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Kiilonbdzé eredetil foszforildzok elbdllitdsi mdédszerei

A biokémiai irodalomban kozismert és a tankdnyvekben szerepld gli-
kogén foszforilaz alatt altaldban a nyul vazizombol preparalt foszforilazt
ertjik. Ez els6sorban azzal magyarazhatd, hogy a nyul izom{oszforilaz pre-
paralasa és tisztitasa valdsithatd meg a legkdonnyebben klasszikus bické-
miai moddszerekkel. Ezt a mddszert elészor Cori és Green dolgozta ki2,
majd Fischer és Krebs mddositotta.?

Az izomfoszforilaztél nagymértékben kiilonbozik tulajdonsdgaiban és
eléallithatosdgaban a majfoszfcrildz, amelyet a majban taldlhaté szdmos
méas fehérje meli6l sokkal nehezebb tiszta formédban kinyerni. A majfosz-
forilaz tisztitasara Sutherland dolgozott ki modszent.12

Mindkét prepardlasi eljaras lényege az, hogy a megfelels el6készités-
sel nyert szovetkivonatbél a pH fokozatos cstkkentésével idegen fehérjé-
ket tavolitanak el izoelektromos csapadékok levalasztdsaval, majd ammo-
nium-szulfatos frakcionalassal nagy specifikus aktivitast foszforildz pre-
pardtumhoz jutnak. Izomfoszforilaz preparaldsa alkalmaval Mg-ionok és
AMP jelenlétében a foszforilaz kikristdlyosithaté. Ilyen modon, illetve a
tovabbi atkristalyositasokkal rnagy tisztasdgu homogén preparatum nyer-
heté.

Mas szovetekbdl is megprobaltak foszforildzt preparalni és kristalyo-
sitani, azonban a fenti modszerekkel ezek nem bizonyultak kristélyositha-
toknak. Ez részben ezeknek a foszforildzoknak sajatos tulajdonsagaira,
illetve a kristadlyosodast zavard egyéb fehérje-, vagy nukleinsav-szennye-
z6désre vezethetd vissza. Eppen ezért az ammoénium-szulfatos frakciona-
lason kiviil méasféle tisztitasi eljarasokat is igénybe vettek. Igy pl. a méaj-
foszforilaz tisztitdsakor kalciumfoszfat-gélre vald adszorbealast €s elualast
alkalmaztak, majd ezt kovelden alkoholos frakciondlast. A nyert, nagy-
mértékben tisztitott enzim azonban igy sem kristalyosodott és tisztasagi
foka sem érte el az izomfeszforilazét.

Ujabban foszforildzok tisztitdsara SEPHADEX gél-szlirést és DEAE
celluloze kromatografiatl?, 18 slkalmaznak. Azonban a kromatografias mod-
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szerek hosszadalmasak, elég nehézkesek, nagy anyagveszteséggel jarnak,
és csak kis mennyiségl enzim prepsaralasara alkalmasak.

Specifikusabbak és kiméletesebbek azok a modszerek, amelyek so-
ran a foszforilaznak glikogénnel alkotott komplexét ultracentrifugalassal
izolaljak. Ebbd6l az enzim-szubsztrat komplexbdl a glikogént amilazzal
emésztve eltavolitjak, és igy nagy tisztasdgl preparatumot nyernek.!, 9, !

Lzek a ghkOgen komplex izolalasan alapulé modszerek talan egysze-
cibbek és specifikusabbak, mint az oszlopkromatografids niodszerek. Hat-
vanyuk azonban a kis kitermelés és az, hogy a glikogén-foszforilaz komp-
lex izolalasa ultracentrifugaval nem minden szdvetbdl lehetséges. Elsdsor-
ban glikogénben gazdag szévetek johetnek szamitasba, mint pl. a m4j-
szdvet stb.

Uj modszert eredményezett a foszforildz preparalasaban De La Haba
megligyelése,d aki keményité oszlopon adszorbealtatta a foszforilazt, majd
hig glikogén oldattal eludlta. Igy viszonylag egyszer(, és jo hatésfokkal
rendelkez6 foszforilaz izoldldsi modszer alapjat vetette meg, amelynek
legértékesebb tulajdonsaga az volt, hogy sokféle szovetbél vald prepara-
lasra bizonyult alkalmasnak. De La Haba modszerével eldszor nyul izom-
foszforilazt izolalt. Kés6bb alkalmasnak taldlta szamos masfajta foszfori-
laz, pl. béka vézizom-, nyul szivizom-, csirke majfoszforilaz és HelLa da-
ganatsejtekben levs foszforilaz preparalasara is. Foszforilazt izoldltak még
keményité adszorpcids modszerrel sertésagybol,® halizom®ol!6 és sertés-
szivhdl.6, 15

