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BEVEZETES, A GYAKORLAT CELJA

A gyakorlat célja, hogy megismerkedjlnk, azzal, hogy az enzimek katalitikus aktivitasat és a
mitkodésiiket befolyasold tényezoéket hogyan vizsgalhatjuk. A gyakorlat soran egy nukleotid hidrolaz
enzim, a dUTPaz enzim miikodését vizsgaljuk fotometrias pH-valtozas mérésén alapuld enzimaktivitas

modszer alkalmazasaval.

ELMELETI HATTER

Az itt szerepl6 ismeretanyag egy része mar szerepelt a Biokémia targy keretein belil, emiatt ajanlott a

Biokémia alapjai jegyzet 4. fejezetének (Enzimoldgia) ismétlése (I- ajanlott irodalom).

ENZIMEK

Az él6lényekben sziinteleniil kémiai folyamatok jatszodnak le. Ezen folyamatok Gsszessége a sejtben az
anyagcsere (metabolizmus). Mivel ezek a folyamatok kozil szamos spontdn médon nem, vagy csak
vegtelendl lassan jatszddna le vizes oldatban az él6lények (test)homérsékletén, szikség van bio-
katalizatorokra, melyek maguk az enzimek. Az enzimek csokkentik a reakci6 aktivalasi energiajat egy
kisebb energiaju reakciéut megnyitasa révén. Az aktivalasi energia csokkenésének mértéke néhany reakcio
esetében az alabbi tablazatban lathatd. Az enzimkatalizalta reakcio sebességi allanddja nd, a felezési id6 pedig

csokken, a reakcid sebessége akar a 108-szoroséra s felgyorsulhat, de Iényeges, hogy a reakcié kémiai

egyensulyat az enzim jelenléte nem befolyasolja, csak az elérését gyorsitja meg.

Aktivalasi Energia (kJ/mol)
Enzim nélkiil Enzim jelenlétében
H,0, > H,O+ 1% 0, 75.6 8.4
Urea - NH: + CO, 103.3 52.1
Szaharéz — Glu + Fru 109.2 48.3
Kazem — peptidek 86.5 504

Az enzimek meghatarozé tobbsége fehérje, emellett l1éteznek katalitikus aktivitasi RNS molekulak is
(ribozimek). Sok enzimnek a makromolekularis (fehérje) részen (apoenzim) kivil valamilyen kofaktorra
is szliksége van a miikodéséhez. Az enzimhez k6tddd, szerves kofaktorokat koenzimeknek is nevezik.
A koenzimet és az apo enzimet egytttesen holoenzimnek nevezziik. A szervetlen kofaktorokat, példaul

fémionokat altalaban inkabb csak egyszertien kofaktornak hivjuk.



A katalizis molekularis mechanizmusa

Az enzimek reverzibilis médon az aktiv centrumukban megkétik a szubsztratjukat, majd a rajuk
jellemzé modon atalakitjak. Az aktiv centrum szubsztratkotd helybdl és Kkatalitikus helybdl all. A
szubsztratkoté helyhez kapcsolodik be az atalakitandd molekula, a katalitikus helyhez pedig a
koenzim, ami lehet6vé teszi a szubsztrat-atalakulas lejatszodasat. A szubsztrat kot zseb és a katalitikus
hely altalaban atfednek. Az enzimek miikodése igen specifikus. Beszélhetiink kilon szubsztrat-, reakcio-

, regio-, és sztereospecifitasrol.

Modellek a katalizis molekularis mechanizmusara.

o Emil Fischer kulcs-zar elmélete (1890): a szubsztrat gy illeszkedik az enzimbe, mint kulcs a

zarba. (Nem foglalkozik az enzimek allanddan valtozé konformacidjaval.)

. Fluktuécios elmélet (1900-as évek): Az enzim konformécidja allanddan valtozik, a megfeleld

konforméacidju enzim fog reakcidba lépni a szubsztrattal.

o Indukécids illeszkedés elmélete (induced fit, D.E. Koshland, Jr. (1958)): A szubsztratmolekula
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az enzim- szubsztrat komplex kialakulhasson.

A katalizis molekularis mechanizmusa pontmutacidval is vizsgalhat6. Adott aminosavat
megvaltoztatva, az enzimaktivitds valtozasabdl kdvetkeztethetlink az adott aminosav katalizisben
betdltott szerepére.

Az aktiv centrum tulajdonsagai

o Maga az aktiv centrum az egész enzimnek altalaban viszonylag kis része csak.

o Az aktiv centrum 3 dimenzios szerkezetét a fehérjelanchan egymastol tavol Iévé aminosavak is
kialakithatjak.

o Az enzim-szubsztrat kotédésben kovalens kdlcsonhatas vagy gyenge masodlagos kotéerdk:

ionos, hidrogénhid, dipdlus, van der Waals, vagy hidroféb kdlcsonhatas egyarant részt vehetnek.

o A szubsztrat kotés specifitdsat az aktiv centrum atomjainak meghatarozott elrendezédése

biztositja.



Az enzim miikodésétbefolyasolo tényezék

Az enzimaktivitast igen sok tényez6 befolyasolja. Néhany fontosabb paraméter hatasa a kovetkezo.

pH

szubsztrat kotédésére és befolyasolhatja a katalitikus csoportok miikodését. A reakciosebesség pH-
fliggése maximumos gorbével irhato le. Kedvezo6 esetben a maximum-gorbe felmens- és lemend
aga szabalyos szigmoid gorbe. Leényeges, hogy az enzim aktivitdsdnak pH-optimuma nagyon

gyakran nem egyezik meg stabilitasdnak pH-optimumaval.
Hémérséklet

A reakciosebesség homérsékletfiiggése szintén maximumos gorbével irhatd le. Ez két hatas
ered6jeként jelentkezik. Egyrészt a homérséklet emelésével né a reakciosebesség (Id. Arrhenius
egyenlet), masrészt magasabb hémérsékleten a fehérjék hdédenaturacioja egyre inkdbb jelentdssé
valik.

Fémionok

A fémionok szerepe azért jelentds, mert mar igen kis koncentracioban jelentés reakcidsebesség
csokkenést vagy novekedést eredményezhetnek. A hatds fémion- és enzimfliggé. Az adott fémion
a reakcio lejatszddasahoz nélkilozhetetlen lehet, a reakcidsebességet ndvelheti, csokkentheti, de
akar inaktivalhatja is az enzimet, ha irreverzibilisen kotédik hozza. A fémionok befolyasolhatjak
a szubsztrat kotodését is. Pl. a nukleotidok sok esetben nukleotid-fémion komplexként kdtddnek az

enzimekhez.

