A foszfolipidek, a GTP-az aktivalo fehérjék, valamit az
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Bevezetés

A neutrofil granulocitak a periférids vérben legnagyobb
szamban eléforduld, rovid életii fehérvérsejtek. Elsdként veszik fel a
kiizdelmet a behatold6 koérokozokkal, igy a velesziiletett
immunrendszer tagjaiként kulcsfontossagu szerepet toltenek be az
immunvédekezésben. Az aktivalt neutrofil felismeri az opszonizalt
koérokozokat, bekebelezi ¢€s a fagoszomaban granulumfehérjékkel és
reaktiv oxigénszarmazékokkal (ROS) elpusztitja azokat. A ROS-ok
forrasa a fagoszoma falaban levé NADPH-oxidaz, amely egy
legalabb 6t alegységbdl felépiilé enzimkomplex, ami egy elektront
szallit egy molekula oxigénre. Az igy keletkezett szuperoxid-anion és
a bel6le keletkez6 tovabbi ROS-ok ugyanakkor nem csak a
korokozokat karosithatjak, hanem a szervezet sajat szoveteit is. A
térben és idében nem megfelel6 mennyiségben felszabaduld ROS-ok
szerepet jatszanak Sszamos olyan korfolyamatban (autoimmun
megbetegedések, neurodegenerativ. megbetegedések, sziv- és
érrendszeri megbetegedések), amelyek komoly népegészségiigyi
kihivast jelentenek. Elettani koriilmények kozott a neutrofilek
NADPH-oxidé4za preciz szabalyozas alatt all, amely megakadéalyozza
a talzott mértékli ROS felszabadulast.

A NADPH-oxiddz miikodését tobbek kozott lipid természetii
faktorok és a Rac kis G-fehérjére hatd szabalyozok feliigyelik. A

lipidek koziil az arachidonsav (AA) fokozza, a gliikocerebrozidok €s



az oxidalt foszfolipidek (oxPL) csokkentik az oxidaz szuperoxid-
termelést. Az AA ¢és a gliikocerebrozidok kozvetlen hatdsa az
oxidazra mar tobbnyire ismert, azonban az oxPL-ek hatasdnak
magyardzatara koradbban csak feltételezések sziilettek.

Szintén csokkentik a szuperoxid-termelést a GTP-4z aktivalo
proteinek, a GAP-ok. Korabban tobb GAP kapcsolatat is felvetették a
NADPH-oxidazzal, azonban nem késziilt eddig olyan tanulmany,
amely ezen GAP-ok hatasat azonos koriilmények kozott, egymassal
Osszemérhetden vizsgalta volna, vagy a membranokban talalhato
endogén, teljes hosszusagu GAP-ok funkcidjat mutatta volna be.

A neutrofil granulocitdk nem csak a sejten beliil veszik fel a
kiizdelmet a korokozokkal, hanem a sejtek kozotti térben is képesek
elpusztitani a patogéneket. A neutrofil extracellularis csapda (NET)
képzése mellett a neutrofil képes antibakteridlis extracellularis
vezikulak (EV) elvélasztasara is. A NET kialakulasdhoz ¢és
antibakterialis hatasdhoz sziikség van a NADPH-oxiddz miikodésére,
azonban eddig nem rendelkeztiink adatokkal NADPH-oxidaz és az
EV-ék kapcsolatarol.

Munkam ceéljaul a fagocita NADPH-oxiddz szuperoxid-
termelését szabalyozo folyamatok és az EV miikodésének pontosabb

megértését tiztiik ki.



Célkitiizések
Az ¢értekezés alapjaul szolgaldé munkam soran a kovetkezd

kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Befolyasoljak-e az oxidalt foszfolipidek a fagocita NADPH-
oxidaz enzimkomplex Osszeépiilését ¢€s  szuperoxid-

termelését?

2. Szabalyozza-e az ARHGAP25 fehérje a fagocita NADPH-

oxidaz szuperoxid-termelését sejtmentes rendszerben?

3. Mely membrankotott GAP-ok szabalyozhatjdk a fagocita

NADPH-oxidaz szuperoxid-termelését?

4. Termelnek-e a neutrofil granulocita eredeti EV-K,
kiilonosképpen az antibakterialis hatassal rendelkez6 aEV-k
szuperoxidot, és van-e szerepe a reaktiv

oxigénszarmazékoknak az antibakterialis hatasban?



