3. Oznaczanie aktywnosci proteinazowej trypsyny

Niemal wszystkie reakcje zachodzace w organizmach zywych przebiegaja przy udziale bardzo
silnych 1 wyjatkowo specyficznych biokatalizatoréw zwanych enzymami. Migdzynarodowa Unia
Biochemii zaproponowata w 1964 roku podziat enzymow na 6 klas w zaleznos$ci od katalizowane;j
reakcji. Do jednej z najliczniej reprezentowanej klasy enzymow zaliczajg si¢ hydrolazy (EC 3),
katalizujgce reakcje hydrolizy wigzan chemicznych wystepujacych w zwigzkach naturalnych.
Przedmiotem niniejszego ¢wiczenia bedzie oznaczanie aktywnosci enzymatycznej bydlecej B-

trypsyny.

Gltowng podklase hydrolaz stanowig enzymy uczestniczace w hydrolizie wigzan peptydowych. Sa
one okres$lane ogdlnym terminem peptydaz lub proteaz (EC 3.4). Ze wzgledu na rodzaj substratu i
potozenie wigzania peptydowego ulegajacego hydrolizie, proteazy mozna podzieli¢ na dwie
kategorie:

a) egzopeptydazy, ktore katalizujg reakcje hydrolizy wigzan peptydowych w matych peptydach 1
wymagajg obecnosci wolnej N- lub C-koncowej grupy funkcyjnej,

b) endopeptydazy (zwane tez proteinazami), ktore wykazuja aktywnos¢ enzymatyczng w stosunku
do protein.

W zalezno$ci od mechanizmu dziatania proteinazy podzielono na cztery podgrupy: serynowe,
cysteinowe, aspartylowe 1 metaloproteinazy.

Trypsyna nalezy do podgrupy proteinaz serynowych, w ktorej bardzo wazng role odgrywa grupa
hydroksylowa reszty Ser'®”. Enzym ten hydrolizuje wiazania peptydowe jakie tworza grupy
karboksylowe reszt Arg i Lys. Enzym ten pehni szereg bardzo waznych funkcji fizjologicznych. Jej
niedobor a takze nadmierne stezenie prowadzi¢ moze do bardzo groznych standéw patologicznych. Z
tego tez powodu w organizmach zywych funkcjonujg bardzo sprawne mechanizmy kontrolujace
poziom tego enzymu. Zwigzkami, ktore zapobiegaja niekontrolowanej proteolizie sg powszechnie
wystepujace w organizmach roslinnych 1 zwierzgcych inhibitory proteinaz serynowych (w tym i
trypsyny). Inhibitory te sg proteinami od 3 od ok. 700 kD. Zadaniem niniejszego doswiadczenia
bedzie badanie zalezno$ci aktywnosci trypsyny od pH oraz oznaczanie kinetyki hamowania
trypsyny przez inhibitor trypsyny wyodrgbniony z nasion soi. Stosowana w do$wiadczeniu metoda
oznaczania aktywnosci trypsyny polega na spektrofotometrycznym oznaczaniu p-nitroaniliny
uwalnianej w czasie reakcji trypsyny z jej substratem, p-nitroanilidem benzoilo-D,L-argininy.
Mierzona przy dlugosci fali 410 nm absorpcja tego zwiagzku jest wprost proporcjonalna do
aktywnosci trypsyny.

Odczynniki 1 sprzet laboratoryjny:

Spektrofotometr UV-Vis

Kuwety plastikowe

Roztwor trypsyny: 0,8 mg enzymu w 1 mL 1 mM roztworu HCI

Roztwor inhibitora: 0,25 mg w 1 mL wody

Roztwor substratu (p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy) 5 mg w 1 mL DMSO
Bufory: 0,1 M bufor octanowy pH 4,0; 5,0; 0,1 M bufor fosforanowy pH 5,0; 6,0; 0,1 M Tris-
HCI, pH 7,0; 8,0; 8,5; 9,0; 10,0

7. 30% kwas octowy

8. Probowki zwykte szklane
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0.Pipety miarowe automatyczne 20-200 pL



Wykonanie doswiadczenia:
1. Badanie przyblizonej kinetyki hamowania aktywnosci trypsyny

Do 10 probowek zawierajacych po 2,5 mL buforu o pH 8,5 dodaé: do pierwszej probowki
(wzorzec) 50 uL wody, do pozostatych po 50 pL roztworu trypsyny. Nastepnie do probéwek od 2 do
10 doda¢ mozliwie w jak najkrétszym czasie nastepujace objetosci roztworu inhibitora: O pL, 10 pL,
20 pr, 30 pr, 40 pr, 50 pr, 60 pr, 80 uL, 100 uL (objetosci dodawanego inhibitora przekonsultowac
z prowadzacym zajg¢cia). Po 15 minutach inkubacji do wszystkich probéwek doda¢ po 50 pL
roztworu substratu, p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy. Po kolejnych 15 minutach przerwac
reakcje poprzez dodanie do wszystkich proboéwek mozliwie jak najszybciej po 100 pL 30%
roztworu kwasu octowego. Za pomoca spektrofotometru UV-Vis zmierzy¢ absorbancje roztwordéw
z poszczeg6lnych proboéwek przy dtugosci fali 410 nm, stosujac jako odnosnik roztwor z probowki
1. Wykresli¢ krzywa zaleznos$ci absorbancji od obje¢tosci dodanego roztworu inhibitora.

UWAGA: Okresli¢ przyblizong mas¢ czasteczkowg inhibitora wychodzac z zalozenia, ze reakcja
przebiega wedtug stechiometrii 1:1 1 nieodwracalnie (E + I = EI) oraz potowa spadku aktywnosci
trypsyny (E410(50%)) odpowiada potowie zablokowania trypsyny. Masa czasteczkowa trypsyny
wynosi 24000 D.

2. Oznaczanie zaleznosci aktywnosci trypsyny od pH
Do 8 probéwek dodac¢ po 3 mL buforu o réznym pH oraz po 50 pL roztworu trypsyny. Nastepnie,
jak najszybciej dodac po 50 pL roztworu substratu, p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy. Po 10 min

przerwac reakcje poprzez dodanie po 100 pL 30% roztworu kwasu octowego.

Zmierzy¢, jak poprzednio, absorbancje przy diugosci fali 410 nm (wykorzystaé odnosnik z
pierwszego doswiadczenia).

Wykresli¢ krzywa zaleznosci aktywnosci trypsyny od pH. Przedyskutowa¢ otrzymane wyniki.
Zakres materiatu:

Klasyfikacja enzyméw, zasada dziatania enzymow, mechanizmy inhibicji, sposoby regulacji
aktywnos$ci enzymow, proteinazy serynowe (trypsyna, elastaza, chymotrypsyna).





