2. Badanie kinetyki enzymow

Niemal wszystkie reakcje zachodzace w organizmach zywych przebiegajg przy udziale bardzo
silnych 1 wyjatkowo specyficznych biokatalizatoréw zwanych enzymami. Miedzynarodowa Unia
Biochemii zaproponowata w 1964 roku podziat enzyméw na 6 klas w zaleznos$ci od katalizowane;j
reakcji. Najliczniej reprezentowang klase enzymow stanowig hydrolazy (klasa EC 3). Enzymy te
katalizujg reakcje hydrolizy wigzan chemicznych wystepujacych w zwigzkach naturalnych.
Przedmiotem niniejszego ¢wiczenia bedzie oznaczenie aktywnosci enzymatycznej bydlecej S-
trypsyny (enzym proteolityczny).

Gloéwng podklasg hydrolaz stanowia enzymy uczestniczace w hydrolizie wigzan peptydowych. Sg
one okreslane ogolnym terminem peptydaz lub proteaz (EC 3.4). Wsrdd peptydaz wyrdzniane sg
endopeptydazy (zwane tez proteinazami), ktore hydrolizuja wigzania peptydowe wewnatrz tancucha
polipeptydowego i biatkowego (np. f-trypsyna) oraz egzopeptydazy, odpowiadajace za hydrolize
skrajnych wigzan peptydowych. Do tej ostatniej grupy naleza m.in. amino- i karboksypeptydazy
odcinajace pojedyncze reszty aminokwasowe odpowiednio od N- i C-koncéw tancucha
peptydowego.

W zalezno$ci od mechanizmu dziatania proteinazy dzielone sa na kilka podgrup, takich jak:
serynowe, cysteinowe, aspartylowe i metaloproteinazy.

Trypsyna nalezy do podgrupy proteinaz serynowych, w ktorej bardzo wazng rolg¢ odgrywa grupa
hydroksylowa reszty Ser!®®. Enzym ten hydrolizuje wiazania peptydowe jakie tworza grupy
karboksylowe zasadowych reszt aminokwasowych: Arg i Lys. Enzym ten peli szereg bardzo
waznych funkcji fizjologicznych. Zarowno jej niedobor, jak rowniez nadmierne st¢zenie, prowadzic
moze do bardzo groznych standw patologicznych (np. zapalenie i nowotwor trzustki). Z tego tez
powodu w organizmach zywych funkcjonuja bardzo sprawne mechanizmy kontrolujace poziom
tego enzymu. Zwiazkami, ktore zapobiegaja niekontrolowanej proteolizie s powszechnie
wystepujace w organizmach roslinnych i zwierzecych inhibitory proteinaz serynowych (w tym i
trypsyny). Inhibitory te sg najczeSciej biatkami o masie czasteczkowej od 3 od blisko 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 doswiadczeniu 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 dtugosci fali 410 nm absorpcja p-
nitroaniliny 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 o pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 8,3; 9,0; 10,0

30% kwas octowy

Probéwki zwykte szklane

. Stoper

10.Pipety miarowe automatyczne 20-200 pL oraz 100-1000 uL
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Wykonanie do$wiadczenia:
1. Oznaczanie zaleznosci aktywnosci trypsyny od pH

Przygotowac 9 probowek (lub kuwet). Do pierwszej doda¢ 2 mL wody, do kolejnych doda¢ po 2 mL
buforéw o réznym pH. Do probéwki 1 (odnosnik) doda¢ 50 pL wody, natomiast do pozostatych
doda¢ po 50 pL roztworu trypsyny. Nastepnie, do wszystkich probowek doda¢ jak najszybciej po 50
uL roztworu substratu, p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy i delikatnie zamiesza¢ zawarto$¢
probowki. Po 10 min przerwac¢ reakcj¢ poprzez dodanie po 100 puL 30% roztworu kwasu octowego.
Nastepnie delikatnie zamieszac.

Zmierzy¢ absorbancj¢ przy dtugosci fali 410 nm.
Wykresli¢ krzywa zaleznosci aktywnosci trypsyny od pH. Przedyskutowaé otrzymane wyniki.
2. Badanie przyblizonej kinetyki hamowania aktywnosci trypsyny

Do 9 probowek zawierajacych po 2 mL buforu o pH 8,3 doda¢ po 50 pL roztworu trypsyny.
Nastepnie do probowek od 2 do 9 dodac, mozliwie w jak najkrotszym czasie, nastgpujace objetosci
roztworu inhibitora (UWAGA: do probowki 1 nie dodajemy inhibitora): 20 uL, 30 L, 40 pL, 50 pL,
60 puL, 70 pL, 80 pL, 100 pL (objetosci dodawanego inhibitora przekonsultowaé z prowadzacym
zajecia) i delikatnie zamiesza¢ zawarto$¢ probowek. Po 15 minutach inkubacji do wszystkich
proboéwek dodac¢ po 50 pL roztworu substratu, p-nitroanilidu benzoilo-D,L-argininy. Po kolejnych 15
minutach przerwac reakcje poprzez dodanie do wszystkich probowek, mozliwie jak najszybciej, po
100 pL 30% roztworu kwasu octowego. Nastepnie delikatnie zamieszac.

Za pomocy spektrofotometru UV-Vis zmierzy¢ absorbancj¢ roztworéw z poszczegolnych probéwek
przy dtugosci fali 410 nm, stosujac jako odnos$nik probowke 1 (wzorzec) z éwiczenia 1. Wykresli¢
krzywa zalezno$ci absorbancji od objetosci dodanego roztworu inhibitora.

UWAGA: Okresli¢ przyblizong mase czasteczkows inhibitora wychodzac z zatozenia, ze reakcja
przebiega wedtug stechiometrii 1:1 i nieodwracalnie (E + | ~ EIl) oraz potowa spadku aktywnosci
trypsyny (Es10(50%)) odpowiada potowie zablokowania trypsyny. Masa czgsteczkowa trypsyny
wynosi 24000 Da.

Zakres materiatu:
Klasyfikacja enzymow, zasada dziatania enzymow, mechanizmy inhibicji, sposoby regulacji
aktywnosci enzymow, proteinazy serynowe (trypsyna, elastaza, chymotrypsyna).