Modszerek

Neutrofil granulocitik prepardlasa. Méréseinkhez egészséges
véradok periférids vérébol, vagy az Orszagos Vérellatdé Szolgalattol
beszerzett  ,buffy  coat”  készitményekbdl  preparaltunk
polimorfonuklearis sejteket (PMN) — a Semmelweis Egyetem etikai
engedélyében meghatarozott eljaras szerint — Ficoll-gradiens

centrifugalassal.

Neutrofil granulocita citoszol- és membranfrakcio tisztitasa. A
vérkészitménybdl nyert PMN sejteket protedzgatlokat tartalmazo
pufferben ultrahang segitségével tartuk fel. A sejtmagoktdl és a fel
nem nyilt sejtektdl megtisztitott feliiluszo6t szachardzgradiensre
(17%/40% tomegszazalékos) rétegezve, 160 000 g gyorsulassal
ultracentrifugéltuk 30 percig. A citoszolfrakcidt a gradiens tetejérdl
gyljtottilk, a membranfrakcidt a 17% és 40%-os szacharoz rétegek

hatararol.

A rekombindns fehérjéket kifejezé baktériumtiorzsek. A glutation-S-
transzferazzal (GST) kapcsolt Racl-et, Bcr-t és ARHGAPI-et
kodold plazmidokat hordozo E. coli baktériumtorzset Alan Hall-tol
kaptuk. A p67°"-ot és a p47""™*-ot kodold plazmidot kifejezé E. coli
baktériumtorzset Frans Wientjes-t61 kaptuk. A GST-vel kapcsolt
ARHGAP2S5 plazmidot hordoz6é E. coli baktériumtdrzset Csépanyi-



Ko6mi Roland munkatarsam allitotta el6. A GST-vel kapcsolt 1191
aminosav hosszusagth ARHGAP35-6t kddold plazmidot hordozé E.

coli baktériumtérzset Lévay Magdolna munkatarsam allitotta el6.

Rekombinans  feheérjék  eloallitasa. A GST-fuziosfehérjék
eléallitasahoz a kodold plazmidokat kifejezd E. coli baktériumokat
IPTG-vel aktivaltuk. A baktériumokat protedzgatlokat tartalmazo
pufferben, ultrahang segitségével tartuk fel. A baktériumfalat és
membrantérmeléket tartalmazo tiledéket centrifugalassal valasztottuk
sz¢ét a megtermelt fehérjéket tartalmazo feliiluszotol. A feliiluszobol a
rekombinans fehérjéket glutation-Sepharose gyongyokkel kotottik
meg, majd glutationos pufferrel oldottuk le a gyongyokrol.

Neutrofil granulocita membranfrakciojanak immundeplécioja. A
membranfrakciot oktil-B-D-glukopiranoziddal kezeltik 20 percig
4°C-on. Ezutan anti-ARHGAP1, anti-ARHGAP25 ¢és anti-
ARHGAP35 gyongyokkel forgattuk 15 percen keresztiil 4°C-on. A
kezelés utan a mintat mikrocentrifuga sz{irén (0,45 pm porus)
keresztiili centrifugélassal sziirtiik, ahol a depletalt membranfrakcio a
szlirletbe keriilt. A deplécio hatékonysagat Western blot segitségével
ellendriztik. A Western Dblot-ok denzitometrias kiértékelését

»Imagel]” programmal (National Instituts of Health, USA) végeztiik.



A szuperoxid-termelés vizsgalata sejtmentes rendszerben. Sejtmentes
rendszerben a szuperoxid-termelést a citokrom c¢ szuperoxid-
dizmutazzal (SOD) gatolhatd redukcidjan alapuldé modszerrel
mértilk. A félrekombinidns rendszerben a citoszolt GST-fuzios
P47 &s p67""™ fehérjékkel helyettesitettik. A szuperoxid-
termelést NADPH hozzaadasaval inditottuk, és 20 percig kovettiik. A
citokrom redukcidja soran az OD ardnyosan ndvekszik a termelt
szuperoxid mennyiségével az 550 nm  hulldmhosszisagh
tartomanyban. Az OD leolvasasat Labsystems iEMS Microplate
Reader segitségével végeztilk. A kapott redukcidos gorbe linearis
szakasza alapjan szdmoltuk a szuperoxid mennyiségét a citokrom c

abszorpcios koefficiensét (21000 M xcm™) hasznalva.

