemeinek mennyisége (rendezetlen — a-hélix és/vagy B-redd
— o-hélix) (16. dbra). Provencher-Glockner algoritmus alapjdn a papain o-hélix mennyisége
vizes kdzegben 15% volt, amely 90 tf% etanol ill. ACN hatésédra 22 ill. 20%-ra ndtt. A véltozas
egy koztes éllapot kialakuldsat sejteti az enzim nativ és a teljesen kitekeredett dllapota kozott
(Naeem és mtsai., 2004). A konforméciés étrendez6dés eredményeként a nativ enzim -
lemezében taldlhaté Trp-oldallancok az djonnan kialakulé o-hélix részei lettek. Az a-hélixben az
aminosav-oldalldncok érzékenyebben reagélnak az oldészer polaritdsanak valtozdsara, mint a 3-
redoben talalhatok (Szabd és mtsai., 2006).

Az etanol és az ACN jelenléte sertés pepszin esetén is novelte a helikdlis és csokkentette a
B-red6 mésodlagos szerkezetek mennyiségét (Simon és mtsai., 2007). Ezzel szemben a papain
szerkezetében savas (pH 2,0) kémhatdson P-redd tartalom ndvekedése volt megfigyelhetd,

mikdzben az enzimnek egy koztes szerkezeti dllapota jott 1étre (Edwin és Jagannadham, 1998).
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Az etanol és az ACN koncentrdcié emelésével az I, érték novekedése és a Amax 6rték
csokkenése a Trp-oldallancok egyre nagyobb expozicidjat mutattdk, €s hasonld jelenséget
figyeltiink meg metanolos kozegben is. A kozeli-UV-CD-spektroszkopiai mérések arra utalnak,
hogy a papain 90 tf% ACN hatdsara nagyobb konformécids atalakuldson ment keresztiil, mint
etanolban (17. és 18. dbra). A papain aktiv centruménak oxianion-iiregét a molekula N-termindlis
végén talalhaté o-hélix aminosav-oldallancai (24-42. aminosavak) adjak. Ezzel a régidval
kolcsonhatdsban all a Cys25 katalitikus aminosav amidcsoportja, €s a kozelében helyezkedik el a
Cys22—Cys63 diszulfidhid is (Ménard és mitsai., 1995). Az etanolos kozeghez képest a nagy
ACN-koncentraciokndl tapasztalt aktivitdsvesztés valOszinilileg a papain oxianion-iiregének

kornyezetében bekovetkezo szerkezeti valtozasoknak tulajdonithato.

5.1.2.2. Szerkezet—aktivitas osszefiiggés tetrahidrofuranos kozegben

Az etanollal és ACN-nel szemben a THF mar kis koncentracidban jelentdsen csokkentette
az enzimaktivitast. 50 tf% THF koncentracié folott a standardtdl eltéré (csokkend) In.x €s a
csOkkend Amax érték az enzim szerkezetének viltozdsara utal (14. dbra). Ez a hatds ellentétes
azzal, amit a magas homérséklet okozta ,,unfolding”-nal lathatunk, pl. a ribonukledz Sa
fluoreszcencia-paramétereiben (Alston és mtsai., 2004). A fluoreszcencia-paraméterek valtozasa
90 tf% THF-ben a fehérjeszerkezet dtrendezddésére utal, melyet a kozeli-UV-CD-mérések is
megerositettek. A THF-es kozeg indukalt szerkezetlazulds eredményeként a Trp-oldallancok
joval apolédrosabb kornyezetbe keriiltek, melyet az N-ac-L-Trp-etilészter Ap.x értékének
csOkkenése is mutat. A kozeli-UV-CD-mérések alapjan megéllapithatd, hogy a papain
harmadlagos szerkezete nagymértékben lazult a THF koncentracié emelésével (19. dbra). A
kozeli-UV-tartomdnyban hasonlé véltozast mutattak ki magas hoémérséklet, alacsony pH és
denaturaldszerek jelenlétében (Hernandez-Arana és Soriano-Garcia 1988, Edwin €s Jagannadham
1998, Edwin és mtsai., 2002). A THF val6sziniileg a vizelvond hatds mellett, a szerkezetet
stabilizdl6 masodlagos kotéseket megbontva, nagymértékli szerkezeti valtozasokat idéz el6 a
papain mindkét doménjében és a kozottiik elhelyezkedd aktiv centrumban (Szabd és mitsai.,

2006).
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5.2. A PAPAIN STABILITASANAK NOVELESE SZERVES OLDOSZERES KOZEGBEN
5.2.1. A szénhidratok stabilizalé hatasa

A THF inaktivalé hatdsat a monoszacharid D-fruktéz, D-gliik6z, D-ribéz, a diszacharid D-
szachardz és a triszacharid D-raffindz segitségével sikeriilt csokkenteni (20. dbra). A szénhidratok
stabilizal6 hatdsukat csak ligos kozegben (pH 8,0) fejtették ki (Szabd és mtsai., 2009). Etanolos
kozegben az o-kimotripszin polihidroxi-molekuldkkal torténd stabilizdldsa szintén csak ldgos
kémhatdson volt eredményes (Simon és mtsai., 2002).

