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3. GYAKORLAT

KISERLETEK FOSZFATAZZAL

A foszfatdzok igen elterjedt enzimek, a legtobb él6lényben megtaldlhaték. Hatdsukra a szerves
foszfatészter-kotésbol anorganikus foszfat szabadul fel. Mig a legtobb enzim szubsztritspecifitisa
szigoru, a gyakorlaton vizsgalt savas foszfatdz csupan a foszfat-monoészterre specifikus. Tobbféle
foszfatésztert hidrolizal. Természetes szubsztratokat (glicerol-foszfat, gliik6z-6-foszfit, fruktdz-1,6-
biszfoszfit, adenozinfoszfit, stb.) és kiilonbozd szintetikus foszfatésztereket egyarant. Kisérleteinkhez
szintetikus szubsztrtot, p-nitrofenil-foszfatot hasznalunk.

Az enzim savas kozegben (pH 5.3) bontja a szintelen p-nitrofenil-foszfitot (pNPP), mikézben
anorganikus foszfat és p-nitrofenol (pNP) keletkezik. Ez utébbi ltigos kozegben sarga szind,
fényelnyelési maximuma 410 nm, moldris abszorpci6s koefficiense: € = 16000 [ mol™'.Z.cm™ ].
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1. pNP referenciasor keszitése

Az enzim hatdsara keletkezd p-nitrofenol mennyiségének meghatdrozasahoz készitsiink
referenciasort.

Anyagok, eszk6zok

30 mM NaOH-oldat

0.1 mM (azaz 0.1 pmol/ml) p-nitrofenol, 30 mM NaOH-oldatban
kémcsovek, pipettdk

fotométer, kiivettakkal

Feladat
Allitsuk 6ssze a kovetkezd reakcidelegyeket:
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Standard pNP-oldat (ml) 0.2 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
NaOH-oldat (ml) 4.8 4.50 4.0 35 3.0 2.5 2.0

Ossztérfogat: 5.0-5.0 ml
Mérjiik az oldat fényelnyelését 400 nm-en. A késziiléket desztillalt vizet hasznalva nullazzuk.

Meéréseinket foglaljuk tablazatba, majd dbrazoljuk az oldatok fényelnyelését a bemért p-nitrofenol
pumol fiiggvényében. Allapitsuk meg, hogy az osszefiiggés megfelel-e a Lambert-Beer torvénynek?

Az dbréazolt egyenesbdl szamitsuk ki a 0.1 pmol p-nitrofenolnak megfeleld Ayp-értéket. A
kovetkezo kisérletek sordn ezt hasznaljuk a p-nitrofenol mennyiségének kiszdmitasahoz.
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2. Az enzimreakcio idéfliggése

Anyagok, eszk6z6k

25 mM TRIS-citrat-puffer, pH 5.3
0.4 mM p-nitrofenil-foszfat-oldat
10 mM p-nitrofenil-foszfat-oldat
foszfatdz enzim-oldat

0.1 M NaOH-oldat

kémcsovek, pipettdk

37 °C-os vizfiirdd

stopperdra

fotométer, kiivettakkal

Allitsuk ssze a kovetkezé reakcidelegyeket:

1 2 3 4. 5 6.
Vak
10 mM pNPP-oldat (ml) 1 1 1 1 1 1
TRIS-citrat-puffer (ml) 1 1 1 1 1 1
Helyezze a kémcsoveket vizfiirdébe 5 percre
Enzim-oldat (ml) 1 1 1 1 1 -
Desztillalt viz (ml) - - - - - 1

A bemérés utdn pontosan 5 perccel vegyiik ki a vizfiird6bdl az "1" jeli kémcsovet, adjunk hozzd 2
ml 0.1 M NaOH-oldatot, rdzzuk j6l 6ssze. A sorban kovetkezd kémcsdvekkel végezziik el ugyanezt 10,
15, 20 és 25 perc utén.

Mérjiik le a mintdk fényelnyelését 400 nm-en. A fotométert desztillalt vizre nullazzuk.

A hatodik kémcsovet "reagens vak"-nak hasznélva szamitsuk ki a képzédstt pNP umol
mennyiségeket, illetve a reakcidsebességeket.

Ismételjiik meg az elozo feladatot 0.4 mM toménységii szubsztrdttal is.
Szamoljuk ki itt is a keletkezd pNP mennyiséget, illetve a reakcidsebességet.