Vizsgélataink egyik célja az volt, hogy ezzel a mddszerrel kiilénbozé
eredetd és- allosztérikus tulajdonsagu foszforilazokat nyerjiink. Mivel a De
La Haba-féle keményitd adszorpcios eljarast kiilonbdzd szoveteknél kisebb-
nagyobb moédositasnak vetették ala, sziikségesnek latszott annak tanul-
manyozasa, hogy az egyes modositasok milyen hatast fejtenek ki a tisz-
titds soran kapotf végtermékek mindségére, illetve a preparalhatéd foszfori-
lazok mennyisegére Ezek erdekében tanulményozni kivéntuk

2 A kulonbozo exedetu foszforﬂazok keményitén torténd kotodé-sé—
nek mértékét; -

3. A pH hatasat a foszforilazok keményitén toérténd adszorpcidjara;

4. Allosztérikus effektorok hatasat a foszforildz keményitén vald ad-
szorpciojara, illetve glikogénnel torténd elucidjara.

T MODSZEREK
Kisérleteinkben alkalmazott keményité adszorpcids technika

A keményit§t desztilldlt vizes kezelés utan 0,1 M NaF—0,001 M
EDTA%*—0,015 M. MeEtOH** pufferben (pH 6,8) szuszpendaltuk, majd Ule-
pitettiik. Dekantalds utan a szuszpendalast és az lilepitést hadromszor meg-
ismételtiik, vegul azonos térfogati . NaF—EDTA—MeEtOH pufferben
szuszpendaltuk és 4 5° C-ra lehUtottik.

'EDTA Etllendfamin-tetraecét<‘ av: clm.:ulumi . R f ':"’ W
*MeEtOH ‘= g-ferkdptoetanol cndioe s Anarg o o giarevatorro s Do oxGigttoe
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Ebbdl a keményité szuszpenzidbol 2 cm magas réteget lilepitettiink
1 em atmeérdji ilvegesbbe, amelynek aljat G-—3-as iivegszliré képezte.
A lelilepedett keményité oszloprél a tiszta feliiluszét leszivtuk, majd a ke-
ményitd oszlop tetejére 1 cm atmérdjd szlrbpapirt helyeztlink és 20 ml,
a keményité szuszpendalasara hasznalt pufferrel mostuk. Ezutdn vittiik
fel .a tisztitott, vagy a nyers kivonatban levé foszforilazt. Az adszor-
bedland6 anyag atnyomasara kézzel kezelhet§ ballont hasznaltunk.

A foszforilazt tartalmazé oszlopot ezutdn a fenti NaF—EDTA—
MeEtOH pufferrel (pH 6,8) mostuk hidegen (4 5°C), mikézben .a nyo-
mast ugy valtoztattuk, hogy azratfolyas sebessége 5 mi/10 perc legyen.
A mosopuffert egy I[rakcioban (15 ml) fogtuk fel, és,az aktivitdsméréssel
ellendriztiik, hogy tartalmaz-e az-oldat foszforilazt. BT S

9} Mosas utdn, a megkotott foszforilazt hig-. glikogénoldattal: elualtuk
a keményité oszloproél. Az eluciét hidegen. (4 5° C) ‘végeztik. Az atfolyéas
sebességét 5 ml/10 peccre allitottuk be. Az eludtumot frakcidkba gylijtots
tik, a frakcidkban a foszforilaz aktivitasat és szadmos esetben a fehérje
mennyiségét mértik. .

A foszforilaz aktivitdsanak mérése L

A foszforilaz aktivilasanak mérése a glikogénszintézis iranyaban, a
felszabadulé anornganikus P, vagy a lebontas irdnyaban, a képz6dé glu-
kdz-1-P meghatarozasaval torténik.

Miutan az anorganikus P koézvetleniil, a glukéz-1-P pedig csak segéd-
enzimek alkalmazasaval mérhets, a foszforilaz aktivitdsanak mérését a
gluko6z-1-P-bol képzédé anorganikus P meghatarozasaval végeztik.

A foszforildz-a aktivitdsdit olyan inkubacidés kozegben mértiik, amely
0,016 M glukoz-1-P-ot, 1%, glikogént és megfelel6en higitott foszforildz-a
enzimet tartalmazott 0,1 M NaF—0,01 M EDTA—0,015 M MeEtOH puf-
ferben (pH 6,8).

