ZAGADNIENIA DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z BIOCHEMII DLA STUDENTOW
IT ROKU BIOTECHNOLOGII MEDYCZNE] I st.

Cwiczenie 5. WPLYW STEZENIA SUBSTRATU I ENZYMU NA SZYBKOSC REAKCJI
KATALIZOWANE]J PRZEZ FOSFATAZE KWASNA

Teoretyczne przygotowanie do zaje¢ laboratoryjnych wedlug ponizszych zagadnien umozliwia
podrecznik: SKRYPT DO CWICZEN LABORATORYJNYCH Z BIOCHEMII pod redakcjg prof. Ludmity Weglarz.

Czes$c¢ teoretyczna: rozdziat 4 - ENZymy.
Zagadnienia:

Podstawowe definicje zwigzane z aktywno$cig enzyméw.

Funkcja i specyficznos$¢ substratowa fosfatazy kwasne;.

Sposoby pomiaru aktywnos$ci enzymatyczne;.

Wptyw zmian pH, oraz mechanizm dziatania jon6w wodorowych na aktywnos¢ fosfatazy kwasne;j.
Kinetyka reakcji enzymatyczne;j.

Wptyw czynnikéw fizycznych na aktywno$¢ enzymow.
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Cel ¢wiczenia: badanie kinetyki reakcji katalizowanej przez fosfataze kwasna

Wprowadzenie:

Fosfatazy nalezg do enzyméw z Kklasy hydrolaz, podklasy esteraz, katalizuja hydrolize wigzania
estrowego réznych estrow fosforanowych.. Najbardziej rozpowszechnione sg wsrdéd nich hydrolazy
monoestréow fosforanowych, dla ktérych naturalnymi substratami sg: estry fosforanowe cukréw
(glukozo-6-fosforan, fruktozo-1,6- bisfosforan) glicerolofofsoran, fosfoseryna itp.
Fosfatazy uczestnicza w procesach trawiennych, jak i zwigzanych z modyfikacjami kowalencyjnymi
biatek. W komorce ssakow jest ponad 5 tysiecy ufosforylowanych biatek i kilkaset fosfataz, ktore
odpowiadaja za ich defosforylacje. W skrécie mozna powiedzie¢, Ze fosfatazy biatkowe odwracajg efekty
dziatania kinaz, katalizujgc odiaczenie reszty fosforanowej od biatka. Mechanizm odwracalnej
modyfikacji kowalencyjnej w postaci fosforylacji i defosforylacji z powodu prostoty zachodzenia jest
jednym najczesciej wystepujacych sposobdw regulacji biatek enzymatycznych. Zmiana wtasnosSci
funkcjonowania enzymu zachodzi tylko w okres$lonych fizjologicznie sytuacjach i wynika z odpowiedzi
na zmieniajgce sie warunki funkcjonowania komérki. Specyficzne witasnosci grupy fosforanowe;j,
ktorych odtaczenie katalizujg fosfatazy, czyli tadunek ujemny w fizjologicznej wartosci pH i zdolno$¢ do
tworzenia wigzan jonowych z resztami argininy powoduja, Ze wtasnie ona jest wykorzystywana do
zmiany struktury IlI-rzedowej biatka, a tym samym do zmiany jego aktywno$ci enzymatycznej. Warto
zaznaczy(, ze defosforylacja enzymoéw moze powodowal wzrost, a u innych biatek, zmniejszenie
aktywno$ci enzymatycznej, nie istnieje tutaj Scisle okreslona reguta.

Fosfomonoesterazy katalizuja reakcje odszczepienia pojedynczej reszty fosforanowej od
substratu:
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R-0-P-O + H,0 — HO-P-O + R-OH
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Fosfatazy wykazuja niska specyficzno$¢ substratowg, zaleznie od optimum pH dla ich dziatania dzielone
sa na: fosfatazy kwasne o optimum w pH ok. 5 i fosfatazy alkaliczne o optimum w pH ok. 9. Ich aktywno$¢
mozna oznaczy¢ wykorzystujac ten sam substrat, przy zmianie warto$ci pH przeprowadzanej reakcji.