Meérési eredményeinket foglaljuk 0ssze egy-egy tablazatban:

Kémcsd Reakci6ido A A-Ay pNP v
szama (sec) (umol) (umol/sec = pkatal)

A: amért abszorpci6 értéke, Ay: a vakérték abszorpcidja, v: a reakcidsebesség.

A téblazatok alapjan abrazoljuk az inkubacids id0 fiiggvényében a keletkezett pmol pNP-t, valamint
a reakcidsebességet (umol/sec). (Ko6zos dbran a 10 mM és a 0.4 mM pNPP-tal kapott eredményeket).

Kérdések, problémak
1. Mit 4llapithatunk meg a reakciéidd — reakcidsebesség 0sszefiiggésébol?
2. Hogyan befolydsolja ezt az enzim — szubsztrt ardny?

3. Milyen gyakorlati veszéllyel jar ez? (Gondoljunk az enzim-diagnosztikara!)

3. Szubsztratkoncentracio hatasa a reakciosebességre
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Anyagok, eszk6zdk

25 mM TRIS-citrat-puffer, pH 5.3
A szubsztrat (0.375 mM pNPP)
B szubsztrat (0.6 mM pNPP)

C szubsztrat (1.0 mM pNPP)

D szubsztrat (3.0 mM pNPP)
foszfatdz enzim-oldat
0.1 M NaOH-oldat
kémcsovek, pipettdk

fotométer

0.3 mM K,HPO,-ot tartalmazé TRIS-citrat-puffer, pH 5.3
0.3 mM NaF-ot tartalmaz6 TRIS-citrat-puffer, pH 5.3

Feladat

Allitsuk be a kovetkez6 reakcidelegyeket:

1. 3. 4. 5. 6. 7. 8.
TRIS-citrat-puffer (ml) 1 1 1 1 1 1 1
A szubsztrat-oldat (ml) 1 - - - - - -
B szubsztrat-oldat (ml) - 1 1 - - - -
C szubsztrat-oldat (ml) - - - 1 1 - -
D szubsztrat-oldat (ml) - - - - - 1 1
Enzim-oldat (ml) 1 1 - 1 - 1 -
Desztillalt viz (ml) - - 1 - 1 - 1

A kémcsoveket helyezziik 37 °C-os vizfiirddbe, pontosan 15 perc utan mérjiink mindegyikbe 2 ml
NaOH-oldatot. Mérjiik az oldatok fényelnyelését fotométerben, 400 nm-es hullimhosszon. EI8bb a paros
szamu elegyeket (vakokat), majd a pératlan szdmuakat (prébdk) a szinintenzitds novekvd sorrendjében
(1.,3.,5.,7.). A késziiléket mindig desztillalt vizre nulldzzuk. A beallitast mérés kdzben tobbszor

ellendrizziik.

Szamitsuk ki a keletkezett pNP mennyiségét (umol-ban), majd a reakcid sebességét (umol/sec).
Meérési eredményeinket foglaljuk tabldzatba. Pl.:

Kémcs6 Sy S); A A-Ay pNP \
szama (umol) (umol/sec = pkatal)
1. 0.375 0.125
3 0.600 0.200
5. 1.000 0.333
7 3.000 1.000

(S)p: a bemért szubsztrit-oldat p-nitrofenil-foszfat koncentracidja, (S),: a reakcidelegy p-nitrofenil-
foszféat koncentracidja, A: a mért abszorpcid értéke, Ay: a vakérték abszorpcidja, v: a reakcidsebesség.

Szerkessziik meg a kdvetkezd tdblazatot:

Kémcs6 (S), 1/S, 1/v
szama
1. 0.125 8
3. 0.200 5
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5. 0.333 3
7. 1.000 1

Meérési eredményeink és szamitdsaink alapjdn dbrdzoljuk a reakcidsebességet (v) a
szubsztratkoncentrécio6 ([S]) fliggvényében, valamint a reakcidsebesség reciprokat (1/v) a
szubsztritkoncentrécio reciprokdnak (1/[S]) fiiggvényében, Lineweaver-Burk szerint.

A grafikus dbrdzolds alapjan olvassuk le az 1/Ky €s 1/V .« értékeket. Szamitsuk ki a Ky s V jax
értékeket.

4. Kompetitiv gatlas orto-foszfattal

A foszfat-ion kompetitive gétolja a foszfatdzt. A kisérletben a reakcidelegyekhez kis
koncentriciéban K,;HPO,-ot is adunk (0.1 mM a reakciéelegyben). Vizsgéljuk, hogy a novekvd
szubsztritkoncentraci6 fiiggvényében hogyan véltozik a reakcidsebesség, illetve a gitlds. Ellendrizziik,
hogyan véltozik a Ky és V., értéke.