Extracellularis vezikulak preparaldsa. Az extracellularis vezikulakat
egészséges veradok periférids veérébdl szarmazd PMN  sejtekbdl
nyertiik. Az EV termeltetés soran 10’ db sejtet fél oran at
inkubaltunk aktivalo anyag jelenlétében, vagy hianyaban, enyhe
linearis razatds mellett, 37°C-on. A mintakat mikrocentrifuga-
csovekbe mértiik és a sejtes elemektdl centrifugalassal (500 g, 5 perc,
4°C) tisztitottuk meg. A centrifugélds utan a feliiluszo felsé 500 pl-ét
egy 5 um porusu sziirdn csepegtettiik at a gravitacio kihasznalasaval.
Az igy kapott szilirletbdl egy masodik centrifugalassal iilepitettiik az
EV-kat (15 700 g, 10 perc, 4 °C-0s). A spontan sejthalal kézben

termel6dott EV-ket hasonldé modon tisztitottuk. Ez esetben az EV-



preparaciot megelézéen a sejteket 1, 2, vagy 3 napig DMEM

médiumban tartottuk 5%-0s CO, koncentracio mellett 37°C-on.

Az extracellularis vezikulak dramlasi citométeres vizsgalata. Az
extracellularis vezikuldk dramlési citométeres vizsgalatdhoz az EV-
kat fluoreszcens anti-CD11b-RPE antitesttel jeloltik. A méréseket
FACSCalibur citométeren végeztilk. A kapuzasi eljarasunk soran az
EV-k mérettartomany meghatarozasahoz 3,8 um-es fluoreszcens
gyongyoket és GFP-t kifejezd S. aureus baktériumokat hasznaltunk.
A fluoreszcens kapu az izotipus kontrollantitesttel jelzett EV
populacid jele folott kertilt felvételre. A mért események vezikularis
természetének igazolasdhoz TritonX-100 detergenssel kezeltik a
mintainkat. A tomegdetektalas elkeriilése miatt méréseink sordn az

eseménygyakorisagot 1000 esemény/masodperc alatt tartottuk.

Extracellularis vezikulak szuperoxid-termelésének vizsgalata. Az
extracellularis vezikuldk sejten kiviili térbe irdnyuld szuperoxid-
termelését a citokrom c SOD-zal gatolhatd redukcidjan alapulo
modszerrel mértiik. A vezikuldn beliili térbe torténd szuperoxid-
termelés mérésére lucigenint hasznaltunk. A szuperoxid-termelést

PMA, vagy opszonizalt S. aureus hozzaadasaval inditottuk.

Baktériumnovekedesi teszt. Az extracellularis vezikulak

antibakterialis hatdsat baktériumndvekedési teszttel vizsgaltuk. A



baktériumokat EV-val inkubaltuk 30 percen at, 37 °C-on, enyhe razés
mellett. Az inkubécid kezdetén, majd 30 perccel késdbb is mintat
vettiink, amit jéghideg, szaponin tartalmia HBSS oldatba helyeztiik.
A masodik mintavételt kovetdoen a mintakat -80°C fokra hiitottiik,
majd 20 perccel ezutan szobahOmérsékletre melegitettiik. Egy
higitasi 1épés utan a mintakat LB tapoldatba helyeztiink. A
mintainkban tuléld baktériumokat 96 lyuka lemezen, iEMS ELISA
reader-ben 37 °C-on, 10 oran at novesztettik, és kovettik a mintak
OD valtozdsat 620 nm-es hulldimhosszon. A  baktériumok
mennyiségét az OD valtozasa alapjan szamoltuk. Az antibakterialis
hatast @ 30 perces inkubacié alatt bekdvetkezett baktériumszam
valtozasbol szamoltuk. A NADPH-oxidaz és a keletkezett reaktiv
oxigénszarmazékok szerepét az antibakteridlis hatdsaban DPI

hozzaadésaval vizsgaltuk.

Statisztikai analizis. Az adatok statisztikai elemzéséhez egymintés t-
probat, vagy kétmintas t-probat hasznaltunk. A szignifikancia hatarat
minden esetben a p<0,05 értéknél huztuk meg. A statisztikai
analiziseket a STATISTICA 7.0 programmal végeztiik (Statsoft).