A maximdlis stabilizdlé hatdsat a raffin6z 0,1 M, a szachar6z 0,5 M, a glikkéz 0,8 M, a
frukt6z 1,2 M, mig a rib6z 1,6 M koncentraciondl fejtette ki. A legkisebb stabilizalé hatdssal a
raffinéz, a legnagyobbal a ribéz birt. A THF inaktivadl6é hatdsa jelentds részben a fehérjékhez
kotodo vizmolekuldk szamdnak csokkentésében rejlik (Yang és mtsai., 2004). A polihidroxi-
molekuldk azonban helyettesiteni képesek a tdvozd vizmolekuldkat funkcids csoportjaik révén
(Fatima és Khan, 2007), ugyanakkor a fehérjék szerkezetét kompakt allapotban képesek tartani
(Kim és mtsai.,, 2003). A szénhidratok stabilizdl6 hatdsukat azdltal is kifejthetik, hogy
meggatoljdk a fehérjemolekuldk aggregaciéjat (Xia €s mitsai., 2007). Poliol molekuldk (xildz,
szachardz, szorbit, glicerin) segitségével ndvelhetd a papain stabilitdsa magas hOdmérsékleten is
(Sathish és mtsai., 2007).

Eredményeink azt mutattdk, hogy a stabilizdlé hatds a kis szénhidrat-koncentracioknal
korreldlt a cukormolekuldk OH-csoport mennyiségével. A poliolok hidroxilcsoport-szdma
gyakran Osszefiigg stabilizdlo hatdsukkal (Tiwari és Bhat, 2006). 60 tf% THF-ben a papain
aktivitdsa kb. 9%-ra csokkent. Ezzel szemben THF/viz elegyben a 4 OH-csoportot tartalmazd,
0,2 M-os ribdz jelenlétében a papain aktivitdsa kb. kétszerese volt az eredetinek. A szénhidratok
hidroxilcsoportszdm novekedésével tovabb fokozddott az enzimaktivitds: a 8 OH-csoporttal
rendelkezd szachar6z 0,2 M koncentricidban mér kb. haromszorosdra, a 11 OH-csoportot
tartalmazo raffindz jelenlétében pedig kb. hétszeresére nétt. A B-laktoglobulin héstabilitdsdanak
vizsgalata is azt mutatta butanol, butdndiol, butdntriol és butdntetraol poliolok jelenlétében, hogy
a hidroxilcsoport-mennyiség novekedése csokkenti az alkohol denaturdlé hatdsit (Romero és
mtsai., 2007).

Nagy cukorkoncentracidkndl a redukalé cukrok (fruktdz, gliikdz, rib6z) jelentdsen novelték
a papain stabilitdsat (21. dbra). Stabilitast fokoz6 hatdsaval telitési cukorkoncentraciokndl a rib6z

kitlint a tobbi szénhidrat koziil. A redukdlé cukrok a fehérjék hidratdltsagi 4allapotdnak
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fenntartasan tdl nyilt lanci formdban kovalens kémiai kotést képesek kialakitani a fehérjék
primer aminocsoportjaival, lizil-oldallancaival (Ulrich és Cerami, 2001). Fruktdz, gliik6z és riboz
jelenlétében megmértiik a papain szabad aminocsoport-szamat (22. dbra). Két 6ra inkubdlds utdn
mennyiségiik a fruktéz és a gliikéz hatdsdra csak kismértékben, mig a ribéz jelenlétében
jelentdsen csokkent. A kialakulé Schiff-bazisok mennyisége fiigg az oldatban levd nyilt lanci
tehetd, riboz oldatban viszont akar 0,05%-ot is elérhet (Bunn és Higgins, 1981). Valdsziniileg
ezzel magyardzhat6 a koztiik levo szignifikdns reaktivitasbeli kiilonbség. A frukt6z oldatban noha
nagyobb ardnyban van jelen nyilt lancd formaban (0,7%), ez az egyik legkevésbé reaktiv ketdz.
Szénhidritok jelenlétében meghatdroztuk a papain inaktivaléddsdnak termodinamikai
paramétereit (7, AAGii) is THF-es kozegben (2. tdblazat). A szénhidratok novelhetik a fehérjék
termodinamikai stabilitasat, azaltal hogy a proteint a nativ dllapothoz kozeli konformécioban
tartjdk (Kim és mtsai., 2007). A termodinamikai paraméterek alakuldsa Osszecsengett a
stabilitdsvizsgadlatok eredményeivel, melyek arra utaltak, hogy THF-es kozegben a ribdz

stabilizdlta legnagyobb mértékben a papaint.

