4. gyakorlat

Enzimologia

A homeérséklet hatasa az enzimek aktivitasdara

Az enzimek, mint biokatalizdtorok az anyagcsere-folyamatok intenzitasat
szabalyozzak. Aktivitasukat szamos tényez0 befolyasolja, melyek koziil legfontosabb exogén
(kiils6) szabalyoz6é a hoémérséklet. Az ¢letfolyamatok csak meghatarozott homérsékleti
tartomanyban jatszodhatnak le.

A tobb alegységbdl 4allo bioldgiailag aktiv komplexeknél (mint az enzimek is) a
szerkezet fellazulasa (magas hd), vagy lemerevedése (alacsony hd) az aktivitds
csOkkenésével, vagy akar annak megsziinésével jar.

Az enzimek két csoportba sorolhatok aszerint, hogy oldottan (solubilis), vagy
membranhoz kototten fejtik ki hatdsukat. Az utobbiak a hémérsékletvaltozasra fokozottan
érzékenyek. Magas homérsékleten a membran feliilet¢hez kotddd enzimek ledisszocialnak
(pl.. FS-2 enzimrendszere), alacsony hdmérsékleten a membranszerkezet rigiddé valik, ami
szintén enzimaktivitas-csokkenést eredményez. A solubilis enzimek kevésbé érzékenyek a
hémérsékletvaltozasra. Ezek aktivitascsokkenése fehérje-alegységeik szétvalasaval, vagy
fehérjéik denaturdcijaval magyardzhatd. Van’t Hoff térvénye szerint 10 °C-0s
homeérsékletvatozas a biokémiai reakciok aktivitasat 1,5 — 3 — szorosara ndveli, vagy
csokkenti.

Az enzimek eltéré hoérzékenységével magyarazhato a fotoszintézis és a 1égzés eltérd
homérsékleti gorbéje is. A fotoszintézis fényreakcidinak enzimrendszere membranhoz kotott,
ezért mar viszonylag alacsony hdémérsékleten (40-45 OC-on) karosodik, a 1égzés
enzimrendszere azonban solubilis, igy magasabb hdmérsékleten is stabil, aktivitdscsokkenése

A 1égzésnek két alapreakcigjat ¢€s alapreakcionként két-két alternativ  1tjat
kiilonboztetjiik meg:

1. A légzés elsé alapreakcidja — a 1égzési szubsztratok oxidéacidja: szubsztratok

dehidrogenalasa, redukalt nukleotidok (NADH, NADPH, FADH), valamint
szubsztrat szinti makroerg foszfatkotések képzodése. (Ezek utja: pentoz-fosztat

ciklus, illetve a gikolizis+citrat-ciklus.)



2. A légzés masodik alapreakcidja — a redukalt nukleotidok felhasznalodasa. (Ezek
utja: mitokondridlis elektrontranszport-linc és az ehhez kotddoé oxidativ

foszforilalas, illetve az un. extramitokondrialis-oxidazok rendszere.)

A Kisérlet végrehajtasa:

Kisérletiinkben a kereskedelmi élesztd borostyankésav-dehidrogenaz —aktivitasat
vizsgaljuk a homérséklet fiiggvényében. A borostyankdsav-dehidrogenaz a 1égzés szubsztrat-
dehidrogenalasi alapreakciojanak enzime.

Az enzim a borostyankdsav hidrogénjeit fumarsav keletkezése mellet FAD-ra viszi. A
reakcido a citromsav-Ciklusban jatszodik le. Kisérletiinkben a FAD-ot egy alacsonyabb
redoxpotencidli redoxindikatorral, a metilinkékkel (MK) helyettesitjiik. Enzimaktivitas esetén
a MK szintelen leukometilénkékké redukalddik, ami autooxidabilis, ezért a reakcidokozeg
felszinét 1égmentesen zarni kell.

10 g kereskedelmi ¢€lesztd szuszpenzidjat iivegsziirdn alaposan kimosunk, majd 50 ml
desztillalt vizben szuszpendalunk.

