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Enzymy to katalizatory reakcji chemlcznych zachodzaécych w organizmach zywych.
W ich obecnosci katalizowana reakcja moze przebiegaé 10 razy szybciej. Dzieje si¢
tak dlatego, ze enzymy posiadaja zdolno$¢ obnizania energii aktywacji czasteczek, czyli
minimalnej energii potrzebnej do przebiegu reakcji chemicznej i przeprowadzenia
czasteczek w stan aktywny, co jest konieczne do wytworzenia lub rozerwania wigzania
chemicznego (Rys. 4.1).

Enzymy charakteryzuja si¢ specyficznoscia wobec typu katalizowanej reakcji lub
substratu tzn. katalizujg tylko okreslone reakcje biochemiczne z udzialem okreslonych
substratow.

E, - energia aktywacji reakcji niekatalizowanej
AG* - energia aktywacji reakcji katalizowanej przez enzym
S - substrat, P - produkt

stan przejsciowy

energia swobodna

energia
wydzielajgca sie
w czasie reakcji

przebieg reakcji

Rys.4.1. Poréwnanie reakcji niekatalizowanej i katalizowanej enzymatycznie

Niemal wszystkie enzymy, za wyjatkiem rybozymow (czasteczki RNA o wlasciwosciach
katalitycznych), sa bialkami. Moga mie¢ budowg monomeryczng tzn. posiadaja jeden tancuch
polipeptydowy lub oligomeryczna — s3a zbudowane z dwoéch lub wigcej podjednostek
bedacych odrgbnymi tancuchami biatkowymi. W wielu przypadkach poza cze¢sciag biatkowa
posiadaja dodatkowo czesci nie be;dqce biatkami. Takie enzymy o ztozonej budowie nosza
nazwg holoenzyméw. Ich czgs¢ biatkowa to apoenzym, natomiast czg$¢ niebiatkowa
w zaleznosci od sposobu zwigzania z biatkiem enzymu nosi nazwe grupy prostetycznej lub
koenzymu. Grupa prostetyczna jest Scisle zwigzana z biatkiem enzymu (np. uktady hemowe,
stanowigce centrum katalityczne enzymoéw oksydacyjno- redukcyjnych), natomiast koenzym
moze wystgpowaé samodzielnie 1 taczy si¢ z apoenzymem w trakcie katalizowanej reaijl
(np. witaminy i ich pochodne, pochodne nukleotydow lub jony nicorganiczne). Zadna z czeéci
sktadowych enzymu ztozonego nie wykazuje aktywnosci oddzielnie. Zadaniem koenzymow
lub grup prostetycznych jest bezposrednie oddzialywanie z substratem lub udziat
we wlasciwym usytuowaniu substratu w centrum aktywnym, co jest niezbedne do zajscia
reakcji enzymatycznej. Niektore enzymy, katalizujgce sprzgzone ze sobg reakcje chemiczne,
wystepuja w organizmach w formie kompleksow wieloenzymowych.

Charakterystyczna cecha enzymow jest obecno$¢ w ich strukturze tzw. centrum
aktywnego (Rys. 4.2). Jest to obszar czasteczki, bioragcy udziat w wigzaniu substratow i ich
swoistym przeksztatcaniu. Grupy funkcyjne aminokwasow tworzacych centrum aktywne
zwykle nie naleza do aminokwasow zajmujacych kolejne miejsca w liniowej sekwencji
taficucha polipeptydowego. Pochodza one od reszt aminokwasoéw niekiedy znacznie
oddalonych, sasiadujacych ze soba wskutek okreslonego przestrzennego uksztaltowania
tancucha biatkowego.
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Rys.4.2. Budowa centrum aktywnego wg Koshlanda

W centrum aktywnym mozna wyr6zni¢ grupy aminokwasOw pelnigcych rézne role

w katalizowanym procesie, sg to:

- aminokwasy kontaktowe, ktorych jeden lub wigeej atomow jest oddalony od substratu
na odleglos¢ 0dp0w1adajch przecietnej dtugosci wigzania chemicznego; naleza do nich
aminokwasy wigzace substrat oraz biorace bezposredni udzial w katalizie

- aminokwasy pomocnicze, ktore nie stykajac si¢ z substratem, peinig jednak okreslong
role w czynnosci katalitycznej enzymu, wtasciwie orientujac substrat

Oprocz aminokwasOw tworzacych centrum aktywne, w czasteczce enzymu wystepuja
aminokwasy stabilizujace jego strukture przestrzenng oraz aminokwasy nie biorgce udziatu
w stabilizacji budowy przestrzennej ani w funkcji katalitycznej. W obszarze centrum
aktywnego wyrdznia si¢ miejsce wigzania substratu, czyli miejsce okreslajace specyficznos¢
enzymu oraz miejsce katalityczne, czyli miejsce, w ktorym zachodzi katalizowana reakcja.

Specyficzno$¢ wigzania substratu przez enzym zalezy od precyzyjnie okreslonego
utoZzenia atomo6w w miejscu aktywnym. Substrat musi mie¢ odpowiedni ksztalt, by mogl
pasowa¢ do miejsca aktywnego. Model E. Fischera zaktada, ze ksztalt miejsca aktywnego
wolnego enzymu jest komplementarny do ksztaltu substratu i pasuje jak klucz do zamka
(Rys. 4.3).
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Rys. 4.3. Model oddzialywania substratu 7 czasteczkq enzymu wg Fischera

Model Koshlanda— wymuszonego dopasowania enzymu do substratu — zaklada
natomiast, ze czasteczka substratu zblizajagca si¢ do obszaru enzymu zawierajacego
aminokwasy kontaktowe 1 pomocnicze wymusza zmian¢ konformacyjng tej czgsci enzymu.
Utworzenie prawidlowej konformacji centrum aktywnego, warunkujacej czynnosé
katalityczng, mozliwe jest tylko pod wptywem swoistego substratu (Rys. 4.4).
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Rys. 4.4. Model wymuszonego dopasowania w oddzialywaniu substratu 7 czgsteczkq enzymu wg Koshlanda

Enzymy sa czasteczkami labilnymi, dlatego moga latwo traci¢ swa katalityczng
aktywno$¢. Zniszczenie struktury fragmentéw czasteczki odpowiedzialnych za aktywno$¢
enzymu powoduje spadek lub calkowita utratg jego aktywnosci, czyli inaktywacje. Moze to
wystgpi¢ m.in. wskutek zablokowania centrum aktywnego enzymu, degradacji czqsteczkl lub
zniszezenia struktury przestrzennej, czyli denaturacji. Denaturacje enzyméw powoduja
wszystkie czynmkl chemiczne 1 fizyczne denaturujgce biatka. Zjawisko denaturacji biatek,
w tym rowniez enzymow zostato szczegoiowo oméwione w rozdziale 3.6. W pracy
Z roztworami enzymow nalezy rowniez pamigta¢, ze do ich denaturacji prowadzi energiczne
wytrzasanie i mieszanie roztworow.

Szybko$¢ inaktywacji enzymow zalezy od stezenia biatka. Z reguly enzymy sa mniej
stabilne w roztworach o duzym rozcienczeniu. Wiele enzymow przechowywanych
W roztworze w stanie zamrozenia inaktywuje si¢ po kilkukrotnym rozmrozeniu i ponownym
zamrozeniu. Zaleca si¢ wigc zamraza¢ roztwor enzymu w odpowiednio matych porcjach,
wystarczajacych do przeprowadzenia jednego do$wiadczenia. Ujemny wplyw czynnikow
powodujacych inaktywacje enzymoéw mozna zmniejszy¢ poprzez dodawanie stabilizatorow.
Moga to by¢ m.in. biatka (np. 0,5-1% albumina osocza), wielocukry (np. dekstran o masie
czasteczkowej okoto 40 kDa), ghkol polietylenowy lub glicerol (w stezeniu 20-50%). Poza
tym stabilizatorami niektérych enzymoéw moga by¢ sole nieorganiczne (np. siarczan (VI)
amonu).

Jak wspomniano na poczatku tego rozdziatu, pewna grupa czasteczek nie bedacych
biatkami, rowniez wykazuje wlasciwosci biokatalityczne. Sa to czasteczki RNA nazywane
rybozymarm Katalityczny RNA, podobnie jak biatka enzymatyczne, ma zdolno$¢
zwigkszania  szybkosci  reakcji  chemicznej, wykazuje specyficznos¢ substratowa,
charakteryzuje si¢ specyficzng strukturg tancucha rybonukleinowego i mozna w jego budowie
wyrozni¢ - centrum aktywne. Przyktadami rybozyméw moga by¢ introny zdolne do
samodzielnego wycinania si¢ z pre- -mRNA, pre-rRNA czy pre-tRNA (proces ten moze by¢
odwracalny). Rybozymy moga roéwniez wykazywac:

- aktywno$¢ endorybonukleazowa w stosunku do innych (obcych) jednoniciowych
czasteczek RNA,

- aktywno$¢ endonukleazowa, tnac jednoniciowy DNA (efektywno$¢ tej reakcji jest
znacznie nizsza niz dla substratow RNA),

- aktywnos¢ polimerazy RNA, przylaczajac nukleotydy komplementarne do zewngtrznej
matrycy lub tez do jednej z wlasnych podjednostek; ta wtasciwos$¢ rybozymow swiadezy

o zdolnosci niektorych czasteczek RNA do samoreplikacji.



4.1 KLASYFIKACJA | NOMENKLATURA ENZYMOW

Szybki rozwoj enzymologii oraz wzrastajaca liczba poznawanych enzyméw Wymusily
wprowadzenie jednolitego systemu ich nazewnictwa. Bylo to podyktowane faktem, ze
w wielu przypadkach te same enzymy byly znane pod kilkoma nazwami lub réznym
enzymom nadawano te same nazwy. W zwiazku z t Komisja Enzymowa
Migdzynarodowej Unii Biochemicznej w latach 1956-1972 opracowata dokfadny, opisowy
1 informacyjny system klasyfikacji enzymow. Za podstawe klasyfikacji i nazewnictwa
przyj@to rodzaJ katalizowanej przez enzymy reakcji chemlcznej Enzymy zostaty podzielone
na sze$¢ glownych klas, w obrebie ktorych wyrdzniono kilka podklas, dodatkowo
podzielonych na pod-podklasy (Tab. 4.1).

Zasady klasyfikacji enzymoéw znajduja odzwierciedlenie w nadawanych im
systematycznych numerach kodowych (EC, ang. Enzyme Commision), ztozonych z czterech
cztondow liczbowych oddzielonych od siebie kropkami. Numer klasyfikacyjny jednoznacznie
wskazuje okreslony enzym.

Przyktadowo numer EC 3.2.1.1 oznacza o-amylaze (jeden z enzymdéw hydrolizujgcych
skroble;)

Pierwsza cyfra w numerze kodowym EC tego enzymu oznacza przynaleznos¢ do 3 klasy

enzymow — hydrolaz — i charakteryzuje typ reakcji katalizowanej przez ten enzym.

- Druga cyfra oznacza podklase 2, w ktorej znajduja si¢ enzymy dziatajace na zwiazki
glikozylowe.
- Trzecia cyfra okresla pod-podklase 1 i precyzuje blizej typ hydrolizowanego wigzania

(O-glikozydowe).

- Czwarta cyfra numeru klasyfikacyjnego jest kolejnym numerem danego enzymu w jego
podklasie.

Tab. 4.1. Klasyfikacja enzymow

klasa glowna

typ katalizowanej reakcji

kryteria podzialu na
podklasy

EC 1.
Oksydoreduktazy

utlenienie i redukcja migdzy dwoma
substratami (przenoszenie elektrondw
i protonéw lub bezposrednie wlaczanie
tlenu do substratu)

rodzaj grupy w donorach
ulegajacej utlenieniu
(-CHOH, aldehydowa,
ketonowa itp.)

EC 2. Transferazy

przenoszenie grup funkcyjnych (innych
niz wodor) miedzy dwoma substratami

rodzaj grupy przenoszonej
(jednoweglowa,
glikozylowa, azotowa)

EC 3. Hydrolazy

hydroliza

typ wigzania ulegajacego
hydrolizie (peptydowe,
estrowe, glikozydowe)

EC 4. Liazy

niehydrolityczne rozrywanie wigzan

pojedynczych

typ rozrywanego wigzania
(C-C,C-0O,C-N, C-5)

EC 5. Izomerazy

przeksztatcenia w obrgbie tej same;j
czasteczki (wewnatrzczasteczkowe,
racemizacja, izomeryzacja, utlenianie
I redukcja, przenoszenie grup itp.)

typ izomeryzacji

EC 6. Ligazy
(syntetazy)

faczenie dwoch zwigzkow sprzezone
Z rozerwaniem wigzania
pirofosforanowego w ATP lub innych
nukleotydach wysokoenergetycznych

typ utworzonego wigzania
(C-C,C-0,C-N, C-5)

W podanym powyzej przykladzie postuzono si¢ nazwag zwyczajowa enzymu. Nazwa
systematyczna a-amylazy to 1,4-glukanohydrolaza:a-1,4-glukan. Nazwy systematyczne
enzymoOw sktadaja si¢ z dwoch czesci: pierwsza, zakonczona na ,,-aza”, wskazuje na typ
katalizowane;j reakcp druga jest nazwag substratu lub substratow. Dodatkowe informacje,
niezb¢dne do wyjasnienia mechanizmu reakcji, podawane sg w nawiasie po nazwie
systematycznej enzymu.



Komisja Enzymowa dopuszcza stosowanie nazw potocznych enzymow, zwlaszcza
w odniesieniu do enzyméw dawno odkrytych np. a-amylazy, trypsyny, chymotrypsyny itp.
Czesto uzywa si¢ takze dwucztonowych, zwyczajowych nazw enzymow np. oksydaza
mleczanowa (EC 1.1.3.2 — oksydoreduktaza L-mleczan : tlen). Sg one utworzone wg
schematu, w ktorym pierwsza czg$¢ nazwy pochodzi od rodzaju katalizowanej reakcji
i zawsze ma koncoéwke ,,-aza”, natomiast druga czgs$¢ jest tworzona od nazwy substratu,
podanej w formie przymiotnika (koncéwka ,,-owa”

W praktyce laboratoryjnej mozna zetknag¢ si¢ réwniez z nazwami zwyczajowymi
enzymoOw, ktore zostaty utworzone od nazw ich substratow przez dodanie przyrostka ,,-aza”
np. rybonukleaza, ureaza, arginaza. Obecnie nie tworzy si¢ nazw enzymow od nazwy
substratu.

Na ogot uzywanie potocznych nazw enzymow jest wygodniejsze i powszechnie
stosowane w literaturze podrecznikowej, natomiast w pracach naukowych podaje si¢ nazwy
systematyczne i numery klasyfikacyjne.

4.2. SZYBKOSC REAKCJI ENZYMATYCZNEJ

Miarg aktywnosci enzymu jest szybko$¢ katalizowanej reakcji, mierzona przyrostem
produktu lub ubytkiem substratu w czasie.

—d[S] _ d[P]
dt  dt
[S] — stezenie substratu, [P] — stezenie produktu

W czasie trwania reakcji enzymatycznej, przy statym st¢zeniu enzymu i przy okreslonym
poczatkowym stezeniu substratu, mozemy wyrdzni¢ kilka etapow (Rys. 4.5).

A)

to tn to tn

Czas reakcji (t) Czas reakcji (t)

Rys.4.5. Zaleinosé steienia produktu (A) i szybkosci reakcji enzymatycznej (B) od czasu jej trwania

Poczatkowo, przez krotki okres: w czasie od t, do t,, przyrost produktow reakcji
enzymatycznej jest wprost proporcjonalny do czasu jej trwania (Rys. 4.5 A) i obserwujemy
stalg szybkos$¢ reakcji tzw. szybkos¢ poczatkowa — vo. Oznacza to, ze w rOwnych odstgpach
czasu enzym katalizuje powstawanie takiej samej ilosci produktu (Rys. 4.5 B). W czasie
dluzszego trwania reakcji enzymatycznej szybko$¢ reakcji maleje, poniewaz ilos¢
powstajacego produktu przestaje by¢ wprost proporcjonalna do czasu. Przyczyng
zmnigjszania si¢ przyrostu ilosci produktu i tym samym szybkosci reakcji enzymatycznej
w miarg jej trwania (Rys. 4.5 B) jest wyczerpywanie si¢ substratow, a takze w niektorych
przypadkach hamowanie aktywno$ci enzymu przez produkty reakcji, reakcje przebiegajace
w przeciwnym kierunku lub postepujaca inaktywacja enzymu w czasie procesu katalizy.
W zwiazku z tym, w badaniach enzymologicznych nalezy bezwzglednie zadba¢ o to, zeby



warunki reakcji i1 czas jej trwania byly tak dobrane, aby reakcja przebiegata ze stala
szybkoscia.

4.3. SPOSOBY OKRESLANIA AKTYWNOSCI ENZYMU

Pomiar szybkosci katalizowanej reakcji umozliwia okreslenie aktywnosci enzymu. Aby
ulatwi¢ poréwnywanie aktywno$ci preparatdw enzymatycznych, Komisja Enzymowa
Migdzynarodowej Unii Biochemicznej wprowadzita pojecie migdzynarodowej standardowej
jednostki ,,U” (ang. U = unit); w jezyku polskim okreslanej jako ,,J”. Jest to taka ilos¢
enzymu, ktora katalizuje przemiang 1 pmola substratu lub okreslonej jego czesci, tj. 1 umola
odpowiednich grup chemicznych (np. w biatkach lub polisacharydach), w ciggu 1 minuty,
w temp. 30°C 1 w optymalnych warunkach (zwlaszcza pH i st¢zenia substratu zapewniajacego
wysycenie enzymu). Mianem jednostki standardowej jest umol/min.

Poza jednostka standardowa (J) do wyrazania aktywnos$ci enzymu stosuje si¢ rowniez
jednostke o nazwie katal (kat). Jest to taka ilo$¢ enzymu, ktora katalizuje przemiang 1 mola
substratu w ciggu 1 sekundy. Mianem katala jest mol/s. Jest to jednostka 60 milionow razy
wieksza od jednostki standardowe], stad tez zaleca si¢ stosowanie jednostek pokrewnych:

- mikrokatal (ukat = 10 ® kat),
- nanokatal (nkat = 10 ° kat),
- pikokatal (pkat= 10 ** kat).

Zalezno$¢ liczbowa pomiedzy jednostka standardowa i katalem przedstawia sie
nastgpujaco:

1 kat =1 mol/s = 60 moli/min = 60 x 10° pmola/min =6 x 10" J
1.J = 1 pmol/min = 1/60 pmola/s = 1/60 pkat = 16,67 x 10~ kat = 16,67 nkat

W metodach oznaczania aktywnos$ci réznych enzymow czesto stosuje si¢ jednostki
umowne definiowane np. jako przyrost absorbancji o ustalong warto$¢, mierzonej przy
okreslonej dlugosci fali w warunkach danej metody (jednostki umowne s3a stosowane
np. w metodzie Anfinsena oznaczania aktywnosci RNAzy lub w metodzie Bernfelda
oznaczania aktywnosci a-amylazy (patrz rozdziaty 4.9.2 i 4.8.1).

Inng wielko$cia okreslajaca zdolno$¢ enzymu do katalizowania reakcji chemicznych jest
stata katalityczna kya, okreSlajaca stosunek szybkosci maksymalnej reakcji  Viax
do catkowitego stezenia enzymu:

Stata katalityczna (liczba obrotow) okresla liczbe czasteczek substratu przetworzonych
przez czasteczke enzymu w czasie 1 sekundy, w warunkach, w ktorych enzym wykazuje
maksymalng aktywnosc¢.

Wazng wartoscig liczbowa charakteryzujaca czysty enzym, a takze preparaty
enzymatyczne uzyskiwane w trakcie izolacji enzymdw, jest aktywnos¢ wlasciwa bedaca
liczba jednostek standardowych (lub jednostek umownych) przypadajacych na 1 mg biatka
(J/mg biatka). Oczyszczanie enzymow, polegajace na sukcesywnym stosowaniu
réznorodnych technik frakcjonujacych, najczesciej chromatograficznych, ma za zadanie
otrzymanie enzymu w stopniu mozliwie jak najczystszym przez usunig¢cie z wyjsciowego
preparatu innych zanieczyszczen biatkowych. Stosujgc prawidlowy tok postepowania,
W czasie oczyszczania enzymu uzyskuje si¢ staly wzrost aktywnosci wlasciwej. Stopien
oczyszczenia kazdego preparatu uzyskanego w czasie izolacji enzymu okresla si¢ podajac
stosunek aktywnosm wlasciwe] w aktualnym roztworze enzymu do aktywnosci witasciwej
w materiale wyj$ciowym.



4.4. CZYNNIKI WPLYWAJACE NA SZYBKOSC REAKCJI ENZYMATYCZNEJ

Szybkos¢ reakcji enzymatycznych zalezy od st¢zenia substratu i enzymu oraz warunkow,
w jakich jest przeprowadzana (temperatura, pH, obecno$¢ aktywatorow, lub inhibitorow).
W czasie badania wplywu danego czynnika na szybkos¢ reakeji enzymatycznej, nalezy
zadba¢ o to, zeby obserwowane zmiany szybko$ci reakcji wynikaty jedynie ze zmiany
wybranego czynnika, dlatego pozostatle powinny by¢ niezmienne i optymalne dla danego
enzymu.

Oznaczenie aktywnos$ci enzymu powinno byc oparte na pomiarze poczatkowej szybkosci
reakcji — Vo (rozdziat 4.2). Nalezy podkresli¢, ze pomiar ilosci produktu w dowolnym czasie
trwania reakeji, bez sprawdzenia, ze reakcja przebiega ze stala szybko$cig, prowadzi do
licznych btedow w oznaczaniu poziomu aktywnosci.

4.4.1. Wplyw stezenia substratu na szybkos¢ reakcji enzymatycznej

Jednym z wazniejszych czynnikéw, od ktdrego zalezy szybko$¢ reakcji enzymatycznej
jest stezenie substratu. Zalezno$¢ ta ma charakter hiperboli: poczatkowo, wraz ze wzrostem
stezenia substratu szybko$¢ reakcji ro$nie, a nastgpnie osigga statg warto$¢ (Rys. 4.6).

ViV

K [S]
Rys. 4.6. Wykres zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu

Michaelis i Menten wykazali, Ze przyczynga obserwowanych zmian szybkosci reakcji jest
fakt powstawania w czasie reakcji enzymatycznej kompleksu enzym-substrat (ES).

[£]+[s] > [Es]—=- [E]+ [P]

[E] — stezenie enzymu, [S] — stezenie substratu, [ES] — stezenie kompleksu enzym-—substrat, [P] — stezenie
produktu reakcji, k.1, k 1, Ky, — state szybkosci odpowiednich reakcji.

W uproszczonym schemacie przebiegu reakcji enzymatycznej mozemy wyr6zni¢ kilka
etapow: najpierw substrat Iaczy si¢ z enzymem, w wyniku czego powstaje kompleks ES,
ktory nastepnie dysocjuje do produktu 1 enzymu, moggcego ponownie zwigza¢ si¢
z substratem.

Szybkos¢ reakcji zalezy od stezenia kompleksu [ES] oraz szybko$ci jego tworzenia
i rozktadu. Przy niskich st¢zeniach substratu nie wszystkie czasteczki enzymu sg nim
wysycone. Zwigkszanie stezenia substratu powoduje wzrost szybkosci reakcji. Poczatkowo
jest to wzrost wprost proporcjonalny do stezenia substratu. Dalsze zwigkszanie stezenia
substratu powoduje wzrost szybkos$ci reakcji, ale nie jest to zalezno$¢ liniowa. W koncu przy
pewnym stezeniu substratu uzyskujemy szybko$¢ maksymalng reakcji (Vmax) 1 dalsze
zwiekszanie st¢zenia substratu nie powoduje wzrostu szybkosci reakcji. Dzieje si¢ tak
dlatego, ze wszystkie czasteczki enzymu w danej chwili znajduja si¢ w kompleksie
Z substratem 1 tym samym enzym wykazuje swoja maksymalng aktywnos$¢ katalityczng.



Stezenie substratu, przy ktérym szybko$¢ reakcji enzymatycznej osigga potowe wartosci
szybkosci maksymalnej (1/2 Vax) nazywa si¢ stalg Michaelisa (Ky).

Stata Michaelisa ma wymiar st¢zenia molowego (mol/l). Jej wielkos¢ jest niezalezna od
stezenia enzymu, zalezy natomiast od rodzaju substratu, pH 1 temperatury. W przypadku
enzymoOw, ktore dzialaja na kilka substratow, kazdemu substratowi odpowiada
charakterystyczna wartos¢ Ky. Wartosci stalych Michaelisa mieszcza si¢ w granicach od
10 do 10 ® mola/litr i sg miarg powinowactwa enzymu do substratu. Im nizsza warto$¢ Ky,
tym powinowactwo enzymu do danego substratu jest wyzsze.

Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu opisuje réwnanie
Michaelisa-Menten:

Vimax
"1+ (Km/S)

Mozna je zapisa¢ rowniez w formie rownania hiperboli:

(Vmax = V)(KMm +[S]) = Vimax Km

Statag Michaelisa dla danego substratu mozna wyznaczy¢ eksperymentalnie, mierzac
poczatkowe szybkosci reakcji przy wzrastajacych stezeniach substratu (rozdzial 4.6.1
14.7.4.3). Graficzne Wyznaczenle Km z wykresu zaleznosci szybk0s01 reakcji od st¢zenia
substratu (Rys. 4.6), moze by¢ trudne, poniewaz nie ma pewnosci, czy szybkos¢ maksymalna
reakcji (Vmax) zostata osiggnigta. Z tego powodu podstawowe réwnanie Michaelisa-Menten
przeksztalca si¢ w taki sposdb, aby uzyska¢ rownanie prostej. Najczg$ciej stosowane
przeksztatcenie to rownanie Lineweavera-Burka:

1_Ky 1, 1

V' Vmax [SI  Vmax

W metodzie Lineweavera-Burka wykresla si¢ zaleznos¢ 1/v od 1/[S], dzigki czemu
uzyskuje si¢ prostg o nachyleniu (tg o) rownym Ky/Vimax. W punkcie przeciecia prOStEJ Z osig
rz¢dnych (0Y) mozna odczyta¢ warto$¢ 1/Vmax, natomiast w punkcie przecigcia z 0sig
odcietych (0X) warto$¢ -1/Ku (Rys. 4.7).

v

Y
tg a =K, /V,

max

-1K,, 1/[S]
Rys. 4.7. Wyznaczanie Ky i Vi metodg Lineweavera-Burka
Do wyznaczania w sposob graficzny wartosci Ky | Vimax stuza takze inne metody, oparte
na przeksztalceniach podstawowego rownania Michaelisa-Menten do postaci funkcji liniowe;j.

Rownanie Hanesa-Woolfa otrzymuje si¢ w wyniku dalszej modyfikacji rownania
Lineweavera-Burka, po pomnozeniu obu stron rownania przez [S]:
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[S]

v

1 Ky
==|S|+—
V[ ] |4
W otrzymanym rébwnaniu prostej y = ax +b, y = [S]/v, a = 1/Vqax, X=[S] 1 b= KM/Vmax
Wykresem réwnania jest prosta przecinajagca o§ 0Y w punkcie Ky/Vmax, a 0§ 0X —
w punkcie —Ky.
Rownanie Woolf-Augustinsson-Hofstee o postaci:

\'
V=—Kmpm.=+V
Mis)
jest przeksztalceniem rownania Michaelisa-Menten. W roéwnaniu tym o ogolnej postaci
y=ax +b,y=v,a=-Ky, x=V/[S], i b= Vmnax.
Punkt przecigcia prostej z osig 0Y wyznacza warto$§¢ Vmax, & Miejsce przecigcia z osig 0X
wyznacza stosunek Vmax/Kw.
Wyznaczanie wartosci Ky | Vinax metoda Hanesa-Woolfa lub Woolf-Augustinsson-
Hofstee stosuje si¢ czesto przy okre§laniu typu inhibicji (patrz rozdzial 4.4.5.1).