5.2.2. A papain szerkezete szénhidratok jelenlétében tetrahidrofuranos kozegben

A liofilizélas sordn az enzimek hidratdltsagi &allapotdnak valtozdsa gyakran csokkenti
aktivitasukat, és valtozasokat okozhat szerkezetiikben. Poliolok (pl. szachar6z, PEG) jelenlétében
viszont csokkenthetOk ezek a kedvezdtlen véltozasok (Dai és Klibanov, 1999). THF jelenlétében
a papainhoz kotddd vizmolekuldk szdmanak csokkenésén til az enzimnek jelentdsen lazult a
szerkezete is. A magas homérséklet (75 °C) szintén a papain inaktivaloddsat és szerkezeti
valtozasat idézi eld (Sathish és mtsai., 2007). A papain triptofanfluoreszcencia-paramétereinek
eltéréseit kovetve 60% THF-ben a Ang, érték csokkenését tapasztaltuk szénhidratok nélkiil és
jelenlétiikben egyarant, ami a Trp-oldalldncok apolarosabb kornyezetbe keriilésére utal (23. dbra).
THF-es kozegben az I.x érték kevésbé nétt fruktéz és riboz jelenlétében, mint azok nélkiil.
Ribdz és fruktéz jelenlétében a csokkend fluoreszcencia-intenzitds a Trp-oldalldncok a fehérje
belsejébe torténd eltemetddését sugallja, 1étrehozva egy valamivel kompaktabb szerkezetet.

60 tf% THF-ben a fluoreszcencia-intenzitas novekedésével 0sszhangban a kozeli-UV-CD-
savok csokkenését tapasztaltuk, ami a szerkezet lazuldsit sejteti (24. dbra). Szénhidratok

jelenlétében a fluoreszcencia- és a CD-spektrumok valtozdsa azt mutatta, hogy a szacharidok az
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enzim harmadlagos szerkezetét stabilizdljdk. Mivel a CD spektrélis valtozasok az aromds
kromoférok és a diszulfidhidak kornyezetének médosuldsabdl adodnak, azt feltételezhetjiik, hogy
lokalis és specifikus valtozasok torténnek a papain szerkezetében a megvaltozott koriilmények
hatdsara (Szabd és mtsai.,, 2009). A szénhidritok mdsodlagos kotésekkel kolcsonhatdsba
léphetnek fehérjékkel. Példaul a gliikdzrdl igazoltdk, hogy vizes oldatban kapcsolddni képes
dip6l-dipdl kolcsonhatdsokkal egy maltézkotd fehérjéhez hidrofil réteget kialakitva a protein
koriil (Duan és mtsai., 2001).

60 tf% THF-ben, 0,4 M fruktéz jelenlétében a papain CD-spektruma két maximummal és
egy minimummal rendelkezett. 275 nm kornyékén, ahol a frukt6z jelenlétében minimumot
tapasztaltunk, rib6z jelenlétében egy maximum cstcs jelent meg. Ezek a spektrélis véltozdsok
valészinilileg a papain primer aminocsoportjai €és a nyilt lancd cukormolekulak kozott kialakulo
Schiff-bazisoknak tulajdonithaték (Aronson, 2004; Yim és mtsai., 1995). A CD-spektrumokban
megfigyelt minimum €és maximum a fruktézt, illetve a ribézt tartalmazé mintdkban abbdl

adddhat, hogy a keletkez6 Schiff-bazis termékek konfiguricidja kiillonbozo.

5.2.3. A papain modositasa szerves savanhidridekkel

A papain enzim aktivitdsit és stabilitdisit mono- és dikarbonsav-anhidrides kémiai
modositasokkal is noveltiik, melyek primer aminocsoportokkal, Lys-oldalldncokkal reagdlnak. A
papainban az L-domén 6, mig az R-domén 4 Lys-oldallancot tartalmaz, melyek koziil 2-2 a-
hélixben és [B-redében lokalizdlédik, 6 oldallinc pedig rendezetlen régidkban taldlhatd
(Kamphuis €és mtsai., 1985). Médositdszerként a monokarbonsav-anhidridek koéziil a citrakonsav-,
maleinsav- és borostydnkdsav-anhidridet, mig a dikarbonsav-anhidridek koziil az ecetsav- és
propionsav-anhidridet vélasztottuk. A papain szerves savanhidrides acildldsa sordn az enzim
primer aminocsoportjainak tobbsége (64-91%) moddosult (3. tdblazat). A kémiai mddositdsok
megvaltoztathatjdk az enzim nativ elektroforetikus mobilitdsat (Masuda és mtsai., 2005). A
papain szerkezetében nagy szdmban taldlhaték pozitiv toltésli Arg- és Lys-oldallancok
(Nitsawang és mtsai., 2006). A monokarbonsav-anhidrides acildldsok az aminocsoportok pozitiv
toltésének semlegesitése dltal csokkentették a papain pozitivitdsat (26/A. dbra). A dikarbonsav-
anhidrides mdédositdsok pedig negativ toltéseket vittek be a papain szerkezetébe, netté negativ

