4. ldentyfikacja kwasnej fosfatazy w homogenacie z ziemniaka

Fosfataza kwasna (EC 3.1.3.2) jest ,.enzymem znacznikowym” (markerem) lizosomow.
Fosfatazy nalezg do klasy hydrolaz (klasa 3 obejmujaca enzymy katalizujace hydrolityczny
rozpad wigzan chemicznych), podklasy esteraz (obejmujacg enzymy hydrolizujace wigzania
estrowe), podpodklasy hydrolaz monoestrow fosforanowych.

Tabela 1. Klasy enzymow

Klasa | Nazwa Charakterystyka

EC1 | oksydoreduktazy katalizuja odwracalne reakcje utleniania i redukcji, a wiec
przemiany zwigzane z przeniesieniem protonow i elektronow;
wazne podklasy: oksydazy, peroksydazy, reduktazy,
monooksygenazy, dioksygenazy

EC2 | transferazy katalizuja przenoszenie grup funkcyjnych z czasteczki jednej
substancji (donor) na czasteczke drugiej substancji (akceptor);
wazne podklasy: Ci1-transferazy (przenoszace grupy

jednoweglowe), acylotransferazy, aminotransferazy,
fosfotransferazy (kinazy), glikozylotransferazy

EC3 | hydrolazy katalizuja rozpad substratu pod wptywem wody - na drodze
hydrolizy;
wazne podklasy: esterazy, glikozydazy, peptydazy, lipazy,
nukleazy

EC4 | liazy rozcinajg wigzania (m.in. C-C, C-O, C-N) na innej drodze niz

hydroliza i utlenianie. Katalizuja reakcje, w ktorych udziat
biora dwa substraty (w jednym kierunku) oraz jeden (w
przeciwnym). Dziatajagc na jeden substrat powoduja jego
rozpad na dwa produkty, czemu towarzyszy powstanie nowego
wigzania podwojnego lub utworzenie uktadu cyklicznego.
wazne podklasy: liazy C-C, liazy C-O, liazy C-N, liazy C-S

EC5 | izomerazy zmieniaja wzajemne polozenie grup chemicznych bez rozktadu
szkieletu = zwigzku; powoduja  wewnatrzczasteczkowa
izomeryzacje;

wazne podklasy: epimerazy, izomerazy Cis trans, transferazy
wewnatrzczasteczkowe

EC6 | ligazy (syntetazy) | powoduja taczenie dwoch substratow kosztem energii z ATP;
uczestnicza w tworzeniu nowych wigzan chemicznych;

wazne podklasy: syntetazy C-C syntetazy C-O syntetazy C-N
syntetazy C-S

Fosfatazy katalizuja odszczepienie reszty fosforanowej od cukrow, biatek, thuszczy, nukleotydow
I wielu innych wystepujacych w przyrodzie estréw kwasu fosforowego. Ponizy schemat przedstawia
substraty i produkty tej reakcji:
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monoester fosforanowy

Wyrdznia si¢ fosfatazy dziatajgce w srodowisku alkalicznym (EC 3.1.3.1), w zakresie pH 9 - 11 oraz
fosfatazy dziatajace w $srodowisku kwasnym, w zakresie pH 3,8 — 7,0. Te ostatnie sg typowe dla
komorek roslinnych, chociaz nie brakuje ich takze w komoérkach zwierzecych, gdzie wystepuja
przede wszystkim w lizosomach - niewielkich blonowych pecherzykach bedacych glownym
miejscem trawienia wewnatrzkomorkowego. Lizosomy zawierajg specyficzny zestaw hydrolaz



(Rys. 1), aktywnych w srodowisku kwasnym, uczestniczacych w rozktadzie organelli komérkowych
i wszystkich rodzajow makroczgsteczek dostarczanych do komorki réznymi drogami. Wiodacym
enzymem jest tu kwasna fosfataza uznawana za tzw. ,,enzym znacznikowy” lizosoméw. Kwasne
srodowisko wnetrza lizosomu (pH~5) utrzymywane jest dzieki dziataniu blonowej H*-ATPazy,
pompujacej H* z cytozolu do wnetrza lizosomu.
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Rys. 1. Schemat lizosomu (wg Albertsa i wsp. 1999)

W obojetnym pH cytoplazmy (pH 7-7,3), hydrolityczne enzymy lizosomalne wykazujg niska
aktywno$¢. Stanowi to przypuszczalnie mechanizm obronny przed samoistnym strawieniem
komorki, w przypadku gdyby enzymy dostaty si¢ do cytoplazmy. W komorkach roslin i grzybow
role lizosomow petni wakuola komoérkowa. Kwasny odczyn wnetrza wakuoli, istotny dla aktywnosci
wystepujacych tam enzymoéw hydrolitycznych, utrzymywany jest dzigki dziataniu dwoch pomp
protonowych (H™-ATPazy i H'-PPazy) zlokalizowanych w blonie otaczajgcej wakuole, tzw.
tonoplascie.