Tam tez przedstawione sa wykresy ilustrujace obie powyzsze metody (Rys. 4.12 C, D
i Rys. 4.13 C, D).

4.4.2. Wplyw stezenia enzymu na szybkos¢ reakcji enzymatycznej

Szybkos¢ reakcji enzymatycznej rosnie wprost proporcjonalnie do stezenia enzymu, pod
warunkiem ze pomiar be¢dzie prowadzony w warunkach wysycenia enzymu substratem i przy
niezmiennych pozostatych parametrach reakcji (pH, temperatura).

Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od stgzenia enzymu przedstawia Rys. 4.8.
Przy stezeniu substratu zapewniajgcym wysycenie enzymu szybkoS¢ reakcji jest wprost
proporcjonalna do stezenia enzymu. Przy niewystarczajacym stezeniu substratu szybkos¢
reakcji maleje.

v enzym wysycony substratem

-
-

-7 enzym niewysycony

-

[E]
Rys. 4.8. Wplyw ste¢ienia enzymu na szybkosc reakcji enzymatycznej

4.4.3. Wplyw temperatury na szybko$¢ reakcji enzymatycznej

Szybkos¢ reakcji chemicznych wzrasta wraz ze wzrostem temperatury, co jest
nastepstwem podwyzszenia energii kinetycznej reagujacych ze sobag czgsteczek. Wielkos$¢
tego wzrostu opisuje wspélczynnik temperaturowy Qio, okreslajacy jak zmienia sie¢
szybkos$¢ reakcji (v) przy wzroscie temperatury o 10°C.

V(t+10°C)
Vi

Qo =

11



Wplyw temperatury na szybko$¢ reakcji enzymatycznych nie jest prosta zalezno$cia,
gdyz pozostaje w Scistym zwigzku z bialkowa naturg enzymow. Tak wige szybkos¢ reakeji
enzymatycznej, podobnie jak szybko$¢ kazdej reakcji chemicznej, zwigksza si¢ ze wzrostem
temperatury, jednakze tylko w takim jej zakresie, w ktorym enzym jest stabilny i zachowuje
petna aktywnosc¢.

Szybkos¢ reakcji enzymatycznych wzrasta przecigtnie dwukrotnie przy kazdym wzros$cie
temperatury o 10°C w zakresie temperatur nie powodujacych denaturacji danego enzymu
(Quo = 2). Wspblezynnik temperaturowy Quo jest charakterystyczny dla danego enzymu
1 zalezy od energii aktywacji katalizowanej reakcji.

Typowa zalezno$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej od temperatury przedstawiono na
Rys. 4.9. Wraz ze wzrostem temperatury szybko$¢ reakcji enzymatycznej poczatkowo
wzrasta, osigga warto§¢ maksymalng, a nastgpnie maleje, wskutek denaturacji enzymu
powodujacej jego dezaktywacig.

denaturacja

Rys.4.9. Zaleznosé szybkosci reakcji enzymatycznej od temperatury

Temperature, przy ktorej szybko$¢ reakcji enzymatycznej jest najwyzsza, nazywamy
temperaturg optymalng. Istnienie takiego optimum uwarunkowane jest faktem, ze enzymy
bedac biatkami, ulegaja denaturacji cieplnej. Obserwowana temperatura optymalna reakcji
enzymatycznej jest wypadkowa dwoch procesow:

- wzrostu szybkosci reakcji wskutek wzrostu energii kinetycznej reagentow oraz

- wzrostu szybkosci denaturacji termicznej enzymu powyzej pewnej krytycznej wartosci
temperatury.

Wigkszo$¢ enzymoéw wykazuje optimum temperatury w zakresie 35-45°C, a w temperaturach

powyzej 60°C traci aktywnos$¢ nieodwracalnie. Istnieja jednak enzymy, ktére zachowuja

aktywno$¢ nawet po dluzszym ogrzewaniu w temp. 100°C (np. enzymy wydzielane przez

bakterie zyjace w goracych zrodtach).

W przypadku wielu enzyméw dluzsza inkubacja w temperaturze optymalnej moze
powodowaé utrat¢ ich aktywnoS$ci, dlatego czgsto testy enzymatyczne przeprowadza sig
W temperaturach nizszych niz optymalna.

Warto$¢ temperatury optymalnej danego enzymu zalezy od stopnia jego oczyszczenia,
pH, obecnosci soli, aktywatorow, lub inhibitorow. Czynniki te moga wplywaé na tzw.
termostabilno$¢ enzymu, okreslajaca najwyzsza temperaturg, w ktorej jeszcze nie dochodzi do
termicznej inaktywacji enzymu w danych warunkach (pH, czas inkubacji, obecno$¢
substratu).

4.4.4. Wplyw pH na szybkos$¢ reakcji enzymatycznej

Wigkszo$¢ enzymow wykazuje maksymalng aktywno$¢ w srodowisku o okreslonym pH.
Optimum pH jest bardzo wazng warto$cig liczbowa charakteryzujaca enzym. Enzymy jako
biatka posiadaja grupy zdolne do jonizacji, stad tez zmiany aktywnosci enzymatycznej przy
r6znych pH moga by¢ wywotane zmianami w stopniu zjonizowania enzymu, kompleksu ES,
a takze samego substratu. Aminokwasy centrum aktywnego enzymu bioragce bezposredni

udzial w akcie katalizy bardzo czgsto tylko w jednej z form jonowych wykazuja wlasciwosci
katalityczne. Od stopnia zjonizowania pewnych grup w czasteczce enzymu zaleze¢ moze jego
konformacja i w danym pH moze by¢ ona najkorzystniejsza dla jego wilasciwosci

12



katalitycznych. Ponadto oddzialywania pomigdzy enzymem i substratem prowadzace do
wytworzenia kompleksu ES moga mie¢ takze charakter jonowy. Wreszcie zbyt kwasne lub
zasadowe srodowisko moze spowodowac denaturacj¢ enzymu.

T T
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pH pH
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> =]
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- Z
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Rys.4.10. Wplyw pH na aktywnosé¢ roinych enzymow

Optymalng wartos¢ pH wyznacza si¢ z wykresu zaleznosci szybkosci reakcji od pH
Srodowiska reakcji. Krzywa ta najczesciej ma ksztait dzwonowy (jak w przypadku trypsyny,
Rys. 4. 10) tzn. enzym wykazuje najwyzszg aktywnos¢ w pH optymalnym natomiast ponizej
1 powyzej tej wartosci aktywno$¢ enzymu maleje. Wiekszo$¢ enzymow wykazuje optimum
pH w zakresie 6-8.

Nie zawsze jednak krzywa zaleznosci aktywnos$ci od pH musi mie¢ charakter dzwonowy.
Niektore enzymy majg taka samg aktywnos$¢ w szerokim zakresie pH, np. papaina, esteraza
cholinowa (Rys. 4.10).

Pomiar optimum pH przeprowadza si¢ w stalej temperaturze, w warunkach nasycenia
enzymu substratem i w buforach o odpowiednio dobranej pojemnosci, tak aby powstajace
produkty reakcji nie zmieniaty ich pH. Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage, aby rodzaj
stosowanego buforu nie wywierat wptywu na aktywno$¢ enzymu.

4.4.5. Wplyw inhibitoréw enzymoéw na szybkos¢ reakcji enzymatycznej

Wyrdznia si¢ zasadniczo dwa typy inhibicji enzymow: odwracalny i nieodwracalny.
Inhibitory nieodwracalne wigza si¢ kowalencyjnie z enzymem (nie zawsze w obrgbie
centrum aktywnego), powodujgc trwalg utrat¢ aktywnosci katalitycznej.

Przyktady inhibitoréw nieodwracalnych to:

- diizopropylofluorofosforan (DIFP), taczacy si¢ kowalencyjnie z reszta seryny w centrum
aktywnym enzymu, np. acetylocholinesterazy, przez co powoduje paraliz uktadu
nerwowego

- amid kwasu jodooctowego, alkilujacy reszty cysteiny niezbedne do aktywnosci pewnych
enzymow
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Inhibitory odwracalne stanowig zrdéznicowang grup¢ czasteczek zaréwno pod
wzgledem budowy jak 1 kinetyki oddziatywania z enzymem. Ich wspolng cechg jest
mozliwo$¢ dysocjacji kompleksu enzym-inhibitor. Mozna je podzieli¢c na kilka podgrup,
Z czego ponizej zostang scharakteryzowane dwie z nich: inhibitory kompetycyjne
I niekompetycyjne.

Hamowanie kompetycyjne (konkurencyjne)

Inhibitory kompetycyjne strukturalnie przypominajg substrat i wspotzawodniczg z nim
o miejsce aktywne enzymu. Zwigzanie inhibitora z wolnym enzymem uniemozliwia
zwigzanie czgsteczki substratu 1 hamuje przebieg reakcji enzymatycznej. Wczesniejsze
przylaczenie substratu do enzymu wyklucza mozliwo$¢ zwigzania inhibitora, tak wigc
wigzanie substratu i inhibitora konkurencyjnego nawzajem si¢ wykluczaja. Obnizenie efektu
inhibicji kompetycyjnej mozna uzyskac¢ zwigkszajac ste¢zenie substratu.

07 /O -

~c” o. .0
¢ c”
T CH,
¢ 2Cu -
_C. _ O (@]

o~ O

bursztynian malonian

Rys. 4.11. Wzory strukturalne kwasu bursztynowego i malonowego

Klasycznym przyktadem inhibicji kompetycyjnej jest hamowanie aktywnoSci
dehydrogenazy bursztynianowej (enzym cyklu Krebsa katalizujacy przeksztatcenie
bursztynianu do fumaranu) przez kwas malonowy, réznigcy si¢ od kwasu bursztynowego
brakiem jednej grupy metylenowej (Rys. 4.11).

Hamowanie niekompetycyjne (niekonkurencyjne)

Inhibitory nickompetycyjne przytaczajg si¢ w czasteczce enzymu do innego miejsca niz
centrum aktywne, dlatego moga wigza¢ si¢ z enzymem w sposob niezalezny od substratu.
Inhibitor moze przytaczy¢ si¢ do wolnego enzymu lub do kompleksu ES. Podobnie substrat
moze wigza¢ si¢ z wolnym enzymem, a takze z kompleksem EI. Powstajacy ostatecznie
kompleks enzym—substrat—inhibitor (ESI) jest nieaktywny katalitycznie, poniewaz zwigzanie
inhibitora uniemozliwia uzyskanie przez centrum aktywne enzymu odpowiedniej
konformacji. Z tego powodu nie mozna cofng¢ efektu hamowania przez zwigkszenie stezenia
substratu.

Przyktadem inhibicji niekonkurencyjnej jest odwracalne wigzanie si¢ niektorych
odczynmkow z grupaml —SH reszt cysteinowych, istotnymi dla aktywnosci niektorych
enzyméw (np. jony Cu®, Hg*, Ag’, tworzace z grupami —SH merkaptydy). Niezbedne do
aktywnos$ci grupy —SH mogq byc Zlokalizowane takze poza centrum aktywnym enzymu,
pomagajac w utrzymaniu okreslonej konformacji czasteczki. W tym przypadku ich
blokowanie prowadzi do niekorzystnych zmian konformacyjnych. Inhibicj¢ niekompetycyjna
moga spowodowac rowniez czynniki wigzace si¢ z niezbe;dnym do aktywno$ci enzymu
metalem, np. EDTA (etylenodiaminotetraoctan), wiazacy kationy dwuwartosc1owe lub
cyjanki tworzace nieaktywne kompleksy typu cyjanozelaziandw z jonami Fe®* i Fe¥* (Zela21-
lub zelazocyjanki).

Hamowanie akompetycyjne

Inhibitory akompetycyjne wiaza si¢ odwracalnie tylko do kompleksu enzym-substrat,
tworzac nieaktywny kompleks ESI. Zwigzanie inhibitora obniza st¢zenie kompleksu ES,
co pozornie zwigksza powinowactwo enzymu do substratu (przesuni¢cie rOwnowagi reakcji).
Inhibitor akompetycyjny obniza warto$¢ zardowno Vmax, jak i Ky o t¢ samg wartos¢. Jest to
rodzaj inhibicji rzadko spotykanej w reakcjach jednosubstratowych.
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4.4.5.1. Kinetyczne rozroznianie inhibicji kompetycyjnej i niekompetycyjnej

Rozréznienie inhibicji kompetycyjnej od niekompetycyjnej umozliwiaja pomiary
szybko$ci reakcji i wyznaczenie stalych Michaelisa w obecnosci danego inhibitora,
a nastgpnie porOwnanie ich z tymi samymi parametrami wyznaczonymi dla reakcji
enzymatycznej przebiegajacej bez inhibitora. Graficznie parametry Ky 1 Vpax najlatwiej
wyznaczy¢ np. metoda Lineweavera-Burka (rozdziat 4.4.1, Rys. 4.7). Innymi czgsto
stosowanymi metodami graficznymi sa metody Hanesa- Woolfa i Woolf- -Augustinsson-
Hofstee (patrz rozdziat 4.4.1).

W inhibicji kompetycyjnej obserwujemy wzrost wartosci Ky, natomiast warto§¢ Vmax Nie
zmienia si¢; jednak mozna ja uzyska¢ przy stezeniu substratu duzo wyzszym niz
W nieobecnosci inhibitora (Rys. 4.12).

A) B)

bez inhibitora v

z inhibitorem
kompetycyjnym

2V,
------------- z inhibitorem
! X kompetycyjnym
; I W, bez inhibitora
| 1
! ! _—7
K, Ky, [S] UKy -1K, 1/[S]
C) D)
[S]iv
%
z inhibitorem Vinax
kompetycyjny
tga = -K
y
K Ve i bez inhibitora
bez inhibitora
KV z inhibitorem
K, [S] kompetycyjnym Vinad/ K

VK, VI[S]

Rys. 4.12. Wplyw inhibitorow kompetycjnych na szybkos¢ reakcji enzymatycznej
Wykresy réwnan: A - Michaelisa-Menten; B - Lineweavera-Burka; C - Hanesa-Woolfa; D - Woolf-
Augustinsson-Hofstee.

W inhibicji niekompetycyjnej szybkos¢ maksymalna (Vmax) ulega zmniejszeniu,
poniewaz inhibitor niekompetycyjny zmienia aktywnos¢ katalityczng enzymu, nie ulega
natomiast zmianie warto$¢ Ky, okreslajaca powinowactwo enzymu do substratu (Rys. 4.13).
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Rys. 4.13. Wplyw inhibitorow niekompetycjnych na szybkosé reakcji enzymatycznej
Wykresy rownan: A - Michaelisa-Menten; B - Lineweavera-Burka; C - Hanesa-Woolfa; D - Woolf-Augustinsson-
Hofstee.

4.4.6. Aktywatory enzymow

Aktywatory enzymow to roznego rodzaju substancje zwigkszajace ich aktywnose, lecz
nie blorqce bezposrednio udziatu w reakcji katalizy. Sg to jony niektorych metali wbudowane
w cze$¢ biatkowa enzymu lub tez zwigzki drobnoczasteczkowe usuwajace wptyw zwigzkow
hamujacych.

Aktywatorami sg najczesciej jony metali, ktore moga uczestniczy¢ w wigzaniu substratu
przez enzym lub sa odp0w1ed21alne za utrzymanie aktywnej katahtyczme konformacji
enzymu. Enzymy sa najczesciej aktywowane przez kationy: Mg?* (fosfatazy, fosforylazy
syntetazy), Zn* (dehydrogenaza mleczanowa, deh%/drogenaza alkoholowa, proteazy) Mn
(peptydazy, arginaza), Ca“" (lipaza, kalpalny) Cu® (oksydazy). Aniony najczesciej nie sg
czynnikami wptywajacymi na aktywno$¢ enzyméw. Wyjatek stanowia Jonany CI', bedace
aktywatorami amylazy ze §liny. Czgsto role swoistych aktywatorow enzymow pelma} tzw.
pierwiastki §ladowe, bedace niezbednymi sktadnikami pokarmowymi.

Aktywnos$¢ niektorych enzymow ulega zahamowaniu pod wptywem tagodnych srodkéw
utleniajacych, np. tlenu atmosferycznego. Proces ten katalizowany jest przez metale cigzkie.
Takie zahamowanie aktywno$ci enzymu jest czgsto procesem odwracalnym i aktywno$¢
enzymu powraca w obecnosci czynnikow redukujacych lub wigzacych metale. Utlenienie
grup —SH enzymu czesto prowadzi do utraty aktywnos$ci; mozna ja odzyska¢ przez dodanie
czynnikow redukujgcych takich jak cysteina, zredukowany glutation czy merkaptoetanol lub
DTT.

Aktywatorami dla niektérych enzymow moga by¢ roOwniez inne enzymy. Dotyczy
to enzymow wydzielanych w postaci nieaktywnych katalitycznie tzw. proenzymow lub
prekursoréw enzyméw, np. trypsynogen aktywowany jest do trypsyny przy pomocy
enterokinazy.
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4.5. TRYPSYNA

Enzymy proteolityczne hydrolizujg wigzania peptydowe. Podzielono je na dwie grupy:
endo- i egzopeptydazy. Egzopeptydazy moga odszczepi¢ z fancucha bialkowego jedynie
aminokwasy N- lub C-koncowe, stad nazywa si¢ je amino- lub karboksypeptydazami.
Endopeptydazy hydrolizuja wigzania peptydowe ulokowane wewnatrz fancucha biatkowego
i zgodnie z klasyfikacja nazywa si¢ je hydrolazami peptydylopeptydowymi.

Trypsyna (EC 3.4.21.4) jest endopeptydaza serynowa (w centrum aktywnym tego
enzymu znajduje si¢ seryna) wydzielang przez trzustke w postaci nieaktywnego proenzymu —
trypsynogenu. Trypsynogen ulega aktywacji w dwunastnicy przy udziale enzymu
enterokinazy (enteropeptydazy) badz trypsyny (autoaktywacja). Proces aktywacji polega na
odszczepieniu od trypsynogenu fragmentu sze$cioaminokwasowego (heksapeptydu) od strony
N-konca proenzymu.

Trypsyna jest enzymem o wysokiej specyficznosci, hydrolizuje tylko te wigzania
peptydowe, ktore zostaly utworzone przez grupy karboksylowe nalezace do lizyny lub
argininy. W zwigzku z tym wszystkie peptydy powstate w wyniku dzialania trypsyny maja
lizyne badz arginine jako aminokwasy C-koncowe. Trypsyna pozostawiona w buforze o pH
zblizonym do optymalnego ulega samostrawieniu (autolizie). Czynnikiem zapobiegajacym
temu procesowi sg jony wapnia (Ca?h), dlatego tez aktywno$¢ tego enzymu oznacza si¢ w ich
obecnosci. Roztwory enzymu nalezy przechowywaé w niskiej temperaturze, najlepiej
W
1 mM HCI (pH = 3), w obecnosci okoto 20 mM CaCl,.

Aktywno$¢ trypsyny oznacza si¢ wobec substratow biatkowych (kazeina, zelatyna)
lub syntetycznych bedacych pochodnymi amidowymi lub estrowymi argininy lub lizyny.

4.5.1. Wplyw stezenia trypsyny na szybkos¢ degradacji kazeiny
Kakade M.L., Swenson D.H., Liener L.E. (1970) Anal. Biochem. 33, 255-258.

Zasada metody

Kazeina (gléwne biatko mleka) trawiona trypsyna daje produkty (peptydy o niskiej masie
czasteczkowej) rozpuszczalne w kwasie trichlorooctowym (TCA), ktore dzigki obecnosci
w nich aminokwasow aromatycznych, gléwnie tyrozyny i tryptofanu, oznacza si¢ przez
pomiar absorbancji przy 280 nm. Liniowa zalezno$¢ przyrostu produktow degradacji
w warunkach metody uzyskuje si¢ dla 2—20 ug trypsyny w probie i przy koncowym stgzeniu
kazeiny wynoszacym 0,5%.

Wykonanie krzywej kalibracyjnej

1. Przygotowaé 6 probowek. Do kolejnych pigciu odmierzy¢ od 0,1 do 0,5 ml roztworu

enzylmu o stezeniu 40 pg/ml. Proby uzupeti¢ do 1 ml ImM HCI zawierajacym 80 mM

CaCl,.

Do probdéwki 6 (proba kontrolna) odmierzy¢ 1 ml ImM HCI z 80 mM CacCl..

Umiesci¢ w tazni wodnej lub bloku grzejnym o temp. 37°C wszystkie proby oraz 1%

roztwor kazeiny w 0,2 M buforze Tris-HC1 o pH 8,0 (okoto 10 ml).

4. Po 5 minutach preinkubacji (majacej na celu ogrzanie prob enzymu 1 roztworu substratu
do temp. 37°C) rozpocza¢ reakcje enzymatyczng przez dodanie 1 ml kazeiny do probowek
zawierajacych 4-20 g trypsyny.

5. Doktadnie po 10 minutach reakcj¢ przerwac przez dodanie 3 ml kwasu trichlorooctowego.

Proby doktadnie wymiesza¢. Kazeina niestrawiona przez enzym wytraca si¢ w postaci

osadu, natomiast niskoczasteczkowe produkty degradacji (peptydy) rozpuszczaja sie

w TCA.

Po 15 minutach w temp. pokojowej proby odwirowac.

W ptynach znad osadu (supernatantach) zmierzy¢ Agp Wobec wody.

Warto$¢ absorbancji uzyskang dla proby kontrolnej odja¢ od wartosci Agp Uzyskanych dla

prob wiasciwych. Wykresli¢ zalezno$¢ Asgo od ilosci pg enzymu w probie.

w N

© N o
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Zadanie indywidualne

1.

2.
3. Poda¢ st¢zenie trypsyny w probie indywidualnej (ug enzymu/ ml roztworu).

W probie uzyskaneJ od asystenta oznaczy¢ aktywno$¢ trypsyny zgodnie z postgpowaniem
opisanym powyzej.
Z krzywej kalibracyjnej odczytac ilos¢ enzymu w probie.

Materiaty i odczynniki

roztwor enzymu: okoto 2 mg trypsyny rozpusci¢ w 5 ml 1 mM HCI z 80 mM CaCly;
zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu przy 280 nm i uzyskang warto$¢ pomnozy¢ przez 0,67 —
wagowy wspolczynnik absorpcji dla trypsyny (odwrotnosé Wlasc1weg0 wspolczynnlka
absorpcji), uzyskujac ilos¢ mg trypsyny w 1 ml; roztwor enzymu rozcienczy¢ 1 mM HCl
z 80 mM CaClj tak, aby zawierat 40 pg/ml

1% roztwor substratu: 1 g kazeiny zawiesi¢ w 100 ml 0,2 M buforu Tris-HCI o pH 8,0
1 gotowac na wrzacej tazni przez 15 minut; po ostygni¢ciu uzupetni¢ woda do 100 ml
roztwor kwasu trichlorooctowego (TCA): 18 g TCA, 18 g bezwodnego octanu sodu
i 20 ml lodowatego kwasu octowego uzupehi¢ wodg do 1 000 ml

0,2 M bufor Tris/HCI o pH 8,0

1 mM HCI zawierajacy 80 mM CaCl,

45.2. Wykazywanie aktywnosci trypsyny wobec kazeiny i wplyw inhibitora na jej
aktywnos¢

Kakade M.L., Swenson D.H., Liener L.E. (1970) Anal. Biochem. 33, 255-258.

Zasade metody opisano szczegotowo w rozdziale 4.5.1.

Postepowanie

1.

Do 6 probowek odpipetowac nastepujace objetosci roztworu enzymu, 0,2 M buforu
Tris/HCI o pH 8,0 i inhibitora:

nr proby bufor enzym | inhibitor
[miI] [mi] [mi]
kontrola 1,00 — —
1 0,90 0,10 —
2 0,75 0,25 -
3 0,50 0,50 -
4 0,45 0,50 0,05
5 0,40 0,50 0,10

Wstawi¢ probowki do bloku grzejnego lub tazni wodnej o temp. 37°C i po 5-10 minutach
preinkubacji doda¢ w odstgpach 30 sekundowych do kazdej probowki po 1 ml 1%
kazeiny, ogrzanej do temp. 37°C.

Doktadnie po 10 minutach reakcj¢ przerwac przez dodanie do kazdej proby 3 ml roztworu
kwasu trichlorooctowego (réwniez w odstepach 30 sekund, zachowujac te sama kolejnos¢
pipetowania); proby nalezy doktadnie wymieszac.

4. Wyjac probowki z bloku/tazni i po 15 minutach odwirowac osad niestrawionej kazeiny.
5.
6. Od uzyskanych wynikéw odjaé warto$¢ absorbancji uzyskang dla préby kontrolne;.

Odczytaé Ajgo W supernatantach wobec wodly.

Opracowanie wynikow

Przedstawi¢, w formie tabeli, sklad poszczegdlnych prob badanych (stezenia enzymu
i inhibitora, przy ktérych wykonywano oznaczenia) oraz uzyskane wyniki.

Obliczy¢ % zahamowanej aktywnos$ci enzymatycznej w probach 4 1 5 wzgledem proby
nr 3.
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Materialy i odczynniki
- roztwdr inhibitora trypsyny (z nasion soi) o st¢zeniu 1 mg/ml
- roztwor trypsyny o stezeniu 80pg/ml (por. rozdziat 4.5.4
- pozostale odczynniki jak w ¢w. 0

4.5.3. Oznaczanie aktywnosci trypsyny wobec p-nitroanilidu N-benzoilo-DL-argininy
(BApNA)

Erlanger B.F., Kokowsky N., Cohen W. (1961) Arch. Biochem. Biophys. 95, 271-278.

Zasada metody

Trypsyna hydrolizuje p-nitroanilid N-benzoilo-DL-argininy (BApNA) z wyd2|elen|em
p-nitroaniliny o zabarwieniu zoltym i absorpcji przy 410 nm (e410 = 8 800 M*cm™)
(Rys. 4.14).

0 NO,
H H
N
OH(N i C or -
° ) | §
trypsyna +
_—
H2N
NH NH

HN
HN NH

NH, 2

BApNA N-benzoilo-DL-arginina p-nitroanilina

Rys. 4.14. Reakcja hydrolizy p-nitroanilidu N-benzoilo-DL-argininy (BApNA) katalizowana przez trypsyne

Wykonanle krzywej kalibracyjnej
1. Do pigciu probowek odmierzy¢ kolejno 20, 40, 60, 80 i 100 pl roztworu trypsyny
0 stezeniu 100 pg/ml.

2. Proby uzupehi¢ do objetosci 1,0 ml 0,1 M buforem Tris-HCI o pH 8,0 z 0,02 M CaCly;
Przygotowac probg Slepa zawierajaca 1 ml buforu.

3. Wszystkie proby wstawi¢ do bloku grzejnego lub tazni wodnej o temp. 25°C
I preinkubowac 5 minut.

4. Po tym czasie rozpocza¢ reakcje, dodajac do kazdej z prob 10 ul 0,1 M BApNA.
Doktadnie wymieszac.

5. Po 10 minutach przerwa¢ reakcje enzymatyczna przez dodanie 0,5 ml 30% kwasu
octowego. Odczytaé¢ Asyo prob badanych wobec proby §lepej.