toltést eredményezve az enzimnek (26/B. dbra). A mddositasok utan heterogén enzimpopuldciok
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jottek létre, a mintdk 2-3 kiilonb6z6 mértékben moédosult enzimformat tartalmaztak (Szabo és

mtsai., 2009).

5.2.4. Karbonsav-anhidridek hatdsa a papain aktivitasara és stabilitasara

A karbonsav-anhidrides mddositdsok hatdsdra a papain aktivitdsa kozel kétszeresére nott.
Etanolos kozegben az acil-enzimformdk joval aktivabbnak bizonyultak a kontroll papainnal,
kiilonésen a kis szervesolddszer-koncentracioknal (27. abra). 20-40 tf% etanolban a
monokarbonsav-anhidriddel médositott papain aktivitdsa hozzavetdleg 20%-kal nagyobb volt a
dikarbonsav-anhidriddel mddositottndl. A nagy etanolkoncentriciokban azonban nem
tapasztaltunk ilyen jelentds kiilonbséget az acil-enzimformdk aktivitdsa kozott. Az o-
kimotripszin piromellitinsav-anhidriddel torténé modositdsa is jelentésen ndvelte az enzim
aktivitasét etanolos kdzegben (Vinogradov és mtsai., 2001).

A kémiai moédositdsok megvaltoztathatjdk az enzimek szdmos tulajdonsdgat. Anhidrides
modositdsok hatdsdra vizes kozegben ndétt a papain specifikus aktivitdsa, detergensekkel
szembeni stabilitdsa, hdstabilitdsa és eltolédott a pH optimuma (pH 6,0 — 8,0) is (Khaparde és
Singhal, 2001; Roy és mtsai., 2005; Sangeetha és Abraham, 2006).

A modositott papain kinetikai paraméterei is véltoztak a moddositdsok hatdsira vizes
kozegben és etanol/viz elegyben (4. tabldzat) egyarant. A kontroll papain reakcidsebessége €s a
szubsztrathoz valé affinitdsa egyardnt csokkent etanol/viz elegyben a vizes kozegben mérthez
képest. A citrakonil- és a propionil-papain szubsztitkotd képessége csokkent a kontroll enzimhez
viszonyitva, a katalizdlt reakci6 sebessége viszont noétt, ami Osszességében a katalizis
hatékonysaganak (k../Ky) novekedéséhez vezetett, mind etanolos, mind vizes kozegben (Szab6
és mtsai., 2009).

A kinetikai paraméterek kedvez6 valtozasat figyelték meg Bacillus o-amildzok citrakonsav-
anhidrides és a torma-peroxiddz ftalsav-anhidrides mddositdsdndl is (Khajeh és mitsai., 2001;
Song és mitsai., 2005). A papain katalitikus hatékonysdgdnak novekedése valdszinlileg azzal
magyardzhat6, hogy a Lys-oldalldncok pozitivitdsdnak csokkenése noveli az aktiv centrumban
taldlhat6 His159 pozitiv imidaz6lium ionjdnak pK, értékét (Migliorini és Creighton, 1986).

ACN-es és THF-es kozegben mar kevésbé voltak aktivak a médositott enzimformak (28. és
29. dbra). ACN-es kozegben 80 tf% szervesolddszer-koncentracidig az acil-papainformak az

etanolos kozegben tapasztalthoz hasonl6an nagyobb aktivitdssal rendelkeztek a nem mddositott
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enzimnél, a nagy ACN koncentraciokndl azonban nem mutattunk ki jelentds aktivitaskiilonbséget
a modositott enzimformdk és a kontroll papain kozott. Az acil-papainformdk aktivitdsa
legkevésbé THF-es kozegben Orzodott meg. A szervesolddszer-koncentrdcié novelésével az
enzimformak aktivitasa drasztikusan csokkent, 60 tf% THF koncentracié f6lott nem kiillonbozott
a moédositott enzimformdk aktivitdsa a kontroll enzimétdl.