U cztowieka fosfataza alkaliczna wystepuje przede wszystkim w osteoblastach ko$ci, watrobie, w
btonie $luzowej jelita, w nerkach i w tozysku. W praktyce klinicznej oznacza sie izoenzymy pochodzace
z osteoblastow i hepatocytow. Wzrost aktywno$ci fosfatazy alkalicznej obserwuje sie w chorobach kosci
(np. w krzywicy, chorobach nowotworowych kosci), w nadczynnoSci przytarczyc, zottaczce zastoinowe;j
i polekowym uszkodzeniu watroby. Wzmozona aktywno$¢ fosfatazy zasadowej w surowicy
niekoniecznie Swiadczy o procesach patologicznych - ma ona miejsce takze podczas cigzy. Natomiast u
pacjentow z niedoczynno$cia tarczycy i u dzieci z opdznieniem wzrostu, aktywno$¢ tego enzymu jest
wyraznie obnizona.

Fosfataza kwasna (EC 3.1.3.2) wystepuje w duzych stezeniach w nasionach ro$lin, a u cztowieka
w gruczole krokowym, krwinkach czerwonych, ptytkach krwi, komérkach uktadu siateczkowo-
srodbtonkowego watroby i $ledziony, oraz w nerkach. Aktywnos¢ jej bardzo silnie wzrasta w chorobie
nowotworowej prostaty i jest wykorzystywane do monitorowania procesu leczenia raka gruczotu
sterczowego, Wzrost aktywno$ci tego enzymu mozna takze zaobserwowac¢ w guzach ztosliwych kosci
oraz w chorobach nerek i watroby.

W nasionach roslin aktywno$¢ fosfatazy kwasnej silnie wzrasta podczas kietkowania, a nastepnie
maleje w miare wzrostu siewek. Prawdopodobnie wzrost jej aktywnoS$ci zwigzany jest z uwalnianiem
fosforanu nieorganicznego z organicznych form zapasowych fosforanu, np. z kwasu fitynowego.
Aktywno$¢ fosfataz oznacza sie zazwyczaj uzywajac sztucznych substratéw, takich jak: 2-
glicerofosforan, fenylofosforan, fosforan fenoloftaleiny, p-nitrofenylofosforan.

Aktywno$¢ enzymu mierzy sie iloScig uwolnionego fosforanu lub czesSci organicznej estru po
inkubacji enzymu z substratem w Scisle okreslonych warunkach. Szczegélnie przydatny jako substrat
jest p-nitrofenylofosforan, gdyz jeden z produktéw reakcji przechodzi w forme barwng juz po
zalkalizowaniu $rodowiska.

Zasada metody:

W (¢wiczeniu wykorzystany zostanie wodny wyciag biatek enzymatycznych zawierajacych
fosfataze kwasng z ziemniaka. Jako substrat bedzie uzyty p-nitrofenylofosforan. Reakcje hydrolizy tego
zwigzku z udziatem fosfatazy i tworzenie barwnego produktu pokazano na rysunku ponizej. Powstajacy
produkt reakcji - p-nitrofenol - przyjmuje w Srodowisku zasadowym barwe z6tg i jej natezenie jest
miarg aktywnosci fosfatazy.
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p-nitrofenylofosforan (pNPP) p-nitrofenol (pNP)

Oznaczanie aktywno$ci opiera sie na pomiarze iloSci uwolnionego pod wptywem enzymu p-nitrofenolu.
Stezenie p-nitrofenolu oznacza sie kolorymetrycznie.



Odczynniki:

v W N

0,1 M bufor octanowy, pH 5,2;

Roztwor pNP (produkt) o stezeniu 0,5 mM
10 mM roztwor pNPP (substrat)

0,1 M roztwér NaOH

Roztwor fosfatazy kwasne;j.

Wykonanie krzywej standardowej dla pNP:

1.

2.
3.
4,

Do kolejnych 6 probéwek odmierzy¢ podane w tabeli objetosci 0,5 mM roztworu pNP i uzupetnié
0,1 M buforem octanowym o pH 5,2 do konicowej objetosci 2 ml;

Nr proby | pNP [ml] | Bufor [ml]
0 (Slepa) - 2

1 0,2 1,8

2 0,4 1,6

3 0,6 1,4

4 0,8 1,2

5 1,0 1,0

Do wszystkich probowek doda¢ po 5 ml 0,1 M NaOH i doktadnie wymieszac¢;

Odczytac¢ absorbancje przy dtugosci fali 420 nm wobec préoby odczynnikowej ($lepej);

Z uzyskanych wynikéw wykresli¢ krzywa standardowa (zaleznosci A420 od ilo$ci umol pNP
w probie);

Przygotowanie roztworu fosfatazy kwasnej

Odwazy¢ 10-cio gramowa porcje obranej bulwy z ziemniaka, zetrze¢ na tarce i doda¢ 20 ml 0,1 M buforu
octanowego o pH 5,2.
Homogenat przenie$¢ iloSciowo na gaze wytozong na lejku i przecedzi¢ do kolby miarowej o pojemnosci

100 ml, uzupeini¢ do kreski buforem octanowym, przelewajac go porcjami przez gaze, doktadnie

wymieszac. Dalsze rozcieficzenie przygotowac przez przeniesienie 10 ml rozcieniczonego roztworu z
kolby (100 ml) do kolby miarowej na 25 ml i dopeini¢ do kreski buforem octanowym, doktadnie
wymieszac. Tak rozcienczony ekstrakt enzymatyczny wykorzystywac do oznaczen aktywnosci fosfatazy
kwasnej.

