3. ENzYMY

3.1. Przyktady oznaczen niektorych enzymoéw

3.1.1. Ogodlne wtasciwosci i systematyka enzymow

Enzymy — biokatalizatory wytwarzane przez komorki — przyspieszaja przebieg reak-
¢ji termodynamicznie mozliwych poprzez obnizanie energii aktywacji. Szybko$¢ re-
akcji enzymatycznej (V) zalezy od stezenia enzymu i substratu, stezenia aktywatoréw
i inhibitoré6w oraz temperatury i pH. Mierzymy ja najczesciej przyrostem stezenia
produktu lub ubytkiem stezenia substratu w jednostce czasu. W warunkach optymal-
nych przy nadmiarze substratu i stalym stezeniu enzymu szybko$é jest wielkoscia
stalg, a wykres zaleznosci szybkosci od czasu odpowiada linii prostej (reakcja zero-
wego rzedu). W miare przebiegu reakgji jej szybkos¢ z wielu powodéw spada i dla-
tego wyznacza sie szybkosé poczatkowa reakeji (V,) dokonujgc pomiaru po mozliwie
krétkiej inkubacji enzymu z substratem. W takim przypadku szybkoéé reakcji jest
proporcjonalna do iloéci enzymu i moze stuzyé do pomiaru jego zawarto$ci w prébce.

Enzymy naleza do bialek o masach czasteczkowych w zakresie 104—106 daltonéw.
Niektore z nich to bialka proste zbudowane wylacznie z aminokwasow (np. trypsy-
na); inne wymagaja dla procesu katalizy sktadnika niebialkowego. Enzym jako calo$é
nazywamy holoenzymem, jego czes¢ biatkowa — apoenzymem, a cze$¢ niebialkowa,
uczestniczaca w reakeji — grupa prostetyczna lub koenzymem.

Klasyfikacja oraz nomenklatura enzymoéw s3 koordynowane przez Komitet No-
menklaturowy Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (z ang. NC-
IUBMB). Wedlug przyjetych zasad, enzymy i katalizowane reakcje podzielono na
sze$¢ klas glownych:

1. Oksydoreduktazy — katalizujg odwracalne reakcje utleniania i redukcji, a wiec

przemiany zwigzane z przeniesieniem protonéw i elektronow.

2. Transferazy — katalizujg odwracalne reakcje przeniesienia grup funkcyjnych
z donora na akceptor.

3. Hydrolazy — katalizuja nieodwracalne reakcje hydrolizy, a wiec rozpadu wia-
zan z jednoczesnym przylaczeniem si¢ jednej czasteczki wody na kazde wigza-
nie ulegajace rozpadowi.

4. Liazy — katalizujg niehydrolityczny rozpad wigzan (bez pobrania i wydzielania
ubocznych produktéw), niektore reakcje sa odwracalne.

5. Izomerazy — katalizujg reakcje przeksztalcen strukturalnych w obrebie cza-
steczki — reakcje odwracalne.

6. Ligazy czyli syntetazy — katalizuja synteze trwalych wigzan kowalencyjnych
(np. C-C, C-N, C-S, C-0) z wykorzystaniem wigzafni wysokoenergetycznych
ATP.
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W obrebie tych szesciu klas gléwnych wyréznia sie podklasy i podpodklasy, ktére
blizej charakteryzuja dang reakcje enzymatyczna. Zgodnie z przyjeta klasyfikacja,
kazdy enzym jest charakteryzowany przez 4 liczby, z ktérych pierwsza oznacza przy-
nalezno$¢ enzymu do jednej z klas gléwnych, druga i trzecia okreslaja przynalezno$é
do odpowiedniej podklasy i podpodklasy, czwarta za§ — kolejny numer enzymu
w obrebie podpodklasy. Przykladowo, trypsyna sklasyfikowana pod numerem EC
3.4.21.4, to enzym z klasy hydrolaz (cyfra 3), podklasy hydrolaz wigzan peptydowych
(cyfra 4 na drugiej pozycji), podpodklasy endopeptydaz serynowych (liczba 21)
i numerze porzagdkowym 4 (ostatnia cyfra).

Przynalezno$¢ enzymu do okreslonej klasy gléwnej, a wiec typ katalizowanej re-
akcji oraz nazwa substratu, na ktory dziala dany enzym, znajduja odbicie w systema-
tycznym nazewnictwie enzymoéw. Kazda nazwa zlozona jest z dwdch czesci, z ktérych
pierwsza okre$la typ katalizowanej reakcji (np. oksydoreduktaza), druga za$ wskazuje
substrat na ktéry dziala dany enzym. Nazwy systematyczne, chociaz jednoznaczne, np.
oksydoreduktaza nadtlenek wodoru : nadtlenek wodoru, s z reguly diugie, a przez to
niewygodne i dlatego w dalszym ciggu czesto stosuje sie nazwy potoczne — w tym
przypadku katalaza.

Niektére enzymy produkowane sa w formie nieaktywnej jako tzw. proenzymy
(zymogeny) np. trypsyna jako trypsynogen. Uaktywnienie proenzyméw zachodzi cze-
sto na drodze ograniczonej proteolizy, dzieki czemu dochodzi do uformowania sie
centrum aktywnego enzymu lub jego odstoniecia. Uaktywnienie enzyméw zachodzi
pod wplywem odpowiednich aktywatoréw lub tez pod wplywem aktywnych juz cza-
steczek tego enzymu (autoaktywacja).

Niektore enzymy wystepuja w organizmie w kilku formach rézniacych sie wlasci-
wosciami fizykochemicznymi. Czasem wynika to z obecnos$ci w czasteczce enzymu do- |
datkowych skladnikéw obdarzonych ladunkiem, np. reszt kwasu sjalowego (mikrohe-
terogeniczno$é bialek). Niekiedy jednak dany enzym wystepuje w poszczegdlnych
tkankach w postaci form roéznigcych sie skladem aminokwasowym, powstajacych
w wyniku transkrypcji osobnych genéw, utworzonych w wyniku duplikacji i mutacji
jednego pierwotnego genu. Te genetycznie uwarunkowane odmiany jednego enzymu
nazywamy izoenzymami. Z reguly dotyczy to enzymow oligomerycznych zbudowanych
z kilku lancuchéw polipeptydowych np. aldolazy. W niektérych przypadkach izoenzy-
my moga reprezentowac adaptacje biochemiczna np. dehydrogenaza mleczanowa mie-
$ni szkieletowych latwiej redukuje kwas pirogronowy niz analogiczny enzym z mie$nia
sercowego. W pewnych stanach patologicznych obraz izoenzyméw surowicy krwi ulega
charakterystycznej zmianie, co moze mie¢ znaczenie w diagnostyce kliniczne;j.

ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA: ]

¢ Budowa chemiczna enzyméw, enzymy mono- i oligomeryczne, kompleksy wie-
loenzymowe, definicje oraz przyktady takich pojeé¢ jak holoenzym, apoenzym,
koenzym, grupa prostetyczna, izoenzym, proenzym, zymogen, marker enzyma-
tyczny organelli komoérkowych.

Zasady klasyfikacji oraz nomenklatury enzymoéw.

e Ogodlny mechanizm dzialania enzyméw, podstawy termodynamiczne i kine-
tyczne biokatalizy, definicja oraz znaczenie szybko$ci poczatkowej reakeji en-
zymatyczne;j.

e Zasady wszystkich wykonywanych na éwiczeniach oznaczen.
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3.1.2. Oznaczanie aktywnosci katalazy (EC 1.11.1.6)
i wyznaczanie szybkosci poczatkowej reakcji enzymatycznej

ZASADA:
Katalaza czyli oksydoreduktaza nadtlenek wodoru : nadtlenek wodoru (EC 1.11.1.6)
jest hemoproteing zawierajaca 4 grupy hemowe. Rozklada H,O, wedtug reakgji:

HzOz + HzOz —2 H20 + OzT

Oznaczanie aktywnosci tego enzymu mozna przeprowadzi¢ m.in. metodg miarecz-
kowa. Polega ona na oznaczeniu ubytku substratu czyli H,O,, przez miareczkowanie
manganometryczne probek pobieranych z mieszaniny inkubacyjnej, w ktorej Zro-
dlem H0, jest nadboran sodu. W miare ubytku substratu szybkos$¢ reakcji spada,
nalezy wiec stosowaé enzym odpowiednio rozcienczony oraz wyznaczy¢ szybkos¢ po-
czatkowa reakcji. Miareczkowanie H,O, nadmanganianem przebiega wedlug row-
nania:

2 KMnO, + 5 H;O, + 3 H,SO4 — 2 MnSO4 + 5 0,1 + K;SO4 + 8 H,O

Na tej podstawie mozna wyliczyé, ze 1 ml 0,02 M KMnO, zuzytego do miareczkowa-
nia odpowiada 50 pmolom H,0, obecnym w mieszaninie reakcyjnej. Zrodlem kata-
lazy jest Swiezo przygotowany hemolizat krwinek czerwonych. Szybko$é poczatkowa
reakcji mozna wyznaczy¢ graficznie z wykresu przedstawiajacego ilo$¢ rozlozonego
H,0, w zaleznosci od czasu. W tym celu nalezy przeprowadzi¢ styczng do narysowa-
nej krzywej rozpoczynajacej sie¢ w punkcie 0 i wyznaczy¢ szybko$é poczatkows, ktorej
miarg jest tangens kata, jaki tworzy styczna z osia odcietych.