A toltéséllapot véltozdsa kedvezett a papain katalitikus paramétereinek alakuldsara. 40 tf%
etanolban az 1d6 fiiggvényében is megolrizte nagyobb aktivitdsat mindegyik modositott
enzimforma a nem modositotthoz képest (30. dbra). A monokarbonsav-anhidriddel moédositott
papain stabilitisa nagyobb volt a dikarbonsav-anhidriddel moédositottndl. 40 tf% ACN-ben is
stabilabbak voltak a moédositott enzimformak a kontroll papainndl, noha stabilitasuk 120 perc
alatt jelentdsen csokkent (31. dbra). THF-es kozegben azonban a médositott enzimformdk sem

tudtak stabilitdsukat megdrizni a szerves olddszer inaktivalé hatdsdval szemben (32. dbra).

5.2.5. A kémiailag médositott papain szerkezete szerves olddészeres kozegbhen

Etanolos kozegben a modositdsok jelentdsen novelték az enzim stabilitdsat. A
monokarbonsav-anhidriddel modositott papain aktivabbnak és stabilabbnak bizonyult a
dikarbonsav-anhidriddel médositottndl. Amikor megvizsgaltuk a citrakonil- és a propionil-papain
triptofan-fluoreszcencidjét, azt tapasztaltuk, hogy az olddszerhatdssal kapcsolatba hozhat6 Amax
érték egyforman véltozott a kontroll €s a médositott enzimformék esetén (33. dbra). Eltérést az
Inax értékekben tapasztaltunk. A citrakonilcsoportok bevitelével vizes kozegben az In.x érték
csokkenését detektéltuk, és az a-kimotripszin oligoaminokkal torténd komplexképzése is hasonl6
intenzitdsvéltozast eredményezett (Kudryashova és mtsai., 2003).

Etanol hatasara az I« értékek csokkentek mind a kontroll és a mddositott enzimformak
esetén, a valtozds azonban kisebb volt a mddositott enzimformdkndl. A mddositds olyan
szerkezeti, toltésallapotbeli valtozadst eredményezett a papainban, amely az enzim katalitikus
hatékonysdganak novekedését eredményezte (Szabd és mtsai., 2009).

A kozeli-UV-CD-spektroszkopiai mérések a modositasok hatdsara kismértéku térszerkezet-
lazuldst mutattak vizes és etanolos kozegben egyarant (34. dbra). A kontroll enzimhez képest
vizes kozegben a moddositott papain harmadlagos szerkezete kevésbé volt kompakt, mig

etanol/viz elegyben a médositott enzim valamelyest jobban megdrizte a nativhoz kozeli dllapotot.
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A citrakonsav-anhidrides modositas Bacillus o-amilazok térszerkezetében is kismértéki

valtozdsokat eredményeztek (Khajeh és mtsai., 2001).

5.3. KEMIAI MODOSITASOK HATASA AZ ENZIM SZINTETIKUS AKTIVITASARA

Szerves oldészeres kozegben, a kis viztartalomnak kdszonhetéen az enzimek altal katalizalt
hidrolitikus reakcidk egyensulya a szintézis irdnydba tolédik (Klibanov, 2001). A szerves
savanhidrides kémiai mddositdsok etanolos kozegben a papain nagymértékii aktivitds- €és
stabilitdsnovekedését eredményezték, ezért Osszehasonlitottuk az egyes maédositott enzimformak
hatékonysdgat N-ac-L-Tyr észteresitésében is (35. dbra). A papain egy széles szubsztrat-
specificitdsd enzim, ezért jol alkalmazhat6 peptidek és aminosav-észterek elddllitasara (Morcelle
és mtsai., 2006). Az acilalasok minden esetben novelték a konverziét: a dikarbonsav-anhidrides
modositasok 7-10%-kal, a monokarbonsav-anhidrides médositasok pedig 27-29%-kal novelték
az észterszintézist 96 tf% etanolban 24 Oras inkubalds alatt (Szab6é és mtsai., 2009). A
monokarbonsav-anhidrides médositdsok tehdt a nagyobb hidrolitikus aktivitds mellett nagyobb

szintetikus aktivitast is eredményeztek a dikarbonsav-anhidrides médositasoknal.
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6. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban az enzimeket kiterjedten alkalmazzdk szerves olddszeres kozegben kiilonféle
szintéziseknél. A szerves olddszerek jelenléte azonban altaldban az enzimek aktivitisanak és
stabilitdsdnak csokkenésével jar. Az aktivitdsvesztés hdttere kevéssé tisztdzott, ennek jobb
megismeréséhez modellként a papaint vélasztottuk, melyet széles szubsztratspecifitdsdnak
koszonhetden gyakran haszndlnak szerves kémiai szintézisekben. Munkéank célja az volt, hogy
tanulmanyozzuk a kiilonféle szerves olddszerek hatdsit a papain aktivitdsdra és stabilitdsara.
Tovéabbi célunk az volt, hogy a szerkezetben bekovetkezd valtozdsokat az enzim triptofan-
fluoreszcencidjanak vizsgdlatdval, valamint kozeli- és tavoli-UV-CD-mérésekkel hatarozzuk
meg. Varhat6 volt, hogy a szerves oldészerek inaktivalédast eredményeznek, melyet szénhidratok
alkalmazdsdval és szerves savanhidrides kémiai modositasokkal kivantunk csokkenteni.