Feladat

Allitsuk ossze a kovetkezé reakcidelegyeket:

1 2 3 4 5. 6 7 8
K,HPO, -oldat (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1
A szubsztrat-oldat (ml) 1 1 - - - - - -
B szubsztrat-oldat (ml) - - 1 1 - - - -
C szubsztrat-oldat (ml) - - - - 1 1 - -
D szubsztrat-oldat (ml) - - - - - - 1 1
Enzim-oldat (ml) 1 - 1 - 1 - 1 -
Desztillalt viz (ml) - 1 - 1 - 1 - 1

A kémcsoveket helyezziik 37 °C-os vizfiirddbe, pontosan 15 perc utdn mérjiink mindegyikbe 2.0 ml
NaOH-oldatot, a paros szdmi kémcsoveket reagens-vaknak hasznélva, mérjiik az oldatok fényelnyelését
fotométerben, 400 nm-en, mint elébb (eldszor a vakokat 2.,4.,6.,8., majd a prébakat 1.,3.,5.,7. sorrendben)

Szamitsuk ki a keletkezett pNP mennyiséget (umol), valamint a reakciésebességet (umol/sec).
Meérési eredményeinket, az el6z6ekhez hasonldan, foglaljuk tdblazatba:

Kémcso Sy (S), A A-Ay pNP A%
szama (umol) (umol/sec = pkatal)

Szerkessziik meg a kovetkezd tablazatot:

Kémcso S), 1/(S), \% Iv

szama

Abrézoljuk a reakcidsebességet (v) a szubsztratkoncentracié ([S]) fiiggvényében, illetve a
reakcidsebesség reciprokdt (1/v) a szubsztratkoncentracié reciprokdnak (1/[S]) fiiggvényében, ugyanazon
grafikonon, mint elébb.

5. Nem kompetitiv gatlas NaF-dal
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Feladat

Allitsuk ossze a kovetkez6 reakcidelegyeket:

1 2 3 4 5. 6 7 8
NaF tartalmd puffer (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1
A szubsztrat-oldat (ml) 1 1 - - - - - -
B szubsztrat-oldat (ml) - - 1 1 - - - -
C szubsztrat-oldat (ml) - - - - 1 1 - -
D szubsztrat-oldat (ml) - - - - - - 1 1
Enzim-oldat (ml) 1 - 1 - 1 - 1 -
Desztillalt viz (ml) - 1 - 1 - 1 - 1

A kémcsoveket helyezziik 37 °C-os vizfiirddbe, pontosan 15 perc mulva mérjiink be mindegyikbe 2
ml NaOH-oldatot. A paros szdimu kémcsoveket reagens-vaknak haszndlva, mérjiik az oldatok extinkcigjat
fotométerben 400 nm-en, mint az elobbiek soran.

Szamitsuk ki a keletkezett pNP mennyiségét (umol), illetve a reakcidésebességet (umol/sec). Mérési
eredményeinket, az el6zéekhez hasonldan, foglaljuk tdblazatba.

Kémcsé S (S), A A-Ay pNP v
szama (umol) (umol/sec = pkatal)

Szerkessziik meg a kovetkezd tablazatot:

Kémcsé (S), 1/(S), v 1/v
szama

Méréseink, illetve szadmitasaink alapjdn dbrazoljuk a reakciésebességet (v) a szubsztratkoncentracid
([S]) figgvényében, valamint a reakciésebesség reciprokdt (1/v) a szubsztratkoncentracié reciprokanak
(1/[S]) fiiggvényében, ugyanazon grafikonokon, mint eléz8ekben. Eredményeink csak igy lesznek
Osszevethetdk és értékelhetdk.

Kérdések

1. Mi a Ky, mit fejez ki, miért lényeges ismerete egy-egy enzim mikodését jellemezve?

2. Miért eldny0s a kettds reciprokabrazolds (1/[S], 1/v) a linedris osszefiiggés ([S], v) helyett?

3. Mi jellemzi a kompetitiv és nem kompetitiv gétldst, kettds reciprok rendszerben dbrdzolva a mérési
adatokat?

4. A kompetitiv gatlds miért fiiggeszthet6 fel ellentétben a nem kompetitiv gatlassal?



