BIM labor BSc

1. gyakorlat
EnzimKkinetika és enzim-inhibicios kinetika

A gyakorlat célja, hogy a hallgaték a BIM eléadasokon tanult elméleti enzimkinetikai ismereteiket sajat
keziileg elvégzett mérésekkel és szamitdsokkal tdmasszdk al4.

Felkésziiléshez ajanlott anyagrészek: BIM jegyzet enzimkinetika fejezete (24-77 oldal), A beugr6
harom kérdésbdl all:

1. Az enzimkinetikai modellek alapfeltételezései.

2. Az enzimkinetikai paraméterek definici6i (3 db).

3. Inhibiciék bemutatdsa linearizalt diagramo(ko)n.

Balesetvédelem:

A laboratériumban az altalanos munkavégzési szabélyok érvényesek. Artalmatlan vizes oldatokkal, il-
letve enyhén mérgezd és irritativ kémiai anyagok kis mennyiségeivel kell dolgozni. T{iz- és robbands-
veszély, biohazard, radioaktivitds nincs.

Elméleti alapok

A mérések soran modellként az Aspergillus oryzae penésztorzs éltal termelt B-galaktozidaz (laktaz) en-
zimet vizsgaljuk, amellyel j6l bemutathaté az enzimek dltaldnos mitkodése. Ez az enzim di- és oligosza-
charidokban az 1 szénatom béta térallasu glikozidos kitésével kapcsolddo galaktdz egységet ismeri fel,
és ezt a kotést hidrolizalva galaktdzt szabadit fel. Leggyakoribb szubsztratja a tejcukor (laktdz), amely
galaktéz(1—4)gliikéz diszacharid, amely a hidrolizis sordn galaktézra és glitkézra bomlik.

Az 4bran az is j6l megfigyelhetd, hogy a két aldohex6z szerkezete nagyon hasonlit egymashoz, a mind-
Ossze a 4 szénatomon 1évé OH csoport térélldsa kiilonbozik, a gliik6znal ekvatoridlis, a galakt6znal
axidlis.
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A laktaz biol6giai fontossdga az emldsoknél az anyatej laktéz-tartalmanak emésztésében van. A fermen-
tacioval elddllitott enzimet nagy mennyiségben alkalmazzdk a tejiparban, egyrészt a sajtgyértas mellék-
termékeként keletkezd tejsavo laktdz-tartalmanak hidrolizisére, masrészt a laktdz intolerancidban szen-
veddk szamadra elddllitott ,,]laktéz-mentes” tej gydrtasdban.
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A kinetikai vizsgdlatokhoz el6szor a reakcidsebesség mérését kell megoldani. Ez torténhet a szubsztrat
fogyéasanak, vagy a termék felhalmozdddsanak mérésével. Esetiinkben a kiindulasi és termékmolekulak
tdlsdgosan hasonlitanak egyméshoz (cukrok), emiatt nehéz lenne szelektiv kémiai reakciéval analizalni.
Az altaldnos gyakorlat szerint a méréshez szubsztratként lakt6z helyett egy masik [-galaktozidot hasz-
nalnak, amely szines(sé tehetd) funkcids csoportot (kromofért) tartalmaz. Kémiai neve orto-nitrofenil-
B-D-galaktopiranozid (ONPG), az enzimes hidrolizis hatdsira a galakt6z mellett orto-nitrofenol kelet-
kezik. A fenolos OH csoport erdsen lugos kozegben disszocidl, és fenolat anion keletkezik, amely sarga
szinii, fotométerrel koncentraciéja meghatirozhato.

A reakcidsebességet az adott koriilmények kozott, ismert id6 alatt termelddott o-nitrofenol mennyi-
ségébdl szamitjuk.

Sziikséges oldatok:
Alappuffer: pH =4,5 (0,1 n foszfat puffer, amely 10 mM KCl-ot és 1 mM MgCl-ot tartalmaz) (500 ml-
re: KHoPO4 6,8 g, KCI 0,3725 g, MgCl,.6H,0 0,2165 g)

Szubsztrat oldat: 13,29 mM-os ONPG, a fenti pufferben oldva (200 mg/50 ml)

Enzim oldat: 0,65 Unit/ml B-galaktozidaz (Aspergillus oryzae, SIGMA) (5 mg poralaki preparatum
(névleges aktivitds 6,5 U/mg)/ 50 ml alappuffer)

Leallit6 oldat: 1 M NaxCOs (53 g vizmentes natrium-karbonat/ 500 ml-re oldva d. vizzel)

Inhibitor oldatok (ismeretlenként kiadva): I1, 12 (koncentracidk a mintajegyzékonyvben)

A mérési feladat: enzim inhibici6 kinetikai vizsgalata

Kiilon teriilete az enzimkinetikdnak az inhibitorok hatdsdnak vizsgdlata. A mérés sordn dlland6
mennyiségll (aktivitdsu) enzim jelenlétében felvessziik a szubsztrdt koncentracié - reakcidsebesség
gorbét inhibitor nélkiil (ez a klasszikus enzimkinetika alapja), majd vizsgéljuk a kataliz4lt reakci6
sebességét kiillonbozd szubsztrat és inhibitor koncentracidk esetén. A sziikséges szubsztrat-, inhibitor-
és puffer bemérések (mikroliterben):