A megfelelden higitott foszforilaz 0,2 ml-ét 0,1 ml 1%)-os glikogén-
oldattal Gsszemérve, 5 percig eldinkubaltuk 30° C-on. Az elSinkubdlas
célja a foszforildz-a tetramer alakjanak dimerré valtoztatdsa volt, mivel
enzimatikus aktivitéssal csak a dimer alaku foszforiléz -a rendelkezik Ezt
hozzaadasaval inditottuk. Az mkubalas 30° C-on, 10 perc1g tortent. A reak-
ci6t ezutan 1,6 ml 5%,-os TCA (trilklérecetsav) hozzaadasaval allitottuk
le, majd 2,5 ml desztillalt viz hozzaadasa utdn Taussky—Shorr moédszeré-
velld mértiikk a glukoz-1-P-bél felszabadult anorganikus I mennyiségat.
A keményitén adszorbedlt, kimosott, majd eludlt foszforilazban a fehérje-
koncentracié mar olyan kicsi volt, hogy TCA hatasara kicsapodas nem
tortént, és igy szlrést sem kellett alkalmazni.

A foszforildz mennyiségét egységekben fejeztiik ki. Egvségnyi a fosz-
forilaznak az a mennyisége, amely 1 perc alatt 1 ;moél anorganikus P-ot
szabadit fel 30° C-on, a fenti viszonyok ko6zott.

A foszforildz-b aktivitdsdnak meghatarozasa 1 mM AMP-t tartal-
mazo6 glukoz-1-P oldattal tortént.
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A nyert foszforildzok glukéz-6-P-vel és ATP-vel vald
gatldsdinak mérése

A kiilonbozd eredetli foszforilazok aktivitasanak gluko6z-6-P-vel és
ATP-vel valé gatolhatosagat ugy hatdroztuk meg, hogy parhuzamos akti-
vitdsméréseket végeztiink, mérve a vizsgalandoé foszforildz-b aktivitasat az
emlitett effektorok jelenlétében, illetve tavollétében. A két mérés ered-
ményeként kapott aktivitdsck killonbségét az effektormentes aktivitas
0/p-aban fejeztik ki.

A higitott foszforildz-b-t a pufferben oldott glukéz-6-P-vel, valamint
az 19/y-os glikogén oldattal 30° C-on 5 percig eléinkubaltuk. Ezutan a reak-
ciot a glukoz-1-P és az AMP hozzdaddasaval inditottuk, majd 30° C-on 10
percig inkubaltuk. Ezt kovetéen a reakciét 1,6 ml TCA hozzdadasaval le-
allitottuk, térfogatat 2,5 ml desztillalt vizzel kiegészitve a glukdz-1-P-bél
felszabadult anorganikus P-t Taussky—Shorr!? médszerével hataroz-
tuk meg.

A parhuzamosan végzett kontrollmérésnél inhibitort nem alkal-
maztunk.

Az ATP-gatlds mérése ugyanigy tortént, természetesen itt a puffer-
ben ATP-t oldottunk a glukéz-6-P helyett.

EREDMENYEK
A glikogén-koncentrdcio szerepe a foszforildz eludldsiban

De La Habana és munkalarsai’? a keményitSoszlopon megkotott fosz-
forilaz eluciéjara 0,4%,-os glikogénoldatot hasznaltak. Nem talalhato azon-
ban irodalmi utalads arra vonatkozdlag, hogy a glikogénoldat kisebb kon-
centracidban rendelkezik-e hatdsos eluald effektussal, illetve, hogy milyen
koncentracid felel meg a glikogén elucids kiiszébértékének.

A glikogén elucids kiiszobének meghatarozasa tobb szempontbdl in-
dokolt. Ahhoz, hogy a foszferilazt a nyers prepardtumbdi tisztan (eset-
leg kristalyos allapotban) nyerhessiik ki, az elualt foszforildz mell6l a gli-
kogént el kell tavolitani. Ez a foszforilaz &ltal katalizalt eznimatikus le-
bontassal lehetséges, amely eléggé hosszu folyamat. Minel kisebb kon-
centraciéju glikogént hasznilunk az eluciéhoz, anndl kevesebb glikogént
kell lebontani, és igy révidebb id6 alatt valésithaté meg az enzim tisz-
titasa.