Eredmények

Foszfolipidek hatasa a NADPH-oxiddaz miikodésére sejtmentes
rendszerben

A membranfrakciot 10 percig kezeltik el6 30 pg/ml
koncentracioban adott oxidalatlan és oxidalt foszfatidil-kolinnal
(PAPC, illetve oxPAPC). Az clékezelés utan az enzimkomplex
Osszeépiilését kivalto AA-at széles koncentraciotartomanyban adtuk
a mintdkhoz. Az oXPAPC-eldkezelés esetében kozel felére csokkent
a Oy -termelés sebessége a maximalis termelést kivalto AA
koncentraciok esetében. Ezzel szemben az oxidalatlan PAPC nem
gatolta szdmottevéen az enzimkomplex miikodését.

Megvizsgaltuk a foszfolipidek hatdsat a mar Osszeépiilt fagocita
NADPH-oxidazon is. Ezeknél a méréseknél a PL-eket 5 perccel az
AA adasa utan adtuk a mintdkhoz. A mar Gsszeépiilt
enzimkomplexre sem az oxidalatlan, sem az oxidalt PL-ek nem
fejtettek ki jelentds hatast, a O, -termelés sebessége megegyezett a
kezeletlen kontrollmintaéval. Ezek alapjan az oxPAPC el6zdleg
bemutatott gatlohatasa nem az elektrontranszport valamely 1€pését,

hanem az enzimkomplex alegységeinek 0sszeszerelddését gatolja.

Rekombinans GAP-ok hatasa a NADPH-oxiddz miikodésére
sejtmentes rendszerben
A fagocita NADPH-oxidaz 0Osszeépiilését ¢és miikodését

szabalyozd GAP-(ok) azonositasahoz félrekombindns rendszerben



vizsgaltuk a szakirodalom altal korabban megnevezett GAP-okat
(ARHGAPI1, ARHGAP25, ARHGAP35 és BCR). A négyféle GAP-
preparatumbol egymassal megegyez0 GAP-aktivitdssal rendelkezo
mennyiséget adtunk az oxidaz alegységeit tartalmazo mintdkhoz. Ot
percig inkubaltuk el6 a mintat szobahémérsékleten, majd AA-val
inditottuk az enzimkomplex Osszeépiilését. A vizsgalt GAP-ok, az
egyenld GAP-aktivitdsnak megfeleléen, egyenlé mértékben
csokkentették a O, -termelés sebességét, vagyis nem volt kiilonbség
a Rac iranti hozzaférhetdségben a vizsgalt GAP-ok kozott.

Nem csokkentették a O, -termelést ugyanezen rekombinans GAP-
ok, ha az AA indukalta enzimkomplex-0sszeépiilés utan adtuk dket a
rendszerhez. Ezek alapjan a mar 6sszeépiilt enzimkomplexben 1évd
Rac-GTP-hez méar nem volt hozzaférése a folyadékfazisban 1évo

GAP-oknak.

Membrankotott GAP-ok hatasa a NADPH-oxidaz enzimkomplex
miikodésére

A membrankotott GAP-ok szerepének vizsgalatara gatloszeres
megkozelitést valasztottunk. A fluoridvegytiletekrdl kordbban leirtak,
hogy hatékonyan gatoljak a GAP-okat. Félrekombinans
rendszeriinkben a NaF novelte a Oy -termelést mind az
enzimkomplex dsszeépiilése eldtt, mind az dsszeépiilés utdn adva. Az

Osszeépiilés utan latott F-hatds valosziniisiti, hogy vannak olyan
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membrankotott  GAP-ok, amelyek a mar Osszeszerel6dott

enzimkomplexben is képesek a Rac-hoz férkdzni.

Membrankotott GAP-ok immundeplécioja

Annak kideritésére, hogy a latott membran GAP-hatasért pontosan
mely membrankotott  fehérjék  felelések, immundeplécioval
csokkentettiik az egyes GAP-ok mennyiségét a membranfrakcioban.
Az ARHGAP1, az ARHGAP25 ¢s az ARHGAP35 mennyiségét a
kiindulési érték 30-35%-ara sikeriilt csokkenteni, de a kiprobalt Ber

elleni antitestek nem vezettek sikerre a deplécio soran.