WYKONANIE:

Przygotowac¢ serie 6 zlewek (o pojemnosci okolo 25 — 50 ml) i do kazdej odpipetowaé
po2ml1M H.SO, z dodatkiem 1% MnSO, (katalizator). W oddzielnej zlewce o po-
jemno$ci 100 ml przygotowaé¢ mieszanine reakcyjng: 1,5 ml hemolizatu krwinek
(rozcieniczonego wedlug wskaz6wek asystenta 0,1 M buforem fosforanowym pH 7,4),
15 ml 0,1 M buforu fosforanowego i 15 ml 0,1 M nadboranu sodu. Wymieszaé i na-
tychmiast pobra¢ 5 ml do pierwszej z wczesniej przygotowanych zlewek z kwasem.
Pozostalo$¢ mieszaniny inkubowa¢ w temperaturze pokojowej i co 3 min pobieraé
5 ml do kolejnej zlewki z przygotowanej serii z kwasem. Zawarto$¢ zlewek miarecz-
kowac biureta napelniong 0,02 M KMnO,. UWAGA: enzym uzyty w do§wiadczeniu
powinien by¢ tak rozcieficzony, aby roznica ilosci KMnO, zuzytego na dwa kolejne
miareczkowania w odstepach 3 minutowych nie przekraczala 2 ml.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Obliczy¢ liczbe mikromoli H,O. rozlozonego przez enzym podczas inkubacji i wyniki
przedstawi¢ w postaci wykresu (na osi odcietych — czas w minutach, na osi rzed-
nych — mikromole rozlozonego H,0.). Z wykresu odczytaé szybkoéé poczatkows.
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3.1.3. Oznaczanie aktywnosci rodanazy (EC 2.8.1.1)

ZASADA:

Rodanaza (transsulfuraza tiosiarczanu) jest wygodnym enzymatycznym znacznikiem
mitochondriéw watroby. W centrum aktywnym tego enzymu znajduje sie reszta cy-
steiny. Rodanaza katalizuje przeniesienie atomu siarki na jon CN- zgodnie z reakcja:

Na2$203 + KCN — Nast3 + KSCN

Jon rodankowy, bedacy produktem reakcji, mozna oznaczy¢ iloSciowo w reakgcji z
jonami zelaza (III):

Enzym-SH + S,0;° — Enzym-S-SH + SO;*

CN — SCN
Enzym-S-SH >  Enzym-SH

Fe** + 3 SCN — Fe(SCN),

WYKONANIE:

Do zlewki o pojemno$ci okolo 25 ml odmierzy¢é 0,5 ml rozcieficzonego (wedtug
wskazéwek asystenta) enzymu (homogenat watroby szczura), dodaé 1 ml 0,125 M
tiosiarczanu i 0,5 ml 0,2 M KH,PO,, wymieszaé, a nastepnie ostroznie (UWAGA:
silna trucizna!) doda¢ 0,5 ml 0,25 M roztworu cyjanku potasu KCN. Wymiesza¢ po-
nownie i inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5 min. Doda¢ 0,5 ml formali-
ny, wytrzasnac i doda¢ 2,5 ml odczynnika zelazowego. Probke §lepa sporzadzic iden-
tycznie, z t3 réznicg, ze formaline (hamujaca reakcje enzymatyczng poprzez dena-
turacje bialka) nalezy doda¢ przed KCN. Jezeli probki s3 zélte zmierzyé¢ ich
absorbancje przy 460 nm wobec H,O bez rozcienczenia. Jezeli probki s3 czerwone
rozcieficzy¢ je przed pomiarem absorbancji przez dodanie 25 ml destylowanej H.O.
UWAGA: prébki metne (zawierajace duze iloSci biatka) nalezy przesaczyé¢ przez
saczki bibulowe po rozcienczeniu. W podanych warunkach w prébkach nierozcien-
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czonych 1 uymol SCN- daje absorbancje 0,8 a w probkach rozcienczonych 1 umol
SCN- daje absorbancje 0,11.

UWAGA: nalezy zachowaé¢ duzg ostroznoéé przy pipetowaniu roztworu cyjanku
potasu. Uzy¢ pipety automatycznej lub nasadki na pipete szklang, a probki wylewac
do specjalnie przygotowanego naczynia zawierajacego roztwor zasady, nie do zlewu!

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Obliczy¢ (z proporcji) ilos¢ mikromoli produktu uwolnionego w ciaggu 1 min przez
enzym zawarty w 1 ml nierozcieficzonego homogenatu watroby szczura. Przeliczenie
takie jest w tym przypadku mozliwe, bowiem z wcze$niejszych doswiadczen wynika,
ze w ciggu pierwszych 5 minut zachowany jest prostoliniowy charakter zaleznosci
przyrostu stezenia produktu od czasu.

3.1.4. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej
(EC 1.1.2.3)

ZASADA:
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) katalizuje przemiane pirogronianu w mleczan
oraz reakcje odwrotna, zaleznie od stezen reagentow.

CH;-CO-COO™ + NADH + H* & CH;-CHOH-COO™ + NAD*

Enzym ten wystepuje we wszystkich komérkach, a szczegélnie obficie w miesniach
szkieletowych, watrobie i mie$niu sercowym. LDH izolowane z roznych typow tkanek
katalizuja wprawdzie identyczne reakcje, lecz enzymy te réznig sie wlasciwosciami
fizykochemicznymi, stanowigc klasyczny przyklad izoenzyméw. Jedng z metod ozna-
czania aktywno$ci LDH jest metoda spektrofotometryczna. W reakeji pirogronianu
z NADH katalizowanej przez LDH dochodzi do spadku absorbancji przy 340 nm spo-
wodowanego ubytkiem NADH. Forma utleniona NAD* wykazuje pasmo absorpcyj-
ne przy 260 nm, natomiast forma zredukowana posiada dodatkowe pasmo przy 340
nm. Szybko$é reakcji tworzenia mleczanu i NAD* (a tym samym aktywno$é enzymu)
mozna wiec mierzy¢ sledzac obnizenie wartosci absorbancji przy 340 nm:

forma utleniona (NAD+): forma zredukowana (NADH):
H H
/ //O /O
N N
| NH2 . ‘ NH,
S
il 1
ryboza-P-P-adenina ryboza-P-P-adenina
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Widma absorpcyjne NAD* oraz NADH:

Absorbancja

WYKONANIE:

Nastawi¢ spektrofotometr na 340 nm i uzZywajac kwarcowej kuwety dokonaé zero-
wania wzgledem wody destylowanej. W celu oznaczenia aktywnosci LDH odmierzy¢
bezposrednio do kwarcowej kuwety pomiarowej 3 ml 0,05 M buforu fosforanowego
pH 7,5 zawierajacego 3 mM pirogronian, po czym doda¢ 0,05 ml 9 mM NADH
i 0,1 ml rozcieficzonego wedlug wskaz6éwek asystenta homogenatu watroby. Przy sto-
sowaniu kuwety kwarcowej z przewezeniem, objetosci roztworéw zmniejszy¢ o poto-
we. Natychmiast po zmieszaniu zmierzy¢ absorbancje przy 340 nm i dokonywac dal-
szych pomiaréw w odstepach 30 sekundowych przez 5 min.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Sporzadzi¢ wykres spadku absorbancji (A) w czasie, wykre$lié¢ styczng do krzywej
i odczytaé warto$é A po 1 min. Aktywno$é enzymu wyrazié w pmolach przetworzone-
go substratu (NADH) w ciggu 1 min przez enzym zawarty w 1 ml nierozcieficzonego
homogenatu watroby. Do obliczef przyjac, ze absorbancja roztworu zawierajgcego
1 umol NADH w 3,15 ml (objetos¢ mieszaniny inkubacyjnej) wynosi 1,97.

3.1.5. Oznaczanie aktywnosci trypsyny (EC 3.4.21.4)

ZASADA:

Trypsyna jest enzymem proteolitycznym wytwarzanym w trzustce. Optimum dziala-
nia tego enzymu mie$ci si¢ w zakresie pH 7,6—-8,0. Enzym ten hydrolizuje wigzania
peptydowe po karboksylowej stronie reszt lizyny i argininy. Po strawieniu bialtka po-
jawiaja sie wolne grupy karboksylowe i aminowe, ktére mozna oznaczy¢ metoda mia-
reczkowg (np. przyrost ilosci grup aminowych metoda formolowa Sorensena).