Kisérleti eredményeinket a kovetkezokben foglaljuk ossze:
1. Kisérleteink sordn megvizsgdltuk a papain aktivitdsat és stabilitdsit kiilonbozd vizzel
elegyedo (etanol, metanol, aceton, ACN, THF) és nem elegyedd szerves oldészereket (toluol,

n-hexan, etilacetdt) tartalmazé kozegben. A kiilonféle szerves olddészerek eltérd mértékben

hatottak az enzim Kkatalitikus aktivitdsdra. Kimutattuk, hogy a vizzel elegyedd szerves

oldészerek tobbsége (etanol, metanol, aceton, ACN) nem csokkenti jelentdsen a papain
stabilitdsat, az apoldrosabb THF viszont mar kis koncentraciéban drasztikus aktivitdsvesztést
okoz. Eredményeink azt is mutattdk, hogy a vizzel nem elegyedd szerves olddszerek koziil az
n-hexdn csak a nagy szervesolddszer-koncentracioknal csokkenti az enzimaktivitast, a toluol

€s az etilacetat pedig a THF-hez hasonléan jelentds inaktivdlédast eredményez. Igazoltuk,

/////

A papain aktivitdscsokkenéséhez, inaktivalédasdhoz valészintileg nagyban hozzéjarul, hogy a
vizzel elegyedd szerves olddszerek poldros karakteriiknek koszonhetéen vizmolekuldkat
tdvolithatnak el az enzim hidratburkdbdl és szerkezetébdl. A vizzel nem elegyedd
oldészerekben pedig a hatarfeliileten bekdvetkezd inaktivalodéssal kell szdmolni.

2. A vizzel elegyedd szerves olddszerekben tanulmanyoztuk a papain mésod- és harmadlagos
szerkezetét, melyeket a papain triptofan-fluoreszcencidjanak vizsgélataval, valamint kozeli-

és tavoli-UV-CD-spektroszkopiai mérésekkel kovettiink. Kimutattuk, hogy etanol és ACN

hatdsira az enzim helikélis szerkezeti elemeinek mennyisége ndétt, ugyanakkor nagymértékii
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konformaciovaltozast ezek a szerves olddszerek nem okoztak. JelentOsebb szerkezetvaltozast

a THF eredményezett — foként 60 tf% koncentracié folott —, ami végiil a harmadlagos

szerkezet teljes felbomldsdhoz vezetett. Igazoltuk tehat, hogy a THF a vizmolekuldk

kiszoritasan tdl a papainban jelentds szerkezeti valtozasokat is eldidéz.

3. A vizzel elegyed6 THF inaktivdlé hatdsit szénhidratok segitségével sikeriilt csokkenteniink.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a szénhidratok ligos kémhatdson fejtik ki stabilizdl6

hatdsukat, mely maximalis stabilizdlasi szénhidrat-koncentraciokndl a kovetkezd sorrendben

alakult: D-rib6z > D-fruktéz > D-gliikéz > D-szacharéz > D-raffindéz. Kimutattuk, hogy a

szacharidok stabilizalo hatasa a kis koncentracidknal jol korrelal hidroxilcsoport-szamukkal.

Stabilizalé hatds tekintetében a ribéz kitlint a tobbi szénhidrat koziil, melyet a papain
inaktival6dasdnak termodinamikai paraméterei (7, AAGii) is megerdsitettek. Eredményeink
azt mutattdk, hogy mindegyik stabilizal6 poliol hidroxilcsoportjai révén helyettesiteni képes a
szerves olddszer dltal az enzim hidratburkabdl elvont vizmolekuldkat. Ugyanakkor igazoltuk

azt is, hogy a vizsgalt redukdld cukrok (ribdz, fruktdz, gliik6z) nyilt 1dncid formdban kovalens

kotést képesek 1étrehozni a papain primer aminocsoportjaival. A redukalo cukrok stabilizald

hatdsa eltérd volt, ami abbdl adédhat, hogy oldatban més ardnyban vannak jelen nyilt ldncu és
gyliris formaban, ill. az aldézok reaktivitdsa nagyobb a ket6zokénal.