A probakat az alabbiak szerint allitjuk dssze:

Oldatok Probak
(ml) 1. 2. 3.
0,01%-0s metilénkék 0,5 0,5 0,5
0,1 M-o0s Na-szukcinat 1 1 1
Foszfatpuffer (pH:6) 1 1 1
Desztillalt viz 2,5 2,5 2,5
Elesztd szuszpenzio 1 1 1
Paraffinolaj 3 csepp 3 csepp 3 csepp
Hoémérséklet szobahOmérséklet 40 °C-os vizfiirds jeges viz

Ertékeljiik a latottakat, hasonlitsuk 6ssze az idéeredményeket és probaljunk

torvényszertiségeket megallapitani a mérések alapjan !!!




4. gyakorlat

Enzimologia

A kompetitiv enzimgatlas kimutatdsa

A kompetitiv enzimgatlas alapja, hogy a szubsztrathoz hasonl6 térszerkezetli anyag az
enzim szubsztrat-kothelyét elfoglalja, igy az adott enzim altal katalizalt szubsztrat-specifikus
reakcid nem jatszodhat le,

A katalizalt reakcid sebességét a reakcidoban résztvevd enzimek szaménak valtozasa,
illetve a meglévé enzimek aktivitdsa hatdrozhatja meg. Enzimindukcié soran a szubsztrat
(induktor) az enzim szintézisét (fehérje szintézis!) inditja el és ez vezet az adott reakcid
elkezdddéséhez, intenzitasanak novekedéséhez. Enzimindukcid esetén tehat a hatas elsoként
genetikai szinten jelentkezik.

Az enzimaktivitds valtozasabol eredd reakcidsebesség-csokkenés, vagy novekedés
oka, hogy valtozatlan enzimszam mellett az adott reakciot katalizalé enzim aktivitasa (és nem
szama!!!) viidltozik meg. Az enzim aktivitdsanak megvaltozasa az enzim térszerkezetének

valtozasaira vezethet6 vissza.

A kisérlet menete:

Az enzimgatlast a borostyankdsav dehidrogendz esetében vizsgaljuk. Ha a
reakcidkozegbe malonsavat is adunk, a specifikus reakcid gyorsasagat a borostydnkdsav €s a
malonsav mennyiségi viszonya hatarozza meg. Ebben az esetben tehat a kompetitiv inhibitor
a malonsav.

Az eldz6 kisérlethez készitett élesztdszuszpenziot hasznaljuk. A probakat az aldbbiak

szerint allitjuk Ossze.



Oldatok Probak
(ml) 1 2 3 4
0,01%-0s metilénkék 0,5 0,5 0,5 0,5
0,15 M-os puffer (pH:6) 1,0 1,0 1,0 1,0
0,1 M-0s Na-szukcinat 1,0 - 0,1 0,9
0,1 M-os malonsav - 1,0 0,9 0,1
Desztillalt viz 15 15 15 15
Paraffinolaj 3 csepp 3 csepp 3 csepp 3 csepp
Elesztd szuszpenzio 1,0 1,0 1,0 1,0

A kémcsoveket meleg (max. 40 0C-0s) vizfiirdsbe allitjuk és értékeljiik a latottakat!!!




1. A homérséklet hatasa az enzimek aktivitasdra

A probakat az alabbiak szerint allitjuk dssze:

Oldatok Probak
(ml) 1. 2. 3.
0,01%-0s metilénkék 0,5 0,5 0,5
0,1 M-os Na-szukcinat 1 1 1
Foszfatpufter (pH:6) 1 1 1
Desztillalt viz 25 2,5 2,5
Elesztd szuszpenzio 1 1 1
Paraffinolaj 3 csepp 3 csepp 3 csepp
Hoémérséklet szobahdmérséklet 40 °C-os vizfiirds jeges viz
2. A kompetitiv enzimgatlas kimutatdsa
A probakat az alabbiak szerint allitjuk dssze:
Oldatok Probak
(ml) 1 2 3 4
0,01%-0s metilénkék 0,5 0,5 0,5 0,5
0,15 M-os puffer (pH:6) 1,0 1,0 1,0 1,0
0,1 M-os Na-szukcinat 1,0 - 0,1 0,9
0,1 M-os malonsav - 1,0 0,9 0,1
Desztillalt viz 15 15 15 15
Paraffinolaj 3 csepp 3 csepp 3 csepp 3 csepp
Eleszt$ szuszpenzio 1,0 1,0 1,0 1,0

A kémcsoveket meleg (max. 40 0C-os) vizfirddbe allitjuk és értékeljiik a latottakat!!!