WYKONANIE:

Do kolbki o objetosci 50 ml odmierzyé¢ 16 ml 4% roztworu zZelatyny i 4 ml roztworu
trypsyny (2,4 mg/10 ml 0,5% Na,CO,). Natychmiast po zmieszaniu pobra¢ 2,5 ml
mieszaniny i przenie$¢ do kolbki zawierajacej 5 ml zoboj¢tnionej formaliny (prébka
kontrolna). Pozostalo§¢ inkubowaé w temperaturze 37°C i pobieraé¢ analogiczne
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probki po 5, 10, 20, 40 i 60 min. Wszystkie probki miareczkowaé 0,02 M NaOH
z mikrobiurety, w obecnosci fenoloftaleiny.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Uwzgledniajac wynik miareczkowania proby kontrolnej, wyliczy¢ liczbe mikromoli
uwolnionych grup aminowych po okreslonym czasie trawienia bialka. Nalezy pamie-
taé, ze 1 ml 0,02 M NaOH uzytego do miareczkowania odpowiada 20 pmolom grup
aminowych. Uzyskane wyniki przedstawi¢ w postaci wykresu. Wykresli¢ styczng do
krzywej 1 wyznaczyé szybkos$¢ poczatkowa V, (patrz oznaczenie aktywnosci katalazy).

ODCZYNNIKI:

Homogenat watroby szczura: watrobe odplukaé od krwi zimnym 0,9% NaCl i pocia¢
dokladnie nozyczkami. Podzieli¢ na 5 czeéci i homogenizowaé z 4 objeto$ciami wy-
chlodzonego 0,9% NaCl w homogenizatorze Potter-Elvehjema (teflon-szklo) przez
okolo 2 min przy 1000 obr./min. Wszystkie zabiegi wykonywa¢ przy chlodzeniu lo-
dem. Homogenat rozcienczyé dwukrotnie i odwirowa¢ przez 10 min przy 2500 ob-
r./min wwiréwce K-23 w temperaturze +4°C. Osad odrzuci¢, a nadsgcz wirowac
w plastikowych probéwkach w wiréwce K-24 przy 8000 obr./min przez 15 min
w temperaturze 4°C. Nadsacz zamrozic¢ w kilku porcjach.

Hemolizat krwinek czerwonych: odwirowaé 2,5 ml krwi pobranej do cytrynianu,
osad przemyc¢ 2 razy 5 ml 0,9% NaCl, a nastepnie do osadu doda¢ 7,5 ml wody desty-
lowanej. Wytrzasnaé i ponownie odwirowa¢ na nasadce szybkoobrotowej w celu
usuniecia blon erytrocytow.

Trypsyna (2,4 mg/10 ml 0,5% Na,CO,); 0,1% bufor fosforanowy pH 7,4; 0,1 M
nadboran sodu (NaBO,-H,0,-3H.0) 1,54 g/100 ml, przygotowa¢ bezposrednio przed
uzyciem; 1 M H,SO,; 0,02 M KMnO,; 1% MnSO,; 0,125 M tiosiarczan sodu;
0,25 M KCN; formalina (38% roztwor aldehydu mréwkowego); odczynnik zelazowy
(50 g Fe(NO3);-90H.O + 100 ml 65% HNO, (stezony) + woda destylowana do
500 ml). Jezeli brak azotanu zelaza to mozna go zastgpi¢ (60 g FeNH,(SO,).-12H.0
+ 100 ml 65% HNO, + woda destylowana do 500 ml); 0,05 M bufor fosforanowy pH
7,5 zawierajgcy 3 mM pirogronian sodu (14,8 ml 0,05 M KH,PO, + 85,2 ml 0,05 M
Na,HPO, + 3,3 mg pirogronianu sodu); 9 mM NADH (6,3 mg NADH rozpusci¢
w1ml 0,01 M NaOH); 0,1 M bufor maleinianowy pH 6,5; substrat do oznaczania
glukozo-6-fosfatazy: glukozo-6-fosforan (odwazy¢ 30 mg G-6-PNa, i rozpuscic
w 1 ml buforu maleinianowego). Jezeli jest dostepna tylko s61 barowa G-6-P, nalezy
substrat przygotowac¢ nastepujaco: do 260 mg G-6-PBa-7 H,O w prob6éwce wirow-
kowej doda¢ 2 ml H,0 i 1 krople 1 M HCI do rozpuszczenia. Nastepnie wsypac 72 mg
bezwodnego Na,SO, i powstaly osad odwirowaé. Przela¢ supernatant, doprowadzié¢
pH do 6,5 i uzupelni¢ woda do 5 ml. Przechowywaé¢ w zamrazarce. 6% TCA; 5 M
H,S0,; 2,5% molibdenian amonu (2,5 mg molibdenianu amonu rozpuscié¢ w 20 ml
H,O, przeniesé¢ do kolby miarowej na 100 ml zawierajacej 5 ml 5 M H,SO, i uzupelnié¢
H,0). Roztworu nie uzywa¢ po wypadnieciu osadu. 0,25% eikonogen (kwas 1-amino-
2-naftolo-4 (lub 6) sulfonowy) — (do okolo 90 ml wody o temperaturze 90°C dodaé
15 g Na.S,0;, po rozpuszczeniu dodac 25 g eikonogenu i wytrzasa¢ do uzyskania zawie-
siny. Dodaé 1g Na,SO,, jezeli eikonogen si¢ nie rozpusci, mozna jeszcze dodac
Na,SO,). Przechowywaé w ciemnej butelce; roztwor trwaly kilka tygodni. Substrat do
oznaczania fosfatazy alkalicznej; 60% TCA; 4% roztwor zelatyny; formalina zobojet-
niona wobec fenoloftaleiny; 0,02 M roztwor NaOH.
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MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:
Homogenizator, wiréwka K-23, wirdwka K-24, spektrofotometr.

3.2. Badanie kinetyki reakcji enzymatycznej

3.2.1. Wprowadzenie do kinetyki reakcji enzymatycznych

Znajomo$¢ kinetyki reakcji enzymatycznych umozliwia zrozumienie roli, jakg spel-
niaja enzymy w procesach metabolicznych. Wedlug historycznych zaleceni Komisji
Enzymowej z 1961 r., jednostka standardowa enzymu (U) odpowiada takiej jego ilo-
§ci, ktora katalizuje przemiane 1 mikromola substratu w ciggu 1 min w warunkach
optymalnych (miano: pmol/min). Natomiast stopien czystoSci preparatow enzyma-
tycznych okre$la aktywnosé wlasciwa, tzn. liczba jednostek standardowych przypa-
dajaca na 1 mg biatka preparatu (U/mg). Dla maksymalnie oczyszczonych prepara-
tow enzymu mozna wyznaczy¢ aktywnosé molekularna, tj. liczbe czasteczek sub-
stratu przeksztalconych w czasie 1 min przez 1 czgsteczke enzymu w warunkach
optymalnych. Aktywno$§é molekularna wyraza sie w takich samych jednostkach co
stala katalityczna — ke ( patrz dalej).

W 1972 r. Komisja Enzymowa wprowadzila zmiany w definicji jednostki enzyma-
tycznej. Jeden katal (kat) jest to taka aktywno$é enzymu, ktora przeksztalca 1 mol
substratu w ciagu 1 sekundy. Jego mianem jest mol/s, a pochodnymi s3 mikrokatal
inanokatal. Aktywnos¢é wlasciwa wyraza si¢ w mikrokatalach na kilogram biatka
(1kat/keg).

Zalezno$¢ miedzy szybko$cig reakcji enzymatycznej a stezeniem substratu przed-
stawiona graficznie ma najczeSciej ksztalt wycinka rownoramiennej hiperboli (z wy-
jatkiem enzymow allosterycznych, dajacych czesto krzywe sigmoidalne):

A
\

Vimax b o e o e e oope e

\ﬂ‘\.

Km [S?

Wykres zalezno$ci szybkos$ci reakcji enzymatycznej od stezenia substratu
. wg Michaelisa-Menten

W miare nasycania enzymu substratem szybkosé¢ reakcji enzymatycznej zbliza sie
asymptotycznie do wartosci granicznej, nazywanej szybko$cia maksymalng (Vmax).
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Dla reakcji enzymatycznej przebiegajacej wg rownania:
E+S < '»ES X2»E+P

stosunek stalych predkosci (k -,+k;)/k, jest miara powinowactwa enzymu do substra-
tu. Jest on staly i okre§lany mianem stalej Michaelisa Km. Liczbowo jest ona réwna
takiemu stezeniu substratu (S), przy ktérym szybkos$¢ reakcji jest rowna polowie
szybkos$ci maksymalnej (patrz rysunek wyzej). Natomiast stala katalityczna (keat) jest
stosunkiem liczbowym szybkosci maksymalnej do stezenia enzymu wyrazonego np.
w mikromolach, za§ mianem k. jest odwrotno$é czasu wyrazona w sekundach:

V max _ pmol - 5™ 1
Kea pumole enzymu pmol =S

Stala k.. (a takze aktywnos$¢ molekularna) okresla liczbowo reaktywnos$é enzymu lub
inaczej, jego zdolnos$ci katalityczne i wyraza liczbe czasteczek substratu, ktore prze-
ksztalca 1 czasteczka enzymu w jednostce czasu w warunkach pelnego wysycenia en-
zymu substratem. Jednakze rzeczywista miarg efektywnosci biologicznej enzymu jest
stosunek Kkeat/Km. Wartoéé liczbowa tego stosunku pozwala poréwnaé skutecznosc
dzialania roznych enzymow przy niewielkich stezeniach substratow, a wiec w warun-
kach panujacych czesto w zywym organizmie.