A fentieken kiviil az enzimek miikddését befolyasolhatja még az oldat iondsszetétele is. Példaul a
nukleotidok és a DNS kotését er6sen befolyasolhatja az ionerd, és igy a sokoncentracid is. Emellet
természetesen az enzimek miikodését befolyasolja az is, hogy jelen van-e a megfelelé kofaktoruk
vagy koenzimik, illetve, hogy jelen vannak-e kiilonb6z6 aktivatorok vagy inhibitorok (pl.

allosztérikus aktivatorok és inhibitorok).

Az enzim aktivitas jellemzése: enzimkinetika

Egy enzim aktivitasa legjobban az idéegység alatt atalakitott szubsztrat (vagy keletkezett termék)
mennyiségével jellemezhet6. Az enzim reakciok idébeli lefolyasdval az enzimkinetika foglalkozik.
Ahhoz, hogy a reakcio kinetikai jellemz6it meghatarozzuk, kdvetnink kell az atalakitott szubsztrat vagy

a keletkez6 termék(ek) mennyiségének valtozasat az idében.



Enzim aktivitds mérési modszerek

Az enzim aktivitas mérési modszerek (“aktivitas assay”) 1ényege az enzim-katalizalt reakcio soran
torténé valtozasok érzékeny és megbizhato idobeni kovetése, egy adott enzim azonositasa vagy

jellemzése céljabol.

Az assay sordn a reakcio kovetésére alkalmas lehet egy jel, amennyiben az a szubsztrat(ok)
fogyasahoz, vagy a termék(ek) keletkezése soran valtozast mutat és a jelvaltozas a zajnak legalabb
kétszerese. A reakcid kovetésére szolgald jel eldallithatd a vizsgalt enzim reakcidtermékének

tovabbreagaltatasabdl, ekkor csatolt enzimreakciordl beszéllnk.

A reakcio kovetésének talan a legkdnnyebb modja egy szines vegyilet megjelenésének vagy
eltiinésének megfigyelése. Spektrofotométer alkalmazésaval a fényelnyelésen (abszorpcion) alapulo
modszerek kiterjeszthetk a kozeli UV tartomanyban elnyelé molekulak fotometrias kovetésére. A
pH valtozas kdzvetett kovetésére is alkalmas lehet ez a mddszer gyengén pufferalt oldatban, sav-bazis
indikator abszorbancidjanak kdvetésével.

Az optikai mddszerek kozé tartozik a fluoreszcens jel kovetése is. Ez a modszer egyfel6l a
fényelnyelésnél szamottevoen nagyobb érzékenységgel bir, masfeldl csak néhany szubsztrat vagy

termék rendelkezik jol kdvethetd fluoreszcens jellel, mint példaul a NADH.

A pH véltozassal jaré enzimatikus reakciok (pl. lipazok aktivitasa) esetén a pH valtozas elektrokémiai
jele is kovethetd, itt azonban figyelembe kell venni, hogy a pH véltozéas befolyasolhatja az enzim
miikddését. Ennek kikiiszobolésre lehet olyan gyengén pufferolt oldatban végezni az enzim aktivitas
merést, ami még lehetdvé teszi a valtozas detektalast, de megakadalyozza, hogy a pH szélsdségesen, az
enzim aktivitasat befolyasolva véaltozzon. Alternativaként lehet folyamatosan semlegesité oldatot

adagolni a mérés soran.

A reakcid soran termelddé hé is alkalmas lehet a kovetésre izotermalis titracios kalorimetria révén,

ehhez dont6 fontossagu, hogy a mérés soran a hdvaltozas dontd része a vizsgalt reakciobol eredjen.

A fenti mddszerek a reakcio lefutdsanak, a termékkeletkezés id6beli valtozasanak folytonos iddbeli
kovetését teszik lehetové. Ezzel egyrészt kiszlirhetdek a mérést zavard hirtelen valtozasok, masrészt
azonositani lehet a reakcidnak azt a szakaszat, amikor az atalakulas az idében linearis. A linerais
tartomény vizsgélata gyakorlati okokbdl fontos: ha ezt a tartomanyt vizsgaljuk, kénnyebb az enzim

mukodésére vonatkozd kovetkeztetéseket levonni.

A folytonos mddszerekkel szemben a végpont-méreéses eljarasok a reakcio leéllitasa utani termek

keletkezés vagy szubsztrat fogyas azonositasan alapulnak - erre példa a HPLC-elvalasztason, illetve



radioaktiv meghatarozason alapuld moddszer. Ezek alkalmazéasanal fontos meggy6zdédni arrol, hogy

lehetdség szerint a reakcid elérehaladasanak linearis tartomanyaban dolgozzunk.

Michaelis-Menten és Briggs -Haldane enzimkinetika

A legegyszerlibb enzimreakcié kinetikdjat Michaelis és Menten irta le 1913-ban. A gyakorlatban
manapsag a Michaelis-Menten kinetikai modell G.E. Briggs és James B.S. Haldane altal kiegészitett
valtozatat hasznaljuk az enzimaktivitas jellemzésére. E szerint az enzim (E) és a szubsztrat (S) egy un.

enzim-szubsztrat (ES) komplexet képez, majd ez bomlik tovabb a termékre és az enzimre.
A Michaelis — Menten enzimkinetika alapegyenlete tehat:
k; k;

E+S<=>ES >E+P
k

Az ES komplex képzoédésére a k; (a szubsztrat asszociacios sebességi allandoja), visszaalakulasara
a kK, (a szubsztrat disszociacios sebességi allandoja), a termek képzdédésére pedig a ks sebessegi
allando jellemz6. A ks sebességi allandd az un. atviteli szam (turnover number), ami azt fejezi ki,
hogy egy enzimmolekula egy masodperc alatt hany db szubsztratot alakit 4t. Mértékegysége

tehat 1/s. Ertéke igen tag hatarok kozott valtozhat.
Atviteli szam

Szénsavanhidraz 600000 1/s
Acetilkolinészteraz 25000 1/s

Kimotripszin 100 1/s

DNS-polimeraz 15 1/s

A Michaelis-Menten kinetikai modellben a termek képzodésének sebességét a szubsztratkoncentracio
fliggvényében abrazolva, egy telitési gorbét kapunk (l. alabbi abra), amit az alabbi, Michaelis-Menten

egyenlet ir le:

Vo = Vmax [S]/ ([S] + Kw)



max

%Y.,

reakcio kezdeti sehessége

v

szubsztrat koncentracio

(Az &bra a Biokémia alapjai jegyzetbdl szarmazik. Eredeti forrasa: Alberts et al.: Molecular Biology of the Cell,
4th edition http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26911/figure/A469/?report=objectonly )

A reakcio linearis, kezdeti szakaszaban mért reakciosebesseg allandé enzimkoncentracid és
végtelen nagy szubsztratkoncentracio esetén egy maximalis érték felé tart (vmax ), amit akkor ér
el, ha minden enzimmolekula szubsztrattal telitett ([ET]=[ES]). A Km (Michaelis-Menten allandd)

az ES komplex stabilitadsara jellemzé erték, amely anndl kisebb, minél stabilabb a komplex.
Km = (k2 + ka)/ky
KM = [S]vmax/Z

Ahogyan a fenti &brabdl és az egyenletekbdl is lathatd, a Km megegyezik azzal a szubsztrat

koncentracidval, amelyen a kezdeti sebesség a Viax felével egyenld.

Az enzim reakcié jellemzésére a leggyakrabban a Michaelis konstanst és a ks atviteli szdmot
hasznaljuk. Az atviteli szdm a vmax =k3*[E] egyenlet alapjan, az enzim koncentracio ismeretében

kiszamolhat6. Egyszerii esetben az atviteli szam megegyezik a keat katalitikus sebességi allanddval.

Az enzim reakcio jellemzésére hasznalt tovabbi fontos paraméter a katalitikus hatékonysag is
(keat/ Km), ami a katalitikus sebességi allandd (Kcat) €s a Michaelis konstans hanyadosa. A katalitikus

hatékonysag dimenzidja id6™**koncentracio™ (pl. st*uM?) egy-szubsztratos reakcio esetén.

Michaelis-Menten Enzimkinetika modell feltételezései- gyakorlati megfontoldsok

A Michaelis-Menten kinetikai modell Briggs és Haldane altal kiegészitett valtozata azt feltételezi,
hogy egy gyors kezdeti szakasz utan (pre-steady-state) az ES komplex koncentracidja allando

marad (steady-state vagy stacionarius szakasz).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK26911/figure/A469/?report=objectonly
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Az &bra a Stryer: Biochemisty c, konyv abrajanak modositasaval keszult. Az eredeti abra forrésa:
Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L. Biochemistry. 5th edition. New York: W H Freeman; 2002. Section 8.4,
The Michaelis-Menten Model Accounts for the Kinetic Properties of Many Enzymes. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22430/

Ahhoz, hogy a steady-state megkdozlités igaz legyen, arra van sziikség, hogy 1, kezdeti sebességet
mérjink; 2, a szubsztrat nagy feleslegben legyen az enzimhez képest (a gyakorlatban ez
altaldban 10X-es felesleget jelent).

A fentiekre azért van sziikség, hogy:

e A termék atalakulasa linearis legyen az idében.

e Az enzim szamara elérheté szubsztrat koncentraciot egyenlonek tekinthessiik a teljes
(hozzaadott) szubsztrat koncentraciojaval. Ez azért fontos, mert a mérés soran nem tudjuk
pontosan meghatarozni, hogy a szubsztrat pontosan hanyad része van komplexben az
enzimmel. Ezen egyszeriisités alkalmazasahoz mind a nagy szubsztrat felesleg, mind pedig a
kezdeti reakciosebesség mérése hozzajarul a kovetkezé modon:

o  Aszubsztrat nagy feleslege biztositja, hogy az enzim koncentracio elhanyagolhato
legyen a szubsztrat koncentraciohoz képest. igy adott idépillanatban a szubsztratnak
csak elhanyagolhat6 része lehet komplexben az enzimmel.

o A kezdeti sebesseég mérése biztositja, hogy a reakcidsebesség meghatarozasanak
pillanataban, a reakcio kezdetén, nagy feleslegben hozzaadott szubsztrat mennyisége
meg ne csokkenjen jelentdosen (< 10%0).
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o A kezdeti sebesség mérésével biztosithatjuk, azt is, hogy a reakcio elegyben ne legyen jelen

termék. Igy a termék hatéasaval nem kell foglalkoznunk.

Michaelis-Menten modell illesztése a mérési adatokra

A szamitogépek elterjedése elott a vmax €S Kwm értékeket jellemzéen a Michaelis-Menten egyenlet
linearizaldsanak segitségével szamoltak ki. Az Gn. Lineweaver-Burk féle kettds reciprok abrézolas
esetén a reakcidsebesség reciprokat abrazoljuk a szubsztratkoncentracio reciprokanak fliggvényében.
Ekkor egy egyenest, amelynek tengelymetszeteibdl (1/ Vmax ill. -1/Ky) leolvashatod vmax és Ky, eértéke
(részletesebben lasd Biokémia el6adas jegyzet). Az egyenlet linearizaldsaval azonban a mesterségesen
novelhetjik a mérési adatok hibajat, a tengely metszetek meghatarozasanak viszonylag nagy a
bizonytalansaga. Emiatt manapsag, mar ajanlatosabb a mérési adatokra nem linearis regresszid

segitségével kozvetlenll a Michaelis-Menten egyenletet illeszteni.

Tovabbi, az enzim aktivitast jellemzo paraméterek

Specifikus aktivitas

Mivel nem mindegy, hogy adott aktivitast milyen mennyiségii minta képvisel, ezért hasznos a specifikus
aktivitds fogalma, ami az egységnyi tomegli fehérjére (nem az adott enzimre, hanem a mintaban levd
0ssz-fehérjére) vonatkoztatott aktivitas. (Mértékegysége pl umol termék/perc/mg minta). A specifikus
aktivitds az enzimtisztasag mértékéil szolgalhat. Tisztitds soran nd a specifikus aktivitas, hiszen né az
adott enzim mennyiségének aranya a tobbi fehérjéhez képest. Ha tisztitas soran a specifikus aktivitas
tovabb nem ndvelhetd, az enzim tisztanak mondhat6. Ezt a paramétert tehat az enzim prepardtum és
nem az enzim jellemzésere hasznaljuk, sok esetben viszont sajnos csak ez talalhatd meg a

publikécidkban/adatbazisokban.