6. Wykresli¢ zalezno$¢ Asio od ilosci pg enzymu w probie.

Zadanie indywidualne

1. W probie uzyskanej od asystenta oznaczy¢ aktywno$¢ trypsyny zgodnie z postepowaniem
opisanym powyzej.

2. Z krzywej kalibracyjnej odczyta¢ ilos¢ enzymu w probie.

3. Poda¢ stezenie trypsyny w probie indywidualnej (ug enzymu / ml roztworu).
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Materialy i odczynniki

- bufor reakcyjny: 0,1 M Tris-HCl o pH 8,0 z 20 mM CaCl,

- roztwér substratu: 0,1 M BApNA w dimetylosulfotlenku (DMSO); mozna przechowywac
w zamrazalniku

- roztwor enzymu: okoto 1 mg trypsyny bydlecej rozpusci¢ w 1 ml 1 mM HCI z 20 mM
CaCly; zmlerzyc Aogo 1 obliczy¢ rzeczywiste stezenie trypsyny (patrz rozdziat 0); roztwor
trypsyny rozcienczyc¢ tak, aby zawierat 100 ug enzymu w 1 ml

- odczynnik przerywajacy reakcje: 30% kwas octowy

Uwaga! Aby moc oznaczy¢ rzeczywista ilos¢ aktywnej trypsyny w probie postugujac sig
krzywa kalibracyjna, do jej sporzadzenia nalezy Wykorzystac roztwor o dokfadnie znanym
stezeniu aktywnego enzymu. W przypadku enzyméw oznaczenie jedynie stgzenia biatka jest
mewystarczajqce poniewaz czg¢$¢ enzymu moze by¢ nieaktywna. Stezenie aktywnej trypsyny
mozna oznaczy¢ poprzez zmiareczkowanie centrow aktywnych enzymu za pomoca NPGB
(p-nitrofenylo-4-guanidynobenzoesan) — rozdziat 4.6.1 B.

4.5.4. Wplyw stezenia enzymu na szybkos¢ reakcji katalizowanej przez trypsyne
Zasade metody opisano szczegotowo w rozdziale 4.5.3.

Przygotowanie wyjsciowego roztworu trypsyny (stock solution)

Wyjsciowy roztwor trypsyny jest przygotowywany jednoczesnie dla wszystkich

zespolow.

1. Odwazy¢ odpowiednig ilo$¢ trypsyny (ok. 0,8mg/zespdt) i rozpuscic w ImM HCI
z 20mM CacCl; (2,5ml/mg).

2. Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu przy 280nm i uzyskang warto$¢ pomnozy¢ przez 0,67
(wagowy wspotezynnik absorpcji dla trypsyny — odwrotno$¢ wspotczynnika wlasciwego),
uzyskujac stgzenie trypsyny w mg/ml.

3. Roztwér podzieli¢ na porcje, w zalezno$ci od liczby zespotow.

Przygotowanie roboczego roztworu trypsyny (working solution)

Roboczy roztwor trypsyny jest przygotowywany przez kazdy zespél indywidualnie.

1. WyjsSciowy roztwdr enzymu rozcienczy¢ ImM HCl z 20mM CaCl; do koncowego
stezenia 80pg/ml 1 objetosci 6ml.

2. Pozostaty wyjsciowy roztwor (stock solution) trypsyny zachowac (por. rozdziat 4.5.6).

Postepowanie

1. Do dwdch serii po 5 probowek (proby badane i kontrolne) odmierzy¢ podane w ponizsze;j
tabeli objetosci buforu do reakcji oraz roztworu enzymu (working solution) (seria prob
badanych) lub ImM HCI z 20mM CaCly; (seria prob kontrolnych):

nr proby bufor [pul] | trypsyna 80ug/ml [ul] lub 1ImM HCI z 20mM CacCl,
1 965 20
2 945 40
3 925 60
4 905 80
5 885 100
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w

Reakcje enzymatyczng rozpocza¢ przez dodanie 15ul 0,1M roztworu BApNA, doktadnie
wymieszac.

Reakcje prowadzi¢ w temperaturze pokojowe;.

Po dokladnie 10 minutach reakcje enzymatyczng przerwa¢ przez dodanie 0,5ml 30%
kwasu octowego, doktadnie wymiesza¢. Kwas octowy doda¢ rowniez do prob
kontrolnych.

Odczyta¢ A poszczegdlnych préb wobec proby odczynnikowej (,,$lepej”) (1ml buforu
do reakcji i 0,5ml kw. octowego).

Od wynikéw uzyskanych dla préb badanych odja¢ wartosci uzyskane dla
odpowiadajacych im prob kontrolnych.

Opracowanie wynikow:

1.
2
3.
4

Ma

4.5.

Opisa¢ niezmienne warunki prowadzonych reakcji.

. Obliczy¢ szybkos$¢ reakcji  (ilos¢ umol pNA zwolnionej w ciggu 1 minuty reakcji)

w kazdej z badanych prob).
Przedstawi¢, w formie tabeli, sktad poszczegdlnych prob badanych (st¢zenia enzymu,
przy ktorych wykonano oznaczenia) oraz uzyskane wyniki.

. Wykresli¢ zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia enzymu [pg/ml] w mieszaninie

reakcyjnej.

terialy i odczynniki

trypsyna

bufor 0,1M Tris/HCI, pH 8,0 z 20mM CaCl,

0,1M roztwor substratu BApNA w dimetylosulfotlenku (DMSO)
1mM HCI z 20mM CaCl;

30% roztwor kwasu octowego

5. Wplyw stezenia BApNA na szybkos¢ reakcji katalizowanej przez trypsyne

Zasade metody opisano szczegotowo w rozdziale 4.5.3.

Postepowanie

1.

wmn

ok

Do dwoch serii po 5 probowek (proby badane i kontrolne) odmierzy¢ podane w ponizsze;j
tabeli objetosci buforu do reakcji oraz roztworu BApNA:

nr préby | bufor [ul] | 0,1M BApNA [ul]
1 945 5
2 940 10
3 930 20
4 920 30
5 910 40

Do prob kontrolnych doda¢ po 50ul 1mM HCl1 z 20mM CaCl,.

W probach badanych reakcje enzymatyczng rozpoczaé przez dodanie 50ul roztworu
trypsyny 80ug/ml (working solution, por. rozdziat 4.5.4), doktadnie wymieszac.

Reakcje prowadzi¢ w temperaturze pokojowe;.

Po dokladnie 10 minutach reakcj¢ enzymatyczng przerwa¢ przez dodanie 0,5ml 30%
kwasu octowego, doktadnie wymieszaé. Kwas octowy doda¢ réwniez do prob
kontrolnych.

Odczyta¢ Asip poszczegbdlnych prob wobec proby odczynnikowej (1ml buforu i 0,5ml kw.
octowego).
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7.

Od wynikéw uzyskanych dla prob badanych odja¢ wartosci uzyskane dla
odpowiadajacych im prob kontrolnych.

Opracowanie wynikow:

1

2.
3.
4

Opisa¢ niezmienne warunki prowadzonych reakcji.

Obliczy¢ szybko$¢ reakcji  (ilos¢ umol pNA zwolnionej w ciggu 1 minuty reakcji
w kazdej z badanych prob).

Przedstawi¢, w formie tabeli, sktad poszczegdlnych prob badanych (st¢zenia substratu,
przy ktorych wykonano oznaczenia) oraz uzyskane wyniki.

Wykresli¢ zaleznos¢ szybkos$ci reakcji od st¢zenia substratu w mieszaninie reakcyjne;.

Materialy i odczynniki

roztwor trypsyny 80ug/ml w ImM HCI z 20mM CaCl, (working solution) przygotowany
wéw. 4.5.4.

bufor 0,1M Tris/HCI, pH 8,0 z 20mM CaCl,

0,1M roztwor substratu BApNA w dimetylosulfotlenku (DMSO)

1mM HCI z 20mM CaCl;

30% roztwor kwasu octowego

4.5.6. Wplyw pH na aktywnos$¢ trypsyny

Zasade metody opisano szczegotowo W rozdziale 4.5.3.

Postepowanie

1.

ok~

Przygotowac po Sml buforéw:

- 0,1M fosforanowy, pH 6,0 z 20mM CaCl,

- 0,AM Tris/HCI, pH 7,0; 7,5; 8,5; 9,0; 95 z 20mM CaCl, (co 0,5 jednostki,
w pomiarach nalezy uwzgledni¢ réwniez bufor o pH 8,0!)

Bezposrednio przed rozpoczeciem doswiadczenia przygotowaé lml roztworu trypsyny

o stezeniu 80ug/ml, poprzez rozcienczenie wyjsciowego roztworu enzymu (Stock solution,

por. rozdz. 4.5.4) woda.

Do dwoch serii po 7 probowek (proby badane i kontrolne) odmierzy¢ po 935ul kolejnych

buforéw oraz po 15ul 0,1M roztworu BApNA.

Do prob kontrolnych dodaé po 50ul wody.

W prébach badanych reakcje enzymatyczng rozpoczaé przez dodanie 50ul roztworu

trypsyny, doktadnie wymieszac.

Reakcje prowadzi¢ w temperaturze pokojowe;.

Po dokladnie 10 minutach reakcje enzymatyczng przerwaé przez dodanie 0,5ml 30%

kwasu octowego, doktadnie wymiesza¢. Kwas octowy doda¢ rowniez do prob

kontrolnych.

Odczyta¢ As1o poszczegdlnych prob wobec odpowiednich prob odczynnikowych (Iml

buforu o danym pH i 0,5ml kw. octowego).

Od wynikéw uzyskanych dla préb badanych odja¢ wartosci uzyskane dla

odpowiadajacych im prob kontrolnych.

Opracowanie wynikow:

1

2.
3.
4,

Opisa¢ niezmienne warunki prowadzonych reakcji.

Obliczy¢ szybkos$¢ reakcji  (ilo§¢ umol pNA zwolnionej w ciggu 1 minuty reakcji)
w kazdej z badanych prob.

Przedstawi¢, w formie tabeli, warunki prowadzenia reakcji w poszczegolnych probach
badanych (pH, przy ktorych wykonano oznaczenia) oraz uzyskane wyniki.

Wykresli¢ zalezno$¢ szybkosci reakceji od pH.
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Materialy i odczynniki

wyjsciowy roztwor enzymu (stock solution) przygotowany zgodnie z ¢w. 4.5.4
bufor 0,1M Tris/HCI, pH 8,0 z 20mM CaCl,

0,2M bufory Tris/HCI, pH 7,0; 7,5; 8,51 9,0

0,2M bufor octanowy, pH 6,0

0,1M CaCl,

0,1M roztwor substratu BApNA w dimetylosulfotlenku (DMSO)

30% roztwor kwasu octowego

4.5.7. Wplyw temperatury na szybkos¢ reakcji katalizowanej przez trypsyne

Zasade metody opisano szczegotowo w rozdziale 4.5.3.

Postepowanie

1.
2.

B w

Do dwoch serii po 7 probowek (proby badane i kontrolne) odmierzy¢ po 935ul buforu
oraz po 15ul 0,1M roztworu BApNA.

Poszczegdlne pary prob badanych i kontrolnych preinkubowaé przez ok. 3min.
w nastgpujacych temperaturach:

- 0°C —taznia lodowa

- 15°C — wiré6wka z odpowiednio ustawionym chtodzeniem

- 25°C, 35°C, 45°C, 55°C, 65°C — bloki grzejne z odpowiednio ustawiong temperaturg
Do préb kontrolnych doda¢ po 50ul 1mM HCl z 20mM CaCl,.

W probach badanych reakcje enzymatyczng rozpocza¢ przez dodanie 50ul roztworu
trypsyny (working solution, por. rozdziat 4.5.4), doktadnie wymieszac.

Reakcje prowadzi¢ w odpowiednich temperaturach (proby kontrolne rowniez
inkubowa¢ w zadanych temperaturach).

Po dokladnie 10 minutach reakcje enzymatyczng przerwaé przez dodanie 0,5ml 30%
kwasu octowego, doktadnie wymiesza¢. Kwas octowy doda¢ rowniez do prob
kontrolnych.

Odczyta¢ A1 poszczegdlnych prob wobec proby odczynnikowej (1ml buforu 1 0,5ml kw.
octowego).

Od wynikéw uzyskanych dla préb badanych odja¢ warto$ci uzyskane dla
odpowiadajacych im prob kontrolnych.

Opracowanie wynikow:

ok L NE

Opisa¢ niezmienne warunki prowadzonych reakcji.

Obliczy¢ szybkos$¢ reakcji (ilos¢ pmol pNA zwolnione; w ciggu 1 minuty reakcji)
w kazdej z badanych prob.

Przedstawi¢, w formie tabeli, warunki prowadzenia reakcji w poszczegdlnych probach
badanych (temperatury, przy ktorych wykonano oznaczenia) oraz uzyskane wyniki.
Wykresli¢ zalezno$¢ szybkosci reakceji od temperatury.

Wyznaczy¢ wspotczynnik temperaturowy Qig dla przedzialu temperatur 25-35°C.

Materzaly i odczynniki:

roztwor trypsyny 80ug/ml w ImM HCI z 20mM CaCl, (working solution) przygotowany
w ¢cw. 4.5.4.

bufor 0,1M Tris/HCI, pH 8,0 z 20mM CaCl,

0,1M roztwor substratu BApNA w dimetylosulfotlenku (DMSO)

1mM HCI z 20mM CaCl,

30% roztwor kwasu octowego
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4.5.8. Termostabilnos$¢ trypsyny
Zasade metody opisano szczegolowo w rozdziale 4.5.3.

Postepowanie

1. Do 7 probowek Eppendorfa odmierzy¢ po 75ul roztworu enzymu (working solution,
por. rozdzial 4.5.4).

2. Kazda z préb inkubowacé przez 30min. w nastepujacych temperaturach:

0°C — taznia lodowa

15°C — wiréwka z odpowiednio ustawionym chtodzeniem

25°C, 35°C, 45°C, 55°C, 65°C — bloki grzejne z odpowiednio ustawiong temperatura

Do 8 czystych probowek odmierzy¢ po 935ul buforu i po 15ul 0,1M roztworu BApNA.

Do 1 z proboéwek (proba kontrolna) doda¢ 50ul ImM HCI z 20mM CacCl..

Reakcje enzymatyczng w kolejnych 7 probowkach rozpoczaé przez dodanie po 50ul

roztworow trypsyny inkubowanych w r6znych temperaturach, doktadnie wymieszac.

Reakcje prowadzi¢ w temperaturze pokojowe;j.

Po dokladnie 10 minutach reakcj¢ enzymatyczng przerwac przez dodanie 0,5ml 30%

kwasu octowego, doktadnie wymiesza¢. Kwas octowy doda¢ rowniez do prob

kontrolnych.

8. Odczyta¢ A1 poszczegdlnych prob wobec proby odczynnikowej (1ml buforu i 0,5ml kw.
octowego).

9. Od uzyskanych wynikow odja¢ warto$¢ uzyskana dla proby kontrolnej.

S

~No

Opracowanie wynikow:

1. Opisaé niezmienne warunki prowadzonych reakcji.

2. Obliczy¢ aktywnos¢ trypsyny [J/ml] w kazdej z badanych prob.

3. Przedstawi¢, w formie tabeli, warunki preinkubacji enzymu oraz uzyskane wyniki.
4. Wykresli¢ zalezno$¢ aktywnosci trypsyny od temperatury preinkubacji.

Materialy i odczynniki:

- roztwor trypsyny 80ug/ml w 1mM HCI z 20mM CaCl, (working solution) przygotowany
w éw. 4.5.4.

- bufor 0,1M Tris/HCI, pH 8,0 z 20mM CacCl,

- 0,1M roztwor substratu BApNA w dimetylosulfotlenku (DMSO)

- 1mM HCI z 20mM CaCl,

- 30% roztwor kwasu octowego
4.6. TRYPSYNA | CHYMOTRYPSYNA — KINETYKA ENZYMATYCZNA

4.6.1. Parametry Kinetyczne (Kwu, Kikat, Kkat/ Knm) hydrolizy BApNA katalizowanej przez
trypsyne

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie parametrow: statej Michaelisa (Ky), statej szybkosci
reakcji (Kat) 1 statej specyficznosei reakcji (kiat/Km) hydrolitycznego rozktadu syntetycznego
substratu — BApNA — katalizowanego przez trypsyne. Trypsyna w srodowisku oboje¢tnym lub
lekko zasadowym efektywnie przyspiesza hydroliz¢ BApNA do N-benZOiIO-DL-argininy
i p-nitroaniliny  (pNA)  (Rys. 4.14). llos¢ p-nitroaniliny mozna oznaczy¢
spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji przy. 410 nm, wykorzystujac znajomosé
molowego wspélczynnika absorpcji — € = 8 800 M*cm™
Pomiar poczatkowej szybkosci reakcji enzymatycznej w funkcji stezenia substratu
(v=1f([BApNA]) wykonuje sie w warunkach duzego nadmiaru substratu w stosunku
do enzymu ([BApNA] >> [Eo]) i przy statym stgzeniu enzymu ([Eo] = const). Najpierw
mierzy si¢ poczatkowa szybko$¢ reakcji enzymatycznej jako przyrost iloSci jednego z
produktéow reakcji — pNA — w czasie: v = d[pNA]/dt. Nastepnie do otrzymanych
doswiadczalnie punktow dopasowuje si¢ krzywg zgodnie z modelem (réwnaniem)
Michaelisa-Menten (patrz rozdzial 4.4.1) i wyznacza parametry réwnania, jakimi sg: stata
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Michaelisa (Ky) i1 szybko$¢ maksymalna reakcji (Vmax). Parametr Ky wyznacza si¢ jako
iloraz szybko$ci maksymalnej i stezenia enzymu: Kyat = Vmax/[Eo]-

A. Wyznaczanie st¢zenia trypsyny przez pomiar absorbancji przy 280 nm

Postepowanie

1. Do kuwety kwarcowej odmierzy¢ 2 ml wody i zarejestrowa¢ widmo absorpcyjne
w zakresie 240 nm do 400 nm. Odczyta¢ i zapisa¢ warto$¢ absorbancji przy 280 nm
1 360 nm.

2. Do kuwety doda¢ 50 ul roztworu trypsyny (D), dokfadnie wymiesza¢ i podobnie jak
wyzej zarejestrowaé widmo oraz odczytac wartosci absorbancji przy 280 nm i 360 nm.

3. Odpowiednio odja¢ od siebie zmierzone wartosci 1 obliczy¢ roéznicg pomigdzy
absorbancjg 280 1 360 nm. Przyjmujac, Ze Aago roztworu trypsyny o stezeniu 1 mg/ml
wynosi 1,5 oraz, ze masa czasteczkowa rowna jest 24 000 Da, obliczy¢ stezenie
wYj éciowego roztworu trypsyny wyrazone w mg/ml i M.

B. Wyznaczanie stezenia trypsyny przez miareczkowanie centrow aktywnych enzymu
za pomoca NPGB
Chase T., Shaw E. (1970) Methods Enzymol. 19, 20-27.

Zasada metody

Jednym z etapoOw mechanizmu hydrolizy wigzan przez trypsyne jest tworzenie
przejsciowego, kowalencyjnego kompleksu enzymu z substratem — acyloenzymu. NPGB
(p-nitrofenylo-4-guanidynobenzoesan) jest ,,wybuchowym” (btyskawicznie reagujacym),
syntetycznym 1 drobnoczasteczkowym substratem, z ktérym enzym szybko tworzy
acyloenzym. W wyniku hydrolizy wigzania estrowego do roztworu uwalnia si¢ tylko barwny
p-nitrofenol (Rys. 4.15), podczas gdy druga czg¢$¢ substratu (guanidynobenzoesan) bardzo
wolno zwalnia si¢ z acyloenzymu, blokujac trwale kieszeh wigzaca trypsyny przed dostepem
kolejnej czasteczki substratu. Tym sposobem ilos¢ wolnego p- nltrofenolu W roztworze,
wyznaczana przez pomiar absorbancji przy 410 nm (e = 16 595 M™cm™), jest miarg ilo$ci

aktywnych czasteczek enzymu. St¢zenia substratu i enzymu w mieszaninie reakcyjnej muszg
by¢ tak dobrane, aby [NPGB] > 0,9 [E].

NH

A,
HN NH

OH

ZHNYNHZ
NH ‘S OH
er
0 + TRYPSYNA/ B Q
ON
(6]
ON

2

Ser
TRYPSYNA

NPGB p-nitrofenol acyloenzym

Rys. 4.15. Reakcja hydrolizy NPGB katalizowana przez trypsyne

Postepowanie

1. Przygotowaé cztery plastikowe kuwety 1 odmierzy¢é do nich po 2 ml buforu
weronalowego (A).

2. Do kuwety z buforem doda¢ 10 ul 10 mM NPGB (F) zaklei¢ jg parafilmem, wymiesza¢
zawarto$¢, wlozy¢ do spektrofotometru, wyzerowaé wskazanie aparatu I przez okoto
20 sekund rejestrowac absorbancje przy 410 nm.
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3. Nie przerywajac rejestracji wyjac¢ kuwete z aparatu i doda¢ 50 pl roztworu trypsyny (D),
wymieszaé, wlozy¢ do spektrofotometru i dalej rejestrowaé absorbancje przez okoto
minute.

4. Odczyta¢ absorbancj¢ przed i po dodaniu enzymu do kuwety i z réznicy policzy¢ stgzenie

trypsyny w kuwecie i w roztworze wyjsciowym.

Wykona¢ pomiary dla pozostatych préb i policzy¢ srednig z czterech oznaczen.

Poréwnac st¢zenie oszacowane przez pomiar Azgg Z Wyznaczonym przez miareczkowanie

za pomocg NPGB i obliczy¢ procentowy udziat aktywnego enzymu w catkowitej ilosci
biatka.

oo

C. Wyznaczenie stezenia BApNA poprzez jego calkowita hydrolize trypsyna

Zasada metody

W uktadzie enzym — substrat, w ktorym enzym sprawnie katalizuje przemiane
substratu 1 spetlniony jest warunek [E] > [S] w krotkim czasie dochodzi do caltkowitej
hydrolizy substratu. Miarg stezenia substratu (BApNA) jest zatem roznica A4 przed
dodaniem odpowiedniej ilosci trypsyny do kuwety z niewielkg zawartoscig BApNA 1 po
calkowitej jego hydrolizie. St¢Zenie substratu w mieszaninie reakcyjnej musi by¢ tak dobrane,
aby po catkowitej hydrolizie uzyskaé¢ A0 W miarodajnym zakresie, tzn. 0,05 < Ayip < 1.

Postepowanie

1. Obliczy¢, jakie porcje wyjsciowego roztworu substratu (E) i roztworu enzymu (D)
wymiareczkowanego za pomocag NPGB nalezy doda¢ do plastikowej kuwety z 2 ml
buforu reakcyjnego, aby spelni¢ warunki okreslone wyzej (wyniki skonsultowaé
z prowadzacym).

2. Do trzech kuwet odmierzy¢ po 2 ml buforu reakcyjnego (B) i odpowiednig porcje
roztworu BApNA (E).

3. Kuwete zaklei¢ parafilmem, wymiesza¢ zawarto$¢, umiesci¢ w spektrofotometrze,
wyzerowac aparat i rozpoczaé rejestracje Aasio.

3. Po okoto 20 sekundach kuwetq wyjac z aparatu 1 doda¢ odpowiednig porcjg roztworu
trypsyny (D) wymiesza¢, wlozy¢ ponownie do aparatu i dalej rejestrowaé Auio,
az osu}gme;ma statej warto$ci (catkowita hydroliza substratu)

5. Z roznicy Auso przed dodaniem enzymu do kuwety i Ao koncowej obliczy¢ stezenie
substratu w kuwecie i roztworze wyj scmwym

6. Wykona¢ pomiary dla pozostatych prob i policzy¢ $rednig z trzech oznaczen.

D. Zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu

Postepowanie

1. Przygotowac 30 ml roztworu trypsyny o stezeniu 2,50x107 M: do probowki typu Falcon
o pojemnosci 50 ml nala¢ troch¢ buforu reakcyjnego (B), doda¢ odpowiednig porcje
(skonsultowa¢ z  prowadzacym)  wyjsciowego  roztworu enzymu (D)
wymiareczkowanego za pomoca NPGB i dopetni¢ do kreski buforem reakcyjnym. Dla
poc(ljniesienia doktadnosci pomiaru dodawaé porcje wyjsciowego roztworu enzymu na
waaze

2. Do 10 plastikowych kuwet odmierzy¢ po 2 ml buforu reakcyjnego z trypsyna, zakleic
parafilmem i bezposrednio przed pomiarem doda¢ do kazdej kuwety z osobna
odpowiednig ~ porcjg  wyjsciowego  roztworu BApNA (E) tak, aby jego
stezenie Wposzczegolnych kuwetach roztlozone bylo réwnomiernie miedzy
2,50x010* M < [BApNA] <500x[] 10°M (skonsultowa¢ z prowadzqcym)

3. Po dodaniu porcji roztworu substratu do kazdej kuwety nalezy energicznie wymieszac jej

zawartos¢, wlozy¢ do spektrofotometru, wyzerowaé, mierzy¢ Agio przez okotlo

60-90 sekund i odczyta¢ warto$¢ poczatkowej szybkosci reakcji (dAgo/dt).

Obliczy¢ stezenie substratu w kazdej z kuwet.

Odczytang ze spektrofotometru warto$¢ poczatkowej szybkosci reakcji enzymatycznej

(dAs10/dt) wyrazi¢ w d[pNA]/dt [mol/s].

ok~
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6. Obliczy¢ zadane parametry, przeprowadzajac nieliniowg analiz¢ danych wedtug modelu
Michaelisa-Menten.

Materialy i odczynniki

- bufor weronalowy (A): 0,1 M weronal (barbituran sodu), 20 mM CaCl,, pH 8,3;
przygotowac¢ 100 ml dla catej grupy ¢wiczeniowej

- bufor reakcyjny (B): 0,1 M Tris, 20 mM CacCl,, 5% DMSO, pH 8,3; przygotowa¢ 200 ml
dla catej grupy ¢wiczeniowe;j

- 0,001 M HCI z 20 mM CacCl; (C): przygotowac 20 ml dla kaZdej grupy ¢wiczeniowej

- roztwor trypsyny (D) : nawazke okoto 10 mg trypsyny rozpusci¢ w 1 ml 0,001 M HCI
z 20 mM CaCIz (C); podczas ¢wiczen przechowywaé na lodzie lub w lodowce po
wykonaniu ¢wiczenia rozpipetowac po 100 pl do probéwek Eppendorfa, doktadnie opisaé
(poda¢ stezenie) i zamrozi¢; roztwor bedzie wykorzystywany na kolejnych zajeciach;
odczynnik przygotowuje kazdy zespot

- roztwor BApNA (E) — nawazke okoto 50 mg BApNA rozpusci¢ w okoto 500 ul DMSO;
po zakonczonych ¢wiczeniach przechowywaé¢ w  lodoéwce; roztwdr bedzie
wykorzystywany na kolejnych ¢wiczeniach; odczynnik przygotowuje kazdy zespot

- 10 mM NPGB w DMSO (F): kazda grupa ¢wiczeniowa przygotowuje 1 ml roztworu
substratu

Uwagi

Przy wyzszych stgzeniach substratu w mieszaninie reakcyjnej moze si¢ on wytrgcac
z roztworu. Aby tego unikng¢ bufor reakcyjny powinien zawiera¢ do kilku procent DMSO,
a nie moze zawiera¢ detergentow (np. Tritonu). Po dodaniu roztworu substratu nalezy bardzo
energicznie wymiesza¢ zawarto$¢ kuwety.

W rownoleglym doswiadczeniu, dodajac inhibitor do mieszaniny reakcyjnej, mozna
wyznaczy¢ typ inhibicji i stalg inhibic;ji.