Rozwazajac wplyw stezenia substratu na szybko$é reakcji enzymatycznej nalezy
uwzglednié liczbe substratéw uczestniczacych w danej reakcji. Jezeli w reakcji bierze
udzial jeden substrat, zaleznoé¢ miedzy jego stezeniem a szybko$cig reakcji opisuje
np. rownanie Michaelisa-Menten, za$ graficznie przedstawiaja krzywe Michaelisa-
Menten i Lineweavera-Burka. Wykres zalezno$ci odwrotnosci szybko$ci reakeji en-
zymatycznej od odwrotnosci stezenia substratu wedlug Lineweavera-Burka przed-
stawia sie nastepujaco:

_1_ &
v ,,."~9
4—7@'
1 K, 1 N 1
1 V 7 Vo [S] V max
max

|- & S

W reakcjach enzymatycznych w organizmie biorg udzial czesto dwa lub wiecej
substratéw, np. w wielu reakcjach katalizowanych przez transferazy. W tego typu
katalizie wyr6znia sie dwa typy mechanizmow reakcji: sekwencyjny i niesekwencyjny
(tzw. ping-pong). Podzialu dokonano w zalezno$ci od tego czy substraty muszg byé¢
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Zwiazane z enzymem zanim pierwszy produkt zostanie uwolniony czy tez niezaleznie. Kinetyka tych reakcji
jest bardziej ztozona anizeli kinetyka reakcji jednosubstratowych.

Inhibitorami enzymow nazywamy swoiste czynniki hamujace przebieg okreslonych reakcji
enzymatycznych. Dziatanie ich moze by¢ nieodwracalne (inaktywatory enzymow) lub odwracalne, jezeli
kompleks enzym-inhibitor ma zdolnos¢ do dysocjacji. Inhibitory odwracalne mogg si¢ wigza¢ w miejscu
aktywnym enzymu lub poza nim. Te, ktére wiaza si¢ w centrum aktywnym enzymu sg nazywane
inhibitorami kompetycyjnymi (wspdizawodniczacymi), bo konkurujg z substratem o miejsce wiazace
enzymu. Ich dzialanie ulega ostabieniu w miar¢ wzrostu st¢zenia substratu, zwigksza si¢ zatem wartos¢ K, ,
ktéra w obecnosci inhibitora staje si¢ wowczas tzw. pozorna stala Michaelisa Kqqpp. Predkos¢é maksymalna
reakcji pozostaje taka sama chociaz do jej osiagnigcia bgdzie oczywiscie wymagana wigksza ilos¢ substratu
aby zniwelowa¢ dziatanie inhibitora. Natomiast inhibitory wigzace si¢ z enzymem poza centrum aktywnym
okresla si¢ jako nieckompetycyjne (niewspotzawodniczace) lub akompetycyjne (gdy inhibitor moze si¢ wiazac
wytacznie z kompleksem enzym-substrat). Inhibicja nieckompetycyjna moze byc czysta (gdy zwiazanie
inhibitora nie wplywa na wiazanie substratu do enzymu, rzadko wystgpuje) lub mieszana (czgstszy
przypadek, gdy zwiazanie inhibitora wptywa na si¢ wiazania substratu z centrum aktywnym enzymu). W
przypadku inhibicji niekompetycyjnej czystej K, pozostaje niezmienna, zmniejsza si¢ tylko Ve, za$ w
inhibicji niekompetycyjnej mieszanej zmniejsza si¢ wartosé V., a rosnie lub maleje wartos¢ pozornej statej
Michaelisa K. Natomiast w inhibicji akompetycyjnej maleja zaréwno Vo, jak i wartos¢ pozomnej statej

Michaelisa Kqqpp. Graficzna ilustracja tych zaleznosci w uj¢ciu Lineweavera — Burka przedstawia sig

nast¢pujaco:
inhibicja inhibicja
kompetycyjna 'akompetycyj na
1 . 2
A%
inhibicja
niekompetycyjna - - - -~
mezana /SN /S L7 A~
===~ brak hamowania
inhibicja .
niekompetycyjna
czysta

o

L
(s]

Osobna klasg inhibitorow stanowia ujemne efektory allosteryczne. lecz kinetyka reakgji allosterycznych nie

bgdzie tutaj omawiana.
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ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

¢ Kinetyka reakcji enzymatycznych w ujeciu Michaelisa-Mentena oraz Linewe-
avera-Burka.

e Kinetyka hamowania reakcji enzymatycznych, typy, przyklady oraz znaczenie
fizjologiczne inhibitoré6w enzymatycznych.

e Arylosulfatazy - katalizowane reakcje, rola w organizmie, oznaczanie aktywno-
$ci.

e Zasady wszystkich wykonywanych na éwiczeniach oznaczen.

LITERATURA UZUPELNIAJACA:
e Elementy enzymologii. Witwicki J., Ardelt W. (red.), PWN, Warszawa 1984.
¢ Lugowska A., Tylki-Szymanska A., Arylosulfataza a efekty niedoboru. Postepy
Biochemii, 42 (1996) 284.
e Biochemistry (j. ang.). Garrett RH., Grisham CM. (red.), Belmont 200s5.

3.2.2. Wyznaczanie statej Michaelisa dla arylosulfatazy A
(EC 3.1.6.1) '

Arylosulfatazy s3 enzymami katalizujacymi in vitro hydrolize estréw siarczanowych
fenoli wedlug reakcji:

R-O-SO;H + H,0 — R-OH + SO,/ 2+H*

Opierajac sie na specyficznosci substratowej, wplywie inhibitoréw i lokalizacji sub-
komérkowej dokonano podziatu arylosulfataz na dwa typy, 1i Il. Enzymy typu I wy-
kazuja optimum dzialania w Srodowisku obojetnym lub stabo zasadowym. Charakte-
ryzuje je mala specyficzno$¢ substratowa, a ich aktywno$¢ enzymatyczna jest hamo-
wana przez cyjanki. U ssakéw nazwano te enzymy arylosulfataza C i sq one znacz-
nikami frakcji mikrosomowej. Arylosulfatazy typu II charakteryzuja si¢ optimum
dzialania lezacym w zakresie kwa$nym. Hamowane sg przez jony siarczanowe
i fosforanowe i cechuje je wysoka aktywno$¢ wobec siarczanu p-nitrokatecholu
(NCS). Nalezg do hydrolaz lizosomowych. Dzieli sie je na arylosulfataze A i B. Enzy-
my te roéznig si¢ masg czasteczkowa, optimum pH i powinowactwem do substratu.
Stala Michaelisa wobec NCS jako substratu wynosi odpowiednio dla arylosulfatazy
z watroby ludzkiej 1,54 mM, z watroby wolowej 0,47 mM, z watroby szczura 0,84
mM. Obecnosé¢ w Srodowisku reakgji inhibitor6w kompetycyjnych sprawia, ze war-
to$¢ pozornej stalej Michaelisa Kmapp podnosi sie do wartosci okoto 5-6 mM.
Arylosulfataza A jest kwasna glikoproteing o duzej zawarto$ci reszt kwasu glu-
taminowego i asparaginowego oraz proliny. Centrum aktywne zawiera reszty histy-
dyny oraz co najmniej dwie reszty argininy. Naturalnym substratem dla tego enzymu
jest m.in. siarczan cerebrozydu — wazny sktadnik mieliny. Deficyt aktywno$ci arylo-
sulfatazy A prowadzi do spichrzania siarczanu cerebrozydu gléwnie w mielinie
osrodkowego uktadu nerwowego i nerwéw obwodowych, co prowadzi do demielini-
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zacji a w konsekwencji do zaburzen neurologicznych z demencjg wiacznie (leuko-
dystrofia metachromatyczna).

Kinetyka reakcji katalizowanych przez arylosulfataze A, szczegdlnie hydrolizy NCS
wyraza sie nietypowg tzw. anomalng zalezno$cig od stezenia enzymu i czasu trwania
reakcji. Anomalng kinetyke wynikajaca z autoinaktywacji mozna czeSciowo odwrdcié
wprowadzajac do §rodowiska inhibitory kompetycyjne takie jak np. jony SO,2-.

Wyznaczanie K, polega na:
1. Wykre$leniu krzywych kinetycznych przyrostu produktu reakcji enzymatycz-
nej w czasie inkubacji dla kilku réznych stezen substratu.
2. Graficznym znalezieniu szybkosci poczatkowych.
3. Sporzadzeniu wykresu zalezno$ci miedzy odwrotnoscig szybkosci poczatko-
wych a odwrotno$cig stezenia substratu (wykres Lineweavera-Burka).