Celkitlizéseink kozott szerepelt annak tanulmanyozasa is, hogy Kkii-
16nbdz8 allosztérikus effektorok befolyasoljék-e a glikogén eludld effek-
tusat, s ha igen, hogyan és milyen mértékben. Felteheté volt, hogy mivel
az AMP és a gluko6z-1-P fokczza a foszforildz glikogén iranti affinitésat,
kisebb koncentraciéju oldata is megfelelé az elualashoz. Ebbdl a szem-
pontbdl is indokolt a glikogén elucios kliszdbének meghatarozasa, mivel
kisebb koncentricioju glikogén alkalmazisa esetén az allosztérikus effek-
torok emlitett hatasa is kimutathatébb mddon érvényesiilhet.
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Vizsgalataink elsé részében tehat 0,030 y-o0s, 0,01%-o0s, (,005%;-0s, il-

nyoztuk. (1. abra.)
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1. dbra
Keményitdoszlopon megkotort, tisztitott nyul vazizomfoszforildz-b elucidja
glikogénnel

A foszforildz adszorbealdsara 1 cm atmérdj, 2 cm magas keményito-
oszlopot hasznaltunk. A keményitét (amylum solubile, MERCK p.a.) 0,1 M
NaF—0,001 M EDTA—0,015 M MeEtOH (pH 6,8) pufferben szuszpendalva
toltottliik az oszlopba. Az oszlopot az enzim felvitele el6tt 20 ml 0,1 M NaF
—0,001 M EDTA—0,015 M MeEtOH (pH 6,8) pufferrel mostuk. Ezt kdve-
téen 59 E aktivitasi tisztitott nyul vazizomfoszforilaz-b-t rétegeztiink az
oszlopra, 1 ml térfogatban. A keményitéoszlopot az enzim felvitele utan
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16 ml 0,1 M NaF—0,001 M EDTA—0,015 M MeEtOH (pH 6,8) pufferrel
mostuk. A mosé folyadékot egyetlen frakcioban gytijtottikk dssze, és akti-
vitasmér éssél ellenériztﬁk fos7foril&z—tartalmét Mosaés utén az adszorbeélt
5 ml 10 perc atf01y351 sebessed mellett tértént, a fenti atf(nyast blztosno
légnyomast alkalmazva. 1\/Ii‘nden muveletet hidegen (+ 5° C) végeztiink.
A frakcidkba gytlijtott eludtum (egy-egy frakciéo 5 ml) foszforildz-tartal-
mat aktivitdsméréssel hatarcztuk meg.

Az 1. &bréabol lathato, hogy a szokasosan hasznalt 0,4%-os glikogén-
oldaton kiviil 0,05%)-os glikogénoldat is hatdsosan eludlja a foszforilazt.
Még a 0 01“/0—05 és ennél kisebb koncentriciéju glikogéncldattal is elég
jol (79%-ban) v1sszanyerheto ha nagy térfogatban is, a felvitt foszforilaz.

A ghkogen-koncent acm elucios kuszobenek meghatarozaca céljabol
emelve, meghataroztuk azt a mlmmahs glikogén-koncentraciét, amelynél
a foszforilaz elualédni kezd (,,elucids kiiszob”). !

Mivel felteheté volt, hogy a kiilonbozs eredetti foszforilazok kiilon-
boz6 erdsséggel adszorbealédnak a keményitén, és hogy kiilonbézb az af-
finitasuk a glikogénhez is, nyulizom foszforildz-a mellett nyulizom fosz-
forilaz-b és sertésizom foszforildaz-b elualhatosagat is Osszehasonlitottuk.

Az eredményeket a 2. dbran tintettiitk fel. i’ : G
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2. abra
Keményitéoszlopon megkdtott, tisztitott nyil izomfoszforildz-a,
nyul izomfoszfori£d9 b és sertés izomfoszforildz-b elucidja -
(7 r- d
A kzserlet korulmenyez 1 cm atmem]u 2 cm magas kemenyltooszlop,
az 1. abraban leirt modon elékészitve és mosva.
Az oszlopokra vitt enzimek mennyisége és minbsége:

®_0 22, F tisztitott nyul izomfoszforilaz-b (5,5 E/ml koncentraciéju
oldatban). . ;
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0— — —o 22 E tisztitotl nyul izomfoszforilaz-a (7,74 E'ml koncent-

s rer

s s

oldatban).

Atfolyasi sebesség: 30 ml ora.

A keményitboszlopot az enzim felvitele utdn 16 ml 0,1 M NaF—0,001 M
EDTA—0,015 M MeEtOH, pH 6,8-as pufferrel mostuk. A moséfolyadékot
egy frakcidéban gyujtottik ossze. Aktivitdsméréssel ellendriztik, hogy a
mosopufferben nem jelent-e meg aktivitas.

Elualas gradiens elucidval az 1. és 1I. oldat Gsszekeverése kdzben.

I. oldat: 100 ml 0,1 M NaF—0,001 M EDTA—(,015 M MeEtOH (pH 6,8).
II. oldat: 100 ml 0,19 j-os glikogénoldat.

Atfolyas 40 ml'6ra, perpex pumpaval nyomatva.

A frakciok térfogata: 3,5 ml.

Minden muvelet -+ 5° C-cn tértént.

A foszforildz aktivitasat 0,1 ml eluatumban hataroztuk meg.