A GAP-ok immundepléciojanak hatisa a NADPH-oxiddz
miikodésére

A GAP-depletalt membranfrakciok szuperoxid-termelését a
félrekombindns  rendszeriinkkel — vizsgaltuk. Az  izotipus
kontrollantitesttel kezelt membranhoz viszonyitva szamottevéen, a
kétszeresére fokozodott az ARHGAP1 és ARHGAP2S5 depletalt
membranok O, -termelése. A két GAP egyiittes deplécidja utan az
enzimkomplex aktivitisa tovabb nétt, hozzavetdleg az egyes GAP-0k
1zolalt deplécigjanal latott hatasok Osszeadodésat tapasztaltuk. Nem
mértiink azonban aktivitasndvekedést az  ARHGAP35-deplécio
esetében.

Az ARHGAP35 immundeplécidjanak  hatastalansdga a
szuperoxid-termelésre felveti annak a lehetéségét, hogy a NADPH-

oxiddaz valamilyen GAP-szelektivitassal rendelkezik. Ez alapjan
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bizonyos GAP-ok képesek az Osszeépiilt enzimkomplexben 1évo
Rac-hoz férkdzni, mig mas GAP-ok szamara a Rac hozzaférhetetlen.

Az ARHGAPl-re ¢és ARHGAP25-re egyiittesen depletalt
membranok O, -termelése nem érte el a NaF-dal kezelt membran
aktivitasat. Ez felveti, hogy esetleg mas membrankotott GAP-oKk,
példaul a Ber és rokona az Abr is képesek hatni az oxidazba épiilt

Rac-ra.

A tarolasi koriilmények hatdsa a neutrofil granulocita eredetii EV-K
tulajdonsdgaira és bioldgiai funkcidjara

A neutrofil granulocita eredeti EV-k szuperoxid-termelésének
vizsgalatahoz szerettiik volna meghatarozni azokat az optimalis
koriilményeket, ahol az EV-kat funkciovesztés nélkiil lehet tarolni. A
hémérséklet, a tarolasi idd, a fagyasztdé médium és a fagyasztasi
sebesség hatdsat vizsgaltuk a vezikulaszdmra, a vezikulak
fagyaszto médiumok az EV-k lizisét okoztak. A +20°C-on, a +4°C-
on tarolt mintdkban mind az EV-k szdma mind a bioldgiai hatasuk
szamottevoen csokkent. A -20°C-on tarolt vezikuldk morfologiai
valtozasokat és szamottevd funkciéromlast mutattak. A rovid, 1 hét
koriili -80°C-on torténd tarolas nem okozott Iényeges megjelenésbeli,
vagy funkciovesztéssel jaro valtozast. Azonban az egy honapig

-80°C-on tartott mintdk esetében is csOkkent az antibakterialis

12



kapacitas. Ezért szuperoxid-termelés vizsgalatainkat frissen preparalt

EV-kon végeztiik.

A spontan sejthalal soran keletkezo EV jellemzése

Munkacsoportunk a neutrofilek harom biologiailag valdszinti
allapotaban képz6dott EV-it vizsgalja. A nyugvo, de aktivalhatod
sejtek altal termelt EV-kat (sEV), a neutrofilek természetes
ellenségei (opszonizalt baktériumok vagy gombak) hatasara termelt
EV-kat (aEV) és a neutrofilek spontan sejthalala kozben termel6dott
EV-kat.

A neutrofil granulocitdk rovid életidejii sejtek. Sejtmédiumban
37°C-on, 5% CO; mellett tartott sejtek hamar a sejthalal jeleit
mutattdk. Az ekdzben képzodott EV-k aramlasi citométerrel
detektalhatd szama és Gsszfehérje-tartalma lényegesen nagyobb volt,
mint a félora alatt képzddoé sEV-k, vagy a szintén féloras opszonizalt
¢lesztd aktivacio kivaltotta aEV-k szama és Osszfehérje-tartalma.
Ugyanakkor az atlagos fehérjetartalmat kiszamolva, a félora alatt
képzoédott sEV és az aEV esetében lényegesen nagyobb
fehérjetartalmat talaltunk, mint a spontan sejthaldl soran képzd6do
vezikulaknal. Ezzel 6sszhangban a rovid idé alatt keletkez6 EV-k
elektrondenz  bennékkel rendelkeznek elektronmikroszkopban
vizsgélva, mig a spontan sejthalal soran képzdédott EV-k esetében

kevés elektrondenz bennékl vezikula volt talalhato.
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Neutrofil granulocita eredetii EV szuperoxid-termelése