Az enzimagatlés tipusai

Az enzimgatlas lehetnek irreverzibilis vagy reverzibilis. Ez utébbi tipus tovabbi csoportokra oszthatdk:

Kompetitiv (versengd)
Az inhibitor és a szubsztrat molekula verseng az enzim aktivhelyért. Példa erre, amikor az inhibitor

molekula a szubsztratnak valamilyen szerkezeti analdgja. Ebben az esetben elérhet6 a maximalis
sebesség, de csak nagyobb szubsztrat koncentraciénal. Az inhibitor jelenléte a versengés révén tehat
latszolag noveli a szubsztrat K, értékét.

Nem kompetitiv
Az inhibitor maéashol kotédik, mint a szubsztrdt molekula, igy hatasat barmekkora szubsztrat

koncentracional kifejti. EKkor nem érheté el a maximélis sebesség, de Ky, értéke nem valtozik.
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Unkompetitiv
Ebben az esetben az inhibitor a mar létrejott enzim-szubsztrat komplexhez (ES) koétédik. Ekkor nem

érhet6 el az eredeti maximalis sebesség, és Ky, értéke is kisebb lesz.

Ezek az enzimkinetikai vizsgalatok az inhibitormolekula hatasmechanizmusanak kutatasakor jol

hasznosithaték.

*I Fontos megjegyezni, hogy enzim gatlés vizsgélatakor is teljesulnitik kell a Michaelis-Menten
modell feltételeinek, valamint a vizsgalt inhibitor molekulat a szubsztrathoz hasonléan nagy
feleslegben kell alkalmazni, ahhoz, hogy a Vmax és a Km értékek valtozasai alapjan el tudjuk

ddnteni, hogy milyen inhibiciés mechanizmusrol van szo.

Kooperativ enzimek
Nem minden enzimreakcio irhat6 le a Michaelis-Menten enzimkinetikaval, ezzel a modellel nem irhaté le

a kooperativ (az allosztéria alesete) enzimek kinetikaja. A legtobb allosztérikus enzim tobb alegységbdl
felépiilé fehérje-komplex. Ezen enzimeknél a reakcidsebesség- szubsztratkoncentracié gorbe nem
hiperbolikus, hanem szigmoidalis. (V6. a mioglobin oxigénko6té-képesseége hiperbolikus, a hemoglobiné
szigmoidalis gorbével jellemezheté.) Ennek oka, hogy az alegységek szubsztratkdtése kooperativ,
vagyis a szubsztrat kotése az egyik aktiv helyhez, képes megvaltoztatni a molekulan Iévé masik aktiv

hely tulajdonséagait.

*1 Gyakorlati szempontbdl ugyancsak fontos annak eldontése szempontjabol, hogy az enzimink
Michaelis-Menten kinetikat kovet-e, hogy betartsuk a Michaelis-Menten modell feltételezéseibol
eredd megkotéseket. Ha nem kezdeti sebességet mériink, vagy az enzim koncentracio nem
elhanyagolhat6 a szubsztrat koncentracioh6z képest, akkor lehetséges, hogy emiatt kapunk
szigmoid reakciosebesség- szubsztratkoncentracié gorbét, és nem azért, mert allosztérikus

enzimekkel van dolgunk.

Enzimek csoportositasa a katalizalt reakciok tipusa szerint (Enzyme Commission, E.C.)

1.  Oxidoreduktazok redoxreakciok

2. Transzferazok funkcioscsoport transzportja

3. Hidrolazok hidrolitikus reakciok

4.  Liazok nem hidrolitikus uton bonto enzimek
5. lzomerazok izomeriz&cio

6. Ligazok kotéskialakitas ATP felhasznalasaval

Nukleotid hidrolaz enzimek
A biokémia szinte minden alapvetd folyamata nukleotidok felhasznalasaval valosul meg, melyek

energiahordozo, nukleinsav épitéegység vagy szabalyzo jel szerepet lathatnak el. Mindez a nukleotidok
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hidrolizisének kilonleges voltan alapul, mely sordn egy vizmolekula végez nukleofil tamadast a
nukleotid trifoszfatlanc valamely foszfat centruméra és a reakcio foszfat, vagy pirofoszfat csoport

tdvozasat eredményezi.

A ribo és dezoxiribonukleozid trifoszfat (NTP és dNTP) molekulak termindlis foszforsavanhidrid
csoportjanak hidrolizise (a (d)NTP — (d)NDP + foszfat talakulds) nagy negativ szabadentalpia
valtozassal jar, ami a koétésbomlas nyoman hasznos munkéra fordithato. Az igy felszabadul6 energiat
Kitlintetett szerepe van az ATP-nek. Az ATP egy kozos ,.energiavaluta” ami 6sszekoti a lebontd
folyamatokat az energiaigényes felépit6 és egyéb folyamatokkal. Mindez szamos sejtbeli folyamat, mint
példaul szintetikus reakciok, a motorfehérjék mozgasa, vagy aktiv transzportot végzé pumpak
milkodésének alapjat adja. Ezen folyamatban tobbnyire a terminalis foszfat csoportot (y -foszfat)
hasitjak le az enzimek az ATP molekularol. Nukleotid hidrolizis torténik a DNS és RNS szintézise soran
is, ekkor az utolso két foszfatot (3 és y vagja le a DNS és RNS polimeraz, a hatramarad6 nukleotid
monofoszfat részt pedig az épiil6 DNS/RNS molekulaba épiti. Ez a folyamat is energiafelszabaduléssal
jar, amit a DNS-t, illetve RNS-t épit6 polimerazok a DNS illetve RNS mentén torténd iranyitott

mozgasra is felhasznalnak.
Az (d)NTP hidrolizisének kedvezd energetikai jellegéhez szamos tényez6 jarul hozza.

- Az (d)NTP-ben négy negativ toltés is kozel van egymashoz, és ezek elektrosztatikusan
taszitjak egymast. A foszforsavanhidrid kotés hidrolizisével a termindlis foszfat vagy
pirofoszfat a toltések egy részével egyiitt tavozik, igy csokken ez a taszitas.

- a keletkezd foszfat vagy pirofoszfat kedvezébb energiadllapotnak megfeleld geometriat vehet
fel, valamint hidrataltsaga is javul.