4.6.2. Wyznaczanie stezenia BPTI przez miareczkowanie mianowanym roztworem

trypsyny

Zasada metody

Eksperyment polega na wykre$leniu krzywej hamowania trypsyny przez BPTI
(kompetycyjny inhibitor trypsyny; patrz rozdzial 3.13.6). Przy zatozeniu, ze inhibitor wigze
si¢ z enzymem w stosunku stechiometrycznym (1:1) prosta, liniowa zalezno$¢ aktywnosci
enzymu (Ayp) O doktadnie znanym stezeniu od objetosci dodanego roztworu inhibitora
(Awp = f(Vee1)) pozwala wyznaczy¢ dokladne st¢zenie inhibitora w dodawanym roztworze.
Ekstrapolacja zalezno$ci Awp = f(Vepri) do punktu o zerowej aktywnosci enzymu pozwala
obliczy¢ objetos¢ roztworu inhibitora potrzebng do catkowitego zahamowania aktywnosci
zZnanej porcji enzymu w roztworze.

Stgzenia enzymu 1 inhibitora uzyte w eksperymencie muszg by¢ tak dobrane, aby byty
co najmniej 10-krotnie wyzsze od st¢zenia rownego statej inhibicji (dysocjacji) — K| — dla
konkretnej pary enzym — |nh|b|tor Dla pary BPTI — B-trypsyna w pH 8,0, w temp. 25°C
warto$¢ K; wynosi 6,0x [ 104 M.

A. Wyznaczenie st¢zenia BPTI przez pomiar Ajg

Postepowanie

1. Do kuwety kwarcowej o pojemnosci 1 ml odmierzy¢ 1 ml wody i zarejestrowa¢ widmo
absorpcyjne w zakresie 240 nm do 400 nm. Odczytac 1 zapisa¢ warto$ci absorbancji przy
280 nm i 360 nm.

2. Do kuwety doda¢ 50 ul roztworu BPTI (C) o stezeniu 5 mg/ml, doktadnie wymieszaé
i podobnie jak wyzej zarejestrowac widmo 1 warto$ci absorbancji. Odpowiednio odja¢ od
siebie zmierzone wartos$ci 1 obhczyc roznice pomiedzy absorbanqq przy 280 i 360 nm.
Przyjmujac €280 =5 400 M™*cm™ ‘oraz mase czasteczkowa rowna 6 500 Da obliczyé
stezenie wyjsciowego roztworu inhibitora wyrazone w mg/ml 1 M.
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3. Rozcienczony roztwor inhibitora opisaé i pozostawi¢ do kolejnych ¢wiczen.
B. Miareczkowanie mianowanego roztworu trypsyny roztworem BPTI

Postepowanie

1. Do 10 plastikowych kuwet odmlerzyc po 2 ml roztworu trypsyny w buforze reakcyjnym
(B) o ste;zemu okoto 2,500x[1107 M ([Eo)).

2. Do pierwszej kuwety nie dodawa¢ roztworu inhibitora. Do kolejnych kuwet dodaé
odpowiednie porcje roztworu inhibitora tak, aby jego stezenie w poszczegodlnych
kuwetach rozkladalo si¢ rownomiernie w gramcach 0,1[Eo] < [BPTI] < 0,9[Eq]. W tym
celu nalezy odpowiednio rozcienczy¢ na wadze wyjSciowy roztwor inhibitora (C) tak, aby
dodawanie do kuwet planowanych jego porcji byto obcigzone mozliwie matym biqdem
Wszystkich obliczen nalezy dokonac opierajgc si¢ na stezeniu BPTI w wyjSciowym
roztworze wyznaczonym przez pomiar Agg. Uzyskane wyniki skonsultowaé
z prowadzacym. Kuwety zaklei¢ parafilmem i wymiesza¢ ich zawartos¢.

3. Bezposrednio przed pomiarem do kazdej kuwety doda¢ 10 ul 0,1 M BApNA (D),
wymieszaé, wtozy¢ do spektrofotometru, wyzerowac aparat i mierzy¢ przyrost Agio przez
okoto 60 sekund. Zapisa¢ wynik w postaci poczatkowej szybkosci reakcji (dA4o/dt).

4. Wykresli¢ zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakcji od objetosci dodawanego roztworu
inhibitora.

5. Na podstawie rownania prostej obliczy¢ objetos¢ roztworu inhibitora, jaka powinna by¢
dodana do roztworu enzymu, aby go catkowicie zahamowac.

6. Znajac dokladne stezenie enzymu w kuwecie i zaktadajac, ze trypsyna oddziatuje z BPTI
w stosunku 1:1, policzy¢ stgzenie inhibitora w roztworze dodawanym do kuwet oraz
W roztworze wyjsciowym.

7. Poréwna¢ wyznaczone stezenie BPTI z oszacowanym na podstaw1e Asgo. Obliczy¢
procentowy udziat aktywnego inhibitora w ilosci biatka wyznaczonej przez pomiar Azgo.

Materialy i odczynniki

- bufor reakcyjny (A): 0,1 M Tris, 20 mM CacCl,, pH 8,3; przygotowa¢ 200 ml dla catej
grupy ¢wiczeniowej

- roztwor trypsyny (B): przygotowac¢ dla kazdego zespotu ¢wiczeniowego 30 ml roztworu
enzymu o stezeniu 2,50x[1107 M w spos6ob opisany w doswiadczeniu 4.6.1 D

- roztwor BPTI (C): nawazke okolo 2,5 mg inhibitora rozpusci¢ w 0,5 ml wody; po
zakonczonych ¢wiczeniach roztwor rozpipetowa¢ po 100 pl do probdéwek Eppendorfa,
doktadnie opisa¢ 1 zamrozi¢; roztwor b¢d21e wykorzystywany na kolejnych ¢wiczeniach;
odczynnik przygotowuje kazdy zespot Ewiczeniowy

- 0,1 M BApNA w DMSO (D): przygotowa¢ 100 ul dla kazdego zespotu ¢wiczeniowego

- 0,1 M bufor weronalowy z 20 mM CaCl,, pH 8,3 z doswiadczenia 4.6.1

- 10 mM NPGB w DMSO z doswiadczenia 4.6.1

4.6.3. Pomiar rownowagowej stalej asocjacji (K,) oddzialywania a-chymotrypsyna —
BPTI

Empie M., Laskowski, M., Jr. (1982) Biochemistry 21, 2274-2284.

Zasada metody

Stata réwnowagi reakcji tworzenia kompleksu enzym - inhibitor kompetycyjny
(E + I < EI) dana jest wzorem: K = [EIJ/[E]x[[I] i nazywana jest stala asocjacji (Ka).
Odwrotnos¢ statej asocjacji, nazywana stalg inhibicji (Ki): /K, = K = [E] 0> O[I/[EI], jest
stalg rownowagi reakcji rozpadu kompleksu enzym — inhibitor (El < E + I). Przeksztalcajac
wzor K = [EIJ/[E]O0xO[I] w kierunku wyprowadzenia wyrazenia na st¢zenie wolnego
enzymu [E] otrzymujemy rownanie:
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[e]=§[[eol—[-o (Y

gdzie: [Eq] — catkowite stezenie enzymu: [Eq] = [E] + [EI], [lo] — calkowite stezenie inhibitora: [lg] = [I] + [EI],
[E] i [I] — odpowiednio, stezenie wolnego enzymu i wolnego inhibitora, [El] — st¢zenie kompleksu
enzym — inhibitor

=) —4[501[-01]

Stala asocjacji mozna zatem eksperymentalnie wyznaczy¢ jako parametr powyzszego
rOwnania, mierzgc stgzenie wolnego enzymu [E] (resztkowa aktywno$¢ enzymu) w kolejnych
probach w funkcji catkowitego stezenia inhibitora [lo] przy danym, statym, calkowitym
stezeniu mianowanego enzymu. Stezenie wolnego enzymu, pozostajgcego w rownowadze
z kompleksem enzym — inhibitor, mozna wyznaczy¢ mierzac jego aktywnos¢ i porownujac ja
z aktywnoS$cig mianowanego roztworu samego enzymu, bez dodatku inhibitora.

Eksperyment wyznaczenia K, polega na tym, ze do kazdej z serii kuwet z roztworem
enzymu o stalym, znanym ste¢zeniu [Eo] w buforze reakcyjnym nalezy doda¢ odpowiednie,
wzrastajace porcje roztworu inhibitora. Nastgpnie w celu wykazania aktywnosci wolnego
enzymu do kazdej z kuwet doda¢ nalezy t¢ samg porcj¢ substratu i zarejestrowac poczatkowa
szybko$¢ reakcji enzymatycznej. Planujgc taki eksperyment spetni¢ nalezy kilka dodatkowych
warunkow:

- eksperyment nalezy prowadzi¢ w dolnym regionie krzywej hamowania enzymu przez
inhibitor, przy takim statym stezeniu catkowitym enzymu [Eq], aby byt spetniony warunek
2 < K,[x[[Eg] <40

- stezenie catkowite inhibitora [Iy] w kolejnych prébach powinno by¢ réwnomiernie
roztozone W granicach: O < [lo] < 2[Eo] w przypadku bardzo stabego odd21a1ywan1a
enzym — inhibitor (K, < 10® M) mozna zapomnieé o tym warunku i wymusza¢ tworzenie
kompleksu wysokim stezeniem inhibitora

- przed dodaniem substratu do mieszaniny reakcyjnej nalezy by¢ pewnym, ze uklad jest
w stanie rownowagi chemicznej, tzn. nalezy inkubowa¢ enzym z inhibitorem w buforze
reakcyjnym przez czas (tink) okoto dziesigciokrotnie dtuzszy od czasu potdéwkowego (t1/)
tworzenia kompleksu EI — tinx = 10 ty, przy czym ty, = 1/kon[1x[[Ig], gdzie Kon jest statg
szybkos$ci tworzenia kompleksu (dla oddmalywama chymotrypsyna — BPTI w warunkach
prowadzonej reakcji kon = 3,70x10°> M's™)

- substrat 1 jego stezenie muszg by¢ dobrane adekwatnie do catkowitego st¢zenia enzymu
[Eo], przy jakim prowadzimy reakcje; gdy [Eo] jest niskie (wysoka K,) stosowac nalezy
substrat o bardzo dobrych parametrach kinetycznych (niskie Ky, wysokie Kyat), gdy [Eo]
jest wysokie (niska K,) stosowaé nalezy substraty o stabych parametrach kinetycznych
(wysokie Ky, niskie Kga); stezenie substratu w mieszaninie reakcyjnej [S] powinno by¢ od
kilkuset do tysigca razy wyzsze od stezenia [Eq].

A. Wyznaczanie st¢Zenia roztworu chymotrypsyny przez pomiar absorbancji przy
280 nm

Postepowanie

1. Do kuwety kwarcowej odmierzy¢ 2 ml wody i zarejestrowaé¢ widmo absorpcyjne
w zakresie 240 nm do 400 nm. Odczyta¢ 1 zapisa¢ warto$¢ absorbancji przy 280 nm
i 360 nm.

2. Do kuwety doda¢ 50 pul roztworu chymotrypsyny (B), doktadnie wymieszaé i podobnie
jak wyzej zarejestrowac¢ widmo 1 odpowiednie wartosci absorbancji

3. Odpowiednio o }e}c od siebie zmierzone wartosci 1 przyjmujac dla chymotrypsyny
8280—51 000 M*cm™? oraz mase czgsteczkowg rowng 25000 Da obliczy¢ stezenie
wyj$ciowego roztworu enzymu wyrazone w mg/ml i M.
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B. Wyznaczanie st¢zenia roztworu chymotrypsyny przez miareczkowanie centrow
aktywnych enzymu za pomoca NPGB
Chase T., Shaw E. (1970) Methods Enzymol. 19, 20-27.

Zasada metody
Stezenie aktywnej chymotrypsyny w probie oznacza si¢ w sposob analogiczny do
opisanego w rozdziale 4.6.1 B. Modyfikacja w stosunku do oznaczania st¢zenia trypsyny
wynika z nietrwatego charakteru acyloenzymu tworzonego przez chymotrypsyne. Ze wzgledu
na szybszy rozktad acyloenzymu, po dodaniu chymotrypsyny do kuwety obserwujemy ciagly
przyrost As19, zamiast stalej wartosci A410 jak w przypadku miareczkowania trypsyny.

Postepowanie

1. Do czterech plastikowych kuwet odmierzy¢ po 2 ml buforu weronalowego i 10 ul 10 mM
NPGB w DMSO.

2. Poszczegdlne kuwety zaklei¢ parafilmem, wymiesza¢ zawartos¢, wlozy¢ do
spektrofotometru, wyzerowa¢ wskazanie aparatu 1 przez okoto 20 sekund rejestrowac Agip

3. Nieprzerywajac rejestracji wyja¢ kuwetg z aparatu i dodac 50 ul roztworu chymotrypsyny
(B). Wymiesza¢, wtozy¢ do spektrofotometru i dalej rejestrowaé absorbancj¢ przez okoto
minute.

4. Odczyta¢ absorbancje przed dodaniem substratu do kuwety oraz wyznaczy¢ absorbancj¢

po dodaniu enzymu do kuwety, ekstrapolujac krzywa opisujaca wzrost Agip W czasie do

momentu dodania enzymu do kuwety.

Z réznicy Agyg policzy¢ stezenie chymotrypsyny w kuwecie i w roztworze wyjsciowym.

Policzy¢ $rednig z czterech oznaczen. Poréwnaé stezenie oszacowane przez pomiar Aago

Z wyznaczonym przez miareczkowanie za pomoca NPGB i obliczy¢ procentowy udziat

aktywnego enzymu w catkowitej ilo$ci biatka.

oo

C. Zalezno$¢ stezenia wolnego enzymu [E] pozostajacego w rownowadze z inhibitorem
od calkowitego stezenia inhibitora [I]

Uwaga! Wykonujac to doswiadczenie nalezy bardzo starannie dodawaé do kuwet zarowno
roztwor inhibitora jak 1 substratu. Od doktadnosci pipetowania tych roztworow zalezy wynik
¢wiczenia.

Postepowanie

1. Przygotowa¢ 25 ml roboczego roztworu chymotrypsyny: do probowki typu Falcon
0 pojemnosci 50 ml nala¢ buforu reakcyjnego (A), doda¢ odpowiednig porcje
(skonsultowaé z prowadzacym) wyjsciowego roztworu chymotrypsyny (B), aby stezenie
enzymu w roztworze wynosito 2x[110° M 1 dopeti¢ do kreski buforem reakcyjnym.

2. Do 10 plastikowych kuwet odmierzy¢ po 2 ml roboczego roztworu chymotrypsyny
w buforze reakcyjnym, zaklei¢ parafilmem.

3. Do trzech, czterech pierwszych kuwet nie dodawa¢ niczego ([E] = [Eq]), a do kolejnych
doda¢ takie porCJe roztworu BPTI (C), aby stezenie inhibitora w kolejnych kuwetach
wzrastato rownomiernie w granicach 0,2[Eg] < [BPTI] < 2[Eq] (skonsultowaé
z prowadzacym ¢wiczenia).

4. Zawarto$¢ kuwet wymiesza¢ i bezposrednio przed pomiarem doda¢ do kazdej 20 ul
250 mM Suc-Phe-pNA (D).

5. Po dodaniu porcji roztworu substratu do kazdej kuwety nalezy energicznie wymieszac jej

zawartos¢, wlozy¢ do spektrofotometru, wyzerowaé, mierzy¢ Agio przez okotlo

60-90 sekund i odczyta¢ warto$¢ poczatkowej szybkosci reakcji (dAgo/dt).

Obliczy¢ catkowite stezenie inhibitora [Ip] w kazdej z kuwet.

Obliczy¢ stezenie wolnego enzymu [E] w kazde; kuwecie, poroOwnujac zmierzong

poczatkowa szybko$¢ reakcji enzymatycznej (aktywno$¢) w kazdej kuwecie ze $rednig

z poczatkowych szybkoéci reakcji uzyskanych dla kuwet bez inhibitora, gdzie [E] = [Eo].

8. Obliczy¢ stata asocjacji (K,) oddziatywania o- chymotrypsyny z BPTI, przeprowadzajac
nieliniowg analize danych [E] = f([Io]) wedlug rownania przedstaw1onego na poczatku
tego rozdziatu.

~No
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Uwaga! O poprawnos$ci stalej asocjacji wyznaczonej ta metoda S$wiadczy zgodnosé
(dopuszczalny btad rzedu 2-3%) wyznaczonych eksperymentalnie (wystandaryzowanych)
calkowitych stezen enzymu ([Eo]) i inhibitora ([lo]) z obliczonymi na podstawie rownania.

Materialy i odczynniki

- bufor reakcyjny (A): 0,05 M HEPES, 20 mM CaCl,, pH 7.5; przygotowa¢ 200 ml dla
catej grupy ¢wiczeniowej

- roztwor chymotrypsyny (B): nawazk¢ okoto 10 mg chymotrypsyny rozpusci¢ w 1 ml
0,001 M HCI z 20 mM CaCly; po wykonaniu ¢wiczenia rozpipetowa¢ po 50 pl do
probowek Eppendorfa, doktadnie opisa¢ i zamrozi¢; roztwor bgdzie wykorzystywany na
kolejnych ¢wiczeniach; odczynnik przygotowuje kazdy zespot

- roztwor BPTI (C): wykorzysta¢ roztwdr z doswiadczenia O; jesli trzeba przygotowaé
nowy roztwor inhibitora, to nalezy go zmiareczkowaé (rozdziat 0 B); odczynnik
przygotowuje kazdy zespot

- 250 mM Suc-Phe-pNA w DMSO (D): przygotowac 2,5 ml roztworu substratu dla cale;
grupy ¢wiczeniowej i poporcjowac po okoto 300 ul dla kazdego zespolu ¢wiczeniowego

4.6.4. Modyfikacja trypsyny i chymotrypsyny za pomoca PMSF i TLCK

Zasada metody

Wiele syntetycznych zwigzkéw chemicznych reaguje z reaktywnymi grupami (np.: -OH,
-NHz, -SH) tancuchéow bocznych reszt aminokwasowych, tworzac nieodwracalne,
kowalencyjne kompleksy (bardziej lub mniej trwate) i modyfikujgc wlasciwosci biatek, w tej
liczbie enzyméw. W zaleznosci od budowy chemicznej zwigzki te moga by¢ mniej lub
bardziej selektywne w stosunku do reaktywnych grup biatek i w stosunku do kieszeni
wigzacych substraty w enzymach. Tego typu modyfikacje moga stuzy¢ identyfikacji reszt
zaangazowanych w mechanizm katalizy enzymatycznej i klasyfikacji enzymow.
Budowe drobnoczasteczkowych nieodwracalnych inhibitoréw: PMSF (fenylometylosulfo-
fluorku) i TLCK (chlorometyloketon Na-tozylo-L-lizyny) przedstawiono na Rys. 4.16 i 4.17.

SO;—F
7
NH

HN—(CH,);~ CH—C—CH;~Cl
o)

Rys. 4.16. PMSF Rys. 4.17. TLCK
A. Modyfikacja trypsyny za pomoca PMSF

Postepowanie

1. Roztwor trypsyny przeznaczony do modyfikacji (F) rozdzieli¢ do dwoch probowek
Eppendorfa na dwie porcje po okoto 0,25 ml.

2. Do jednej doda¢ szes¢ porcji 50mM PMSF (D) o objetosci 5 ul w odstepach okoto
10. minutowych, przygodnie mieszac.

3. Do drugiej porcji, stanowigcej kontrole niemodyfikowanego enzymu, doda¢ 30 pul
acetonu.

B. Modyfikacja chymotrypsyny za pomoca PMSF

Postepowanie
1. Roztwor chymotrypsyny przeznaczony do modyfikacji (H) rozdzielic do probowek
Eppendorfa na dwie porcje po okoto 0,5 ml.
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2. Do jednej doda¢ szes¢ porcji 50 mM PMSF (D) o objetosci 10 ul w odstepach okoto
10. minutowych, przygodnie mieszac.

3. Do drugiej porcji, stanowigcej kontrole niemodyfikowanego enzymu, doda¢ 60 pl
acetonu.

C. Modyfikacja trypsyny za pomoca TLCK

Postepowanie

1. Roztwor trypsyny przeznaczony do modyfikacji (G) rozdzieli¢ do probéwek Eppendorfa
na dwie porcje i wltozy¢ do tazni lodowej (2°C).

2. Do jednej porcji doda¢ 50 pl roztworu TLCK (E).

3. Do drugiej porcji, stanowigcej kontrole niemodyfikowanego enzymu, doda¢ 50 ul DMSO.

4. Proby inkubowa¢ 60 minut w tazni lodowej, mieszajac od czasu do czasu.

D. Modyfikacja chymotrypsyny za pomoca TLCK

Postepowanie

1. Roztwor chymotrypsyny przeznaczony do modyfikacji (l) rozdzieli¢ do proboéwek
Eppendorfa na dwie porcje i wtozy¢ do tazni lodowej (2°C).

2. Do jednej porcji doda¢ 50 ul roztworu TLCK (E), wymieszac.

3. Do drugiej porcji, stanowigcej kontrole niemodyfikowanego enzymu, doda¢ 50 ul DMSO.

4. Préby inkubowac¢ 60 minut w tazni lodowej, mieszajac od czasu do czasu.

E. Oznaczanie aktywnosci trypsyny po modyfikacji PMSF i TLCK

Postepowanie

1. Przygotowac cztery plastikowe kuwety zawierajace po 2 ml buforu reakcyjnego (B).

2. Do kolejnych kuwet doda¢ po 50 ul roztworu trypsyny: niemodyfikowanej PMSF
(4.6.4 A), modyfikowanej PMSF (4.6.4 A), niemodyfikowanej TLCK (4.6.4 C) oraz
modyfikowanej TLCK (4.6.4 C). Kuwety zaklei¢ parafilmem i wymieszac¢ ich zawarto$¢.

3. Przy spektrofotometrze do kazdeJ kuwety doda¢ 10 ul 0,1 M BApNA (J), wymieszac,
wlozy¢ do aparatu, wyzerowac 1 przez jedng minutg $ledzi¢ przyrost Aasi. Zapisac
poczatkowa szybko$¢ reakcji enzymatycznej, ktora jest miarg aktywnos$ci enzymu.

4. Poroéwna¢ wyniki dla prob z modyfikowang i niemodyfikowana trypsyna i obliczy¢
procent zahamowanego enzymul.

F. Oznaczanie aktywnosci chymotrypsyny po modyfikacji PMSF i TLCK

Postepowac analogicznie jak w przypadku wykazywania aktywnos$ci trypsyny (rozdziat
4.6.4 E) z tg roznica, ze do kuwet nalezy dodawaé po 50 ul odpowiednio niemodyfikowanych
i modyfikowanych roztworow chymotrypsyny (4.6.4 B i D) a jako substratu — 20 ul 250 mM
Suc-Phe-pNA (K).

Materialy i odczynniki

- bufor do modyfikacji za pomoca PMSF (A): 0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, 0,12 M CacCl,, 10%
(v/v) metanol, pH 8,0; przygotowa¢ 50 ml dla calej grupy ¢wiczeniowe]

- bufor reakcyjny (B): 0,1 M Tris, 20 mM CaCl,, 5% (o/o) DMSO, pH 8,3; przygotowaé
1 litr dla calej grupy ¢wiczeniowej

- bufor do modyfikacji TLCK (C): do buforu reakcyjnego (B) doda¢ DMSO do koncowego
stezenia 10% (0/0); przygotowa¢ 20 ml dla calej grupy ¢wiczeniowe;j

- 50 mM PMSF w acetonie (D): przygotowa¢ 1 ml dla catej grupy ¢wiczeniowej

- roztwor TLCK (E): okoto 1 mg inhibitora rozpusci¢ w 100 ul DMSO; przygotowuje
kazdy zespot ¢wiczeniowy

- roztwor trypsyny do modyfikacji za pomocg PMSF (F): odpowiednio rozcienczy¢ roztwor
enzymu z do$wiadczenia 4.6.1, tak aby uzyska¢ 0,5 ml roztworu enzymu o st¢zeniu
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1 mg/ml (okoto 4,2x[110° M) w buforze do mOdyfIkaCjI PMSF (A); w przypadku braku
roztworu enzymu z poprzednich ¢wiczen, nawazy¢ 1 mg trypsyny i rozpusci¢ w 1 ml
buforu do modyfikacji (A); odczynnik przygotowuje kazdy zespol cw1czen10wy

- roztwor trypsyny do modyfikacji TLCK (G): odpowiednio rozcienczy¢ roztwor enzymu
przygotowany do dosw1adczen1a 4.6.1, tak aby uzyska¢ 1 ml roztworu enzymu o st¢zeniu
1 mg/ml (okolo 4,201x(110™° M) w buforze do modyfikacji TLCK (C); roztwor wiozyc do
tazni lodowej (2"C) w przypadku braku roztworu enzymu z poprzednich ¢wiczen
nawazyc 1 mg trypsyny i rozpusci¢ w 1 ml buforu C; odczynnik przygotowuje kazdy
¢wiczeniowy

- roztwér chymotrypsyny do modyfikacji PMSF (H): nawazke 10 mg enzymu rozpusci¢
w 1 ml buforu do modyfikacji PMSF (A); odczynnik przygotowuje kazdy zespét
¢wiczeniowy

- roztwér chymotrypsyny do modyfikacji za pomocg TLCK (I) 10 mg enzymu rozpusci¢
w 1 ml buforu do modyfikacji TLCK (C); roztwér umiesci¢ w tazni lodowej (2°C);
odczynnik przygotowuje kazdy zespot cw1czen10wy

- 0,1 M BApNA w DMSO (J): odpowiednio r0201enczyc roztwér BApNA przygotowany
wezesniej (rozdziat 4.6.1) lub przygotowaé $wiezy roztwor z odpowiedniej nawazki
BApNA; kazdy zesp6t ¢wiczeniowy przygotowuje 0,5 ml roztworu substratu

- 250 mM Suc-Phe-pNA w DMSO (K): kazdy zespot ¢wiczeniowy przygotowuje 0,1 ml
roztworu substratu

4.7. FOSFATAZY

Nazwa ,fosfatazy” okre§la si¢ potocznie hydrolazy monoestrow fosforanowych
(fosfohydrolazy monoestrow fosforanowych, fosfomonoesterazy). Fosfatazy katalizuja
hydrolize monoestrow fosforanowych wedtug schematu:

R-O-POsH; + H,O - R—OH + H3PO,
R — reszta organiczna

Enzymy te naleza wigc do klasy hydrolaz (EC 3), dzialajacych na wigzania estrowe

(podklasa 3.1) i hydrolizujacych monoestry fosforanowe (pod-podklasa 3.1.3). Naturalnymi
substratami dla fosfataz sg estry fosforanowe biatek, tluszczowcoéw, nukleotydow 1 wielu
innych zwiazkéw. Specyficzno$¢ fosfataz jest bardzo roznorodna. Wiele z nich to enzymy
wysoce nieswoiste, tzn. nie wykazujace wigkszej specyficznosci wzgledem czesci organicznej
hydrolizowanego estru, inne hydrolizuja tylko $cisle okreslone estry fosforanowe.
Obok funkcji hydrolitycznej, wiele fosfataz wykazuje funkcje transferazowsa, czyli zdolnos¢
przenoszenia reszt fosforanowych. Donorami reszt fosforanowych moga by¢
np. fosfoenolopirogronian, p-nitrofenylofosforan, glukozo-1-fosforan, za§ akceptorami
alkohole, cukry 1 inne zwigzki.

Wsrod fosfomonoesteraz wystepuje grupa enzymow dziatajaca optymalnie w warunkach
zasadowych (pH ok. 9,0), zwana fosfatazami zasadowymi, oraz grupa o optimum pH
w zakresie kwasnym (pH ok. 5,0) — fosfatazy kwasne.