Szubsztrat,ul Inhibitor pl

0 200 400 600
100 1100 900 700 500
200 1000 800 600 400
300 900 700 500 300
400 800 600 400 200
500 700 500 300 100
600 600 400 200 0

A reakcidsebesség mérése:

1 cm-es milanyag kiivettdban osszemérjiik a megadott mennyiségii oldatokat, 1,20 cm? végtér-
fogattal. A kiivettakat 30 °C-os termosztatba allitjuk és kb. 5 perc melegités utan hozzaadjuk a
200 pl enzim oldatot. A reakciét pontosan 5 percig futtatjuk, majd 2x1,00 cm? natrium-karbon4t
oldattal ledllitjuk. A reakcidban felszabadult o-nitrofenol (ONP) ezen a pH-n erds sarga szint
ad, amelynek intenzitdsat 420 nm-en fotométerrel mérjiik. Az abszorbanciabdl a megadott ka-
libracioval kiszamitjuk a reakcié sebességét umol ONP/percben. Vak oldatként hasznaljuk a
natrium-karbonét oldatot.




Az ONP mérés kalibracids egyenlete:

ONP koncentracié (mM/1) = 0,258 * Ea20 + 0,0052
ONP mennyisége (umol) = 3.4 * (0,258 * E420 + 0,0052)

Reakciésebesség (umol ONP/perc) = 3,4 * (0,258 * Ea20 + 0,0052)/5

A kapott értékeket kétféleképpen értékeljiik ki:

1. Egy tetszdlegesen megvélasztott, nem-linedris regresszid szamitdsara alkalmas prog-
ramcsomaggal hiperbolat illesztiink az adatokra és vizsgdjuk a kapott paramétereket.
2. Linearizaldssal: tdblazatosan kiszamitjuk a v, 1/v, S/v és v/S értékeket. Az S és |
koncentraciok a mintajegyzOkonyvben taldlhatok.
Abrézoljuk a Michaelis-Menten osszefiiggést diagramon (v - S)!
A mért adatsorokra egyeneseket illesztiink, és megvizsgaljuk az elrendezddésiiket:
- Lineweaver-Burk abrazolasban (1/v - 1/S)
- Hanes-Langmuir dbrdzol4sban (S/v — S)
- Hofstee abrazolasban (v/S - v)
- Dixon dbréazolasban (1/v - I)
Beadandok:

A mérést két csoportban kiilon végzik el a hallgaték, mindkét csoport més inhibitort kap. Mind-

két team a sajat mérésérdl kiilon jegyzokonyvet készit a letolthetd mintdhoz hasonlé formatum-

ban, ezek kiilon jeggyel keriilnek értékelésre.

A jegyzOkonyv tartalmazza:

- a mérési eldiratot lemdsolni nem kell, elég hivatkozni ra, az esetleges eltéréseket viszont fel
kell tiintetni;

- a mért €s szamitott értékeket tablazatos formaban;

- az adatok grafikus megjelenitése, diagramok;

>

abrazoljdk a Michaelis-Menten hiperbolédkat egy tetszdlegesen valasztott, nemlinedris
regresszid szamitdsara alkalmas program segitségével. Adjdk meg a program nevét, a
kinyomtatott gérbéket és a program dltal megadott paramétereket.

abrazoljdk az adatokat mind a négy tanult linearizalasi médszerrel. Ezt javasolt, de nem
kotelez6 Excel programmal elvégezni.

A Lineweaver-Burk dbrdzolds adataibdl készitsenek masodlagos dbrazolast (tga -I)!
Ugyeljenek a diagramok szemléletes megszerkesztésére! (Ne haszndljanak pontozott
vonalat, toltsék ki a feliiletet, mutassak meg a jellemz06 pontokat, pl. a metszéspontokat.)

- szoveges értékelés:

>
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Lathat6-e olyan eltérés, ami mérési hibdra utal? Célszerii-e egy-két nyilvanvaléan hibas
pontot elhagyni?

Mi észlelhetd a linearizdldsokkal kapott egyenesek elrendezddésén? Milyen mértékben
egyeznek a kapott képek az elméletivel?

Melyik tipusba sorolhat6 be az inhibici6? (indoklas)

Mennyinek adddik a vimax €s Km értéke a kiillonbozo kiértékelésekkel? Milyen az egyezés
a nem-linedris regresszidval kapott €s a linearizaldsokkal kapott paraméterek kozott?
Mennyinek adddik a K; értéke a masodlagos abrdzolasbdl?

Mennyi lehet az enzim maximdlis véaltdsszama (a vizsgélat koriilményei kozott), ha a
moéltomege 105 kDa, és a bemért poralaki enzimpreparatumnak csak 15 %-a aktiv fe-
hérje? A szdmoldshoz hasznaljak a kiértékelésnél kapott vmax €rtékek atlagat!

A névlegeshez képest mennyi a szildrd enzim prepardtum fajlagos aktivitdsa Unit/mg-
ban? A szamolashoz hasznaljdk a kiértékelésnél kapott vmax értékek atlagat!