ZASADA:

Arylosulfatazy hydrolizuja wigzania estrowe syntetycznych estréw siarczanowych
fenoli, m.in. siarczanu p-nitrokatecholu (2-hydroksy-5-nitrofenylosiarczan). Uwol-
niony 4-nitrokatechol oznacza sie spektrofotometrycznie przy 515 nm.

WYKONANIE A (metoda tradycyjna z uzyciem probowek i spektrofotometru):

W probéwce typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml sporzadzi¢ mieszanine reakcyjna:
0,6 ml homogenatu watroby (zrédlo arylosulfatazy), 0,6 ml substratui 0,6 ml 0,5 M
buforu octanowego pH 5,0 zawierajacego 10% NaCl. Mieszanine wytrzasnaé, inku-
bowa¢é¢ w temperaturze 37°C i po czasie 2, 4, 6, 8 i 10 min pobiera¢ po 300 pl i prze-
nosi¢ do uprzednio przygotowanych probéwek (typu Eppendorf 1,5 ml) zawieraja-
cych 1 ml 0,5 M NaOH. Po wymieszaniu zmierzy¢ absorbancje przy 515 nm na
spektrofotometrze wzgledem $lepej odczynnikowej. Slepa odczynnikowa przygoto-
wacé w sposob nastepujacy: 100 pl 0,5 M buforu octanowego pH 5,0 zawierajacego
10% NaCl, 100 pl substratu i 100 pul H,0 inkubowaé¢ w temperaturze 37°C i po 5 min
dodaé 1 ml 0,5 M NaOH.

Opisane oznaczenie wykonac dla 6 roéznych stezen substratu w zakresie od 20 do 120
mg/10 ml.

WYKONANIE B (metoda z uzyciem mikroplytek i czytnika):

Do pieciu kolejnych studzienek polistyrenowej plaskodennej mikroplytki 96-dotkowe;j
odmierzy¢ po 150 pul 0,5 M NaOH. W probdéwce typu Eppendorf 1,5 ml sporzadzié¢
mieszanine reakcyjna: 200 ul homogenatu watroby, 200 ul substratu i 200 pl 0,5 M
buforu octanowego pH 5,0 zawierajacego 10% NaCl, wytrzagsna¢. Inkubowaé w temp.
37°C i po czasie 2, 4, 6, 8 i 10 min pobieraé po 100 pl mieszaniny i przenosié do
przygotowanych uprzednio kolejnych studzienek z NaOH, mieszajac zawarto$¢ stu-
dzienek poprzez pipetowanie. Zmierzy¢ absorbancje roztworéw w studzienkach przy
515 nm na czytniku mikroplytek wzgledem s$lepej odczynnikowej umieszczonej
w széstej studzience. Slepg przygotowaé¢ nastepujaco: w probéwce typu Eppendorf
zmieszaé ze soba 50 ul 0,5 M buforu octanowego pH 5,0 zawierajacego 10% NaCl,
50 ul odpowiedniego substratu oraz 50 ul H,O. Calo$é inkubowaé w temperaturze
37°C i po 5 min dodaé 225 ul 0,5 M NaOH. Po wymieszaniu pobraé¢ 250 ul do stu-
dzienki na $lepg odczynnikows.
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Opisane oznaczenie wykona¢é dla 6 réznych stezen substratu w zakresie od 20 do 120
mg/10 ml.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Dla kazdego z uzytych stezen substratu wykresli¢ krzywe kinetyczne wyrazajace za-
lezno$é przyrostu stezenia produktu od czasu inkubacji. W obliczeniach przyjaé, ze
w podanych warunkach 1 pmol nitrokatecholu daje absorbancje 3,2 przy 515 nm.
Znalez¢ graficznie szybkosci poczatkowe i nastepnie po sporzadzeniu wykresu Line-
weavera-Burka wyznaczyé graficznie wartosci K i Vinax.

UWAGA: wyjSciowe stezenia substratu s3 podane na butelkach.

ODCZYNNIKI:

Homogenat watroby szczura, przygotowanie str. 34.

Substrat do oznaczenia arylosulfatazy A: 20, 40, 60, 80 i 120 mg siarczanu p-nitro-
katecholu w 10 ml 0,5 M buforu octanowego zawierajgcego 10% NaCl; 0,5 M NaOH;
0,5 M bufor octanowy pH 5,0 z 10% NaCl (100 ml 1 M CH;COOH + 20 g NaCl + 39
mg K,P.0; - 3 H,0 uzupelni¢ do 200 ml woda i doprowadzié do pH 5,0 1 M NaOH).

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:
Spektrofotometr lub czytnik mikroplytek 96-dotkowych; plaskodenne polistyrenowe
mikroptytki 96-dotkowe.

3.3. Hydrolazy peptydylo-peptydow. Wptyw temperatury
oraz inhibitorow na aktywnos¢ enzymatyczna

3.3.1. Typy peptydaz oraz stuktura i aktywacja
peptydaz serynowych

Enzymy rozszczepiajace wiazania peptydowe w biatkach z przylaczeniem czasteczki
wody nazywamy peptydazami. Nalezg one do klasy hydrolaz (EC 3.-.-.-), podklasy
hydrolaz wiazan peptydowych (EC 3.4.-.-). W zwiazku z ciaglym postepem badan
klasyfikacja oraz nomenklatura peptydaz czesto podlegajg zmianom i sa stosunkowo
skomplikowane. Ich podstawowymi kryteriami s3: a) rodzaj aminokwasu w centrum
aktywnym enzymu, b) liczba, lokalizacja i natura aminokwasow obecnych w sasiedz-
twie trawionego wigzania, c¢) konformacja trawionego lancucha polipeptydowego.
Podobnie jak w przypadku wszystkich enzymoéw, dla peptydaz obowigzuje nazewnic-
two oparte na zaleceniach Komitetu Nomenklaturowego Miedzynarodowej Unii Bio-
chemii i Biologii Molekularnej (NC-IUBMB). Nalezy jednak wiedzieé, ze niezaleznie
od tej oficjalnej i zalecanej klasyfikacji, duzg liczbe enzyméw proteolitycznych zgru-
powano réwniez w bazie danych peptydaz o nazwie MEROPS, ktéra stosuje inne,
bardziej filogenetyczne kryteria klasyfikacji. W bazie MEROPS kazda peptydaza jest
przyporzadkowana do okreslonej rodziny na podstawie statystycznie znamiennych
podobieristw w sekwencji aminokwasowej enzymu. Rodziny homologiczne sa na-
stepnie grupowane w klany.
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Peptydazy dzielimy na dwie duze grupy: egzopeptydazy, dzialajace na pierwsze,
drugie lub trzecie wiazanie peptydowe i mogace prowadzi¢ rekacje na jednym z obu
konficow trawionego laficucha peptydowego oraz endopeptydazy (zwane dawniej pro-
teinazami), dzialajace na dalsze niz trzecie wigzanie peptydowe wewnatrz laficucha
polipeptydowego. Do egzopeptydaz zaliczamy obecnie 9 podpodklas (ze wzgledu na
przemieszczanie miedzy podpodklasami ich numeracja nie jest kolejna):

(EC 3.4.11.-) — aminopeptydazy — uwalniajgce pojedyncze aminokwasy od
wolnego N-korica biatka (np. aminopeptydaza leucynowa)

(EC 3.4.13.-) — dipeptydazy — uwalniajace dipeptydy od N-kornca bialek (np.
dipeptydaza E)

(EC 3.4.14.-) — dipeptydylo-peptydazy oraz tripeptydylo-peptydazy — uwal-
niajace zaréwno di- jak i tripeptydy od N-konicéw bialek (np. dipeptydaza
I = katepsyna C, dipeptydazy II, III i IV)

(EC 3.4.15.-) — peptydylo-dipeptydazy — uwalniajace dipeptydy od C-konca
bialek (np. peptydylo dipeptydaza A, zwana réwniez kininazg II albo enzymem
konwertujacym angiotensyne I)

(EC 3.4.16.-) — karboksypeptydazy typu serynowego — uwalniajg pojedyncze
aminokwasy od C-konca bialek, zawierajg seryne w centrum aktywnym (np.
karboksypeptydazy C i D)

(EC 3.4.17.-) — metalokarboksypeptydazy — uwalniajg pojedyncze aminokwa-
sy od C-konca bialek, zawieraja metal (cynk) w centrum aktywnym (np. kar-
boksypeptydazy A, B, E, M, T i U)

(EC 3.4.18.-) — karboksypeptydazy typu cysteinowego — uwalniajg pojedyncze
aminokwasy od C-konca bialek, zawieraja reaktywna cysteine w centrum ak-
tywnym (np. katepsyna X)

(EC 3.4.19.-) — omega-peptydazy — od C-kofica bialek uwalniaja pojedyncze
aminokwasy cykliczne lub przylaczone przez wigzanie izopeptydowe (np. pep-
tydazy piroglutamylowe I i II).