Fosfatazy zasadowe (EC 3.1.3.1), sa enzymami szeroko rozpowszechnionymi
u Prokaryota, zwierzat bezkrggowych 1 kregowcdw, natomiast w niewielkiej ilo§ci wystepuja
u roslin wyzszych. Zasadowa fosfataza ssakow, w tym fosfataza ludzka, wystepuje w postaci
kilku 1zoenzymoéw charakterystycznych dla niektorych organow lub tkanek, np. watroby,
kosci, tozyska. Roznig si¢ one wlasciwosciami fizykochemicznymi (masa molowa, optimum
pH dzialania, podatnos$¢ na inhibicj¢, ruchliwo$¢ elektroforetyczna). Enzymy te petnig istotne
funkcje m.in. w procesie kostnienia, wchlaniania cukréw w jelicie 1 w kanalikach nerkowych
oraz w procesach transportu fosforanu. Fosfataza zasadowa wymaga dla petnej aktywnosci
obecnosci jondéw magnezu; jej aktywatorami, mogg by¢ kationy manganu 1 kobaltu.
Hamowanie aktywnos$ci enzymatycznej zachodzi w obecnosci produktu reakcji — anionu
fosforanowego.

Aktywno$¢ fosfatazowa zwigzang z obecnos$cig izoenzymow tkankowych wykazuja takze
ptyny ustrojowe. Oznaczenie aktywnosci fosfatazy zasadowej w surowicy krwi ma znaczenie
diagnostyczne. Surowica dorostych ludzi zawiera gléwnie enzym pochodzenia watrobowego,
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mniejsze ilosci formy jelitowej (ok. 20%) oraz sladowe ilosci enzymu pochodzenia kostnego.
W surowicy dzieci fosfataza pochodzenia kostnego wystepuje w wigkszych iloSciach.
Aktywno$¢ catkowita fosfatazy zasadowej w surowicy wzrasta w niektoérych stanach
patologicznych, zwlaszcza w przypadku chorob ukladu kostnego. Zaburzeniu ulegajg takze
proporcje ilo§ciowe pomigdzy izoenzymami tkankowymi. Wartosci znacznie przekraczajace
norm¢ dla aktywnos$ci tego enzymu (20—40-krotnie) obserwuje si¢ np. przy pierwotnym
nowotworze kosci 1 przerzutach nowotworow gruczotu sterczowego do kosci. W schorzeniach
tych wzrasta glownie aktywnosc¢ formy kostnej enzymu. Fosfataza pochodzenia fozyskowego
wystepuje w surowicy kobiet ci¢zarnych, a pozmm jej aktywnosci jest markerem
prawidlowego funkcjonowania tozyska w czasie cigzy.

Fosfatazy zasadowe wystepujace u roslin odroznia od fosfataz zwierzecych absolutna
specyficznos¢ substratowa. Ich przyktadem sg cytosolowe fosfatazy biorgce udzial w procesie
syntezy sacharozy z fosfotrioz.

Fosfatazy kwasne (EC 3.1.3.2) sg szeroko rozpowszechnione u wszystkich organizmow
zywych. Stanowig one duza grupe enzymoéw, zrdznicowanych pod wzgledem strukturalnym
1 funkcjonalnym. Nawet w obrebie jednej tkanki aktywno$¢ kwasnej fosfatazy wykazuje
bardzo czesto kilka réznych enzymoéw. Bez wzgledu na zrédto pochodzenia ich wspolng
cecha jest zwykle niska specyficznos¢ substratowa. Fosfatazy kwasne, w odréznieniu od
fosfataz zasadowych, nie wymagajg obecnosci jonow magnezu dla swojej aktywnosci, cho¢
wiele z nich moze by¢ aktywowanych przez kationy dwuwarto§ciowe (magnezu, wapnia,
manganu). Typowymi inhibitorami tej grupy enzymow sg m.in. fosforany, winiany i fluorki.

W  komorkach eukariotycznych fosfataza kwasna zlokalizowana jest gltownie
w lizosomach, dlatego jest ona enzymem markerowym tych organelli. W diagnostyce
klinicznej istotne znaczenie ma fosfataza z gruczotu sterczowego. Jej aktywno$¢ w surowicy
krwi znacznie wzrasta w stanach nowotworowych pozwalajac na wczesne rozpoznanie tego
schorzenia za pomocg badania laboratoryjnego.

Kwasne fosfatazy roslinne, w przeciwienstwie do roslinnych fosfataz alkalicznych, nie
wykazuja absolutnej specyficznosci substratowej. Pomimo tego wyodrgbnia si¢ dwie
kategorie tych enzyméw w oparciu o ich wzgledng selektywno$¢ substratowa. Do pierwszej
nalezg enzymy zupelnie niespecyficzne lub o specyficznosci bardzo niskiej, ktorym
przypisywana jest ogdlna funkcja w transporcie i przemianach fosforanu. Do drugiej naleza
enzymy o zdefiniowanej (cho¢ nie absolutnej) specyficzno$ci substratowej, ktore
prawdopodobnie  pelnig  $ci$le  okreSlone funkcje metaboliczne, np. fosfataza
3-fosfoglicerynianowa lub fosfataza fosfoenolopirogronianowa.

4.7.1. Preparacja fosfatazy kwasnej z bulw ziemniakow

Zasada metody

W preparacji fosfatazy metoda przedstawiong ponizej wykorzystano m.in.
chromatografi¢ jonowymienng na DEAE-celulozie w pH 7,5 oraz filtracje zelowa na Bio-Gel
P-150. Zasady rozdziatu biatek w obydwoch typach chromatografii przedstawiono
odpowiednio w rozdziatach 3.13 1 3.9.8.

Postepowanie

Ekstrakcja i wytracanie bialek etanolem

1. Jeden ziemniak (ok. 100 g) wymy¢ zimna, biezaca woda, obraé, zetrze¢ na tarce,
a nastgpnie zala¢ 0,1 M buforem octanowym o pH 3,6 z dodatkiem 3 mM disiarczanu (IV)
potasu K,S,0s (pirosiarczyn potasu). Objetos¢ buforu powinna stanowi¢ potowg objgtosci
ziemniakow.

2. Po schiodzeniu do temp. 4°C mieszaning podda¢ homogenizacji i odstawi¢ do zamrazarki
na 10 minut, przygodnie mieszajac. Po tym czasie homogenat przecisngé przez podwdjng
gaze.

3. Uzyskany przesgcz wirowa¢ w temp. 4°C (15 minut, ok. 3 000 obr./min). W klarownym
supernatancie oznaczy¢ Aagy oraz aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy (rozdziat 0).

4. Do proboéwki Eppendorfa odmierzy¢ 1 ml supernatantu wyjsciowego (Preparat 1)
| pozostawi¢ w zamrazarce.
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S.
6.

Zmierzy¢ objetos¢ supernatantu i doda¢ do niego wymrozonego etanolu do koncowego
stezenia 60%. Pozostawi¢ do wytracenia biatek na 15 minut w temp. 4°C.

Zawiesing odwirowac. Supernatant odrzucic, a osad zawiesi¢ w 10 ml wody destylowanej
1 przenies¢ do worka dializacyjnego. Preparat dializowa¢ wobec wody destylowanej przez
ok. 20 godz. w temp. 4°C (objetos¢ roztworu w czasie dializy moze wzrosng¢ okoto
trzykrotnie, dlatego nalezy dobra¢ worek dializacyjny o odpowiedniej wielkosci).
Zawartos¢ worka dializacyjnego odwirowa¢ w warunkach jak wyzej. Osad odrzucié.
Zmierzy¢ objeto$¢ supernatantu (Preparat 2), oznaczy¢ w nim Ajgy oraz aktywnos$¢
kwasénej fosfatazy (rozdziat 0).

Z supernatantu oznaczonego jako Preparat 2 pobrac porcy; o objetosci 1 ml 1 zamrozi¢
w probowce Eppendorfa. Pozostalo$¢ preparatu zamrozi¢ w catosci.

Chromatografia jonowymienna na DEAE-celulozie

1.
2.
3.

Kolumng o wymiarach 500] x 10 mm wypeli¢ DEAE-celulozag i zréwnowazy¢
50 mM Tris-HCI, pH 7,5.

Na kolumne nanie$¢ 1,5 ml Preparatu 2 (jezeli preparat po rozmrozeniu jest metny, nalezy
g0 przesaczyC¢ przez maty sgczek).

Biatka nieadsorbujace si¢ wymywaé¢ 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, az do zaniku Ajgo
w wycieku z kolumny; zbiera¢ frakcje o objetosci 5 ml.

Elucje¢ bialek zaadsorbowanych prowadzi¢ 0,2 M Tris-HCI pH 7,5, zbierajac 2 ml frakcje
przy szybko$ci wyptywu 1 ml/min.

W poszczegolnych frakcjach oznaczy¢ Azgo. We frakceji o najwyzszej absorbancji przy 280
nm oznaczy¢ aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy (rozdziat 0).

Poda¢ aktywnos$¢ wilasciwag kwasnej fosfatazy dla bialek Preparatu 1, Preparatu 2 oraz
szczytowej frakcji bialek adsorbuj qcych si¢ na DEAE-celulozie (Preparat 3).

Na podstawie powyzszych oznaczen obliczy¢ aktywno$¢ wiasciwa, stopiefi oczyszcezenia
oraz wydajnos$¢ preparacji. Wyniki zebra¢ w tabeli zamieszczonej na str. 36.

Uwaga! Jezeli planowane jest dalsze oczyszczanie preparatu kwasnej fosfatazy droga
saczenia molekularnego nalezy:

oznaczy¢ aktywno$¢ kwasnej fosfatazy w poszczeg6dlnych frakcjach (rozdziat 4.7.3.2),
wykresli¢ profil elucji biatka oraz aktywnosci fosfatazowe;.

Frakcje o najwyzszej aktywnosci wlasciwej potaczy¢, dializowaé przez 24 godz. do 50 mM
Tris-HCI, pH 7,5, a nastgpnie zliofilizowac.

Saczenie molekularne na Bio-Gel P-150

1.
2.

Kolumne o wymiarach 9000] x 10 mm wypetni¢ napgczniatym Bio-Gel P-150
I zrownowazy¢ ztoze 50 mM Tris-HCl o pH 7,5.

Zliofilizowany preparat fosfatazy kwasnej (oczyszczony w chromatografii jonowymiennej
na DEAE-celulozie) rozpusci¢ w 2,5 ml 50 mM Tris-HCI, pH 7,5. Zamrozi¢ 0,5 ml
(Preparat 4), a reszt¢ nanie$¢ na kolumng.

Prowadzi¢ elucje 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; zbierajac 3,5 ml frakcje przy szybkosci
wyptywu 10 ml/godz.

W poszczegbdlnych frakcjach oznaczy¢ spektrofotometrycznie biatko przez pomiar
absorbancji przy 280 nm i aktywnos$¢ fosfatazowg (rozdziat 4.7.3.2).

Wykresli¢ profil elucji biatka 1 aktywnosci fosfatazowej. Zebra¢ frakcje o najwyzszej
aktywnos$ci wilasciwe;.

Materiaty i odczynniki

0,1 M bufor octanowy o pH 3,6 z dodatkiem 3 mM disiarczanu (1V) potasu (K,S,0s)
etanol wymrozony

0,2 M oraz 50 mM bufor Tris-HCIl o pH 7,5

DEAE- celuloza

Bio-Gel P-150

35



Bilans preparacji fosfatazy kwasnej ze 100 g bulwy ziemniaka

BIALKO AKTYWNOSC KWASNEJ FOSFATAZY |
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Preparat 1 10 ul
(supernatant 20 x 20 pl
wyjsciowy) 50 pl
Preparat 2
(nanoszony na DEAE- 3x 10 ul
celuloze)
Preparat 3
(szczytowe bez .
frakcje biatek rozcien 20 }OO
zaadsorbowanych czania H
na DEAE-celulozie)

* Przyjmujemy, ze Sredni wspolczynnik absorpcji wiasciwej tych biatek aygo= 1, tzn. roztwor biatka o stgzeniu 1 mg/ml ma Apgp réwna 1.
** Jedna jednostka aktywnosci fosfatazowej (J) odpowiada takiej ilo$ci enzymu, ktora zwalnia 1 pmol p-nitrofenolu w ciggu 1 minuty
w temperaturze 37°C.



4.7.2. I1dentyfikacja aktywnosci fosfatazy kwasnej w elektroforogramach

Zasada metody

W materiale biologicznym poddanym elektroforezie w zelu poliakryloamidowym
w warunkach natywnych mozna wykry¢ aktywno$¢ fosfatazy kwasnej. Obecny w zelu
natywny enzym hydrolizuje fosforan o-naftolu. Powstaly w reakcji a-naftol, w reakcji
sprzegania diazowego z solg Fast Blue B daje produkt o czerwonobrunatnym zabarwieniu.

W analogiczny sposob w elektroforogramach mozna identyfikowaé aktywnos$¢ fosfatazy
zasadowej (rozdziat 3.11.3.3).

Wersja A

Postepowanie

1. Przeprowadzi¢ analize¢ Preparatu 3 uzyskanego w do$wiadczeniu 0 metodg elektroforezy
w zelu poliakryloamidowym opisanej w rozdziale 3.11.1.1, nanoszac na zel preparat o
aktywnosci ok. 0,1 J (aktywnos$¢ oznaczy¢ metoda opisang w rozdziale 4.7.3.2A).

2. Zel inkubowaé 3 razy po 20 minut w 0,2 M buforze octanowym o pH 5,0 (warunki
optymalne dla aktywnosci katalitycznej enzymu).

3. Zel inkubowa¢ w $§wiezo przygotowanym roztworze substratu w temperaturze 37°C do
momentu pojawienia si¢ czerwonobrunatnych pasm.

4. Reakcje zahamowac przez przeniesienie zelu do 7% roztworu kwasu octowego.

Materialy i odczynniki

- a-naftylofosforan sodu

- FastBlue B

- roztwor substratu: 1 mg o-naftylofosforanu sodu 1 0,6 mg Fast Blue B rozpusci¢ w 1 ml
0,2 M buforu octanowego o pH 5,0; roztwor, przed uzyciem przesaczy¢

- 0,2 M bufor octanowy o pH 5,0

- 7% kwas octowy

Wersja B

Postepowanie

1. Przygotowaé ekstrakty roslinne poprzez rozdrobnienie 10g wybranej tkanki roslinnej
w zimnym buforze do homogenizacji (ok. 1-5ml/1g tkanki) oraz przesaczenie i/lub
odwirowanie (10 000xg, 4°C, 10min.).

2. Przeprowadzi¢ analizg otrzymanych przesgczow/supernatantow metoda elektroforezy

w zelu poliakryloamidowym w uktadzie ciaglym opisanej w rozdziale 3.11.1.2, nanoszac

na zel maksymalnq objeto$¢ preparatOw mieszczaca si¢ w studzienkach. Na 7el nanies¢

réwniez probe kontrolng — preparat fosfatazy kwasnej z tubinu zéttego.

Zel inkubowac¢ 4 razy po 5-10 minut w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,2.

Zel inkubowaé w §wiezo przygotowanym roztworze substratu, wczesniej ogrzanym do

temperatury 37°C, do momentu pojawienia si¢ czerwonobrunatnych pasm.

5. Udokumentowac¢ obraz elektroforetyczny.

P ow

Opracowanie wynikow

Opisa¢ sposéb przygotowania ekstraktow roslinnych, podajac m.in. najwazniejsze
wartosci liczbowe.

Opisa¢ warunki elektroforezy.

Na podstawie oznaczenia ilosciowego (¢w. 4.7.3.2B), obliczy¢, jaka liczba jednostek
aktywnos$ci enzymatycznej zostata natozona na zel w kazdym preparacie.

Zalaczy¢ zdjecie zelu elektroforetycznego wraz z opisem.

Opisa¢ uzyskany obraz rozdzielanych preparatow.

Skonfrontowa¢ ~ wyniki uzyskane w doswiadczeniu ilosciowym (¢w. 4.7.3.2B)
1 jako$ciowym.

Materialy i odczynniki:

ouk wNh P

37



— zimny bufor do homogenizacji: 50mM bufor octanowy, pH 5,2

— tarka, mozdzierz, mtynek, blender

— saczki bibutowe

— spolimeryzowany 7,5% zel poliakrylamidowy, pH 8,8.

— bufor do obcigzenia probek 5xstezony (0,3M Tris-HCI, pH 8,8, 50%0/0 glicerol,
0,5mg/ml biekit bromofenolowy)

— Bufor elektrodowy 25mM Tris, 192mM Gly (pH 8,3)

— 0,1M bufor octanowy, pH 5,2

— 10%w/o MgCl,

— Fast Blue B salt (chlorek di-o0-anizydynotetrazoliny)

— a-naftylofosforan

— NaCl

— preparat fosfatazy kwasnej z nasion tubinu z6ttego o aktywnos$ci 10J/ml (proba kontrolna)

4.7.3. Oznaczanie aktywnosci fosfataz kwasnych i zasadowych

Aktywno$¢ fosfataz oznacza si¢ zazwyczaj przy uzyciu substratow syntetycznych takich
jak p-nitrofenylofosforan, a- i B-glicerofosforan, fenylofosforan, oraz a- i B-naftylofosforan.
Miarg aktywnos$ci enzymu jest iloS¢ uwolnionego nieorganicznego fosforanu lub uwolnionej
reszty organicznej estru fosforanowego.

4.7.3.1. Oznaczanie aktywnosci fosfatazy zasadowej w surowicy krwi
Bessey O.A., Lowry D.H., Brock A. (1946) J. Biol. Chem. 164, 321-324.

Zasada metody

Fosfataza w $rodowisku zasadowym hydrolizuje fosforan p-nitrofenolu (pNPP) do
wolnego fosforanu i p-nitrofenolu (pNP) (Rys. 4.18). pNP ma w $rodowisku silnie
alkalicznym zotte zabarwienie 1 jego ilo§¢ oznacza si¢ kolorymetrycznie przez pomiar
absorbancji przy 410 nm.

OPOH, OH
fosfatazy
+ H,O > + H,PO,
NO, NO,
p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol

Rys. 4.18. Reakcja hydrolizy fosforanu p-nitrofenolu katalizowana przez fosfatazy

[lo§¢ p-nitrofenolu zwolnionego w czasie reakcji jest miarg aktywnos$ci enzymu.
Za jednostke aktywnosci fosfatazy zasadowej przyjmujemy taka jego ilos¢, ktora zwalnia
1 mmol p-nitrofenolu w ciggu 1 godziny w warunkach metody. 1 jednostka Bessey'a
odpowiada ilosci mmoli uwolnionego p-nitrofenolu przez enzym zawarty w 1 litrze surowicy,
w ciggu 1 godziny inkubacji w warunkach metody.

Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu

1. 10 mM wzorcowy roztwor p-nitrofenolu (pNP) rozcienczy¢ woda 20 razy (uzyska si¢
w ten sposob 0,5 mM standardowy roztwor pNP).

2. Do kolejnych probowek odmierzy¢ podane w tabeli ilosci 0,5 mM roztworu pNP
i uzupehi¢ wodg do 2 ml.
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3.
4.
5.

, NP | H,O | ilo§¢ pmoli

nr préby F[)ml] (] | pNP w prébic | 240
0 (proba slepa) | — | 2,0 — —
1 02 | 1,8 0,1
2 04 | 1,6 0,2
3 06 | 14 0,3
4 08 | 1,2 0,4
5 1,0 | 1,0 0,5

Do prob doda¢ po 5 ml 0,1 M NaOH i doktadnie wymieszac.

Odczyta¢ absorbancje poszczegolnych prob przy 410 nm wobec proby odczynnikowe;.

Z uzyskanych wynikéw wykresli¢ krzywa standardowg (zalezno$¢ Agip od ilosci pumoli
pNP w probie).

Wykonanie oznaczenia

1.

w

No ok

2

Przygotowac:

Slepa probe odczynnikowa zawierajaca 1 ml 0,1M buforu glicynowego o pH 10,4 z 1 mM
MgCl; (bufor reakcyjny)

proby badane, zawierajace 0,2 ml roztwordw surowicy o réznym stopniu rozcienczenia
i 0,8 ml buforu reakcyjnego

proby kontrolne, zawierajace 0,8 ml buforu reakcyjnego

roztwor substratu — 10 mM roztwor fosforanu p-nitrofenolu (pNPP)

Wszystkie proby oraz roztwor substratu preinkubowaé 5 minut w bloku grzejnym lub
faZzni wodnej o temperaturze 37°C.

Rozpocza¢ reakcje enzymatyczng, dodajac kolejno do wszystkich préb po 1 ml 10 mM
PNPP.

Doktadnie po 10 minutach reakcje przerwac przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

Do prob kontrolnych doda¢ 0,2 ml roztworéow surowicy.

Odczyta¢ Aaio prob badanych i kontrolnych wobec $lepej proby odczynnikowe;.

Od warto$ci Ag1o prob badanych odja¢ wartosci uzyskane dla prob kontrolnych (jesli
warto$ci As1o prob kontrolnych sa bliskie zera, mozna wykonywanie tych prob pominac).
Z krzywej standardowej odczyta¢ ilos¢ pNP zwolnionego w czasie reakcji. Obliczy¢
aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej w jednostkach na 1 1 surowicy (jednostki Bessey'a).

Materiaty i odczynniki

wzorcowy roztwor p-nitrofenolu — 10 mM wodny roztwor p-nitrofenolu (pNP):
139,1 mg/100 ml

10 mM roztwdr p-nitrofenylofosforanu sodu (pNPP) w buforze reakcyjnym; roztwor
przygotowac na §wiezo

bufor reakcyjny: 0,1M bufor glicyna-NaOH o pH 10,4 z 1 mM MgCl;: przechowywac
w lodowce

0,1 M NaOH

surowica wieprzowa lub bydleca

4.7.3.2. Oznaczanie aktywnoSci fosfatazy kwasnej wobec fosforanu p-nitrofenolu metoda
nieciagla

Zasada metody

Enzym w $srodowisku kwasnym hydrolizuje fosforan p-nitrofenolu (pNPP) do wolnego

fosforanu i p-nitrofenolu (pNP), ktory po zalkalizowaniu proby przyjmuje zolte zabarwienie.
[lo§¢ p-nitrofenolu zwolnionego w reakcji mierzona przy 410 nm jest miarg aktywnosci
enzymul.
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Schemat reakcji hydrolizy pNPP zostal przedstawiony w poprzednim rozdziale
(Rys. 4.18). Za jedna jednostke aktywnos$ci fosfatazowej przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktora
zwalnia 1 umol p-nitrofenolu w ciggu 1 minuty w temperaturze 37°C.

Wersja A

Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu

1. 10 mM roztwér wzorcowy pNP rozcienczy¢ woda 20 razy (uzyska si¢ w ten sposob
0,5 mM standardowy roztwor pNP).

2. Do kolejnych probowek odmierzy¢ podane w tabeli ponizej ilosci 0,5 mM roztworu pNP
I uzupeti¢ 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1 do koncowej objetosci 1 ml.

ilos¢ umoli
nr préb pNP- | bufor | TERSTT A
PN mil | il | Drabie
0 (préba slepa) - 1 - -

1 0,1 0,9 0,05
2 0,2 0,8 0,10
3 0,3 0,7 0,15
4 0,4 0,6 0,20
5 0,5 0,5 0,25

3. Do wszystkich prob doda¢ po 5 ml 0,1 M NaOH i doktadnie wymieszac.

4. Odczyta¢ Ayio poszczegdlnych prob wobec proby odczynnikowe.

5. Z uzyskanych wynikéw wykresli¢ krzywa standardowa (zalezno$¢ Agip od ilosci pumoli
pNP w probie).

Wykonanie oznaczenia

1. Przygotowac:

- proby badane i kontrolne zawierajace enzym w objgtosci 0,5 ml
Uwaga! W czasie oznaczania aktywnoS$ci preparatow kwasnej fosfatazy uzyskanych
w doswiadczeniu 0, pobrane objetosci enzymu nalezy uzupetnia¢ do koncowej objetosci
0,5 ml 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1

- probe odczynnikowg zawierajacg 0,5 ml 0,1 M buforu octanowego o pH 5,1

- roztwor substratu: 10 mM pNPP w 0,1 M buf. octanowym o pH 5,1

2. Wszystkie proby oraz roztwor substratu preinkubowaé 5 minut w bloku grzejnym lub

faZzni wodnej o temperaturze 37°C.

Rozpocza¢ reakcje enzymatyczng dodajac kolejno do proby odczynnikowej 1 prob

badanych po 0,5 ml substratu.

Doktadnie po 10 minutach reakcje przerwac przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

Do prob kontrolnych doda¢ najpierw 5 ml 0,1 M NaOH, a nastepnie 0,5 ml substratu.

Odczyta¢ A1 prob badanych i kontrolnych wobec proby odczynnikowe;.

Od wartos$ci Asig prob badanych odja¢ wartosci uzyskane dla prob kontrolnych (jesli

warto$ci A41o prob kontrolnych sg bliskie zera, mozna wykonywanie tych prob pominac).

Z krzywej standardowej odczytac ilos¢ pNP zwolnionego w czasie reakcji.

w

No ok

0

Materialy i odczynniki

- standardowy 10 mM roztwor p-nitrofenolu — pNP: 139,1 mg/100 ml H,O

- roztwor substratu: 10 mM p-nitrofenylofosforan sodu (pNPP) w buforze reakcyjnym;
roztwor przygotowac na $wiezo

- bufor reakcyjny: 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

- 0,1 M NaOH
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Wersja B
Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu

1.

Do kolejnych probowek odmierzy¢ podane w ponizszej tabeli obj¢tosci roztworu pNP
oraz 0,1M buforu octanowego, pH 5,2

2. Do wszystkich prob dodac po 0,125ml wody
3.
4. Odczyta¢ Agip poszczegdlnych prob wobec proby odczynnikowej (0,375ml buforu,

Do wszystkich prob dodaé po 0,5ml 0,25M NaOH i doktadnie wymieszaé

0,125ml wody i 0,5m| NaOH).
Z uzyskanych wynikéw wykresli¢ krzywa standardowa (zalezno$¢ Asip od ilosci pmoli
pNP w prébie), uwzgledniajac przecigcie w punkcie x=0/y=0.

nr proby | bufor [ul] | pNP [ul]
1 350 25

2 325 50

3 275 100

4 225 150

5 175 200

6 125 250

Materialy i odczynniki:

0,2mM roztwér pNP w 0,1M buforze octanowym o pH 5,2
0,1M bufor octanowy, pH 5,2
0,25M NaOH

Wykonanie oznaczenia

1.

7.

Proby przygotowaé poprzez odpipetowanie rdéznych objetosci (10-50ul) badanego
roztworu enzymu (w razie koniecznosci preparat odpowiednio rozcienczyc¢) i uzupelnienie
jego objetosci do 375ul buforem reakcyjnym.

Przygotowac probe kontrolng zawierajaca 375ul buforu reakcyjnego i 125ul roztworu
PNPP.

Proby oraz roztwoér substratu wstawi¢ do bloku grzejnego lub tazni wodnej o temperaturze
37°C 1 preinkubowac przez ok. Smin.

W probach badanych reakcj¢ enzymatyczng rozpoczaé przez dodanie 125ul roztworu
pNPP, doktadnie wymieszac.

Reakcje prowadzi¢ w temperaturze 37°C.

Po dokfadnie 5 minutach reakcje¢ enzymatyczng przerwa¢ przez dodanie 0,5ml
0,25M NaOH, doktadnie wymiesza¢. NaOH doda¢ rowniez do proby kontrolnej

Odczyta¢ Ag0 poszczegdlnych prob wobec proby odczynnikowej (0,375ml buforu,
0,125ml wody i 0,5ml NaOH).

Od wynikow uzyskanych dla préb badanych odja¢ warto$¢ uzyskang dla proby kontrolne;.

Opracowanie wynikow:

1.