- A héatramaradd (d)NDP vagy (d)NMP rész azonnal deprotonélddik, ez a protonfelszabadulas
szintén kedvezd exoterm hdvaltozassal, valamint entropiandvekedéssel jar, mivel a két kiindulasi

anyaggal (viz és (d)NTP) szemben a termékek szama haromra né ((d)NDP, P és HY).

Habar a NTP molekulak hidrolizise termodinamikailag nagymértékben kedvezé az dNTP-k
kinetikailag stabil vegyuletek, mert a hidrolizishez sziikséges aktivalasi szabadentalpia magas. Az

dNTP hidrolizis igy csak megfelelé enzim jelenlétében zajlik nagy sebesseggel.

Az dNTP hidrolizald enzimek dontd tobbsége Mg?* fémiont hasznal kofaktorként, az enzim-katalizalta

reakcio nem jatszodik le ennek tavollétében.

A gyakorlat soran egy nukleotid hidrolaz enzim, a dUTPaz aktivitasat merjik. A dUTPAaz feladata,
hogy lebontsa a dUTP-t a sejtben, és igy megakadalyozza, hogy a dUTP a dTTP helyett a DNS-be

¢épiiljon (a polimeraz adeninnel szemben mindkett6t beépiti). A DNS-ben az uracil hibanak szamit és
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kivagddik. Ha tal sok uracil van a DNS-ben az mutéaciok szamanak emelkedéséhez és genomi
instabilitdshoz vezet. (Hirmond6 2015; Hirmondo et al. 2017)
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Nukleotid (dUTP) pirofoszforolizise.

Az abra az alabbi cikkbdl szarmazik: Kovari J, Barabas O, Varga B, Békési A, Tolgyesi F, Fidy J, Nagy J,
Vértessy BG. 2008. Methylene substitution at the alpha-beta bridging position within the phosphate chain of
dUDP profoundly perturbs ligand accommodation into the dUTPase active site. Proteins [Internet] 71:308-319.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17932923 (Kovari et al. 2008)
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A GYAKORLAT LEIRASA

A méres célja

A méreés céljaa dUTP&z enzim Michaelis-Menten paramétereinek (Vmax, Km), valamint atviteli szamanak
meghatarozasa. Valamint, ha a gyakorlat idejébe belefér, a Mg?" ion hatasanak vizsgélata a fenti
paraméterekre.

Ehhez a gyakorlat sordn egy gyengén pufferolt sav-bazis indikator oldat segitségével,
spektrofotometridsan fogjuk kdvetni a dUTPAz reakcio hatasara bekovetkezé pH valtozast,és igy a
dUTPaz reakciot.

A gyakorlat soran felhasznalt anyagok, vegyszerek, eszk6zok

Anyagok, vegyszerek
e Fenolvoros puffer, gyengén pufferélt (1 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCI, 5mM MgClz, 40 uM

fenolvoros)
e dUTP oldat (tarolas: -20°C)
e Rekombinans modon eléallitott dUTPAaz enzim oldat (tarolas: -80°C)
e pHmérd
o Kevero bot
Eszk6zok
e Jasco 750 termosztalhat6 spektrofotométer
e Vizflird6 a termosztalashoz
¢ 1 ml miianyag kiivettak
¢ 1.5 ml eppendorf mlianyag reakcidcsdvek
e 15 ml-es falconcsé
o Jégfiirdd
e Centrifuga
e Pipettak es pipettahegyek

A gyakorlat menete
1. Készitsiik el6 a dUTP oldatot. A nukleotid oldatot felolvasztas utan vortexeljik vagy fel le

pipetazassal alaposan keverjlik 0ssze. A gyakorlat soran tartsuk a dUTP oldatot jégfiirdoben.

2. Olvasszuk fel a -80°C-on tarolt dUTPAaz torzsoldatot. A gyakorlat soran tartsuk a dUTPaz oldatot
jégfiirdében.
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Elokésziiletek: Az aldbbi tdblazatbol valasszuk ki a felolvasztott dUTP4az varidnsnak megfeleld

mérési korilményeket. Szamoljuk ki, hogy mekkora térfogatot kell bemérnlink a témény enzim

oldatunkbdl

10-15 ml,

a mérési

korulményeknél

megadott koncentracidji enzimoldat

elkészitéséhez. A szamolas soran a higulasoktdl eltekinthetiink.

Enzim varians | kea () Kwm (UM) | hivatkozas | Ajanlott Ajanlott mérési  dUTP
neve mérési enzim | koncentraciok (uUM)
koncentracio
(nM)
hDUTFs8W 8+3 36+19 | (Téthetal | 10-20 nM 0,1,2,3,6, 10, 20, 30
2007)
hDUTYCFIS8W | 67 +0,6 | 2,1+£0,8 | (Andrési 10-20 nM 0,1,2,3,6,10, 20, 30
2018)
MTBDUTWT | 26+0,6 | 1,3+0,1 | (Hirmondd | 20-40 nM 0,1,2,3,5,8,16,20
etal. 2015)
MTB DUTHW | 0,8+0,2 | 1,6 1,2 | (Hirmond6 | 30-50 nM 0,1,2,3,5,8,16,20
etal. 2015)
Ec DUT WT 58 0,18 (Larsson et | 10-20 nM 0,051,2,3,5,8, 16, 20
al. 1996)
®11DUTWT | 55+16 | 1,2+0,5 | (Leveleset | 10-20 nM 0,1,2,3,5,8,16,20
al. 2013)
O 11 DUTHW | 50+12 | 1,6+0,3 | (Leveleset | 10-20 nM 0,1,2,3,5,8,16,20
al. 2013)

Roviditések: hDUT: human dUTPaz, MTB DUT: Mycobacterium tuberculosis dUTPaz, Ec DUT: Escherichia coli
dUTPA&z: ® 11 DUT: Staphylococcus aureus @11 fag dUTPéz. A fels6 indexek a mutaciokat jel6lik, amiket az egyes
enzimvariansok tartalmaznak. Az els6 betii az eredeti aminosav egybetiis roviditése, a szdm az adott aminosav
szamat jeldli az els6dleges szekvencidban, mig a masodik betil a bevitt aminosav egybetiit roviditése. Pl. az F158W
rovidités arra utal, hogy az enzim 158. szamud aminosavat, ami eredetileg egy fenilalanin volt, triptofanra cserélték.
A WT rovidités a vadtipust fehérjére utal.
A ke és Ky adatokat az idézett cikkekben a gyakorlaton hasznalt mddszerrel, és a gyakorlaton hasznalt
korilmeények kdzott hataroztak meg, kivéve az E. coli dUTPaz esetében, ahol a mérési hdmérséklet 25°C volt

4. Allitsuk dssze a mérés tervezés soran meghatarozott Gsszetételi enzimoldatot (dUTPéz + fenolvords

6.

puffer) egy falconcsdbe. Ezt a higitott enzim oldatot méar célszerii szobahdmérsékleten tartani, igy az

oldat hémérséklete kozelebb lesz a mérési hdmérséklethez, és kevesebbet kell majd varnunk a kivant

homérséklet eléréséhez.