Az abrabdl kitlinik, hogy 0,01%/, glikogén-koncentraciénal kezd elua-
16dni mindharom foszforilaz. Ugy latszott, hogy a glikogén ilyen tomény-
ségben még alkalmas lehet a foszforildznak keményitérél torténd eluala-
sara. Ezért a 0,01%,-0s koncentraciét tekintettiik a glikogén elucios kiiszo-
bének, s az allosztérikus effektorok hatdsanak vizsgalatdnal mindig ebben
a koncentracioban alkalmaztuk a glikogént.

Az 4brabol az is leolvashatd, hogy a glikogén elucids kiiszébe kiilom-
boz6 eredetil foszforilizok esetén nem kilonbdzik lényegesen. Az eluild
effektus azonban kilonbségeket mutat.

A kétféle foszforilaz-b (nyulizom és sertésizom) eluciéja csak Kkis
glikogénnel t6bb eludlodik, mint a nyul izomfoszforilaz-a-bél.

Jelentds eltérés a foszforildz-b és a kozott mutatkozik: a foszforilaz-a
joval kisebb mértékben eludlédik, mint a b. Ez arra mutat, hogy a fosz-
forilaz-a erésebben adszorbedlodik keményitén, mint a b. Erre mutat az
eluciés diagram elnyult volta is. '

KULONBOZO EREDETU FOSZFORILAZOK KEMENYITON
VALOC KOTODESENEK MENNYISEGI VISZONYAI -

Miutan a foszforildzok keményité adszorbcids technikaval torténd
tisztithatésaga attdl is fligg, hogy a tisztitandé enzim milyen mértékben
kotédik a keményitén, vizsgédlatokat végeztiink arra vonatkozéan, hogy
azonos korlilmények kozott a kiillonbozé eredetli foszforildzok milyen
mennyiségben adszorbealdédnak keményitSoszlopon.

Osszehasonlito vizsgalatainkat az aldbbi koériilmények kozdtt vé-
geztik:

Keményitdoszlop: a bevezetében leirt médon prepardlva (1 em atmérd
€s 2 cm magassag).

Az oszlopokra a tablazatban feltiintetett nyers kivonatokat vittiik fel.
Erre a célra a kisérleti allat ledlése utan frissen kimetszett izom homoge-
nizatumanak fellilusz6jat hasznaltuk.
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Az oszlopokra vitt prepardtumokat ugy higitottuk, hogy kb. 5—
10 E/m] foszforildz aktivitast tartalmazzanak. Oszlopra vitelik és mosdsuk
kézi ballonnal tortént, 30 ml/6ra atfolyasi sebességgel.

A keményitdoszlopon atfelyt folyadékbol 2 ml-es frakcidkat gydijtot-
tlink, s az ezekbd6l tortént aktivitdsmérések alapjan allapitottuk meg az en-
zim megjelenését az eluatumban, illetve azt, hogy az enzim attdréséig a
vizsgalt foszforilazokbol hany egységet kotott meg az alkalmazott kemé-
nyitéoszlop. Attérésnek tekintettik a 0,5 E/ml-nél nagyobb aktivitds meg-
jelenését az oszlopon atfolyt oldatban.

A vizsgélat minden mivelete + 5° C-on és pH 6,8-on tértént. Aktivi-
tasmérést a frakeidkba gyidjtott mintak 0,2—0,2 ml-bél végeztiink.

Méréseink eredményeit az alabbi tablazat szemlélteti:

1. tdblazat

Kiil6nboz6 eredetii foszforildzok adszorbedlt mennyisége,
azonos méretii keményitéoszlopokon

Az oszlopokra vitt Az enzim Azn'?:gll(%%g:}c igtzl;ffig

foszforilaz eredete tisztasaga mennyisége
Sertés yazzon- | a0 mimg protein 2
fosrtoulant | 0,2 E'mg protein 48 E
E)itz}ﬁiﬁ’{é‘z’f‘ﬁizom‘ nyers kivonat 72 E
gﬁ;ﬁifg;ﬁzom' nyers kivonat 25 E
E()iggg;;&;}gc from- nyers kivonat 40 E
lsf;;fff;;ﬁﬁijf’g_éhé' nyers kivonat 42 £
E?;lz{éz{{t?;a;jfoszm' nyers kivonat 32 &
?oe;‘ztfégrislgizv‘ iéom- nyers kivonat 10 £
E)?ziflogizli;;-zgm- nyers kivonat 30 E

A tablazat alapjan a kovetkezdk allapithaték meg:

Az enzim eredete nagymértékben befolyasolja a kot6dés mértékét.
Csekeély kiilonbség mutatkozik a tisztitott és a nyers kivonatban levd
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foszforilazok kotédésében. A tisztitott enzimekbdl valamivel kevesebb ad-
szorbealddik, mint a nyers kivonatban levékbdl. A vizsgdlt fajtak koziil
legjobban a nyul izomfoszforilaz-b, legkevésbé pedig a sertés szivizom-
foszforilaz-b kotédik. Az oszlopra vitt mennyiségekkel még nem meril ki
teljesen az oszlop k&tSkapacitasa, a tovabbiakban felvitt foszforilaz még
jelentés mértékben kotédik, bar egy része mar atfolyik az cszlopon.