A PMN eredetii EV-k szuperoxid-termelését SOD-zal gatolhatd
citokrom redukcion alapuld modszerrel vizsgaltuk. A 100 nM PMA
aktivacio sem a sEV-k, sem az aEV-k, sem a spontan sejthalal
kozben keletkezd EV-k esetében nem okozott citokrém redukciot.

A vezikulan beliili térbe torténd O, -termelést
kemolumineszcencia-valtozason alapuld moédszerrel vizsgaltuk. A
kiilonféle modon keletkezett EV-k ezzel a mddszerrel sem mutattak
detektalhato O, -termelést PMA, vagy opszonizalt baktérium

stimulusra.

A reaktiv oxigénszarmazékok szerepe az aEV-k antibakterialis
hatasdaban

A citokrom ¢ redukcidval, vagy kemolumineszcens moddszerrel
nem kimutathato mennyiségli reaktiv oxigénszarmazékok esetleges
szerepét az aEV-k antibakteridlis hatdsaban baktériumndvekedés-
teszttel vizsgaltuk. Az aEV-mintdk 4tlagos antibakteridlis hatisa a
vizsgalati 1d6 30 perce alatt az eredeti baktériumndvekedés 61%-ara
csokkentette az S. aureus novekedési iitemét. Ugyanennyi sejtbol
képz6dd sEV-n a baktériumok szaporodni tudtak, és a 30 perc
elteltével a baktériumndvekedés 7%-kal gyorsult a kezdeti értékhez
képest. Még latvanyosabb baktériumszaporulatot lattunk a spontan
sejthalal soran képz6édott EV-k esetében. A S. aureus novekedési

sebessége a kezdeti értek 150%-ra nétt.
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Az aEV esetében latott antibakterialis hatast DPI jelenlétében is
megvizsgaltuk. A DPI a hem csoportot tartalmazo fehérjék nem
specifikus gatloszere, a ROS-képzés folyamatiban gatolja a
NADPH-oxidaz és a micloperoxidaz miikodését is. Az aEV-minta 1
uM DPI-vel torténd eldkezelése utan nem taldltunk kiilonbséget az
antibakterialis hatasban a DPI-vel nem kezelt aEV-frakciohoz képest,
vagyis a fagocita NADPH-oxidaz nem jatszik szerepet az aEV-k

antibakterialis hatasaban.
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Kovetkeztetések

Eredményeim alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontam le:

1. Az oxPAPC gatolja a fagocita NADPH-oxidaz 0sszeépiilését, de
nem befolyasolja az Osszeépiilt enzim aktivitasat. A foszfolipid

oxidalatlan formdja nincs hatassal a fagocita oxidazra.

2. A membranhoz nem kotott ARHGAP1, ARHGAP25,
ARHGAP35 és Ber egyenld mértékben képes a membran kotott
Rac-hoz férkézni és ez altal a NADPH-oxidaz Osszeépiilését
gatolni sejtmentes rendszerben. A rekombindns ARHGAPI,
ARHGAP35 ¢s Ber fehérjékhez hasonloan a rekombinans
ARHGAP25 sem képes szabalyozni a mar dsszeéplilt NADPH-

oxidaz enzimkomplex mikodését.

3. Az  0Osszeépiilt fagocita NADPH-oxiddz  enzimkomplex
szuperoxid-termelését a  membrankotott ARHGAP1  és
ARHGAP2S5 gitolja sejtmentes rendszerben. Nincs jelentds gatlo
hatdsa azonban a membrankotott ARHGAP35-nek az 6sszeépiilt

oxidazra.

4. A neutrofil granulocita nyugalomban, opszonizalt részecske
felvétele utan és in vitro spontan sejthalala kézben elvalasztott
EV-i nem termelnek kimutathatdé mennyiségben Szuperoxid-
aniont, és az aEV-k antibakterialis hatdsaban nem jatszik szerepet

a NADPH-oxidaz enzimaktivitasa.
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