Natomiast endopeptydazy podzielono na 6 podpodklas:

(EC 3.4.21.-) — endopeptydazy serynowe — zawierajg reaktywna reszte seryny
w centrum aktywnym, oméwiono je szczegélowo w dalszej czesci niniejszego
rozdzialu (np. katepsyna G ludzkich neutrofili, elastaza trzustkowa, elastaza
neutrofili ludzkich, trypsyna, chymotrypsyna)

(EC 3.4.22.-) — endopeptydazy cysteinowe — zawierajg reaktywna cysteine
w centrum aktywnym (np. katepsyny B, Hi L)

(EC 3.4.23.-) — endopeptydazy aspartylowe — hydrolizujg wigzania peptydo-
we z wykorzystaniem dwoch reszt asparaginianu w centrum aktywnym (np.
pepsyny A i B, chymozyna, katepsyny D i E, renina)

(EC 3.4.24.-) — metaloendopeptydazy — zawieraja metal (najczesciej cynk)
w centrum aktywnym (np. stromielizyna 1 i 2, Zelatynaza A i B, matrylizyna,
kolagenaza neutrofilowa, termolizyna)

(EC 3.4.25.-) — endopeptydazy treoninowe — zawieraja N-konicowe aktywne
reszty treoniny (jedynym przedstawicielem jest kompleks endopeptydaz pro-
teasoméw)

(EC 3.4.99.-) — endopeptydazy o nieznanym mechanizmie katalizy.

Endopeptydazy serynowe stanowia najwieksza, najszerzej rozpowszechniong, a za-
razem najlepiej poznana grupe enzyméw proteolitycznych. Spelniaja one kluczowa
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role w rozlicznych procesach fizjologicznych, takich jak trawienie, krzepniecie krwi
i uplynnianie skrzepow, aktywacja kaskady dopelniacza oraz uwalnianie biologicznie

ych peptydow. W wyniku ponad szesédziesiecioletnich badan poznano
szczegblowo strukture III-rzedowa tych bialek az do poziomu przestrzennego uloze-
nia poszczegélnych atoméw. Na podstawie badan strukturalnych i kinetycznych
poznano dokladnie mechanizm dzialania tych enzyméw. Cechuja sie one wyjatkowo
reaktywna reszta seryny w centrum aktywnym, ktéra stanowi cze$¢ tzw. lancucha
przeniesienia ladunku zlozonego z reszt kwasu asparaginowego (Asp), histydyny
(His) i seryny (Ser), potaczonych miedzy soba wigzaniami wodorowymi.

Mechanizm aktywacji endopeptydaz serynowych zostanie oméwiony na przykla-
dzie dwoch podstawowych enzyméw trawiennych, trypsyny i chymotrypsyny. Sa one
wytwarzane w trzustce jako nieaktywne prekursory (zymogeny): trypsynogen i chy-
motrypsynogen. Trypsynogen przeksztalca sie w aktywny enzym w wyniku autokata-
lizy lub dzialania enteropeptydazy — enzymu proteolitycznego ze §luzéwki jelit. Pod-
czas autokatalizy s trawione dwa wiazania peptydowe (Lys6-Ile7 i Lys131-Ser132)
i powstaje tzw. alfa-trypsyna, zawierajaca dwa lanicuchy stabilizowane mostkami di-
siarczkowymi. Badania kinetyczne wykazaly jednak, Ze trypsynogen jest o wiele lep-
szym substratem dla enteropeptydazy niz dla trypsyny (kea/Km jest okolo 12 000
wieksze dla enteropeptydazy) tak, ze in vivo przy aktywacji trypsynogenu nie wyste-
puje trawienie wigzania Lys131-Ser132, tylko nastepuje odszczepienie szeSciopepty-
du Val-(Asp),-Lys po trawieniu wigzania peptydowego Lys6-Ile7. Powstaly produkt
(beta-trypsyna) jest jednolancuchowym polipeptydem stabilizowanym szeScioma
mostkami disiarczkowymi. W sklad centrum aktywnego tego enzymu wchodzi
Ser183, His46, Trp199 i Asp177, wedlug numeracji reszt aminokwasowych dla trypsy-
nogenu. W przypadku chymotrypsynogenu aktywacja trypsyna prowadzi do powstania
dwach dipeptydow (Ser14-Arg1s i Thri47-Asn148) wskutek strawienia czterech wigzan
peptydowych. Powstajaca alfa-chymotrypsyna zawiera trzy lancuchy peptydowe pola-
czone dwoma sposrod pieciu mostkow disiarczkowych czasteczki.

Niektore endopeptydazy serynowe jak np. elastaza neutrofili, wystepuja w komor-
kach w formie w pelni aktywnej, ale sa oddzielone od naturalnych substratéw prze-
dzialami blonowymi i moga manifestowaé swoja aktywnos¢ tylko w okreslonych wa-
runkach np. w procesie fagocytozy lub po $§mierci komorki. Endopeptydazy serynowe
s niezbedne w ogromnej wiekszosci proceséw fizjologicznych lecz moga réwniez
stanowi¢ potencjalne zagrozenie jezeli ich aktywno$¢ nie jest dokladnie kontrolowa-
na w organizmie. Dlatego tez az 10% wszystkich bialek osocza krwi stanowig inhibi-
tory enzymoéw proteolitycznych. Inhibitory peptydaz s3 obecne takze w wydzielinach
tkankowych oraz w cytozolu i ziarnistoSciach niektérych komoérek. Zaburzenia
w kontrolowaniu aktywnosci endopeptydaz serynowych s przyczyng takich scho-
rzen jak: rozedma pluc, zapalenie trzustki, obrzek naczynioworuchowy czy niektore
choroby zwigzane z ukladem krzepnigcia krwi.

ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

e Peptydazy: klasyfikacja i nomenklatura, wystepowanie, funkcje biologiczne,
mechanizm dzialania (na przykladzie trypsyny), regulacja aktywnosci, proen-
zZymy/zymogeny, oznaczanie aktywnoS$ci na substratach bialkowych i synte-
tycznych.

e  Wplyw pH i temperatury na aktywno$¢ enzyméw, mechanizmy tych zjawisk.
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e Zasady wszystkich wykonywanych ¢wiczen.

LITERATURA UZUPELNIAJACA:
e Elementy enzymologii. Witwicki J., Ardelt W. (red.), PWN, Warszawa 1984.

3.3.2. Oznaczanie aktywnosci trypsyny na substratach biatkowych

ZASADA:

Trypsyna (EC 3.4.21.4), tak jak i inne endopeptydazy, dziala na substraty wielkocza-
steczkowe (np. kazeina, zdenaturowany kolagen) z wytworzeniem produktéw na ogét
rozpuszczalnych w kwasie trichlorooctowym (TCA). Zawartosé tych produktow w su-
pernatancie po odwirowaniu straconego niestrawionego bialka mozna badaé np.
spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji charakterystycznej dla amino-
kwaséw aromatycznych (280 nm) lub przy charakterystycznej dtugosci fali dla sub-
stratow znakowanych barwnikami zwigzanymi kowalencyjnie (np. azocoll) czy tez
metodg Lowry'ego (oznacza sie przyrost stezenia rozpuszczalnej w kwasie tyrozyny
lub peptydéw zawierajacych tyrozyne).

WYKONANIE:
Rozcieficzy¢ trypsyne 10 razy przy pomocy 0,001 M HCI tzn. odpipetowaé do ozna-
czonej probéwki wiréwkowej typu Eppendorf 100 pul wyjSciowego roztworu trypsyny
i dodaé 9oo pl 0,001 M HCl. UWAGA: roztwory enzymu przechowywa¢ w lodzie!
Do 6 probowek wiréwkowych odpipetowac odpowiednio:
e do probowek 11i 4 po 50 pul roboczego roztworu enzymu i 50 ul wody des-
tylowanej,

e do probdéwek 2i 5 po 100 ul roboczego roztworu enzymu,

e do probbéwek 3 i 6 po 100 pl 0,001 M HCl,
a nastepnie do probéwek 1, 2 i 3 dodaé po 1,4 ml zawiesiny substratu azocoll (wstrza-
snaé przed pipetowaniem!), a do probowek 4, 51 6 po 1,0 ml roztworu kazeiny i pro-
wadzi¢ inkubacje przez 15 min w temperaturze 37°C. Po tym czasie probéwki ochto-
dzi¢ w lodzie i do probowek 4—6 doda¢é po 0,4 ml 20% TCA, wytrzasnaé i pozostawié
w lodzie przez 5 min, a nastepnie wszystkie proboéwki odwirowaé przez 2 minuty
w mikrowiréwce (16 000 obr./min) i w supernatancie z probéwek 1—3 dokonac po-
miaru absorbancji przy 520 nm na spektrofotometrze (kuweta szklana lub plastiko-
wa), a w supernatancie z probéwek 4—6 dokona¢ pomiaru absorbancji przy 280 nm
na spektrofotometrze (kuweta kwarcowa) wzgledem wody destylowane;.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Okresli¢ bezwzgledne przyrosty absorbancji przez odjecie wartosci probek Slepych
tzn. niezawierajacych enzymu (3 dla 1i 2 oraz 6 dla 4 i 5). Aktywnos$é enzymu wyra-
zi¢ w jednostkach aktywnosci przyjmujac za jednostke przyrost absorbancji o 0,1
w warunkach do$wiadczenia. Por6wnaé uzyskane wyniki i przedyskutowa¢ przydat-
nos$é i czulo$é obu metod oznaczania aktywnosci proteolitycznej trypsyny.