Oznaczenie aktywnosci fosfataz kwasne;j:

1.
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Przygotowac 3 probowki (2 badane, i jedng odnosnikowa);

Do prob badanych doda¢ po 0,5 ml enzymu;

Do préby odnos$nikowej (odczynnikowej) doda¢ 0,5 ml 0,1 M buforu octanowego;

Do niezaleznej probowki dodac¢ 1,5 ml substratu (10 mM roztwor pNPP w buforze octanowym);
Wszystkie 4 probowki (2 badane, odnosnikowa i substrat) inkubowac¢ przez 5 min. w tazni
wodnej o temp. 37°C;

Rozpoczac¢ reakcje enzymatyczng dodajac do proby odnosnikowej i do préb badanych po 0,5 ml
ogrzanego substratu, kontynuujac inkubacije;

Doktadnie po 10 min. od zmieszania reagentdw, reakcje przerwac przez dodanie do wszystkich
probéwek po 5 ml 0,1 M NaOH;

Odczyta¢ absorbancje przy diugosci fali 420 nm préb badanych wobec préby odnosnikowej;



9.

Z krzywej standardowej odczytac ilo§¢ umol pNP uwolnionego w czasie reakcji.

Przyrost ilosci produktu w czasie:

1.
2.

N o e

Do 7 probowek (6 préb badanych i 1 proba odno$nikowa) doda¢ po 0,5 ml roztworu enzymu;
Rozpoczac¢ reakcje enzymatyczng dodajac kolejno do préb badanych po 0,5 ml substratu, catos¢
wymieszac. Zanotowac czas. Reakcje prowadzi¢ w temperaturze pokojowe;j.

Reakcje przerwac¢ dodajac po 5 ml 0,1 M NaOH

» Do probowkinr 1 po 2 min.

Do probéwki nr 2 po 4 min.

Do prob6éwki nr 3 po 6 min.

Do probéwki nr 4 po 8 min.

Do probéwki nr 5 po 10 min.

Do prob6éwki nr 6 po 12 min.

Do préby odnos$nikowej najpierw doda¢ 5 ml 0,1 M NaOH, a nastepnie 0,5 ml roztworu substratu;
Odczyta¢ absorbancje przy dtugosci fali 420 nm préb badanych wobec proby odno$nikowej;

Z krzywej standardowej odczytac ilos¢ pNP uwolnionego w czasie reakcji dla kazdej z prob;
WyKkresli¢ zalezno$¢ ilosci uwalnianych umol pNP od czasu reakgji.
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Wplyw stezenia fosfatazy kwasnej na szybko$¢ reakcji enzymatycznej

1.

N

Do 6 probowek odmierzy¢ nastepujace objetosci enzymu: 0 pl, 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 pl, 500
ul i uzupeic¢ 0,1 M buforem octanowym o pH 5,2 do koficowej objetosci 0,5 ml, zgodnie z podang
nizej tabelg;

Nr proby Objeto$¢ enzymu [ul] | Bufor [ul]

0

(odczynnikowa) ) 500
1 50 450
2 100 400
3 200 300
4 300 200
5 400 100

Do osobnej probéwki wprowadzi¢ roztwor substratu w objetosci 3,0 ml

Préby badane wraz z odnos$nikowa, oraz roztwér substratu wstawi¢ do tazni wodnej o
temperaturze 37°C i inkubowac przez 5 min;

Do serii préob badanych dodac¢ po 0,5 ml substratu i reakcje kontynuowa¢ w temp. 37°C przez 10
min;

Doktadnie po 10 min. reakcje przerwac przez dodanie do préb badanych i do préby odno$nikowe;j
5ml 0,1 M NaOH

Odczyta¢ absorbancje przy dtugosci fali 420 nm préb badanych wobec préby odnos$nikowej;

Z krzywej standardowej odczytac ilos¢ pumol pNP uwolnionego w czasie reakgji.

Uzupetnic tabele pomiaréw, wykres i wniosek w sprawozdaniu.