Poza naturalnymi substratami, hydrolazy monoestréow fosforanowych rozszczepiaja takze estry
fosforanowe fenoli, np. p-nitrofenylofosforan.

On
02N4®70—E—OH + 0 Losfataza OZNOOH + H,PO,
o)

p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol
Odczynniki i sprzet:
. Ziemniak
. Tarka do ziemniakoéw
. Probowki szklane
. Statywy do prébowek
. Pipety automatyczne
. Laznia wodna
. Spektrofotometr UV-VIS
.12 mL 0,005 ™ roztworu soli dwusodowej kwasu nitrofenylofosforanowego (M=371,14 g/mol)
(przygotowaé bezposrednio przed uzyciem, przechowywaé¢ w temp. 37°C )
9. 5mL 0,1 m buforu cytrynianowego o pH 5,2
10. 15 mL 1 ™M roztworu NaOH
11. 10 mL 0,005 m roztworu p-nitrofenolu w wodzie (M=139 g/mol)

CONO OIS~ WN B

Wykonanie doswiadczenia:

A. Izolacja ekstraktu enzymatycznego
Obrany i umyty ziemniak zetrze¢ na tarce, przesaczy¢ przez gaze i odstawi¢ do lodowki na okoto
15 min. Po tym czasie, odwirowa¢ wytragcony osad, a supernatant rozcienczy¢ czterokrotnie woda
destylowana.



B. Oznaczanie aktywnosci enzymatyczne fosfatazy
Do pigciu ponumerowanych probowek laboratoryjnych odpipetowa¢ roztwory wedlug
nastepujacego schematu:

nr probowki homogenat z woda [mL] bufor cytrynianowy
ziemniaka [mL] [mL]

1. kontrola 0 2,0 1,0

2. 0,5 1,5 1,0

3. 1,0 1,0 1,0

4 15 0,5 1,0

5 2,0 0 1,0

Probowki, po doktadnym wymieszaniu, wstawi¢ do tazni wodnej (lub suszarki laboratoryjnej) o
temperaturze 37°C na 15 minut. Nast¢pnie do kazdej probowki rozpipetowac szybko po 2 mL 0,005
M roztworu nitrofenylofosforanu sodu i podda¢ inkubacji w temperaturze 37°C przez okres podany
przez prowadzacego ¢wiczenia (0d 30 do 40 minut). Doktadnie po tym czasie, do kazdej probowki
doda¢ po 1 mL 1 ™ roztworu NaOH i calos¢ wymiesza¢. Nastepnie dla kazdej probowki
wykona¢ 16-krotne rozcienczenie, bezposrednio w kuwecie pomiarowej, W wodzie |
przeprowadzi¢ pomiar absorbancji przy dtugosci fali A =410 nm.

C. Wykonanie krzywej standardowej dla p-nitrofenolu
Rownolegle przygotowaé w probowkach roztwory o nastepujacym sktadzie :

Nr p- nitrofenol | p- nitrofenol | Ste¢zenie Stezenie p-nitrofenol |1 M | woda
probowki | [mL] [umol] p- nitrofenolu | p- nitrofenolu | po NaOH | [mL]
[mM] po rozcienczeniu | [mL]
rozcienczeniu | [umol]
[mM]
1 1 1 3
2 0,75 1 3,25
3 0,5 1 35
4 0,25 1 3,75
5 0,1 1 39
6 0,05 1 3,95
7 0,025 1 3,975

Dla kazdej probowki wykonaé, bezposrednio w kuwecie pomiarowej, 16-krotne rozcienczenie w
wodzie, zmierzy¢ wartosci absorbancji (przy A = 410 nm) i sporzadzi¢ krzywa wzorcowa dla p-
nitrofenolu (wykorzystujac dane z powyzszej tabelki) - na 0si rzgdnych (y) umiesci¢ wartosci
absorbancji, a na osi odcigtych (x) ilosci (umole) p-nitrofenolu po rozcienczeniu.

Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci szybkos$ci reakcji (umol/min.) od objetosci homogenatu. Obliczy¢ ilo§¢
homogenatu (uwzgledniajac wezesniejsze rozcienczenia) katalizujacg przemiang 1 umola substratu
w czasie 1 minuty — jest to jednostka enzymatyczna U. Otrzymany wynik poda¢ rowniez w jednostce
katal.
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