ODCZYNNIKI:

Trypsyna z trzustki wolowej 2 x krystalizowana 2,4 mg w 10 ml 0,001 M HCI (10
nmoli/ml) — przechowywana w lodzie; azocoll — denaturowany kolagen znakowany

Praktikum z biochemii 43



barwnikiem karminowym, 0,25% (w/o0) zawiesina w 0,2 M Tris-HCI pH 8,0; kazeina
mleka — 2% (w/0) roztwér w 0,2 M buforze Tris-HCl pH 8,0; 20% (w/0) TCA (kwas
trichlorooctowy) w wodzie destylowanej (UWAGA: odczynnik silnie zracy!); 0,2 M
bufor Tris-HCI pH 8,0.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

Pipety automatyczne 2—-20 pl, 20—200 pl i 200-1000 pl; termostatowana laZznia
wodna lub termobloki na probéwki typu Eppendorf; spektrofotometr na §wiatlo wi-
dzialne i ultrafioletowe; kuwety kwarcowe oraz do §wiatla widzialnego; wirbwka do
probéwek typu Eppendorf.

3.3.3. Oznaczanie aktywnosci trypsyny na substracie syntetycznym
i wpltyw pH na aktywnos$¢ enzymatyczng

ZASADA:

Trypsyna (EC 3.4.21.4) hydrolizuje nie tylko wigzania peptydowe w biatkowych sub-
stratach naturalnych, ale i wigzania estrowe czy amidowe w substratach syntetycz-
nych bedacych pochodnymi takich aminokwaséw jak arginina czy lizyna.

Jezeli substratem jest np. p-nitroanilid benzoilo-L-argininy (BAPNA) to po reak-
¢ji hydrolizy uwalnia sie wolna p-nitroanilina, ktora absorbuje $wiatlo przy 405 nm.
Tak wiec przez pomiar absorbancji przy dlugosci fali 405 nm mozna dokonaé pomia-
réw aktywnosci enzymatycznej trypsyny przy uzyciu tego substratu syntetycznego.

WYKONANIE A (metoda tradycyjna z uzyciem probowek i spektrofotometru):

a) Rozcienczyé trypsyne 10 razy przy pomocy 0,001 M HCI. Do 2 probéwek wi-
rowkowych odpipetowa¢ po 100 pl roztworu enzymu a do trzeciej 100 pl 0,001 M
HCl. Do wszystkich probowek doda¢ po 1 ml 0,2 M buforu Tris-HCl o pH 8,0 i po
20 ul roztworu substratu BAPNA. Wymieszaé¢, inkubowaé¢ 15 min w temperaturze
37°C a nastepnie przerwac reakcje enzymatyczng przez dodanie 100 ul stezonego
kwasu octowego i zmierzy¢ absorbancje wzgledem wody destylowanej przy 405 nm.

b) Do siedmiu probdwek wirowkowych odpipetowaé¢ po 100 pl 10 razy rozcien-
czonej trypsyny, a do 6smej 100 pl 0,001 M HCI. Kolejno do probowek dodaé po 1 ml
buforéw o pH 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 a do ostatniej 1 ml buforu o pH 7,0. Nastepnie do
kazdej probowki dodaé po 20 pl substratu BAPNA i inkubowaé w temperaturze 37°C
przez 15 min, a nastepnie do kazdej probowki doda¢ 100 pul kwasu octowego i doko-
naé pomiaru absorbancji przy 405 nm wzgledem wody destylowane;j.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Dla czesci a) oceni¢ przydatno$é oraz powtarzalno$¢ metody oznaczania trypsyny
z uZyciem substratu syntetycznego. Dla czesci b) wykresli¢ wykres zaleznosci aktyw-
nosci wlasciwej od pH roztworu i wyznaczy¢ optimum dzialania trypsyny dla BAPNA
jako substratu, przyjmujac jako jednostke aktywnosSci przyrost absorbancji o 0,1
w warunkach do$wiadczenia. Przedyskutowaé wynik w kontekscie fizjologicznej roli
trypsyny w ukladzie pokarmowym. Aktywno$¢ wlasciwa to liczba jednostek aktywno-
Sci przypadajaca na 1 mg enzymu.
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WYKONANIE B (metoda z uzyciem mikroplytek i czytnika):

Przygotowac¢ polistyrenowa plaskodenng mikroplytke 96-dotkows. Studzienki 1-3
beda przeznaczone do oceny przydatnosci i powtarzalnosci oznaczania aktywnosci
trypsyny z substratem syntetycznym, za$ studzienki 4-10 beda przeznaczone do
okreslania wplywu pH na aktywnos¢ trypsyny.

Rozcienczy¢ trypsyne 5 razy 0,001 M HCL. Do studzienek 1, 2 oraz 4—10 odpipe-
towaé po 20 ul roztworu enzymu, a do studzienki trzeciej 20 pl 0,001 M HCI. Na-
stepnie do studzienek 1, 2 i 3 odmierzy¢ po 150 ul 0,2 M buforu Tris-HC] pH 8,0,
a do studzienek 4—10 po 150 ul buforéw o kolejnych pH 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. Nastepnie
do kazdej studzienki oddzielng koficowka dodaé po 10 pl substratu BAPNA, miesza-
jac zawartos¢ studzienki poprzez pipetowanie. Plytke inkubowa¢ 15 min w tempera-
turze 37°C a nastepnie przerwaé reakcje enzymatyczna przez dodanie do kazdej stu-
dzienki 30 ul stezonego kwasu octowego (mieszajac zawartos¢ studzienki koncowka
poprzez pipetowanie), po czym zmierzy¢ absorbancje przy 405 nm na czytniku mi-
kroplytek wzgledem 200 ul wody destylowanej umieszczonej w studzience 11.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Na podstawie wynikow pomiaréw w studzienkach 1, 2 i 3 oceni¢ przydatno$¢ oraz
powtarzalno$¢ metody oznaczania trypsyny z uzyciem substratu syntetycznego. Dla
wynikéw pomiaréw w studzienkach 4—-10 wykresli¢c wykres zaleznosci aktywnosci
wlasciwej od pH roztworu, wyznaczy¢ optimum dzialania trypsyny dla BAPNA jako
substratu przyjmujac jako jednostke aktywnosci przyrost absorbancji o 0,1 w warun-
kach dos$wiadczenia, a nastepnie przedyskutowa¢ wynik w kontekscie roli fizjolo-
gicznej trypsyny w uktadzie pokarmowym. Aktywno$é wlasciwa to liczba jednostek
aktywnosci przypadajaca na 1 mg enzymu.

ODCZYNNIKI:

Trypsyna z trzustki wolowej 2 x krystalizowana 2,4 mg w 10 ml 0,001 M HCI (10
nmoli/ml) — przechowywana w lodzie; 25 mM roztwér p-nitroanilidu benzoilo-L-
argininy (BAPNA) w dimetylosulfotlenku (DMSO) (11 mg/ml); stezony kwas octowy
do przerywania reakcji enzymatycznej; 0,2 M bufor Tris-HCl pH 8,0; bufory Britto-
na-Robinsona pH 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

Pipety automatyczne 2-20 pl, 20-200 ul i 200-1000 ul; termostatowana laznia
wodna, termoblok na probéwki Eppendorfa albo termoblok na mikroplytki 96-dol-
kowe; spektrofotometr na $wiatlo widzialne lub czytnik mikroplytek 96-dotkowych;
plaskodenne polistyrenowe mikroplytki 96-dotkowe; kuwety do Swiatla widzialnego.

3.3.4. Wplyw temperatury na aktywnosc trypsyny

WYKONANIE:

Rozcieficzyé trypsyne 10 razy 0,001 M HCl. Do 5 prob6wek wir6wkowych odpipeto-
wac po 50 ul roztworu enzymu, 1 ml 0,2 M buforu Tris-HCl pH 8,0 i po 20 ul roztwo-
ru substratu BAPNA. Wymiesza¢ i inkubowaé w temperaturach 0, 25, 37, 471 57°C
przez 30 min. Przerwac reakcje enzymatyczng przez dodanie 100 pl stezonego kwasu
octowego i zmierzyé absorbancje przy 405 nm wzgledem wody destylowane;.
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OPRACOWANIE WYNIKOW:
Wykreslié zalezno$é aktywnosci wlasciwej trypsyny od temperatury inkubacji mie-
szaniny reakcyjnej. Przedyskutowaé wyniki.