4. A fluoreszcencia- és CD-mérések ramutattak arra, hogy a THF vizelvoné hatdsa mellett
megbontja a papain szerkezetét is. A triptofdnfluoreszcencia-paraméterek valtozasa arra utalt,
hogy fruktéz és rib6z jelenlétében THF/viz elegyben a Trp-oldalldncok egy apoldrosabb
kornyezetbe keriilnek, eltemetddnek a papain belsejébe, létrehozva egy kompaktabb
szerkezetet. Osszhangban a fluoreszcencia-mérésekkel a kozeli-UV-CD spektrilis viltozasok

azt mutattdk, hogy a szénhidratok stabilizdlni képesek az enzim harmadlagos szerkezetét,

melyben lokdlis €s specifikus valtozdsok torténnek. Kimutattuk, hogy a CD-sdvokban

tapasztalt valtozasokért redukald cukrok jelenlétében a papain primer aminocsoportjai, és a

szénhidrat-molekulak kozott kialakuld Schiff-bazisok tehetdk felelssé.

5. Kémiai moddositdsok hatdsat is megvizsgdltuk a papain aktivitdsara és stabilitdsdra. A
modositdsokat mono- (ecetsav €s propionsav) és dikarbonsav-anhidridekkel (citrakonsav,

maleinsav, borostydnkdsav) végeztiik. Kimutattuk, hogy az acildldsok sordn a papain primer

aminocsoportjainak  tobbs€ége  moddosul. A  monokarbonsav-anhidrides moddositasok

csOkkentették a papain pozitivitasat, a dikarbonsav-anhidrides moédositasok pedig negativ
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toltéseket vittek be az enzim szerkezetébe. A kémiailag mddositott papain elektroforetikus

mintizata minden esetben 2—3 enzimforma egyideji jelenlétét mutatta.

6. Kisérleti eredményeink arra is ramutattak, hogy a kémiai modositdsok stabilizalé hatdsa

nagymértékben fligg az oldészer karakterétl. Kimutattuk, hogy a mddositott enzimformék a

vizes kozeg mellett etanolos kdzegben is jelentOsen aktivabbak a kontroll enzimnél, azonban

ez a hatds ACN-es és THF-es kozegben kevésbé érvényesiilt. Eredményeink azt is mutattdk,
hogy etanolos kozegben a mokokarbonsav-anhidriddel médositott enzim stabilitdsa kétszer
akkora, mint a dikarbonsav-anhidriddel modositott papainé. Igazoltuk, hogy a kémiai
modositasokkal egyiitt jar a papain katalitikus hatékonysdganak novekedése is. Kisérleti

eredményeink alapjan valdszinlsithetd, hogy a kémiai mddositdsok az aktiv centrum

kozelében olyan Lys-oldallancot érintenek, amelynek acildlasa kedvezo hatassal van az enzim

katalitikus triddjanak mikodésére.

7. A triptofanfluoreszcencia-paraméterek arra utaltak, hogy etanol hatdsara a mddositott papain
szerkezetében valamelyest kisebb valtozas torténik, mint a kontroll enzimében. Kozeli-UV-

CD-mérésekkel kimutattuk azt is, hogy az enzim konforméciéjdban nem okozott jelentds

valtozdst az anhidrides médositds sem vizes, sem etanolos kozegben.

8. Meghatdroztuk a modositott enzimformdk szintetikus aktivitdsidt is etanolos kozegben,
szubsztratként N-ac-L-Tyr-t hasznaltunk. Kimutattuk, hogy a médositdsok minden esetben
szignifikdnsan novelik az észterszintézis konverziéjat. A monokarbonsav-anhidriddel
modositott papain joval hatékonyabbnak bizonyult a dikarbonsav-anhidriddel médositottnal.

Tehat a papain pozitiv  toltéseinek semlegesitése egy hatékonyabb enzimformat

eredményezett a pozitiv toltések negativra cserélésénél.

Kisérleteink sordan kimutattuk, hogy a papain stabilitdsa fiigg az olddszer tulajdonsigaitol.
Eredményeink azt is igazoltdk, hogy szerves olddszer hatdsdra a papain masod- és harmadlagos
szerkezetében jelentds valtozdsok torténhetnek. A papain szerves olddszerek okozta
inaktivdloddsat szénhidratok alkalmazdsdval és anhidrides kémiai mddositdsokkal sikeriilt
csokkenteni. A szénhidratok kozil a ribéz, az anhidridek koziill a monokarbonsav-anhidridek
voltak igazdn alkalmasak az enzim stabilitisdnak novelésére. Kimutattuk, hogy a szénhidratok
stabilizdlni képesek az enzim harmadlagos szerkezetét; a szerves savanhidrides kémiai
moédositdsok viszont nem okoznak jelentds szerkezetvaltozdst, a papain aktivitds- és

stabilitdsnovekedése inkabb toltésallapotbeli valtozassal magyarazhato.