A pH hatdsa a kotédésre

Az el6z6 vizsgalatokban lattuk, hogy a kiilonboz6 eredetd foszforila-
zok kiilonbozé mértékben koétédnek a keményitén pH 6,8-on. Miutan az
enzimek sajatsagait igen nagymértékben befolyésolja a kdzeg pH-ja, cél-
szerlinek latszott annak tanulményozasa is, hogy befolyasolja-e a pH
a foszforilaz keményit6oszlopen vald kotédését. Ennek érdekében megvizs-
galtuk, hogy a kiilonboz6 allatok azonos szoveteibdl preparalt foszforilazok
kotddése hogyan valtozik, kiilonboz6 pH-értékek mellett.

Meéréseinket a pH kivételével az el6z6 fejezetben leirtakkal azonos
kortilmények kozott végeztiik.

Az enzimeket ezekben a kisérletekben is az atfolyé oldatban wvald
megjelenésiikig, azaz attorésig vittitk a keményitéoszlopokra.

Az eredményeket a 2. tablazat tlinteti fel.

2. tabldzat

pH hatdsa a kiilonbdzd eredetit foszforilazok keményiton
ralo adszorpcidjdra

A keményitdoszlopon Attorésig megkotott enzim

A fosztforilaz mennyisége
eredete
pH 6,1 pH 6,8 pH 7,4 pH 8,2

Nyl izomfoszforilaz-b

(nyers) 192 E 230 E 171 E 117 E
Sertés izomfoszforilaz-b

(nyers) 48 E 48 E 60 E 36 E
Patkany izomfoszforilaz-b 12 E 2 E 130 E 9 E

(nyers)

A tdblazatban feltlintetett eredmények szerint a pH is nagy hatdssal -
van a kotédés mertékére.

Lathat6 az is, hogy a megvizsgalt enzimek koéziil a nyul izomfoszfori-
laz-b optimalis adszorpciés pH-ja 6,8, mig a sertés és a patkany izom-
foszforildz-b pH 7,4-en kotédik a legjobban.

Allosztérikus effektorok befolydsa az adszorbedlt
foszforildz eluciéjdira

A kiilonboz6 allosztérikus effektorok a foszforildz aktivitasat jelen-
tosen befolyasoljak azaltal, hogy az enzim szerkezetében konformacio-val-
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tozast idéznek elé. A pozitiv effektorok novelik, mig a negativ effektorok
csokkentik a foszforilaz aktivitdsat. Az aktivitdsvaltozas egyik oka, hogy
az allosztérikus effektorok megvdaltoztatjdk a foszforilaz szubsztratokhoz
valo affinitasat.

A foszforilaz glikogénhez vald affinitasat tobb szerzé vizsgalta,?, s, 10
és megallapitotta, hogy az allosztérikus effektorok a glikogénhez vald af-
finitast is befolyasoljak.

Nem foglalkoztak azonban még azzal, hogy ezek az eflektorok befo-
lyasoljdk-e a foszforildznak a keményit6hoz vald kotédéseét, illetve a ke-
ményitén megkotott foszforilaz glikogénnel toérténd elucidjat.

Megvizsgalluk tehat az enzim aktivatoranak, az AMP-nek, valamint
az enzim inhibitorainak, a gluk6z-6-P-nek és az ATP-nek a hatésat a gli-
kogén eludlé képességére. Ennek soran az effektorok és glikogén egytuttes
alkalmazasakor nyert elucios gérbéket Gsszehasonlitottuk a kontrollvizsga-
latokban kapott, ugyanolyan koncentracioju, de effektormentes glikogén-
oldat eluald effektuséaval.

A mérés kortilményei az eddig alkalmazott eljarashoz hasonloak vol-
tak: 1 em ) x 2 cmi méretli keményitdoszlop a bevezetében leirt médon
el6készitve és mosva.

Az oszlopra Norit-cellulézzal kezelt (AMP-mentes!), kétszer kristalyo-
sitott, pH 6,8-as pufferben oldott nyul izom-foszforildz-b-t adszorbeal-
tattunk.