ODCZYNNIKI:

Trypsyna z trzustki wolowej 2 x krystalizowana 2,4 mg w 10 ml 0,001 M HCl
(10 nmoli/ml) — przechowywana w lodzie; 0,2 M bufor Tris-HCl pH 8,0; 25 mM
roztwor p-nitroanilidu benzoilo-L-argininy (BAPNA) w dimetylosulfotlenku (DMSO)
(11 mg/ml).

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:
Pipety automatyczne 2—20 pl, 20—200 pl i 200-1000 pl; termostatowana laznia

wodna lub termobloki na probéwki typu Eppendorf; spektrofotometr na swiatlo wi-
dzialne.

3.3.5. Miareczkowanie centrum aktywnego trypsyny przy uzyciu
p-nitrofenylo-p'-guanidynobenzoesanu

ZASADA:

p-Nitrofenylo-p*-guanidynobenzoesan (NPGB) jest w enzymologii najpowszechniej
stosowanym odczynnikiem do miareczkowania centrum aktywnego peptydaz sery-
nowych, czyli innymi slowy do precyzyjnego okreslania stezenia aktywnych enzy-
moéw. Charakterystyczng cecha NPGB jako pseudosubstratu peptydaz serynowych
jest bowiem to, ze bardzo szybko tworzy on z proteinazg kompleks enzymatyczny ES
i odszczepia pierwszy z produktow — barwny p-nitrofenol. Natomiast przejsciowo
acylowany enzym ES’ ma bliska zeru stala predkosci dysocjacji ks, dlugo pozostajac
w stanie zablokowanym i pozwalajac na precyzyjny spektrofotometryczny pomiar
uwolnionego w pierwszym etapie reakcji p-nitrofenolu. Znajac molowy wspoélczynnik
absorbancji p-nitrofenolu dla 402 nm (18 000 M-‘cm-!) mozna wyliczyé ilo§é¢ aktyw-

nego enzymu.
L
NPGB:
HNY NH
NH,
WYKONANIE:

a) Pomiar rzeczywistej ilo$ci biatka w roztworze enzymu:
Korzystajac z nastepujacych danych: masa czasteczkowa trypsyny M; = 24 000;
wspoélezynnik absorbancji 1% roztworu trypsyny mierzony przy 280 nm w kuwecie
kwarcowej 1 cm (A1%, 1cm) = 14,4 oraz dokonujac pomiaru absorbancji badanego
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roztworu trypsyny (rozcienczonego 5 razy 0,001 M HCl) przy 280 nm na spektrofo-
tometrze wzgledem 0,001 M HCI wyliczy¢ rzeczywiste stezenie trypsyny w roztworze.

b) Miareczkowanie centrum aktywnego enzymu:
Do kuwety spektrofotometru dodaé¢ 0,8 ml buforu i 0,2 ml 0,001 M HCI i dokona¢
zerowania spektrofotometru dla dtugosci fali 405 nm. O czasie 0 dodaé¢ do kuwety
10 pl roztworu substratu réwnoczes$nie wlaczajac stoper. Co 30 sekund (przez 3 mi-
nuty) dokonywaé pomiaréw absorbancji przy 405 nm. W analogiczny sposdb doko-
na¢ pomiaru przy uzyciu roztworu enzymu (nierozcienicznego) zamiast HCI.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Przygotowac wykres zalezno$ci zmian absorbancji wzgledem czasu i z réznicy eks-
trapolowanych wartoséci uzyskanych dla czasu o obliczyé¢ (korzystajac z molowego
wspolezynnika absorbancji p-nitrofenolu 18000 M-'cm-!) jego ilo$¢ uwolniong w re-
akcji. Iloéé ta odpowiada iloSci aktywnego enzymu uzytego do miareczkowania. Wy-
liczyé procent aktywnego enzymu w preparacie handlowym.

ODCZYNNIKI:

Roztwdr trypsyny 5 mg w 2 ml 0,001 M HCI przechowywany w lodzie; roztwor sub-
stratu: 0,02 M p-nitrofenylo-p'-guanidynobenzoesan, 7 mg substratu w1 ml N,N'-
dimetyloformamidu; 0,2 M bufor Tris-HCI pH 8,0.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

Pipety automatyczne 2—20 ul, 20—200 pl i 200-1000 pl; spektrofotometr UV/VIS;
kuwety kwarcowe, kuwety do $wiatla widzialnego.

3.3.6. Hamowanie aktywnosci trypsyny przez inhibitor z nasion soi

ZASADA:

Inhibitor trypsyny z nasion soi laczy sie z enzymem w stosunku molowym 1:1. Przez
inkubacje stalej znanej iloSci enzymu ze wzrastajacg iloscig inhibitora i oznaczenie
resztkowej iloSci enzymu przy uzyciu syntetycznego substratu mozna otrzyma¢é tzw.
krzywa miareczkowania enzymu inhibitorem, a z niej wyznaczyé stosunek molowy
wiazania lub tez wyliczy¢ rzeczywiste stezenie inhibitora (procent aktywnego inhibi-
tora w preparacie handlowym).

WYKONANIE A (metoda tradycyjna z uzyciem probéwek i kolorymetru):

Do 6 oznakowanych probéwek Eppendorf (1,5 ml) odpipetowa¢ po 100 ul roztworu
trypsyny (0,1 nmola), a do siodmej (proba Slepa) 100 pul 0,001 M HCI. Nastepnie do-
da¢ do kolejnych probéwek odpowiednio po 1000, 980, 960, 940, 920, 900 i 1000 pl
0,2 M buforu Tris-HCI pH 8,0 i do pierwszych szesciu probowek po o, 20, 40, 60, 80
i 100 pl 50 razy rozciefniczonego buforem roztworu sojowego inhibitora trypsyny.
Probowki zamkngé¢, zawarto$¢ wymieszaé, preinkubowa¢ 10 minut w temperaturze
pokojowej, a nastepnie do kazdej probki dodaé po 20 ul substratu BAPNA, wymie-
szaé i inkubowa¢ 15 min w temperaturze 37°C. Reakcje przerwaé przez dodanie do
kazdej probowki po 100 pl kwasu octowego, po czym zmierzy¢ absorbancje przy 405
nm wzgledem prdby Slepe;j.
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WYKONANIE B (metoda z uzyciem mikroplytek i czytnika):

Przygotowaé polistyrenowa plaskodenng mikroplytke 96-dotkowg. Do 6 kolejnych
studzienek odpipetowaé po 20 ul roztworu trypsyny, a do si6édmej (proba $lepa)
20 ul 0,001 M HCI. Nastepnie doda¢ do nich odpowiednio po 100, 98, 95, 90, 85, 80
i100 pl 0,2 M buforu Tris-HCI pH 8,0 i do pierwszych szesciu studzienek po 0, 2, 5,
10, 15 i 20 pl 50 razy rozcieniczonego buforem roztworu sojowego inhibitora trypsy-
ny. Po kazdym odpipetowaniu inhibitora wymiesza¢ zawarto$¢ studzienki poprzez
pipetowanie po czym zmieni¢ koncéwke na nowa. Plytke preinkubowaé¢ 10 minut
w temperaturze pokojowej, a nastepnie do kazdej dodaé po 10 pl substratu BAPNA
mieszajac zawarto$¢ studzienki poprzez pipetowanie po czym inkubowaé plytke 15
min w temperaturze 37°C. Reakcje przerwaé przez dodanie do kazdej studzienki po
30 ul kwasu octowego, po czym zmierzy¢ absorbancje na czytniku mikroplytek przy
405 nm wzgledem prdby $lepej (sibdma studzienka).

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Wykresli¢ wykres zaleznosci resztkowej aktywnosci enzymatycznej od ilosci dodane-
go inhibitora. Poprzez ekstrapolacje krzywej wyznaczy¢ graficznie stezenie inhibito-
ra, po czym obliczy¢ rzeczywiste, koficowe stezenie aktywnego inhibitora w prepara-
cie wyjSciowym. Masa czasteczkowa sojowego inhibitora trypsyny wynosi 21 kDa za$
trypsyny 23 kDa.

ODCZYNNIKI:

Sojowy inhibitor trypsyny (STI) roztwér 2,1 mg/ml buforu 0,2 M Tris-HCl, pH 8,0;
trypsyna z trzustki wolowej 2 x krystalizowana 2,4 mg w 10 ml 0,001 M HCI (10
nmoli/ml) przechowywana w lodzie; 0,2 M bufor Tris-HCI pH 8,0; 25 mM roztwoér
p-nitroanilidu benzoilo-L-argininy (BAPNA) w dimetylosulfotlenku (DMSO)
(11 mg/ml).

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

Pipety automatyczne 2—20 pl, 20-200 pl i 200-1000 pl; termostatowana laznia
wodna, termoblok na probéwki Eppendorfa albo termoblok na mikroplytki 96-dot-
kowe; spektrofotometr na $wiatlo widzialne lub czytnik mikroplytek 96-dolkowych;
plaskodenne polistyrenowe mikroplytki 96-dotkowe; kuwety do pomiaru w $wietle
widzialnym.
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