Wykresli¢ krzywa standardowa dla pNP (zalezno$¢ Auio od ilosci pmoli pNP w probie),
uwzgledniajac przeciecie w punkcie x=0/y=0. Poda¢ roéwnanie prostej (y=ax) oraz
wspotczynnik R-kwadrat.

Opisa¢ niezmienne warunki prowadzonych reakcji enzymatycznych w probach badanych.
Przedstawi¢, w formie tabeli, sktad poszczegolnych préob badanych (rodzaj, objetosé
pobrana do oznaczenia 1 krotno$¢ rozcienczenia preparatu) oraz uzyskane wyniki (Aaio,
odczytana z krzywej ilos¢ p-NP, obliczona aktywno$¢ fosfatazowa [J/ml])

Przedstawi¢, w formie tabeli, nastgpujace wartosci: aktywnos¢ [J/ml], aktywnosc
catkowita oraz aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w przeliczeniu na gram tkanki dla badanych
preparatow.

Materialy i odczynniki:

ekstrakty przygotowane wg ¢w. 4.7.2B
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— 10mM roztwor p-nitrofenylofosforanu sodu — pNPP w wodzie
bufor do reakcji: 0,1M bufor octanowy, pH 5,2

0,25M NaOH

taznia lub blok grzejny ustawione na 37°C

4.7.3.3. Przyrost ilo$ci produktu w czasie reakcji katalizowanej przez fosfataz¢ kwasna
Zasade metody opisano szczegotowo w rozdziale 4.7.3.1 oraz 4.7.3.2.

Postepowanie

Przygotowanie roztworu kwasnej fosfatazy

Kawalek ziemniaka (umytego i obranego) zetrze¢ na tarce i doda¢ do niego réwng objetosc

buforu A, wymieszac bagietka i1 cato$¢ przesaczy¢ na lejku przez karbowany sgczek. Zebrac

przesacz.

Wykonanie oznaczenia

1. Przygotowac proby reakcyjne: do pieciu probowek (4 proby badane i 1 proba kontrolna)

odmierzy¢ po 0,5 ml roztworu enzymu (uzyskanego przesaczu).

Przygotowac roztwor substratu: 10 mM pNPP w 0,1 M buf. octanowym o pH 5,1.

Rozpoczac reakc_]e; enzymatyczng dodajac kolejno do prob badanych po 0,5 ml substratu.

Catos¢ wyrmeszac Zanotowac¢ czas. Reakcj¢ prowadzi¢ w temperaturze pokojowej

4. Reakcje przerwac dodajac po 5 ml 0,1 M NaOH:

a) Do probowki nr 1 — po 2 minutach

b) Do proboéwki nr 2 — po 4 minutach

c) Do probowki nr 3 — po 6 minutach

d) Do probowki nr 4 — po 8 minutach

e) D% proby kontrolnej doda¢ najpierw 5 ml 0,1 M NaOH, a nastgpnie 0,5 ml roztworu
substratu.

5. Odczyta¢ warto$¢ Aaio prob badanych wobec proby kontrolnej. Z krzywej standardowej
(patrz rozdziat OA) odczytac ilos¢ uwolnionego pNP.

6. Wykresli¢ zaleznos¢ ilosci uwolnionego produktu (pNP) od czasu reakcji.

wn

Materialy i odczynniki

- bufor A: 0,1 M bufor octanowy o pH 3,6, zawierajacy 3 mM disiarczan (IV) potasu
K2S205 (pirosiarczyn potasu)

- bufor reakcyjny: 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

- roztwor substratu: 10 mM p-nitrofenylofosforan sodu (pNPP) w buforze reakcyjnym;
roztwor przygotowac na §wiezo

- 0,1 M NaOH

4.7.3.4. Oznaczanie aktywnoS$ci fosfatazy kwasnej wobec 1-naftylofosforanu metoda
ciagla
Luchter-Wasylewska E. (1997) Acta Biochim. Polon. 44, 853-859.

Zasada metody

W testach oznaczania aktywnos$ci fosfatazy kwasnej stosuje si¢ rdzne monoestry
fosforanowe. Standardowa metoda oznaczania aktywnos$ci tego enzymu jest metoda
kolorymetryczna, z uzyciem pNPP jako substratu (rozdziat 4.7.3.2), w ktorej wykorzystuje si¢
absorbancj¢ produktu (pNP) w srodowisku zasadowym. Jest to przyktad metody nieciagtej
oznaczania aktywnos$ci enzymu, gdzie pomiaru ilo$ci produktu dokonuje si¢ po zahamowaniu
reakcji enzymatycznej. Znanych jest takze kilka metod spektrofotometrycznych oraz
fluorometrycznych cigglego pomiaru aktywnosci fosfatazy kwasnej, polegajacych na
pomiarze przyrostu stezenia produktu w czasie trwania reakcji enzymatycznej. Wykorzystuje
si¢ w nich takie substraty jak: fenylofosforan, o-karboksyfenylofosforan, fosfotyrozyne,
2,6-dichloro-4-nitrofenylofosforan oraz 1-naftylofosforan.
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W eksperymencie przedstawionym ponizej wykorzystano 1-naftylofosforan,

hydrolizowany przez kwasng fosfataz¢ zgodnie z reakcjg przedstawiong na Rys. 4.19.

O-PO3H, OH
1-naftylofosforan 1-naftol

Rys. 4.19. Reakcja hydrolizy 1-naftylofosforanu katalizowana przez kwasng fosfataze

Metoda oznaczania aktywno$ci enzymu wobec 1-naftylofosforanu opiera si¢ na pomiarze

zmian Agp w czasie trwania reakcji enzymatycznej, wynikajacych z przyrostu stgzenia
1-naftolu (produkt reakcji). Pomiar ten jest mozliwy dzigki duzej roznicy pomigdzy
wspotczynnikami absorpcji substratu 1 produktu przy tej dtugosci fali (patrz widmo
absorpcyjne 1-naftylofosforanu i 1-naftolu, (Rys. 4.20).

12 r

1.0 A

0.8 -

0.6 1

Absorpcja

0.4

0.2 4

0.0 r
250 260 270 280 290 300 310 320 330

dtlugosc fali (nm)

Rys. 4.20. Widma absorpcyjne 0,2 mM 1-naftolu (—) oraz 0,2 mM 1-naftylofosforanu (- —) w 50 mM buforze
octanowym o pH 4,5 wg Luchter-Wasylewska E, 1997

Postepowanie

1. Przygotowac spektrofotometr do pomiaru przy dtugosci fali 320 nm.

2. Do 1,9 ml roztworu substratu doda¢ enzym w objetosci 0,1 ml (probe enzymu rozcienczy¢
tak, aby zawierata 0,1-0,2 J enzymu, wg standardowego oznaczenia wobec pNPP — patrz
rozdziat 4.7.3.2).

3. Mieszaning reakcyjna szybko wymiesza¢, przenie$¢ do kuwety, zanotowaé wyjsciowa
absorbancje Asz. Reakcje prowadzi¢ w temp. pokojowej przez 5—10 minut, odczytujac
zmiany Asyo co 30 sekund.

4. Dodatkowo przeprowadzi¢ pomiary dla proby odczynnikowej oraz dwodch prob

kontrolnych:

proba odczynnikowa (E°S7): 2 ml 0,1 M buforu octanowego

proba kontrolna dla substratu w nieobecnosci enzymu (E"S*): 1,9 ml substratu + 0,1 ml
buforu octanowego

proba kontrolna dla enzymu w nieobecnosci substratu (E*S): 1,9 ml buforu octanowego +
0,1 ml roztworu enzymu
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5. Na podstawie zmian warto$ci absorbancji w jednostce czasu (A Asz/min) obliczyé
aktywnos$¢ enzymu w J/ml. MOIOWY wspolczynnik absorpcji dla 1-naftolu w zakresie pH
1,0-8,2 wynosi: €320=2 600 M "cm

6. Do koncowych obliczen wykorzystac warto$¢ netto AAsp/min, uzyskang w nastepujacy
sposob:

- obliczy¢ skorygowane wartosci AAsz/min dla mieszaniny reakcyjnej oraz dla prob
kontrolnych: od AAsz/min mieszaniny reakcyjnej oraz od AAsz/min prob kontrolnych
0dja¢ AAszy/min proby slepej

- od skorygowanej warto$ci AAszzo/min mieszaniny reakcyjnej odjagé sume skorygowanych
wartosci AAsyo/min uzyskanych dla préb kontrolnych.

Materialy i odczynniki
- substrat: 1,5 mM roztwor 1-naftylofosforanu w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

- roztwor enzymu w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1 (wymagane stezenie enzymu:
1-2 J/ml wobec pNPP — patrz rozdziat 4.7.3.2)

4.7.4. Fosfataza kwasna — kinetyka enzymatyczna

4.7.4.1. Przygotowanie roztworu enzymu

Postepowanie

1. W preparacie kwasne_] fosfatazy uzyskanym w doswiadczeniu 4.7.1 oznaczy¢ aktywno$¢
enzymu 1 rozcienczy¢ roztwor wyjsciowy 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1 w taki
SpOS(/)b ) aby otrzymac roztwor podstawowy enzymu o zadanej aktywnosci: 0, 05 J/ml lub
0,1 J/m

2. W przypadku preparatu liofilizowanego odwazy¢ okoto 200 mg preparatu fosfatazy
kwasnej i1 rozpusci¢ w 20 ml 0,1 M buforu octanowego o pH 5,1. Dalej postgpowac jak
w punkcie 1.

Uwaga! We wskazanych do§wiadczeniach nalezy uzywa¢ wodnego roztworu enzymu

4.7.4.2. Wplyw stezenia fosfatazy kwasnej na szybkos¢ reakcji enzymatycznej

Postepowanie

1. Do dwoch serii proboéwek (seria badana i kontrolna) odmierzy¢ nastepujace iloSci
podstawowego roztworu enzymu (o aktywnos$ci 0,05 J/ml,): 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ml
I uzupeti¢ 0,1 M buforem octanowym o pH 5,1 do koncowej objetosci 0,5 ml.

2. Probe odczynnikowa przygotowaé dodajac w miejsce roztworu enzymu 0,5 ml buforu
octanowego o pH 5,1.

3. Proby badane i kontrolne oraz roztwor substratu — 10 mM pNPP w 0,1 M buforze
octanowym pH 5,1 — wstawi¢ do tazni wodnej o temp. 37°C i preinkubowaé przez
ok. 5 minut.

4. Do serii prob badanych doda¢ po 0,5 ml substratu ogrzanego do 37°C.

5. Doktadnie po 10 minutach przerwa¢ reakcj¢ enzymatyczng przez dodanie 5 ml 0,1 M
NaOH.

6. W serii prob kontrolnych doda¢ najpierw 5 ml 0,1 M NaOH, a nastepnie 0,5 ml roztworu
substratu.

7. Oznaczy¢ ilo$¢ zwolnionego pNP przez pomiar Asip. Wypeti¢ tabelke 1 sporzadzié
wykres zalezno$ci szybkosci reakcji od stezenia enzymu. Szybko$¢ reakcji wyrazic¢
poprzez ilo$¢ powstatego produktu (umol pNP) w ciggu minuty katalizowanej reakcji
w warunkach testu.
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nr stezenie ilos¢ zwolnionego y
. enzymu Auro pNP .
proby [J/ml] [umol] [pmol/min]
1
2
3
4
5
Materialy i odczynniki

- podstawowy roztwor fosfatazy kwasnej o aktywnosci 0,05 J/ml (patrz rozdziat 0)

- roztwor substratu: 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP) w 0,1 M buforze octanowym
opH5,1

- 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

- 0,1 M NaOH

4.7.4.3. Wplyw stezenia substratu na szybkos$¢ reakcji katalizowanej przez fosfataze
kwasna

Postepowanie

1. Przygotowac roztwor enzymu o aktywnosci 0,05 J/ml

2. 10 mM pNPP (podstawowy roztwor substratu) rozcienczy¢ 0,1 M buforem octanowym
o pH 5,1 w taki sposob, aby uzyska¢ roztwory o stgzeniu S mM i 1 mM.

3. Do dwoch serii probowek (seria badana i kontrolna) odmierzy¢ podane w tabeli objgtosci

Noo

kolejnych roztwordw substratdw oraz buforu octanowego celem uzupelnienia
do koncowej objetosci 0,5 ml.
nr koncowe wyjSciowy roztwor 0,1 M bufor
. stezenie substratu octanowy,
proby substratu 1 mM 5mM pH 5,1
0 (préba - - 0,50 ml
Slepa)
1 0,02 mM 0,02 ml 0,48 ml
2 0,05 mM 0,05 ml — 0,45 ml
3 0,10 mM 0,10 ml — 0,40 ml
4 0,20 mM 0,20 ml — 0,30 ml
5 0,40 mM 0,40 ml — 0,10 ml
6 0,75 mM 0,15 ml 0,35 ml
7 1,00 mM 0,20 ml 0,30 ml
8 2,00 mM - 0,40 ml 0,10 ml

Proby badane i kontrolne oraz roztwor enzymu o aktywnosci 0,05 J/ml wstawi¢ do tazni
wodnej o temp. 37°C 1 preinkubowac przez ok. 5 minut.

Do serii prob badanych doda¢ 0,5 ml roztworu ogrzanego enzymu.

Doktadnie po 10 minutach reakcje przerwac przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

Do serii prob kontrolnych dodaé najpierw 0,1 M NaOH, a nastgpnie 0,5 ml roztworu
enzymu.

W probach oznaczy¢ ilo$¢ zwolnionego pNP. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci szybkoS$ci
reakcji (ilos¢ pmoli pNP zwolnionego w ciggu 1 minuty) od stezenia substratu
wyrazonego w molach oraz wykres zaleznosci 1/v od 1/[S]. Wyznaczy¢ statag Michaelisa
(Kwm) oraz szybko$¢ maksymalng (Vmax)-
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nr [S] 1/[S
préby | [M] | [M7]

\Y v

Aao | rumol/min] | [min/umol]

OO W[ -

Materialy i odczynniki
- roztwor fosfatazy kwasnej o aktywnos$ci 0,05 J/ml (patrz rozdziat 0)
- 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1
- 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1
- 0,1 M NaOH

4.7.4.4. Hamowanie fosfatazy kwasnej jonami miedzi, jonami fosforanowymi i winianem
sodu

Postepowanie

1. Przygotowac roztwor enzymu o aktywnosci 0,1 J/ml.

2. Przygotowac¢ dwie serie probowek (seria badana i kontrolna) zawierajace identyczne jak

w doswiadczeniu 4.7.4.3 stezenia pNPP w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1.

Do wszystkich prob odmierzy¢ po 0,25 ml odpowiedniego roztworu inhibitora.

Proby badane i kontrolne oraz roztwdr enzymu o aktywnosci 0,1 J/ml umiesci¢ w tazni

wodnej o temp. 37°C 1 preinkubowac okoto 5 minut.

Do serii probowek badanych doda¢ po 0,25 ml ogrzanego roztworu enzymu.

Doktadnie po 10 minutach reakcje przerwac przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

Do serii prob kontrolnych doda¢ najpierw 0,1 M NaOH, a nastgpnie roztwdr enzymu.

W probach oznaczy¢ ilo§¢ zwolnionego pNP przez pomiar Agie, wypehié tabelg.

Wykresli¢ zalezno$¢ 1/v od 1/[S]. Wyznaczy¢ Kmi | Vimaxi- Na podstawie porownania

parametrow Ky 1 Kyi 0raz Vimax | Vimax,i okresli¢ typ hamowania.

9. Dodatkowo wyznaczy¢ Ky i Kyi 0raz Vmax | Vimaxi metodami Hanesa-Woolfa i Woolf-
Augustinsson-Hofstee (patrz rozdziat 4.4.5.1). Porowna¢ uzyskane wyniki.

B w

N o

Uwaga! Porownanie wartoSci Vmax | Vimaxi jest mozliwe tylko wtedy, gdy do$wiadczenia
4743 1 4.7.4.4 zostang przeprowadzone rownolegle, z uzyciem tego samego roztworu
enzymu.

nr [S] | YISI | A v iy
proby | [M] | [M7] 401 [umol/min] | [min/pmol]
1
2
3
4
5
6
Materialy i odczynniki

- roztwor fosfatazy kwasnej o aktywnosci 0,1 J/ml (patrz rozdziat 4.7.4.1)

- 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1

- roztwory inhibitoréw: 2 mM roztwdér CuSO,4, 1 mM roztwor fosforanu sodu, 20 mM
roztwor winianu sodu

- 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1
- 0,1 M NaCOH
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4.7.4.5. Wplyw pH na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej

Postepowanie
1. Przygotowa¢ wodny roztwor enzymu o aktywnosci 0,1 J/ml.

2.

ook

Do dwéch serii probowek (seria badana i kontrolna) odmierzy¢ po 0,5 ml 0,2 M buforu
octanowego o wartosciach pH podanych w tabeli ponizej, a nastgpnie po 0,25 ml roztworu
substratu (20 mM wodny roztwér pNPP).

Proby badane i kontrolne oraz roztwér enzymu o aktywnosci 0,1 J/ml umiesci¢ w tazni
wodnej o temp. 37°C i preinkubowac okoto 5 minut.

Do serii prob badanych doda¢ 0,25 ml ogrzanego roztworu enzymu.

Doktadnie po 10 minutach reakcj¢ przerwac przez dodanie 5 ml 0,1 M NaOH.

Do serii prob kontrolnych doda¢ najpierw 0,1 M NaOH, a nastgpnie 0,25 ml roztworu
enzymu.

Odczyta¢ Asg prob badanych i1 kontrolnych wobec proby odczynnikowej zawierajacej
1 ml buforu octanowego i 5 ml 0,1 M NaOH.

Z krzywej standardowej odczyta¢ ilo§¢ zwolnionego pNP i sporzadzi¢ wykres zaleznosci
szybkosci reakcji od pH.

ilos¢
zwolnionego %
pH Aso pNP [nmol/min)|

[pmol]

nr
préby

3,6
4.0
4,4
4.8
5,0
5,2
5,6
6.0

O N[O O W N~

Materialy i odczynniki

wodny roztwor fosfatazy kwasnej o aktywnosci 0,1 J/ml (patrz rozdziat 4.7.4.1)

20 mM roztwor wodny p-nitrofenylofosforanu (pNPP)

0,2 M bufory octanowe o nastepujacych wartosciach pH: 3,6, 4,0, 4,4, 4,8, 5,0, 5,2, 5,6,
6,0

0.1 M NaOH

4.7.4.6. Wplyw temperatury na aktywnos¢ fosfatazy kwasnej

Postepowanie

1. Przygotowac dwie serie 6 probowek.

2. Do obu serii probowek (proby badane i kontrolne) odmierzy¢ po 0,5 ml roztworu enzymu
o aktywnosci 0,05 J/ml.

3. Poszczegodlne pary prob badanych i1 kontrolnych oraz porcje substratu preinkubowac przez
ok. 5 minut w nastepujacych temperaturach: ok. 0°C (taznia lodowa), ok. 10°C (lodéwka),
25°C, 35°C, 45°C 1 55°C.

4. Do serii prob badanych doda¢ po 0,5 ml 10 mM pNPP w 0,1 M buforze octanowym o pH
51

5. Doktadnie po 10 minutach do prob badanych i kontrolnych doda¢ po 5 ml 0,1 M NaOH.
Do préb kontrolnych doda¢ po 0,5 ml roztworu substratu, preinkubowanego w danej
temperaturze reakcji.

6. Oznaczy¢ ilos¢ zwolnionego pNP w probach przez pomiar Aso 1 wykresli¢ zalezno$¢

szybkosci reakcji enzymatycznej od temperatury.
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7. Dla przedzialu temperatur 25-35°C wyznaczy¢ wspolczynnik temperaturowy Qio (patrz
rozdziat 4.4.3).

Materialy i odczynniki

- roztwor fosfatazy kwasnej o aktywnosci 0,05 J/ml (patrz rozdziat 4.7.4.1)

- 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1
- 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1

- 0,1 M NaOH

4.7.4.7. Okreslenie termostabilnosci fosfatazy kwasnej

Postepowanie

1. Przygotowa¢ dwie serie 6 probowek. Do obu serii probowek (proby badane i kontrolne)
odmierzy¢ po 0,5 ml roztworu enzymu o aktywnosci 0,05 J/ml. Do proby odczynnikowej
doda¢ 0,5 ml buforu reakcyjnego.

2. Poszczegdlne pary prob badanych 1 kontrolnych inkubowaé przez 30 minut
W nastgpujacych temperaturach: ok. 0°C (taznia lodowa), ok. 10°C (lodéwka), 25°C, 35°C,
45°C, 55°C (taznia wodna).

3. Po zakonczeniu inkubacji wszystkie proby szybko doprowadzi¢ do jednakowe;j
temperatury (ogrzac¢/schtodzi¢ w strumieniu biezacej wody).

4. Przeprowadzi¢ reakcj¢ enzymatyczng we wszystkich probach w temperaturze 37°C. Przed
rozpoczeciem reakcji poszczegdlne proby i porcje substratu preinkubowaé w temp. 37°C
przez ok. 5 minut.

5. Reakcje enzymatyczng rozpocza¢ przez dodanie do prob badanych i do proby
odczynnikowej po 0,5 ml roztworu substratu.

6. Doktadnie po 10 minutach do proéb badanych i kontrolnych doda¢ po 5 ml 0,1 M NaOH.
Do prob kontrolnych doda¢ nastgpnie po 0,5 ml roztworu substratu.

7. W probach oznaczy¢ ilo$¢ zwolnionego pNP przez pomiar Asio 1 wykresli¢ zalezno$¢
aktywnosci enzymu od temperatury inkubacji.

Materialy i odczynniki
- roztwor fosfatazy kwasnej o aktywnos$ci 0,05 J/ml (patrz rozdziat 4.7.4.1)
- 10 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP) w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,1
- 0,1 M bufor octanowy o pH 5,1
- 0,1 M NaOH

4.8. FOSFATAZA ZASADOWA - KINETYKA ENZYMATYCZNA

Zasada oznaczenia

Enzym w $rodowisku zasadowym hydrolizuje pNPP (syntetyczny analog substratu)
do wolnego fosforanu i p-nitrofenolu (pNP). pNP w warunkach alkaicznych tworzy anion
p-nitrofenolanowy o zoéttym zabarwieniu. Wzrost nat¢zenia barwy w czasie trwania reakcji
jest mierzony przy 405nm i jest miarg ilosci zwalnianego pNP. Szybkos¢ Vg reakcji jest
wyznaczana na podstawie AAgps/min dla poczatkowego liniowego fragmentu wykresu
obrazujacego postep reakcji.

Postepowanie

1. Przygotowaé 100ml 0,5M buforu Tris/HCI, pH 9,0 z SmM MgCl,.

2. Wiaczy¢ spektrofotometr i wybra¢ program pomiaréw kinetycznych przy 405nm (czas
pomiaru 2 min., interwaty pomiaru 20 sek.)

3. Do kuwety odmlerzyc odpowiednig obje;tosc buforu do reakcji i substratu (wg tabeli
ponizej), przykry¢ Parafilmem i wymiesza¢ poprzez 3-4 krotnie odwrdcenie, umiesci¢
w spektrofotometrze i ,,wyzerowac”.
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4.
5.

nr proby | bufor do reakcji [ml] | 1,35mM pNPP [ml]
1 2,25 0,15
2 2,20 0,20
3 2,10 0,30
4 2,00 0,40
5 1,90 0,50
6 1,40 1,00

Reakcj¢ rozpocza¢ przez dodanie roztworu enzymu (0,1ml), mieszaning Szybko zamieszaé

I natychmiast rozpocza¢ pomiar A4gs.
Wartos$ci Agos odnotowywacé co 20 sekund.

Opracowanie wynikow

1.
2.

3.

6.

Opisa¢ niezmienne warunki prowadzonych reakcji.

Przedstawi¢ w jednej tabeli wyniki A4gs dla wszystkich prob badanych w poszczego6lnych
punktach czasowych.

Przedstawi¢ graficznie zmiany Agos (AAss) W funkcji czasu (na jednym wykresie dla
wszystkich prob) z zaznaczeniem fragmentéw, ktére wybrano dla wyznaczenia
AA405/min

Obliczy¢ przyrost stezenia produktu reakcji  (Ac/min), Kkorzystajac z molowego
wspotczynnika pNP (e=18500M'cm™), a nastepnie szybko$¢ reakcji (vo) wyrazong
w pmol/min

Przedstawi¢, w formie tabeli, warunki prowadzenia reakcji w poszczegdlnych probach
badanych (stqunie substratu, przy ktérym wykonano oznaczenia [S] 1 1/[S]) oraz
uzyskane wyniki (AA4os/min., Ac/min, vo i 1/ Vo)

Ciag dalszy: patrz Opracowanie wynikow w ¢w. 4.8.1

Materialy i odczynniki

1M bufor Tris-HCI, pH 9,0

50mM MgC|2

Fosfataza zasadowa (phosphatase, alkaline from bovine intestinal mucosa) 0,5U/mi
w 0,5M buforze Tris/HCI, pH 9,0

1,35mM pNPP w buforze do reakcji

Parafilm

4.8.1. Hamowanie fosfatazy zasadowej przez NaH,PO, i L-Phe

Postepowanie
Oznaczenia wykona¢ jak w ¢wiczeniu 4.7.5, odmierzajac do kuwety o 0,1ml buforu mnie;j,
a uzupelniajac te objetos¢ jednym z inhibitorow.

Opracowanie wynikow:

1.
2.

3.

Wyniki opracowac¢ analogicznie do ¢wiczenia 4.7.5

Na jednym wykresie przedstawi¢ krzywe wysycenia enzymu substratem dla reakcji bez
1 w obecnosci inhibitorow

Graficznie (metoda Lineaweavera-Burka, patrz rozdziat 4.4.1) wyznaczyé parametry
Vmax i Km dla reakcji bez i z inhibitorami: wszystkie proste przedstawi¢ na jednym
wykresie, odpowiednio prognozowac ,,do tytu” (aby widoczne byto przeciecie z osig x),
poda¢ rownania prostych (y=ax) oraz wspotczynniki R-kwadrat.

W jednej tabeli zebra¢ (obliczone na podstawie réwnan prostych) parametry Vmax i Km
(dla reakcji bez i z inhibitorami) oraz kya:" (tylko dla reakcji bez inhibitora).

Okresli¢ typ inhibicji fosfatazy zasadowej przez NaH,PO,, L-Phe

aktywnos$¢ roztworu fosfatazy zasadowej dodawanego do reakcji 0,5 U/ml
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*

objetos¢ roztworu fosfatazy zasadowej dodawanego do reakcji 0,1ml
aktywno$¢ wlasciwa w roztw. fosfatazy zasadowej 10 U/mg
masa molowa fosfatazy zasadowej 140 kDa

Materialy i odczynniki

Bufor do reakcji (przygotowany wg ¢w. 4.7.5)

Fosfataza zasadowa (phosphatase, alkaline from bovine intestinal mucosa) 0,5U/ml
w 0,5M buforze Tris/HCI, pH 9,0

1,35mM pNPP w buforze do reakcji

5mM NaH,PO, w buforze do reakcji

50mM L-Phe w buforze do reakcji

Parafilm

4.8.2. Jony Mg?* jako aktywator fosfatazy zasadowej.

Postepowanie

1.
2.

3.
4.

Wiaczy¢ spektrofotometr i wybra¢ program pomiaréw kinetycznych przy 405nm (czas
pomiaru 2 min., interwaly pomiaru 20 sek.)