A keményitboszlop mosasat az enzim felvitele utan 16 ml 0,1 NaF—
0,001 M EDTA—0,015 M MeEtOH (pH 6,8) mosépufferrel végeztiik. A mo-
sofolyadékot egy frakcidban &sszegyUjtve, aktivitadsméréssel ellendriztiik,
hogy enzimet ne elualjon.

Elualoszeril 0,01%, glikogént tartalmazo puffer szolgdlt.

Az eludlast kézi bsllonnal, 5 ml/10 perc atfolyasi sebesség mellett
végeztik, 4+ 5° C-on.

Az aktivitismérést 0,2 ml eluatumbdl végeztiik.

AMP hatdsa a foszforildz-b eludldsra

50 E foszforildzt adszorbedltatva keményitdoszlopra, az eluciét AMP
nélkiil és AMP jelenlétében végeztiik a hig glikogénoldattal (3. abra).

A 3. dbra eredményeibél lathato, hogy az AMP, amely pedig a fosz-
forilaz-b leghatasosabb allosztérikus aktivatora, a glikogénoldat elualo-
képességére hatastalan.

Gluko6z-6-P hatdsa a foszforildz-b eludldsdra

Az AMP-hez hasonléan megvizsgaltuk a glukdz-6-P hatasat is a gli-
kogénnel térténé eluciéra. A kisérlet eredményét a 4. dbra szemlélteti.

Lathaté, hogy a glukéz-6-P az alkalmazott 10 mM koncentraciéban
csokkenti a glikogén eludld effektusat. A keményité és a glikogén kozotti
kompetici6é soran tehat jobban csokkenti a foszforilaz glikogén iranti affi-
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nitasat, mint a keményit6é irantit. Az abran a kisérleti eredmények feltiin-
tetésekor korrekcidéba vettiik a gluk6z-6-P-nek a foszforilaz-b-re kifejtett
gatld hatdsat. Az elucidos kozegbe keriilt glukéz-6-P ugyanis gatolja a le-
oldott foszforilaz-b aktivitasat. Az 1—4. frakcidban azonban ezt a gatld
hatast korrekcidba véve sem taldlhaté foszforilaz-aktivités.

‘o
g o
=]
<
o 3 «—————= 0,01% glikogén
vu S
g ....... 0,01% glikogen 4
S 2 1mM AMP
x
=4

14

o 1 2 3 4 5 & 7 8 G 10

frakcidk szdma {Smi/frakcid)

3. @bra
AMP hatdsa nyil izomjoszforildz-b glikogénnel torténé elucidjira

o——» 0,01% glikogen

5
]
=————8 001% glikogeén +10mM G-6-P
4 A 0 "
o '/‘ \.
. \.
34
[ ] .

Aktivitds E/frakcid
N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1
trakcik szdma  (Smt/trakeid)

4. dbra
Glukéz-6-P hatdsa nyui izmofoszforildz-b glikogénnel térténd eluciojira

Ismeretes, hogy a gluko6z-6-P aktivitast gatlé hatdsa AMP-vel felflig-
gesztheté. Igy felmeriil annak a lehetésége, hogy a gluk6z-6-P elualast
csokkentd hatédsa is felfliggesztheté AMP-vel. Ennek kivizsgalasa érdeké-
ben olyan eludlasi kisérletet végeztiink, amelyben az alkalmazett eluens
glukdz-6-P mellett AMP-t is tartalmazott.
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Az 5. abrabol lathatd, hogy az AMP (az aktivitdsmérésnél alkalmazott
1 mM koncentriciéban) nem fiiggeszti fel a glukéz-6-P eluciot gatlé ha-

tasat.

Axtivitds E/rrokeid

o———a 0,01% glikagen
w——a 001% glikogén +10mM G-6- P
&~ 0,01%glikogén 4 10mM G-5-P + 1 mM AMP

.

T ~na

1 2 3 4 5 6 7.8 8 1
trakciok szdma  (Sml/trokeid)

5. abra

AMP tartalmid glukéz-G-F hatdsa nyidl izomfoszforildz-b glikogénnal torténd

elucidjara

Mindez azt igazolja, hogy a glukéz-6-P enzimaktivitast gatlo hatasa
komplex jelleg(i, 4 az AMP-vel csak részben kompetitiv. Feltehetden az en-
zim keményit6hoz, illetve glikogénhez valé kot6dését kevésbé befolya-
solja, mint az enzim aktivitasat.

ATP hatdsa a foszforildz-b eludldsdra

Ismeretes, hogy az ATP a foszforilaz-b aktivitasat jelentésen gatolja.

Ezért felteheté volt, hogy hatast gyakorolhat a foszforildz-b keményit6rol
valé elucidjara is. Megvizsgaltuk tehat 10 mM ATP pelenlétében a gliko-
gén foszforilaz-b-t eluald hatasat.