Szamoljuk ki, hogy az 1 ml-es reakcid elegybe a tomény dUTP oldatunkbdl az egyes mérési pontok

esetében mekkora térfogatokat kell majd bemérniink. A szadmolasok sordan a higulasoktol

eltekinthetlink.

Bekapcsoljuk a spektrofotométert és a vizfiirdot. A vizfiirdé hémérsékletét 20°C-ra allitjuk.

Bekapcsoljuk a szamitogeépet,

majd elinditjuk a fotométerhez tartozO0 programot. A

spektrofotométer UV lampajat nem kapcsoljuk fel a gyakorlathoz (a program erre rakérdez).

Nyissuk meg az aktivitas_gyakorlat parameter fajlt, mely tartalmazza a mérés beallitasait.

A referencia kiivetta allasba és az egyes mérdallasba helyezziink egy-egy Ures kivettat, Ha a

hémérséklet elérte a beallitott értéket, végezzilk el a blank méreést.
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Mérjunk 1ml higitott enzimoldatot egy miianyag kiivettaba, majd a Kkivettat helyezzik a
spektrofotométer 1-es, termosztalt allasaba, a referencia kilvetta allasba helyezziink egy Ures kivettat-
Inditsuk el az adatfelvételt, majd varjunk amig az alapvonal stabil lesz , majd ezt 3-5 gyors mozdulattal

keverjik bele a reakcidelegybe, ezzel elinditva az enzimreakciot (lasd példa gérbe az abran).

0.82
o] TPl
g 0 -80 ] a reakcio els6 10%-ra illesztett egyenes
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= _
8 :t?sz::::)ancia
o 0.78-
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100 105 110 115 120
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A dUTPA&z enzimreakci6 fotometrias kdvetése.

Az &bréan lathat6 reakcidgorbe (fekete, folytonos vonal) 0.3 uM huméan dUTPaz és 30 uM dUTP
reakciojat mutatja be. Lathatd, hogy a dUTP hozzaadasa utan (kb. 107-108 secnél) az abszorbancia
meredeken csokkenni kezd a reakcio kovetkeztében, majd idovel a csokkenés megall, és az
abszorbancia Ujra egy kozel allandé értéket vesz fel. A reakcid kezdeti szakaszara illesztett egyenes
(piros vonal), és az abszorbancia valtozas segitségével a reakcid kezdeti sebessége meghatarozhat6. A
példa gorbén megfigyelhetd az is, hogy a mért abszorbancia abban az esetben sem teljesen allando,
amikor nincs kituntetett irdnyu valtozas. Ennek oka, a mérési zaj. Lathaté az is, hogy a reakcio
legvégén a valtozas meredeksége csokken. A dUTPaz esetében csak kismértékii csokkenés figyelhetd
meg, mas enzimeknél viszont a csokkenes mértéke nagyobb lehet. Részben ez az oka annak, hogy a
steady-state enzimkientikai mérések soran kezdeti sebeséget alkalmazunk.

Az abrat készitette: Szabo Judit Eszter, sajat mérés alapjan

9. A kever6botra pipettazzuk dUTP oldatot az elsé mérési koncentracionak megfelelé mennyiségben,
majd ezt 3-5 gyors mozdulattal keverjuk bele a reakcioelegybe, ezzel elinditva az enzimreakciot. A
mérést a legtoményebb dUTP koncentracional érdemes kezdeni, mivel itt a legnagyobb a
jelvaltozas, az itt kapott mérési gorbét a legkdnnyebb kiértékelni. A dUTP hozzéadasa utan, az
enzim aktivitasanak kdszonhetden azt kell latnunk, hogy az abszorbancia az id6 eldre haladtaval

csokken (lasd példa gorbe az abran).
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10. A reakcio végbemenetelét eészlelve allitsuk meg az adatfelvételt, majd mentsik el a mérést.

11. A mérés végén mossuk el alaposan desztillalt vizzel a hasznalt kiivettdkat és kapcsoljuk ki a

miiszert, a szamitogépet €s a termosztatot.

12. A mérést végezzik el a tobbi dUTP koncentracion is.

Kiértékelés
1.

Vilasszunk ki egy tetszéleges olyan szakaszt valamelyik mérési gorbénken, ahol az abszorbancia
nem valtozik. A Kivalasztott szakasz legaldbb 15-20 mérési adatpontot tartalmazzon. A mérési
adatokat atlagoljuk ezen a szakaszon, és szamoljuk ki az atlaghoz tartozé szorast is. > Az igy kapott
szoras lesz a mérésiinkre jellemz6 zaj.
A jelvaltozas akkor tekinthetd az enzimaktivitas kovetkezményének, ha a jelvaltozas legalabb a zaj
kétszerese. Szamoljuk ki azt az abszorbancia értéket, aminél a jelvaltozasunknak nagyobbnak kell
lennie. A tovabbi kiértékelésnél vegyuk figyelembe az igy kapott értéket. Ha a jelvaltozasunk ennél
kisebb, akkor az adott mérési pontot érvénytelennek tekintjlk.
Sorban nyissuk meg a kiilonb6z6 dUTP koncentraciéo mellett mért reakcié gorbéinket. Illesszlink
egyenest a jelvaltozas kezdeti, 10% szakaszara és hatarozzuk meg ennek meredekségét (m=AA/At).
(lasd példa gorbe az abran). Minden reakciogorbénél hatarozzuk meg a reakcioval jaro
abszorbanciavéltozast (AA) is, leolvasva az abszorbanciat a dUTP hozzaadasakor, valamint a
reakcid végén (lasd példa gorbe az abran).
Az abszorbanciavaltozas értékét abrazoljuk a szubsztrat koncentracio fliggvényében. Azt varjuk,
hogy a teljes abszorbancia valtozds mértéke ardnyosan valtozik az elhidrolizalt dUTP
mennyiségével. A kapott adatokra illessziink egyenest, értékeljiik az illesztés megfelel6ségét, ha
van kiugré pont azt a pontot hanyagoljuk el. Ha ennél a Iépésnél el kell hanyagolnunk egy mérési
pontot, azt a pontot a tovabbi kiértékelésnél is kezeljik fenntartasokkal!
Az abszorbancia valtozas adatokra illesztett egyenes paramétereibdl, a korabban meghatarozott, 2-
szeres zajnak megfeleld értékbdl szamitsuk ki azt a legkisebb szubsztrat koncentraciot, aminél a jel
nagysagunk mar elég nagy ahhoz, hogy a mérési eredmény értelmezheto legyen.
Szamitsuk ki az adott szubsztrat koncentraciohoz (S) tartozd kezdeti sebességet (vo ) az alabbi
egyenlet alapjan:

Vo= m*[S]/AA
A Michaelis-Menten paraméterek meghatarozasahoz, hatarozzuk meg az enzim kezdeti sebességét
allandé enzimkoncentracio és kiilonbozé szubsztrat koncentraciok esetén, és abrazoljuk ezeket a

szubsztratkoncentracio fuggvényében. A Michaelis-Menten egyenletnek megfelel6 hiperbolat az
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adatpontokra illesztve hatarozzuk meg a maximalis reakciosebességet (Vmax ) €s a Michaelis-
allandot (Kw).

Vo= Vmax*[s] /(KM +[S])

Hatarozzuk meg az enzim atviteli szamat (kear) a maximalis reakciosebességet az

enzimkoncentraciéval osztva:

Umax

[ET

kear =

9. Hatarozzuk meg az enzim katalitikus hatékonysagat is.

Jegyzokonyv kovetelmények
A lényeg, hogy a jegyzkonyv elejétdl a vegéig reprodukahato legyen! A mértékegységek megfeleld

hasznalata minimum kovetelmény. Hidnyzo vagy nem megfeleld mértékegységek esetén a jegyzékonyv

visszadobasra kerdl.

RoOvid elméleti bevezeté a Michealis-Menten Kinetikarol

Mérésleiras (milyen enzimet milyen modszerrel mériink?) A modszer leirasanal térekedni kell
arra, hogy a leiras alapjan a mérés reprodukalhatd legyen. Azaz minden lépést le kell irni a
gyakorlaton torténtek szerint (akkor is, ha az éran torténtek kiilénbdznek a jegyzetben szerepld
adatoktol), a pontos mennyiségek és mértékegysegek megadasaval. Egy bemérés megadas akkor
teljes, ha szerepel i) a kiindulasi torzsoldat koncentracidja ES a bemérési térfogat, ES a
végtérfogat;vagy ii) az oldat végkoncentraciéja meg van adva (gyakorlati szempontb6l ekkor is
érdemes megadni a mérési térfogatokat is).

Orai méréstervezés menete és célja

Az Osszes mérési adat és a szamolt mennyiségek (1A és wo) tablazatosan legyenek megadva
(mindegyik mértékegységekkel!)

Vo szamolés menete 1 példan bemutatva

AA abrazolasa AS fiiggvenyében (tengelyfeliratokkal, mértekegységgel, diagramcimmel), az egyenesre
egyenes illesztése (egyenlet és R? feltiintetésével), az illesztett egyenes értékelése roviden. Esetlegesen
kiugro pontok esetén 2 opcid kozil lehet valasztani:

o 2 diagram készitésével az egyiken bemutatandd az 6sszes adatpont (illesztést is el lehet

végezni, ekkor célszerii az R? értékeket 6sszehasonlitani), a masikon a kiugré pontok
elhagyasaval torténhet az illesztés
o A kiugré pontot kulén adatsorban megadva &brézolhaté a diagram, ebben az esetben a
kilon adatsorhoz tartozd pontok mas jelzéssel jelennek meg a diagraban, és az
illesztésben csak az Gsszetartozo adatsor pontjait veszi figyelembe a szoftver.
A jel-zaj aranyanak ismeretében, a A4S - AA grafikonbol hatarozzuk meg azt is, hogy mi az a

legkisebb szubsztratkoncentracio, ahol még értékelheto a mérés.
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- Vo kezdeti sebesség értékek abrazolasa AS fiiggvényében, a 0,0 pont abrazolasaval egyitt. Az
egyenesre Michealis-Menten gorbe illesztése (Id. segédlet), az egyenes egyenlete, az illesztés R
egyutthatdja feltlintetéseével. A kapott vmax és Km értékek megadésa. (Tengelyfeliratok,
mértekegységek, diagramcim ugyancsak szlikségesek.) Kiugro pontok esetén a fentebb ismertetett
2 megoldas kozul barmelyik valaszthato. Az illesztett gorbe értékelése.

- Keat 6s Km megadasa, illetdleg a katalitikus hatékonysag kiszamitdsa, ezek értékelése. A feltintetett
értékek tizedesjegyeinek szama redlis legyen a mérés hibajahoz képest.

- Eredmények értelmezése, értékelése, egyéb megjegyzések és kdvetkeztetések. Ebben a részben véalaszt
varunk a kovetkezé kérdésekre: Megfeleld mindségii adatokat kaptunk-e, a mért adatokbol megbizhatoan
kovetkeztethetlink-e az enzimlnk tulajdonsdgaira? Ha nem megbizhatéak az adatok, a mérési
korulményeket végig gondolva, melyik az a mérési paraméter/reagens koncentracio, amit meg lehetne
véaltoztatni?

Segédlet Michealis-Menten gorbe illesztéséhez

Nagyon ajanljuk az OriginPro programmal val6 megismerkedést, mivel nagyon sok mindent tud, és a
késObbiekben is hasznos lehet a program ismerete. Az oktatas.ch.ome.hu oldalon a biokémia labor
leiratok mappaban egy régebbi Origin verzidra vonatkozo telepitési és hasznalati Utmutatd all mindenki

rendelkezésére.

Ugyanakkor a program hasznalata nem kotelezd, barmilyen szoftver segitségévél el lehet végezni a
jegyz6konyvben megkovetelt kiértékeléseket. Egyenest akér excel felhasznalasaval is nagyon kénnyen
lehet illeszteni. A Michaelis-Menten egyenlet illesztésére pedig alkalmas az alabbi online alkalmazas is:

http://mycurvefit.com/
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AZ ERTEKELESSZEMPONTJAI

Felkészultséqg (A sikeres beugrd ZH feltétele a gyakorlaton vald részvételnek!)