Do kuwety odmlerzyc odpowiednig objetos¢ buforu, S0mM MgCl,, wody oraz substratu
(wg tabeli ponizej), przykry¢ Parafilmem i wymiesza¢ poprzez 3-4 krotnie odwrdcenie,
umiesci¢ w spektrofotometrze i ,,wyzerowac”.

nr proby | 1M g‘ﬂ%rloT[rrﬁl‘]HC" 50mM MgCl, [ul] | HoO [ul] | 1,35mM pNPP [ml]
1 12 — 700 05
7 12 %6 674 05
3 12 52 648 05
2 12 104 596 05
5 17 156 544 05
6 12 260 440 05

Reakcje rozpocza¢ przez dodanie roztworu enzymu (0,1ml), mieszaning Szybko zamieszaé

I natychmiast rozpocza¢ pomiar A4ps.
Warto$ci Agos odnotowywacé co 20 sekund.

Opracowanie wynikow

1.
2.

3.

6.

Opisa¢ niezmienne warunki prowadzonych reakcji.

Przedstawi¢ w jednej tabeli wyniki Agos dla wszystkich prob badanych w poszczegdlnych
punktach czasowych.

Przedstawi¢ graficznie zmiany Agos (AAsgs) W funkcji czasu (na jednym wykresie dla
wszystkich prob) z zaznaczeniem fragmentow, ktére wybrano dla wyznaczenia
AA405/ min.

obliczy¢ przyrost stezenia produktu reakcji (Ac/min), korzystajac z molowego
wspotczynnika pNP (e=18500M*cm’ ) a nastgpnie szybkos¢ reakcji (vg) wyrazong
w umol/min 1 % szybkosci reakcji, przyjmujac szybkos¢ w probie nr 1 jako 100%.
Przedstawi¢, w formie tabeli, warunki prowadzenia reakcji w poszczegolnych probach
badanych (stezenie MgCl,, przy ktérym wykonano oznaczenia) oraz uzyskane wyniki
(AA40s/min., Ac/min, vo i %Vo)

Sporzadzi¢ wykres kolumnowy % szybkosci reakcji w funkcji stgzenia MgCl,.

Materiaty i odczynniki

1M bufor Tris-HCI, pH 8,0
50mM MgCl,
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— Fosfataza zasadowa (phosphatase, alkaline from bovine intestinal mucosa) 0,5U/ml
w 0,5M buforze Tris/HCI, pH 9,0

— 1,35mM pNPP w wodzie

— Parafilm

4.9. AMYLAZY

Amylazy to enzymy hydrolizujace wigzanie o-1,4-glikozydowe w takich wielocukrach
jak skrobia czy glikogen. Naturalnie wystepuja trzy rodzaje amylaz réznigcych si¢ miejscem
dziatania i produktami reakcji.
a-amylazy (EC 3.2.1.1) sa endoglukozydazami, hydrolizujg wigzania a-1,4-glikozydowe
potozone wewnatrz czgsteczki wielocukru. Pierwszym produktem hydrolizy sg
erytrodekstryny dajace z jodem czerwono-fioletowe zabarwienie. Nastepnie powstaja niskie
dekstryny (6-7 czasteczek glukozy), a koncowym produktem reakcji jest maltoza.
o-amylazy wystepuja zarowno u zwierzat jak i u roslin. U cztowieka najwigcej a-amylazy
wystepuje w S$linie, soku trzustkowym, mniej w krwi 1 w moczu. Aktywatorami, tych
enzymow sg jony chlorkowe.

B-amylazy (EC 3.2.1.2) sg egzoglukozydazami wystgpujacymi u roslin, nie wykazano ich
obecnos$ci u zwierzat. Produktem hydrolizy wielocukru przez [3- amylazy sa czasteczki [3-
maltozy, odcinane od nieredukujgcego konca fancucha polisacharydowego. W wyniku
hydrolizy wigzan a-1,4-glikozydowych przez B-amylazy zmienia si¢ konfiguracja przy C;
glukozy z konfiguracji a na konfiguracj¢ B, stad nazwa tych enzymow.

Glukoamylazy (y-amylazy, EC 3.2.1.3) wystepujg u roslin, zwierzat i bakterii. Sg typowymi
egzoglukozydazami. Produktem hydrolizy wielocukru przez te enzymy sg czasteczki glukozy
usuwane kolejno przez enzym od strony nieredukujacego konca substratu. Hydrolizujg nie
tylko wigzania a-1,4-glikozydowe, ale takze o-1,6-glikozydowe. U cztowieka najwyzsza
aktywnos$¢ tego enzymu wykazano w trzustce 1 blonie sluzowej jelita.

4.9.1. Oznaczanie aktywnoSci a-amylazy §linowej metoda Bernfelda

Bernfeld P. (1955) Metods in Enzymology (Colowick S.P., Kaplan N.O. red), Acad. Press,
New York, 149-158.

Zasada metody

W wyniku hydrolizy wielocukru przez amylazy powstaja produkty posiadajace
wiasciwosci redukujace. Przedstawiona ponizej metoda oznaczania aktywnosci a-amylazy
opiera si¢ na utlenianiu kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS) grup redukujacych tych
produktow (Rys. 4.21). Powstaty barwny produkt: kwas 3-amino-5-nitrosalicylowy oznacza
si¢ kolorymetrycznie przy dtugosci fali 530 nm.
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kwas 3,5-dinitrosalicylowy
(26tty)
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OH 0 5 OH
+ 4¢ OH 1 OH 1c=0
I
O,N NH, OH 3 o 3 OH
OH OH

kwas 3-amino-5-nitrosalicylowy
(czerwonobrazowy)

Rys. 4.21. Reakcja utleniania grup redukujgcych cukru przez kwas 3,5-dinitrosalicylowy (DNS)

Postgpowanie

1. Sling rozmenczonq 500 — 1000 razy roztworem 0,9% NaCl oraz 0,5% roztwor skrobi
ogrza¢ do temp. 30°C.

2. Do 1 ml roztworu skrobi doda¢ 1 ml rozcienczonej $liny. Préby inkubowac¢ 15 minut
w temp. 30°C.

3. Reakcje enzymatyczng przerwac przez dodanie 2 ml odczynnika dinitrosalicylowego.

4. Probowki przenies¢ do bloku grzejnego ustawionego na 100°C na 5 minut, po czym
schtodzi¢.

5. Rownolegle wykona¢ probg kontrolng, w ktérej do roztworu skrobi najpierw dodac
odczynnik DNS, a po ogrzaniu we wrzacej tazni wodnej — 1 ml rozcienczonej §liny.

5. Do wszystkich prob doda¢ po 6 ml wody i odczytaé¢ Aszp wobec wody.

6. Obliczy¢ aktywnos$¢ o-amylazy, wyrazona w J/ml nierozcienczonej $liny. Za jedna
jednostke aktywno$ci amylazy przyja¢ takag ilo$¢ enzymu, ktora w warunkach metody
powoduje przyrost AAszy = 0,05

7. Jezeli warto$¢ AAszy przekracza 0,7 powtorzy¢ oznaczenie biorgc do reakcji mniej

enzymu.

Uwaga! Jako roztworu enzymu mozna uzy¢ odpowiednio rozcieficzonej S$liny, soku
trzustkowego, surowicy, moczu, ekstraktu z suchych lub z kielkujacych nasion zboz.
W przypadku niskich aktywnosci wydiuzyc czas inkubacji do 30 minut.
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Materialy i odczynniki

- Slina

- 0,5% roztwor skrobi w 0,1 M buforze octanowym o pH 5,0

- 0,9% NaCl

- 0,1 M bufor octanowy o pH 5,0

- odczynnik dinitrosalicylowy (DNS): 1 g kwasu dinitrosalicylowego, 20 ml 2 M NaOH
oraz 3 g winianu sodowo-potasowego rozpuscic i uzupetnic¢ do 100 ml wodg destylowang

4.10. RYBONUKLEAZA TRZUSTKOWA

Rybonukleaza trzustkowa (EC 3.1.27.5) jest enzymem hydrolizujacym RNA. Zbudowana
jest z pojedynczego tancucha polipeptydowego o masie 13 700 Da (sktadajacego si¢ ze 124
aminokwasow) 1 posiada cztery mostki disiarczkowe. Jest enzymem stabilnym
i np. ogrzewana do temp. 100°C w pH 2—5 po 30 minutach traci zaledwie 20% aktywnosci.

Rybonukleaza trzustkowa Kkatalizuje jedynie hydroliz¢ wigzan fosfodiestrowych
w tancuchu RNA znajdujacych si¢ przy nukleotydach pirymidynowych, poniewaz pierscief
purynowy jest zbyt duzy, aby zwiaza¢ si¢ w miejscu aktywnym. Miejscem hydrolizy sa
wigzania migdzy atomem fosforu i atomem tlenu na weglu 5°rybozy sasiedniego nukleotydu.
W wyniku rozerwania tego wigzania na weglu 5° rybozy powstaje wolna grupa —OH, a na
weglu 3’ rybozy, nalezacej do nukleotydu pirymidynowego, wolna grupa fosforanowa.
Zwigzkiem posrednim powstajgcym w procesie hydrolizy jest cykliczny fosforan (Rys. 4.22).
Produktami koncowymi hydrolizy sa fragmenty oligonukleotydowe zakonczone
nukleotydami pirymidynowymi.
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Rys. 4.22. Reakcja hydrolizy RNA przez rybonukleaze trzustkowq
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4.10.1. Ekstrakcja rybonukleazy z trzustki do 5% kwasu trichlorooctowego
Malicka M. (1972) Arch. Immunol. Ther. Exp. 20, 555-559.

Zasada metody

Rybonukleaza trzustkowa jest enzymem o niewielkiej masie czasteczkowej (13 700 Da),
co sprawia, ze jest rozpuszczalna w 5% TCA 1 dzigki duzej stabilno$ci nie traci aktywnosci
w tym roztworze. Wigkszos$¢ biatek ekstrahujgcych si¢ w tych warunkach z trzustki ulega
denaturacji 1 wytrgceniu.

Postepowanie

1. Zmielong trzustke ekstrahowaé¢ 30 minut na mieszadle magnetycznym do 2 objetosci
5% TCA (2 1 TCA na 1 kg tkanki), po czym wirowaé przez 15 minut przy szybkosci
okoto 6 000 obr./min.

2. Klarowny supernatant doprowadzi¢ do pH 5,0 za pomoca 1N NaOH.

3. W preparacie oznaczy¢ st¢zenie biatka (rozdziat 3.10.3).

Materialy i odczynniki

- zamrozona trzustka bydleca lub wieprzowa
- elektryczna maszynka do migsa

- 5% kwas trichlorooctowy (TCA)

- 1M NaOH

4.10.2. Oznaczanie aktywnosci rybonukleazowej zmodyfikowana metoda Anfinsena

Anfinsen Ch.B., Redfield R.R., Choate W.L., Page J., Carrol W.R. (1954). J. Biol. Chem.
207, 201-210.

Zasada metody

Rybonukleaza trzustkowa hydrolizuje RNA do fragmentéw oligonukleotydowych
rozpuszczalnych w kwasie chlorowym (VII) (nadchlorowy) (patrz rozdziat 4.10). St¢zenie
tych produktow mozna oznaczy¢ poprzez pomiar absorbancji przy 260 nm. RNA
niestrawiony przez enzym wytraca si¢ w tych warunkach w postaci osadu.

Postepowanie

1. Ekstrakt z trzustki (rozdziat 4.10.1) w ilosci 25, 50 1 100 pl uzupetni¢ 0,1 M buforem
octanowym o pH 5,0 do objetosci 1,5 ml.

2. Proby, wraz z proba kontrolng zawierajaca sam bufor octanowy, wstawi¢ do tazni wodne;j

1 preinkubowac¢ 5 minut w temp. 37°C. W lazni wodnej umiesci¢ réwniez 0,8% roztwor

RNA (substrat).

Do wszystkich prob doda¢ po 1 ml ogrzanego do temperatury 37°C roztworu RNA.

Doktadnie po 10 minutach reakcje przerwaé¢ przez dodanie 0,5 ml 25% kwasu

nadchlorowego zaw1eraj acego 0,75% octan uranylu.

5. Proby wyja¢ z tazni i wstawi¢ na 15 minut do zlewki z lodem, nastgpnie wirowaé
(20 minut , ok. 10 000 obr./min)

6. Z klarownych supernatantéw pobraé¢ po 0,1 ml, uzupetni¢ do 3 ml woda destylowang
I zmierzy¢ absorbancje przy 260 nm. Za jedng jednostke aktywnosci przyjac przyrost Aazeo
0 0,1 w stosunku do proby kontrolne;.

7. Obliczy¢ aktywnos$¢ catkowity 1 wtasciwg ekstraktu. Biatko w ekstrakcie oznaczy¢ metoda
biuretowg (rozdziat 3.10.3)

P ow

Materialy i odczynniki

- preparat rybonukleazy trzustkowej uzyskany w doswiadczeniu 4.10.1

- 0,8% roztwor RNA (Uwaga! W przypadku uzyskania wysokich absorbancji prob
kontrolnych, roztwor RNA dializowa¢ do wody)

- 0,1 M bufor octanowy o pH 5,0
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- 25% kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy) z 0,75% octanem uranylu

4.11. OKSYDOREDUKTAZY

Do klasy oksydoreduktaz (EC 1) naleza wszystkie enzymy katalizujace reakcje typu
redoks, tj. przebiegajace ze zmiang stopnia utlenienia zwigzkéw organicznych. Zmiany te
zwigzane s3 z przeniesieniem protondéw i elektronow z jednego substratu na drugi, badz
z bezposrednim wiaczeniem tlenu do czasteczki.

W reakeji tego typu substrat ulegajacy utlenieniu jest donorem protondéw lub elektronow,
a substrat ulegajacy redukcji — ich akceptorem.

Ared + Box & Aox + Bred
nazwa tych enzymoéw jest tworzona wg schematu:
»oksydoreduktaza nazwa donora : nazwa akceptora”

Na przykiad dehydrogenaza mleczanowa (EC 1.1.1.27), enzym katalizujacy w procesie
fermentacji przemiane kwasu pirogronowego do kwasu mlekowego zgodnie z reakcja:

L-mleczan + NAD® <& pirogronian + NADH + H”
(donor)  (akceptor)

nosi nazwe systematyczna ,,oksydoreduktaza L-mleczan : NAD"™"

Zalecane przez Komisje Enzymowga potoczne nazwy tych enzymoéw to dehydrogenazy,
ewentualnie reduktazy (nazwe enzymu tworzy si¢ wtedy wg schematu ,,reduktaza + nazwa
akceptora”, np. reduktaza azotanowa), badz — jezeli akceptorem jest tlen czasteczkowy —
oksydazy.

Ze wzgledu na charakter katalizowanych przemian, typowa cechg tych enzymow jest
zaleznos$¢ ich aktywnos$ci od obecnosci grup prostetycznych lub koenzyméw, zdolnych do
przechodzenia od stanu utlenionego do zredukowanego. Funkcje te petnig gléwnie:

- nukleotydy nikotynamidoadeninowe (NAD*, NADP")
- nukleotydy flawinowe (FAD, FMN)

- uktady porfirynowe (hem)

- centra zelazo-siarkowe (centra Fe-S)

- zwiazki chinonowe (np. koenzym Q)

- kwas liponowy

- jony miedzi

Grupy prostetyczne i koenzymy oksydoreduktaz nie odpowiadaja klasycznej definicji
katalizatora, gdyz ulegaja przeksztatceniu w trakcie katalizowanego procesu. Koenzymy —
luzno zwigzane z biatkami, a ponadto wchodzace w reakcje z substratami w okre$lonych
stosunkach stechlometrycznych — wykazuja wiele wlasciwos$ci wspodlnych z substratami,
I W taki sposob sa tez traktowane przy rozpatrywaniu przebiegu reakcji katalizowanych z ich
udziatem.

Klasa oksydoreduktaz obejmuje obecnie 22 podklasy, wydzielone przez Komisje
Enzymowa na podstawie charakteru grupy funkcyjnej donora, np. podklasa EC 1.1 to enzymy
dziatajace na grupe CH-OH donora, podklasa EC 1.2 — dziatajace na grupe aldehydowa lub
ketonowa donora, itd.

Przyjmujac za kryterium podzialu rodzaj katalizowanej reakcji, w obrgbie klasy
oksydoreduktaz wyroznia si¢ 4 podgrupy:

1. Dehydrogenazy - Katalizuja odfgczanie atomoéw wodoru od utlenianego substratu

Z przeniesieniem ich na inne zwiazki. N1e przenosza elektrondw bezposrednio na tlen. Ich

najczestszymi kofaktorami sa NAD®, NADP®, FMN, FAD i liponian. Enzymy te

56



wykazujg specyficznos¢ zarowno w stosunku do substratow jak i koenzymoéw. Do tej
podgrupy naleza m.in.: dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (enzym
uczestnlczqcy w procesie glikolizy), dehydrogenazy: alkoholowa i mleczanowa (enzymy
procesow fermentacji) oraz enzymy cyklu kwasow trikarboksylowych (cyklu Krebsa):
dehydrogenaza izocytrynianowa, o-ketoglutarowa, bursztynianowa, jabtczanowa.

2. Oksydazy — enzymy katalizujgce odlgczanie elektrondw od utlenianego substratu
| przenoszenie ich na tlen czasteczkowy. Przylgczenie protonéw prowadzi do powstania
czgsteczki H,O lub H,0,. Przyktady: oksydaza cytochromowa (ostatni enzym tancucha
oddechowego), oksydaza ksantynowa (uczestniczagca w przemianie nukleotydow
purynowych).

3. Oksygenazy — enzymy Kkatalizujgce proces wbudowywania tlenu do czgsteczki zwigzku
organicznego. Wyrdznia si¢ dwa typy oksygenaz:

- oksygenazy wlasciwe — dzialaja na jeden substrat (donor), katalizujac przylaczenie
2 atomow tlenu do jego czasteczki (np. oksygenaza hemowa, uczestniczaca w procesie
rozpadu hemu)

- oksygenazy mieszane (oksydoreduktazy hydroksylujace, inaczej: hydroksylazy),
dzialajace jednoczesnie na dwa odrgbne substraty (dwa donory), katalizuja wiaczenie
1 atomu tlenu do jednego z substratdbw z utworzeniem grupy hydroksylowej
Z jednoczesnym utworzeniem czasteczki wody z drugiego atomu tlenu i atoméw wodoru
pochodzacych z drugiego substratu (np. hydroksylaza fenyloalaninowa — enzym
odpowiedzialny za przeksztatcenie fenyloalaniny w tyrozyne).

4. Hydroksyperoksydazy — enzymy katalizujagce utlenianie substratow z udzialem
nadtlenku wodoru jako akceptora. Obejmuja 2 typy enzymow:

- peroksydazy (gtownie pochodzenla roslinnego) — katalizujgce utlenianie réznych
zwigzkow organicznych, nache;smeJ fenoli i amin aromatycznych

- katalazy (pochodzenia roslinnego i zwierzgcego) — katalizujace rozpad H,0,, przy czym
zwigzek ten pelni jednocze$nie funkcje donora i akceptora wodoru.

Oksydoreduktazy pelnia kluczowa role w metabolizmie komoérkowym, szczegdlnie ze
wzgledu na udzial w procesach pozyskiwania energii na drodze utleniania biologicznego.
Biologiczne  utlenianie ~ wodoru,  przebiegajace z  udzialem  wielu  ukladéw
oksydoredukcyjnych, pozwala na stopniowe uwalnianie energii, co daje mozliwos$¢ jej
magazynowania w postaci energii chemicznej zwigzkow wysokoenergetycznych.

Specyficzng funkcjg podgrupy hydroksyperoksydaz jest ochrona komorki przed dziataniem
toksycznego H,0,, ktory powstaje w niektorych reakcjach utleniania.

4.11.1. 1zolacja mitochondriéow z watroby kurczecia

Szopa J. Molekularna organizacja komorki. Praca zbiorowa, Wydawnictwo Uniwersytetu
Wroctawskiego, Wroctaw 1992.
Sawant P.L., Shibiko S. (1964) Biochim. Biophys. Acta 85, 82-86.

Zasada metody

Izolacja mitochondriow metoda przedstawiong ponizej obejmuje homogenizacje tkanki
oraz frakcjonowanie homogenatu.
Homogenizacj¢ przeprowadza si¢ w  teflonowo-szklanych homogenizatorach Pottera-
Elvehjema, co powoduje fragmentacj¢ btony plazmatycznej komoérek i zerwanie potaczen
pomigdzy organellami, pozwala natomiast zachowa¢ integralnos¢ poszczegélnych organelli.
Efekt homogenizacji osigga si¢ na skutek tarcia powstatego przy przepychaniu materiatu
przez waska szczeling pomigdzy ttokiem a $ciang naczyma
Frakcje subkomoérkowe uzyskuje si¢ metoda wirowania réznicowego dzigki réznicom
W szybkosci sedymentacji organelli.
Catos¢ preparacji prowadzi si¢ w 0,25 M roztworze sacharozy, ktory zapewnia
izoosmotyczno$¢ z wnetrzem organelli 1 pozwala wyodrebni¢ je w stanie nienaruszonym.
Postepowanie
Uwaga! Wszystkie etapy preparacji prowadzi¢ w temperaturze 4°C. W trakcie izolacji
preparaty przechowywac¢ w pojemniku z pokruszonym lodem.
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Postepowanie

1. 5 g watroby kurczecia wstepnie rozdrobni¢, a nastgpnie homogenizowa¢ w recznym
homogenizatorze Pottera-Elvehjema z ok. 15-25 ml schtodzonego 0,25 M roztworu
sacharozy. Homogenizacje prowadzi¢ tylko do czasu uzyskania jednorodnej zawiesiny.
Zbyt intensywna homogenizacja moze uszkodzi¢ mitochondria.

2. Uzupeh;ié homogenat do ok. 40 ml 0,25 M roztworem sacharozy i odwirowa¢ (10 min,
600 x g).

3. Supernatant zdekantowa¢ delikatnie znad osadu do zlewki, uwazajac, by nie zanieczysci¢

go bardzo luznym osadem. Supernatant zachowa¢ do dalszej preparacji.

Osad ponownie zawiesi¢ w ok. 20 ml 0,25 M sacharozy i odwirowac¢ (10 min, 600 x Q).

Uzyskany supernatant potaczy¢ z supernatantem z pierwszego wirowania; osad odrzucic.

Potaczone supernatanty odwirowac (5 min, 15 000 x Q).

6. Supernatant tgcznie z luznym osadem rézowych mikrosomoéw odrzuci¢. Osad brazowych

mitochondriow zawiesi¢ w ok. 10 ml sacharozy i odwirowa¢ (5 min, 15 000 x g).

Powtorzy¢ postgpowanie z punktu 6.

Otrzymang frakcj¢ mitochondrialng zawiesi¢ w ok. 1 ml 0,25 M sacharozy.

ok~

7.
8.

Materialy i odczynniki

- watroba kurczecia

- 0,25 M sacharoza (wodg¢ destylowang przed sporzadzeniem roztworu nalezy przegotowac
lub zoboje¢tni¢ matg objetoscig roztworu Tris)

4.11.2. Wykazywanie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej we frakcji
mitochondrialnej

Klyszejko-Stefanowicz L. Cwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2003.

Zasada metody

Dehydrogenaza bursztynianowa (oksydoreduktaza bursztynian : akceptor, EC 1.3.99.1) —
enzym znacznikowy wewngtrznej blony mitochondrialnej — utlenia kwas bursztynowy do
kwasu fumarowego z przeniesieniem atomoéw wodoru na FAD, a nastgpnie na tancuch
oddechowy. W ponizszej metodzie odlagczone atomy wodoru s3 przenoszone na sol
tetrazolowa (chlorek trifenylotetrazolowy), powodujac jej redukcje, co prowadzi do powstania
purpurowo zabarwionej pochodnej — trifenyloformazanu (Rys. 4.23 i Rys. 4.24).

COOH
H, s6l tetrazolowa
FAD zredukowana
Ci‘,Hz (formazan)
COOH
HOOC\C,H
I FADH, sl tetrazolowa
“COOH

Rys. 4.23. Zasada metody wykazywania aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej
wg Kiyszejko-Stefanowicz, 2003
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Rys. 4.24. Reakcja redukcji chlorku trifenylotetrazolowego do trifenyloformazanu.
wg Kiyszejko-Stefanowicz, 2003

Postepowanie
1. Przygotowa¢ bezposrednio przed reakcja mieszaning reakcyjng i probe kontrolng
0 nastepujacym sktadzie:

. mieszanina proba
odczynnik reakcyjna kontrolna

10% bursztynian sodu 0,4 ml —
0,1 M bufor fosforanowy
0pH 7.4 0,8 ml 0,8 ml
4 mM CacCl, 0,3ml 0,3ml
4 mM AICI; 0,3 ml 0,3 ml
0,1% bfiekit
nitrotetrazolowy 1,0ml 1,0ml
H,0O 0,2 ml 0,6 ml

2. Do proby badanej i kontrolnej wprowadzi¢ delikatnie 10 upl zawiesiny frakcji
mitochondrialnej (rozdziat 4.10.1). Nie mieszac!

3. Préby inkubowa¢ w temp. 37°C przez 15 minut. Mitochondria w postaci osadu na dnie
probowki wybarwiaja si¢ na purpurowo. W przypadku naruszenia bton mitochondrialnych
1 uwalniania si¢ enzymu do $rodowiska, na purpurowo zabarwia si¢ mieszanina
inkubacyjna.

Materialy i odczynniki

- frakcja mitochondrialna (uzyskana w doswiadczeniu 4.11.1)
- 10% bursztynian sodu

- 0,1 M bufor fosforanowy, pH 7,4

- 4 mM CaCl,

- 4 mM AICl;

- 0,1% bfekit nitrotetrazolowy

4.11.3. Oznaczanie aktywnoSci oksydazy cytochromu c we frakcji mitochondrialnej

Szopa J. Molekularna organizacja komorki. Praca zbiorowa, Wydawnictwo Uniwersytetu
Wroctawskiego, Wroctaw 1992.

Zasada metody

Oksydoreduktaza cytochromu ¢ (oksydoreduktaza cytochrom c : tlen; EC 1.9.3.1) jest
jednym z 3 glownych kompleksow biatkkowych oddechowego tancucha transportu
elektronow, wystepujacych w obrgbie wewnetrznej btony mitochondrialne;.
Oksydoreduktaza cytochromu c, bedaca terminalnym sktadnikiem tancucha oddechowego,
katalizuje reakcje przeniesienia elektronéw z cytochromu ¢ na tlen czasteczkowy. Reakcja ta
polega na czteroelektronowej redukcji czasteczki O, do H,O, z jednoczesnym
przepompowaniem 2 protonow do przestrzeni mi¢dzybtonowe;.
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Oznaczanie aktywnosci oksydoreduktazy cytochromu c opiera si¢ na monitorowaniu

zmian stezenia zredukowanego cytochromu ¢ poprzez pomiar absorbancji przy dlugosci fali

A

= 550 nm. Maksimum absorbancji w tym pasmie jest charakterystyczne tylko dla

cytochromu w stanie zredukowanym (Rys. 4.25). W miarg przebiegu reakcji utleniania
cytochromu c obserwuje si¢ stopniowy spadek wartosci absorbancji Assg. AKtywnosé
oksydazy cytochromu ¢ oznacza si¢ wigc poprzez pomiar ubytku substratu — zredukowanego
cytochromu c.

1,0000
A
[Abs]
0.0000 — . L
400 440 480 520 560 600
diugos¢ fali(nm)
1,0000
[Abs]
0.0000 L . "
400 440 480 520 560 600

dtugosé fali(nm)

Rys. 4.25. Widmo absorpcyjne cytochromu ¢ w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0
A-cytochrom zredukowany, B — cytochrom utleniony

Postepowanie

1.

2.

Przygotowac¢ spektrofotometr do pomiaru przy dtugosci fali A = 550 nm. Ustawi¢ zero
pomiarowe aparatu na 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,0.