A 6. abran feltlintetett eredmények alapjan megallapithat6, hogy az

ATP a glikogén eluadlo effektusat nem befolyésolja.
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Aktivitds E/frakcid

o——— 001% glikogen

4——a 001 % glikogén + 10mM ATP

"
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 M 12 13 %
trakciok szdma  (5mi/frakcid)

6. dbra

ATP hatdsa nyul izemfoszforildz-b glikogénnel térténd elucidjdra



Ezekbél a vizsgalatokbol megallapithaté, hogy a keményitén kotott
foszforilaz glikogénnel torténé elucidjat a foszforilaz allosztérikus effek-
torai koziil az AMP és ATP nem befolyasolja, a glukoéz-G-P kismérték-
ben gatolja.

MEGBESZELES

A Dbevezetébben mar lattuk, hogy a De La Haba-féle eljaras kiilonbdzé
szbvetekben levé foszforildzok preparaldsara és tisztitasara is alkalmas, ha
kisebb-nagyobb mddositasnak vetették ald. Ezzel kapcsolatban néhany
kérdés kivizsgaldsa a mdédszer finomitasat és tokéletesitésél eredményez-
heti. Vizsgalataink — a teljesség igénye nélkiill — ezek tanulmanyozi-
sara iranyultak.

De La Habu és munkatarsai a keményitén adszorbealt foszforilazt
0,4%-0s glikogén oldattal elualtdk. Az eludtumban levs foszforildz csak
a glikogén eltavolitasa utan kristédlyosithato. A glikogén eltavolitidsa enzi-
matikus lebontdssal lehetséges, ez azonban meglehetdsen hosszadalmas,
emiatt a foszforilaz tisztitdsa csak hosszabb idd alatt valdésithatdé meg. Ezt
nak cstkkentése milyen hatéssal van az elucidéra. Azt tapasztaltuk, hogy
a glikogén kisebb koncentraciéban is hatdsosan elual; 0,019, az a hatar-
koncentracio, amelyben a glikogént még alkalmazni lehet eluélasra. Ezért,
tovabba azon feltevés miatt, amely szerint az allosztérikus effektorok be-
esetén jobban kimutathato, tovabbi kisérleteinkhez ilyen koncentrécidoban
alkalmaztuk a glikogént.

Megvizsgaltuk a kiilonbozé eredetli foszforildzok keményitén valé
kotédéset. Megallapitottuk, hogy a kotédés mértéke nagymertékben fiigg
a foszforilazok eredetétdl, mindségétsl. Mivel a kiilonboz6é eredetl foszfo-
rildzok pH-optimuma eltérd, tanulmanyoztuk a pH hatasat a keményitén
valé adszorpcidjukra. A kilonbozé eredetli foszforilazok koétédésének pH-
optimumai valoban eltéréeknek bizonyultak. )

Nyul izomfoszforilaz-b adszorpciojat és glikogénnel torténd eluciojat
tanulmanyoztuk a legismertebb allosztérikus effektorok (AMP, glukéz-6-P,
ATP) jelenlétében is. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt effektorok kozil az
AMP és az ATP hatastalanok, a gluko6z-6-P csokkenti a glikogén elualé
effektusat.

Miutdn a glukoz-6-P aktivitast gatlé hatasa AMP-vel felfiiggeszthetd,
megvizsgaltuk, hogy a glukdéz-6-P elualast cstkentd hatasa felfliggeszt-
het6-e AMP-vel. Az AMP azonban nem fiiggesztette fel a glukéz-6-P elu-
ciot gatlé hatasat.

Osszefoglalds

A De La Haba-féle keményits adszorpcios eljaras modositasainak a ha-
tasat vizsgaltuk.

Megallapitottuk, hogy a glikogén az eddig alkalmazott 0,4%;-osnal

kisebb koncentricioban is hatésos eludld effektussal rendelkezik, s igy
0,01%, glikogénoldat még jol alkalmazhato.
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Megallapitottuk, hogy a foszforildz keményitén valé kotddésének
mértéke nagymértékben fiigg a foszforildzok eredetétél és az alkalma-
zott pH-tol.

Megallapitottuk, hogy a gyakoribb allosztérikus effektorok kozil az
AMP és ATP nem befolyésolja, a gluk6z-6-P viszont 10 mM koncentra-
cidban cstkkenti a glikogén eludld hatdsat.

Vizsgalataink kisérletes részét a DOTE Orvosi Vegytani Intézetében
végeztilkk, dr. Bot Gyodrgy professzor Ur iranyitasaval és segitségével,
amelyért eztton is §szinte koszonetiinket fejezziik ki.
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