A beugré anyaga ez a jegyzet. A Biokémia kurzus anyagét tudottnak véljiik, ezért alapvetd biokémiai
fogalmak/ismeretek a beugréban eldkeriilhetnek, akkor is ha azok nem szerepelnek konkrétan a

gyakorlati jegyzetben.

A beugro feladatok kozétt, valamint a gyakorlat sordn szamolési feladatkra is lehet szamitani, ezért
mindenkinél sajat szamologép sziikséges a gyakorlatra. 4 gyakorlaton elsésorban higitdsos szdamoldsi
feladatokra lehet szamitani, melyekhez a molaris koncentracio, valamint az anyagmennyiség

fogalmanak ismerete sziikséges
A Biokémia alapjai jegyzet 4. fejezetének (Enzimolodgia) atolvasasa ajanlott a gyakorlathoz.
Gyakorlaton vezetett jegyz6konyv + sz&molas otthon

A gyakorlat soran a munkavédelmi és biztonsagtechnikai eléirasok betartasa kotelezé!

Ajanlott irodalom:

Biokémiai gyakorlatok jegyzet

Elédi: Biokémia

Wunderlich Livius-Szarka Andras: A biokémia alapjai
Stryer: Biochemistry

Lehninger: Principles of Biochemistry

Sarkadi Livia: Biokémia mérnokhallgatoknak

Hans Bisswagner: Enzyme assays. Perspectives in Science, 2014, 1, 41-55.

Felhasznalt irodalom:

Scholz Eva — Salgo Andrés — Ercsey Klara — Szantd Réka korabbi Biokémia labor-Enzimek jegyzete
Jeremy M. Berg, John L. Tymoczko, Lubert Stryer: Biochemistry, Fifth Edition

Az abraknal jeldlt forrasok, valamint az aldbbi forrasok:

Andrési, D. 2018. Betegségben relevans mutaciot hordozo human dUTPaz varians enzimkinetikai és
szerkezeti biokémiai vizsgalata. Diplomamunka. Budapesti Miszaki és Gazdasadgtudomanyi
Egyetem, Vegyészmérndki és Biomérnoki Kar.

Hirmondd, R. 2015. A timidilat bioszintézis és a genomi integritas preventiv védelme. E6tvos Lorand
Science University. doi:10.15476/ELTE.2015.115.

Hirmondo, R., Lopata, A., Suranyi, E.V., Vertessy, B.G., and Toth, J. 2017. Differential control of ANTP
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biosynthesis and genome integrity maintenance by the dUTPase superfamily enzymes. Sci. Rep.
7(1): 6043. d0i:10.1038/s41598-017-06206-y.

Hirmondo, R., Szabd, J.E., Nyiri, K., Tarjanyi, S., Dobrotka, P., T6th, J., and Vértessy, B.G. 2015.
Cross-species inhibition of dUTPase via the Staphylococcal Stl protein perturbs dNTP pool and
colony  formation in  Mycobacterium. DNA  Repair (Amst). 30: 21-7.
doi:10.1016/j.dnarep.2015.03.005.

Kovari, J., Barabés, O., Varga, B., Békési, A., Télgyesi, F., Fidy, J., Nagy, J., and Vértessy, B.G. 2008.
Methylene substitution at the alpha-beta bridging position within the phosphate chain of dUDP
profoundly perturbs ligand accommodation into the dUTPase active site. Proteins 71(1): 308-19.
doi:10.1002/prot.21757.

Larsson, G., Nyman, P.O., and Kvassman, J.0. 1996. Kinetic characterization of dUTPase from
Escherichia  coli. J. Biol. Chem. 271(39): 24010-6. Available  from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8798636.

Leveles, 1., Németh, V., Szabo, J.E., Harmat, V., Nyiri, K., Bendes, A.A., Papp-Kadar, V., Zagyva, .,
Réna, G., Ozohanics, O., Vékey, K., Toth, J., and Vértessy, B.G. 2013. Structure and enzymatic
mechanism of a moonlighting dUTPase. Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr. 69(Pt 12): 2298
308. d0i:10.1107/S0907444913021136.

Toth, J., Varga, B., Kovacs, M., Malnasi-Csizmadia, A., and Vértessy, B.G. 2007. Kinetic mechanism
of human dUTPase, an essential nucleotide pyrophosphatase enzyme. J. Biol. Chem. 282(46):
33572-82. doi:10.1074/jbc.M706230200.
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A FELKESZULEST SEGITO KERDESEK ES FELADATOK
1. Egy 17 mM-os dUTP torzsoldatbdl szeretnénk késziteni 100 pl 1,5 mM-os

pipettazunk 0ssze az oldat elkészitéséhez:
2. Egy enzim maximalis reakcio sebessége 0,1 uM/s, Michelis allanddja pedig 12, 5 uM.

a. Mekkora kezdeti sebességgel rendelkezik az enzim 121 uM szubsztrat
jelenlétében?

b. A mérést nem megfeleléen végeztik és nem kezdeti sebességet mértiink.
Ehelyett a kezdeti sebességet akkor hataroztuk meg, amikor méar csak az
eredetileg hozzéadott 121 uM szubsztrat i) 50%-a; ii) 10% volt jelen a mérésben.
Mekkora sebességeket mértiink ezekben az iddpillanatokban?

3. Miért fontos, hogy kezdeti sebességet mérjink, ha egy enzim Michaelis-Menten
paramétereit szeretnénk meghatérozni?
4. Hogyan befolyasolja az enzim jelenléte az &ltala katalizalt reakcio6

a. egyensulyat?

b. sebességét?

c. aktivalasi energiajat?

5. Ird fel a Michaelis-Menten egyenletet, definiald az egyenlet paramétereit!
6. Hogyan befolyasolhatja egy enzim mitkdését a hdmérséklet, a pH, illetve az oldat ion
Osszetételének megvaltoztatasa?

7. Miért alkalmazunk nagy szubsztrat felesleget a steady-state mérésekben?

Megjegyzés: a Beugroban ehhez hasonlo, és ettdl eltérd, a jegyzet anyagéaval kapcsolatos,

egyszerll és gondolkodtatd, olykor egyszerli szamolast igényld kérdések is varhatoak.
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