Do probowki Eppendorfa odmierzy¢ 5 pl frakcji mitochondrialnej (przed pobraniem
zawiesing mitochondriow nalezy zamieszac) i 5 pl 0,1% roztworu Tween 80. Zmieszaé
1 odczeka¢ 1 minutg. Nastepnie doda¢ 1 ml 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,0 a na
koncu 100 ul roztworu zredukowanego cytochromu c. Szybko wymieszaé, przenies¢ do
kuwety 1 rozpocza¢ pomiar Assp.

Zmiany notowac co 15 sekund przez 3—5 minut. Uwaga! Jezeli szybkos$¢ reakcji jest zbyt
duza, frakcje mitochondrialng nalezy rozcienczy¢ 0,25 M sacharoza.

Przeprowadzi¢ pomiary dla 2 prob kontrolnych (dla enzymu [E'ST] i dla substratu
[E'ST]) w analogiczny sposob jak dla proby badanej. Sktad poszczegdlnych prob
przedstawia tabela zamieszczona ponize;.

60



préba préoba proba
badana kontrolna kontrolna
Tt dlaenzymu | dla substratu
EST | TiE's) [ES']
frakcja mitochondrialna 5ul 5ul —
0,25 M sacharoza — — Sul
0,1% Tween 80 5 ul 5ul 5ul
0,1 M buf. fosforanowy, pH 7,0 1ml 1 ml+ 100 pl 1mil
zredukowany cytochrom c 100 pl - 100 pl

5. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczy¢ aktywnos$¢ oksydazy cytochromu c
W uzyskanym preparacie. Za jedng jednostke aktywnosci przyjac taka ilos¢ enzymu, ktora
w warunkach testu powoduje spadek Asso 0 0,1 w ciggu 1 minuty.

6. Oszacowac aktywno$¢ catkowitg preparatu oraz aktywnos$¢ w przeliczeniu na 1 g tkanki
watrobowe;.

Materialy i odczynniki

- frakcja mitochondrialna (uzyskana w doswiadczeniu 4.11.1)

- zredukowany cytochrom c: przygotowaé roztwor cytochromu ¢ o stezeniu 5 mg/ml
w0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0; zredukowa¢ go przez dodanie kwasu
askorbinowego w proporcji 3 mg kwasu askorbinowego na 1 mg cytochromu c; po
zredukowaniu roztwor dializowac do tego samego buforu dwukrotnie przez 12—-24 godzin;
stosunek absorbancji Asso/Asgs roztworu cytochromu ¢ powinien osiggna¢ wartos¢ 6-10
(najlepiej w granicy 9-10)

- 0,1 M bufor fosforanowy o pH 7,0

- 0,1% Tween 80

- 0,25 M sacharoza

4.11.4. Dehydrogenaza alkoholowa

Dehydrogenaza alkoholowa (EC 1.1.1.1) — ADH (ang. alcohol dehydrogenase) — nalezy
do klasy 1 enzymow (oksydoreduktazy), podklasy 1.1 (enzymy dziatajace na grupy CH-OH
donoréw) i pod-podklasy 1.1.1 (z NAD® lub NADP® jako akceptorem). Jej nazwa
systematyczna brzmi: oksydoreduktaza alkohol : NAD". Jest cytoplazmatycznym enzymem
szlaku fermentacji.

Reakcja katalizowana przez dehydrogenazg alkoholowg przebiega nastgpujaco:

aldehyd octowy + NADH + H' <« etanol + NAD®

Glownym znaczeniem tej reakcji jest regeneracja puli NAD®, co pozwala na
kontynuowanie procesu glikolizy.

Dehydrogenaza alkoholowa z komorek drozdzy — YADH (ang. yeast alcohol
dehydrogenase) jest biatkiem tetramerycznym o masie 140-150 kDa i masie podjednostki
36—3721$Da. Jest to metaloenzym; w centrum katalitycznym kazdej podjednostki znajduje si¢
jon Zn<".

4.11.4.1. 1zolacja dehydrogenazy alkoholowej z komorek drozdzy

Affinity Chromatography. Principle and Methods. Broszura firmy Pharmacia Fine Chemicals.

Ktyszejko-Stefanowicz L. Cwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 1997.

Zasada metody

Barwnik Cibacron Blue F3G-A, zwiazany kowalencyjnie do zloza Sepharose, wykazuje
duze powinowactwo do wielu enzyméw, w tym do enzymoéw zaleznych od NAD™ i NADP”
(np. kinazy, dehydrogenazy) oraz do biatek (albuminy, lipoproteiny, czynniki krzepnigcia
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krwi, interferon). Zastosowanie takiego typu zloza o nazwie ,,Blue Sepharose” pozwala na
izolacj¢ powyzszych zwigzkéw metoda chromatografii powinowactwa.

W przypadku chromatografii na ztozu Blue-Sepharose CL-6B najczeSciej stosuje sie
elucje biospecyficzna, ktora pozwala na selektywng izolacje zaadsorbowanych biatek.

Postepowanie

Przygotowanie kolumny do chromatografii

1. Upakowa¢ kolumne ok. 2 ml ztoza Blue-Sepharose CI-6B (lub Cibacron Blue F3G-A
Agarose).

2. Zroéwnowazy¢ kolumng przemywajac ztoze 10 ml buforu startowego (5-krotna objgtosc
ztoza).

Ekstrakcja bialek drozdzy

1. Komorki drozdzy rozbi¢ w miynku Browna, w niewielkiej ilosci buforu do
chromatografii.

2. Zmierzy¢ objetos¢ zawiesiny komorek drozdzy i doda¢ do niej 1% Triton X-100 do

uzyskania koncowego stezenia detergentu 0,1%. Prowadzi¢ ekstrakcje przez 30 minut na

fazni lodowej, przy statym mieszaniu.

Ekstrakt odwirowaé (15 min, 10 000 x g,), a uzyskany supernatant dodatkowo przesaczyc.

Oszacowaé st¢zenie biatka w uzyskanym ekstrakcie poprzez pomiar Apgg. Przyjaé

orientacyjny wlasciwy wspotczynnik absorpcji azgo = 10. Uwaga! Ze wzgledu na wysoka

absorpcje Tritonu X-100 w pasmie 280 nm, warto$¢ Azgy prob badanych nalezy
pomniejszy¢ o Ajgg prob kontrolnych, zawierajgcych takie samo stezenie detergentu jak
odpowiadajace im proby badane.

Rozdzial chromatograficzny

1. Ekstrakt z komoérek drozdzy rozcienczy¢ buforem startowym w taki sposob, aby st¢zenie
biatka wynosito ok. 10 mg/ml, po czym odwirowa¢ (10 min, 10 000 x Q).

2. Preparat nanie$¢ na kolumn¢ w proporcji 20 mg biatka/1ml ztoza, przy przeptywie 0,5
ml/min. Pozostawi¢ ok. 1 ml nanoszonego preparatu do oznaczenia st¢zenia biatka
i aktywnosci dehydrogenazy.

3. Po naniesieniu preparatu, biatka niewigzace si¢ oraz niespecyficznie zaadsorbowane na
ztozu odmywac¢ buforem startowym az do zaniku Azgo, zbierajac frakcje o objgtosci 4 ml,
przy przeptywie 0,5 ml/min.

4. Biatka swoiscie zwigzane na zlozu eluowa¢ za pomoca 5 mM NAD™ w buforze startowym
(ok. 6 ml), zbierajac frakcje o objetosci 1 ml, przy przeptywie 1 ml/min. Nastepnie
kolumng przemywac buforem startowym az do zaniku Aagp.

5. W zebranych frakcjach okresli¢ obecno$¢ biatka przy uzyciu odczynnika Bradforda (50 pl
danej frakcji + 50 pl odczynnika Bradforda) — niebieskie zabarwienie wskazuje na
obecnos¢ biatka we frakcji.

6. Pozostate bialka zwigzane na ztozu eluowa¢ 2 M NaCl w buforze startowym przy
przeptywie 1 ml/min, az do zaniku Ago.

7. Po zakonczeniu elucji kolumne przemy¢ 20 ml HyO, a nastgpnie 6 ml 20% etanolu.
Kolumne mozna przechowywaé do ponownego uzycia w temperaturze 4°C.

B w

Obliczenia

1. W preparacie nanoszonym na kolumne i we frakcjach wyeluowanych 5 mM NAD"
(zawierajacych biatko) oznaczy¢ aktywno$¢ dehydrogenazy alkoholowej (rozdziat
4.10.4.2) 1 doktadne stezenie biatka metoda Bradforda (rozdziat 3.10.5).

2. Obliczy¢ aktywnos$¢ wlasciwag preparatu wyjsciowego oraz preparatu dehydrogenazy
alkoholowej oczyszczonego na zlozu Blue-Sepharose CL-6B. Okresli¢ stopien
0czyszczenia preparatu.

Materialy i odczynniki

- drozdze

- bufor do chromatografii (startowy) o pH 6,4 zawierajacy: 20 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,,
0,4 mM EDTA i 2 uM ditiotreitol (DTT)

- 5mM roztwor NAD" w buforze startowym
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- 2 M NaCl w buforze startowym
- zloze Blue-Sepharose CL-6B (Pharmacia) lub Cibacron Blue F3G Agarose (Sigma)

- 1% Triton X-100

4.11.4.2. Oznaczanie aktywnos$ci dehydrogenazy alkoholowej

Boyer P. (1975) The Enzymes: Vol.XI: Oxidation — Reduction. Part A,
Ktyszejko-Stefanowicz L. Cwiczenia z biochemii. Praca zbiorowa. Wydawnictwo Naukowe

PWN, Warszawa 2003.

Zasada metody
Kierunek reakcji katalizowanej przez dehydrogenazg alkoholowa:

aldehyd octowy + NADH + H' ¢« etanol + NAD®

zalezy od pH; w warunkach zasadowych, stosowanych w ponizszej metodzie, rownowaga
reakcji jest przesunigta w kierunku tworzenia aldehydu z jednoczesng redukcyq NAD" do
NADH.

Przejécie formy utlenionej NAD® w forme zredukowang NADH (Rys. 4.26) mozna
sledzi¢ spektrofotometrycznie. Widma absorpcyjne forrny utlenionej 1 zredukowanej
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego wykazuja znaczne roznice (Rys. 4.27). Obie formy
wykazuja silne pasmo absorpcyjne przy A= 260 nm, zalezne od obecnosci pierScienia
purynowego i pirymidynowego, natomiast tylko postac¢ zredukowana (NADH) ma dodatkowe
pasmo absorpcji przy dhugosci fali 340 nm. Jest to wynik redukcji pierScienia pirydynowego
w amidzie kwasu nikotynowego prowadzacego do zaniku jego struktury aromatycznej
Z jednoczesnym powstaniem uktadu dihydropirydyny.

H

0 H H 0
Y
| A < @—c{
s NH, + 2H N NH, + H

[ I
Ryboza—(P)—(P)—Adenina  Ryboza—(®)— (P)—Adenina
forma utleniona (NAD") forma zredukowana (NADH)

(P)-grupa fosforanowa

Rys. 4.26. Forma utleniona i zredukowana dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

* "\ NADH

milimolowy wspéiczynnik absorpcii

.~
T I T T | S—

| |
260 300 340 380 400 A (nm)

Rys.4.27. Widma absorpcyjne NAD" i NADH
wg Kiyszejko-Stefanowicz L., 2003
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Szybkos¢ reakcji powstawania aldehydu octowego i NADH mozna mierzy¢ poprzez
pomiar przyrostu absorbancji przy 340 nm. Miarg szybkos$ci reakcji sg zmiany wartos$ci Asgo
w jednostce czasu.

Metoda pomiaru zmian A34o w cza5|e reakcji katalizowanych przez dehydrogenazy,
ktorych koenzymem jest NAD" lub NADP*, zwana jest optycznym testem Warburga. Jest to
metoda szeroko stosowana do oznaczania aktywnosm wielu dehydrogenaz oraz enzymow
katalizujgcych reakcje sprzgzone z dehydrogenazami, gdzie w koncowym etapie takze
zachodzi redukcja nukleotydow pirydynowych.

Postepowanie

1. Przygotowac rnleszanlne; reakcyjng — zmieszac: 1,45 ml 0,1 M buforu Tris-HCI o pH 8,8,
50 ul 5 mM NAD" i 5-10 ul preparatu dehydrogenazy

2. Po zmieszaniu powyzszych skladnikow zmierzy¢ Ass (W razie potrzeby poczekaé na
ustabilizowanie warto$ci Aszqp).

3. Reakcje zapoczatkowac przez dodanie 10 ul etanolu i natychmiast rozpoczaé pomiary

Az, Wartosci absorbancji odczytywac co 30 sekund.

Przeprowadzi¢ pomiary dla odpowiednich pr(')b kontrolnych: [E*'S]i [E'S"].

Na podstawie przyrostu Azso/min oznaczy¢ aktywnos¢ preparatu enzymu w J/ml. Molowy

wspotczynnik absorpcji dla NADH wynosi eas0 = 6 220 M 'cm ™.

5.
6.

Materialy i odczynniki

- preparat dehydrogenazy alkoholowej uzyskany w do§wiadczeniu 4.11.4.1.
- 0,1 M bufor Tris-HCI, pH 8,8

- 5mM NAD"

- etanol (cz.d.a)

4.11.5. Katalaza

Zasada metody

Katalaza (EC 1.11.1.6) jest enzymem obecnym w peroksysomach prawie wszystkich
komorek eukariotycznych. W duzej ilosci wystgpuje w krwinkach czerwonych, komorkach
watroby, a w mniejszej w komorkach roslinnych (np. ziemniak). Enzym jest hemoproteing
zbudowang z 4 podjednostek, z ktorych kazda zawiera w centrum aktywnym ugrupowanie
hemowe. Jej funkcja sprowadza si¢ do detoksykacji powstajacego w komorkach nadlenku
wodoru z wytworzeniem wody i tlenu czasteczkowego:

H,O, + H,O, & 2H,O + O

Postepowanie

1. W trzech probéwkach umiesci¢ niewielkie ilosci (okoto 0,5 g) utartych ziemniakow
I doda¢ 0,5 ml wody destylowane;j.

2. Zawarto$¢ jednej z probowek zagotowa¢ we wrzacej tazni i ostudzi¢, druga umiesci¢
W zamrazarce, a trzecig pozostawi¢ w temperaturze pokojowej. Wszystkie proby
inkubowa¢ w podanych warunkach przez 10 minut.

3. Do kazdej probéwki doda¢ 2 ml 3% wody utlenionej. Wydzielajace si¢ pecherzyki tlenu
swiadcza o zachodzacej reakcji enzymatyczne;.

4. Poréwnac¢ wyniki otrzymane w poszczegolnych probach.

Materiaty i odczynniki

- ziemniak
- 3% woda utleniona
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4.12. AMINOTRANSFERAZY

W wyniku degradacji biatek, zachodzacej u zwierzat m. in. w watrobie i migsniach,
a w roslinach np. podczas kietkowania nasion, powstaja wolne aminokwasy. Rozkfad
w1e;kszosm aminokwasOw rozpoczyna si¢ od usuni¢cia grupy o-aminowej. Grupy te sa
najczesciej przenoszone na wegiel karbonylowy 2-oksokwasu (a-ketokwasu) przez
aminotransferazy. Reakcje te s3 odwracalne, a ich kierunek zalezy od wzglednego stgzenia
pary aminokwas — 2-oksokwas. W wyniku reakcu transaminacji substrat aminokwasowy staje
si¢ oksokwasem, a wchodzacy w reakcje oksokwas — aminokwasem. Z tego wzgledu,
aminotransferazy odgrywaja rol¢ nie tylko w rozktadzie aminokwasow, ale takze ich syntezie.

Waznymi aminotransferazami w metabolizmie zwierzat i roslin s3 aminotransferazy
asparaginianowa (AST) i alaninowa (ALT). Sa to enzymy przenoszace w sposob odwracalny
grupg —NH;, odpowiednio, z L-asparaginianu i L-alaniny na 2-oksoglutaran (a-ketoglutaran).
U zwierzat powstajacy L-glutaminian ulega deaminacji oksydacyjnej. W dalszych etapach,
uwolnione jony amonowe (NH,") daja mocznik. U ro$lin aminotransferazy s wazne dla
przebiegu fotosyntezy (rosliny typu C4) i regulacji fotooddychania, ale takze maja znaczenie
w warunkach stresowych, tj. niedobor azotu czy tlenu.

412.1. Wykazywanie aktywnosci ALT w Kkielkach lucerny z wykorzystaniem
chromatografii cienkowarstwowej

Zasada metody

Postep reakcji transaminacji w kierunku tworzenia glutaminianu moze by¢ $ledzony
z wykorzystaniem chromatografii  cienkowarstwowej i barwienia rozdzielonych
aminokwasow ninhydryng (por. rozdziat 2.6.4). Zrédtem enzymu jest ekstrakt przygotowany
z kietkow lucerny, substratami — L-alanina i 2-oksoglutaran.

Postepowanie

Przygotowanie ekstraktu z kietkow lucerny

1. Odwazy¢ okoto 3g kietkow lucerny, odnotowac¢ ich doktadng mase.

2. Kietki umiesci¢ w schtodzonym mozdzierzu, zala¢ zimnym buforem do homogenizacji
(3ml/1g tkanki), rozetrze¢ tluczkiem na mozliwie jednolita masg. Caly homogenat
przenies¢ do schtodzonej probowki wirdwkowe;.

3. Horélogenat wirowa¢ 10 min. w 4°C przy 18 000xg. Ostroznie zla¢ supernatant znad

0Sadu.

Odnotowac objetos$¢ supernatantu. Preparat przechowywac¢ w lodzie.

Uzyskany preparat poddac filtracji zelowej na kolumnie PD10 w celu zmiany buforu oraz

usuni¢cia drobnoczasteczkowych sktadnikow ekstraktu.

ok

Uwaga! Filtracji zelowej podda¢ 2,5ml preparatu stosujac si¢ do instrukcji dla kolumny
PD10. Do elucji zastosowac 0,3M bufor fosforanowy, pH 7,5.

Uwaga! W razie potrzeby, przed natozeniem na kolumneg, preparat ponownie odwirowaé
5 min. w 4°C przy 13 000xg.

Uwaga! Kolumna PD10 wymaga wcze$niejszego przygotowania.
Po zakonczeniu odsalania, kolumne PD10 przemy¢ 50ml wody destylowane;.

Opracowanie wynikow
Opisa¢ sposéb przygotowania ekstraktu z kietkow lucerny, podajac m.in. najwazniejsze
wartosci liczbowe.

Materialy i odczynniki
— Kielki lucerny (Medicago sativa)
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— Bufor do homogenizacji: 0,05M Tris-HCI pH 7,6; 0,4M sacharoza, 0,2% surowicza
albumina wotowa (BSA, Bovine Serum Albumin), 10mM DTT

— 0,3M bufor fosforanowy, pH 7,5

- lod

— mozdzierz

— wiréwka z chlodzeniem

— kolumna do odsalania PD10 wraz z instrukcja (PD10 Desalting Column, GE Healthcare)

Reakcja transaminacji L-alanina:2-oksoglutaran

Zasada oznaczenia

Aminotransferaza alaninowa katalizuje (w warunkach testu) przeniesienie grupy aminowej
z alaniny na 2-oksoglutaran tworzgc pirogronian i glutaminian:

L-alanina + 2-oksoglutaran — pirogronian + L-glutaminian

Reakcja jest prowadzona w 37°C, w optymalnych warunkach pH (7,5). W okreslonych
odstepach czasu czg$¢ mieszaniny reakcyjnej jest przenoszona do probowki zawierajacej
TCA w celu zahamowania reakcji. TCA powoduje wytracenie biatek z roztworu.
Aminokwasy pozostaja rozpuszczalne w roztworze.

Postepowanie

1. W probowce Eppendorfa przygotowac na $wiezo 0,25ml mieszaniny substratow: 200mM
L-alanina, 40mM 2-ketoglutaran w 0,15M buforze fosforanowym, pH 7,5.

Do 5 probowek Eppendorfa nakropi¢ po 1 kropli 100% TCA.

Przygotowa¢ mieszaning reakcyjng poprzez dodanie 0,25ml ekstraktu z kietkow do
0,25ml mieszaniny substratow.

Reakcj¢ prowadzi¢ w temp. 37°C.

Do przygotowanych probowek z TCA przenosi¢ po 75ul mieszaniny reakcyjnej po czasie
trwania reakcji 0, 5, 10, 30 i 60min.

Proby odwirowa¢ w wirdwce stotowej przy maksymalnych obrotach przez 3min.

o ak~ wb

Opracowanie wynikow:
Przedstawi¢ warunki prowadzonej reakcji.

Materialy i odczynniki

— 0,3M bufor fosforanowy, pH 7,5

— 0,5M L-alanina w wodzie

— 0,5M 2-oksoglutaran w wodzie

— 100% kwas trichlorooctowy (TCA)
— ekstrakt z kietkow lucerny

— blok grzejny ustawiony na 37°C

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Postepowanie

1. Umiesci¢ niewielka ilo$¢ uktadu rozwijajacego (do wysokosci ok. lem) w komorze
chromatograficznej
1 przykry¢ ja.

2. Na bibule zaznaczy¢ lini¢ startu (ok. 1,5cm od brzegu ptytki) i miejsca nanoszenia prob
(2 standardy 1 5 prob).

3. Na zaznaczone miejsca nanies¢ po 2ul standardow oraz po 2 ul supernatantow
z poszczegdlnych prob w nastepujacej kolejnosci: Ala, Omin, Smin., 10min., 30min.,
60min., Glu.

4. Poczeka¢ do wyschnigcia naniesionych prob.

5. Wilozy¢ bibule¢ do komory chromatograficznej tak, aby jej dolna krawedz byla rowno
zanurzona w uktadzie rozwijajacym, a linia startu znajdowata si¢ powyzej roztworu.
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6. Komorg przykry¢ i rozwija¢ chromatograf do momentu, gdy czolo fazy ruchomej znajdzie
si¢ ok. 1cm od gorne;j krawe;dzi bibuty.

7. Bibule doktadnie Wysuszyc a nastqpme spryska¢ roztworem ninhydryny.

8. Bibul¢ ponownie wysuszy¢ i umiesci¢ na 1-1,5min. w suszarce laboratoryjnej rozgrzanej
do 110°C.

Opracowanie wynikow

1. Opisa¢ warunki chromatografii.

2. Zalaczy¢ chromatogram (moze by¢ zdjecie) z opisem.

3. Okresli¢ jakosciowo sktad mieszanin rozdzielanych w chromatografii.

Materialy i odczynniki

— proby pobrane w trakcie trwania reakcji transaminacji
— 50mM L-alanina w wodzie (standard)

— 50mM kwas glutaminowy w wodzie (standard)

— uktad rozwijajacy: etanol:amoniak:woda 8:1:1

— 0,25% ninhydryna w acetonie

— bibuta Whatman No. 1

— komora chromatograficzna

— suszarka laboratoryjna ustawiona na 110°C

4.12.2. Oznaczanie aktywnosci ALT kolorymetryczna metoda Reitmana-Frankela
w ekstrakcie z kielkow lucerny

Zasada metody

Aminotransferazy katalizujag przeniesienie grup aminowych =z aminokwasow na
2-oksokwasy. Miarg aktywnosci aminotransferaz jest ilo§¢ powstatych oksokwasow, ktore w
obecnosci 2,4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH) przeprowadzane sa w fenylohydrazony.
Pochodne te charakteryzujg si¢ brunatno-czerwonym zabarwieniem w $rodowisku
alkalicznym. Szybko$¢ powstawania fenylohydrazondéw z pirogronianu (produkt reakcji
w warunkach testu) jest szybsze niz z a-ketoglutaranu (substrat reakcji w warunkach testu).
Dodatkowo, fenylohydrazony powstate z pirogronianu maja wigkszy wspotczynnik absorpcji
niz pochodne ketoglutaranu.

W pierwszej kolejnosm nalezy sporzadzi¢ krzywa wzorcowg (standardowa). W Kkolejnym
etapie - oznaczy¢ aktywno$¢ enzymatyczng ekstraktu z kietkow lucerny. Poniewaz nie jest
znana aktywno$¢ aminotransferaz w przygotowywanych ekstraktach nalezy réwnolegle
wykona¢ oznaczenia dla ekstraktu nierozcienczonego oraz kilku jego rozcienczen (np. x2, x5,
%10, x20 1 x50).

Uwaga! Podczas odmierzania poszezegolnych roztwordw nalezy zwraca¢ szczegdlng uwagg,
aby znalazly si¢ one W mieszaninie reakcyjnej (pipetowanie do roztworu) oraz, aby nie
zanieczy$ci¢ wzajemnie odczynnikow (zmiana koncowek).

67



Wykonanie krzywej wzorcowej dla ALT

. 1
Nr proby: (odczynnikowa) 2 3 4 5 6
DNPH [ul] 100 100 100 100 100 100
Substrat dla ALT [ul] 100 90 80 70 60 50
Wzorzec [pl] — 10 20 30 40 50
0,3M b. fosf. pH 7,5 [ul] 20 20 20 20 20 20
Wymieszac¢ 1 pozostawi¢ na 5 min. w temp. pokojowej
0,4M NaOH [ml] |1 |1 1 |1 |1 |1

Wymiesza¢, pozostawi¢ na 5 min. w temp. pokojowej 1 odczytaé Asgs wobec proby
odczynnikowej (1).

Jednostki ALT (IU/dm°)* | 0 [40 |80 [140 [225 325

* |U — jednostka migdzynarodowa (ang. international unit)

Opracowanie wynikow
Z uzyskanych wynikow wykresli¢ krzywa wzorcowa (zalezno$é Ases od 1U/dm?).

Wykonanie oznaczenia

Substrat dla ALT [ul] | 100
Inkubowac¢ ok. 5 min. w 37°C

& Ekstrakt z kielkéw lucerny [ul] | 20
Wymieszac i inkubowaé w 37°C przez doktadnie 30 min.

DNPH [pl] [100
Wymieszac¢ 1 pozostawi¢ na 20 min. w temp. pokojowe;j

0,4M NaOH [ml] |1

Wymiesza¢, pozostawi¢ na 5 min. 1 odczyta¢ Asps wobec prob odczynnikowych
(zawierajacych odpowiednig objetos¢ 0,3M buforu fosforanowego, pH 7,5 w miejsce
ekstraktu).

£ Oznaczenia wykona¢ rownolegle dla ekstraktu nierozcienczonego Oraz rozcienczonego
2 - 50x. Preparat rozciencza¢ zimnym 0,3M buforem fosforanowym, pH 7,5 i1 przechowywac
w lodzie.

Opracowanie wynikow

Odczyta¢ z krzywej wzorcowej aktywnos$¢ ALT w poszczegolnych probach.

Przedstawi¢, w formie tabeli, sktad poszczegolnych prob badanych oraz uzyskane wyniki
Obliczy¢ srednlq aktywnos¢ ALT w ekstrakcie [1U/dm?].

Obliczy¢ aktywno$¢ catkowitg [IU] ALT w ekstrakcie (nalezy Wziqc pod uwage, ze do
przygotowama koncowego ekstraktu wzigto tylko jego cze$¢ (2,5ml), ktora ulegta
rozcienczeniu do 3,5ml podczas filtracji zelowej).

5. Obliczy¢ aktywnosc w przeliczeniu na gram tkanki [IU/g].

el SN
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Materialy i odczynniki

— ekstrakt z kietkow lucerny przygotowany wg ¢w. 4.10.6.1

— substrat dla ALT: 0,2M L-Ala + 2mM 2-oksoglutaran w 0,1M buforze fosforanowym
pH 7,5

— DNPH (ImM 2,4-dinitrofenylohydrazyna w 1M HCI)

— wzorzec: 2mM pirogronian sodu w 0,1M buforze fosforanowym pH 7,5

— 0,3M bufor fosforanowy, pH 7,5

— 0,4M NaOH

— blok grzejny ustawiony na 37°C
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