85

7. SUMMARY

Enzymatic reactions in aqueous organic solvent systems have recently received a great deal
of attention. The use of hydrolytic enzymes in organic solvents has extended the scale of their
practical applications and allowed the syntheses of polymeric, biologically active enantiomers
that are difficult to obtain with conventional chemical catalysts. However, organic solvents can
inactivate enzymes in several ways: Organic solvent molecules can interact with the biocatalyst,
disrupting the secondary bonds in the native structure; they can strip the essential water
molecules from the hydration shell and the structure of the enzyme; or they can interact with the
active site of the biocatalyst, causing inactivation. A number of techniques have therefore been
developed in order to reduce the inactivation, involving immobilization, chemical modification
and genetic engineering. Papain is a highly stable enzyme, one of the sulfhydryl proteases of
Carica papaya latex. In view of its wide substrate specificity, papain is frequently used in the
chemical synthesis of peptides and amino acid esters. Papain is an o+ protein; its molecular
structure consists of two distinct domains, with the active site in the groove between the domains.
The L domain contains mainly the o-helix, while the R domain has a large content of the
antiparallel B-sheet and a lesser amount of the a-helix.

The aim of our work was to investigate the effects of water-miscible [ethanol, methanol,
acetone, acetonitrile (ACN) and tetrahydrofuran (THF)] and water-immiscible [ethyl acetate, n-
hexane and toluene] solvents on the stability of papain. We also studied the effects of additive
carbohydrates and chemical modifications with organic acid anhydrides on the catalytic activity
and stability of papain in water-miscible organic solvent mixtures. The structural changes were
followed by means of fluorescence and CD spectroscopy measurements. In a model reaction, the
modified enzyme forms were used to catalyse the synthesis of N-acetyl-L-tyrosine ethyl ester in
order to compare the efficiencies of these biocatalysts.

The results of our experiments can be summarized as follows:

1. The effects of the organic solvents on the activity of papain in aqueous solutions were
different, but the data correlated well with the hydrophobicity (log P) of the solvents. While
papain in 90 v/v% ethanol, methanol, acetone and ACN preserved 30-82% of its catalytic
activity, n-hexane, toluene, ethyl acetate and THF caused dramatic reductions in the activity.

The decrease of the activity of papain correlated with the increasing hydrophobicity of the
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organic solvents. The stability of papain was investigated in aqueous ethanol, methanol, ACN
and THF. In water (pH 6.2) the stability of papain did not change during 120 min, whereas 90
v/v% ethanol, methanol and ACN decreased its stability. It is possible that organic solvent
molecules can replace water molecules in the structure and the hydration shell of papain,
resulting in inactivation. In biphasic systems, papain molecules may be accumulated in the
interface, leading to structural changes and a reduction in catalytic activity.

2. The fluorescence properties of the Trp residues were studied in aqueous ethanol, methanol,
ACN and THF. The different aqueous organic solvents affected the fluorescence parameters,
the maximum fluorescence intensity (In.x) and the maximum emission wavelength (Amay).
Our results showed that aqueous ethanol and methanol did not alter the structure of papain.
However, in aqueous ACN and THF, more significant changes were observed in the structure
of the enzyme. The far-UV CD spectra of papain in 90 v/v% ethanol and ACN indicated
increases in the ordered secondary structural elements (random — o-helix) and
conformational transition (-sheet — o-helix). The far-UV CD spectra also indicated that the
tertiary structural changes of papain were moderate in aqueous ethanol, but were more
significant in aqueous ACN and THF, especially at high concentrations. In THF/water
mixtures, the intensity of the CD spectra gradually decreased in the concentration range
30-70 v/v%, and at 90 v/v% THF the low-intensity spectrum completely eliminated the
bands typical of native papain.

3. At 60 v/v% THF content, the residual activity of papain after 30 min was only about 10%.
The THF-induced inactivation of papain could be compensated by the addition of
carbohydrates. The stabilizing effects of polyols on the activity of papain decreased in the
sequence D-ribose > D-fructose > D-glucose > D-saccharose > D-raffinose. The highest
activity of papain was maintained in the presence of ribose, glucose or fructose. The
thermodynamic parameters (% and AAGY) calculated from these measurements also
supported the stabilizing effect of these carbohydrates. We clarified that ribose exhibited the
most marked stabilizing effect.

4. The Trp fluorescence parameters of papain were investigated in the presence of
carbohydrates. The changes in the fluorescence parameters suggested a THF-induced
denaturation. 0.8 M ribose and 0.4 M fructose in 60 v/v% THEF resulted in significant changes

in the fluorescence parameters as compared with those observed in 60 v/v% THF. In
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THF/water mixture