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BEVEZETES, A GYAKORLAT CELJA

A gyakorlat célja, hogy megismerkedjlnk, azzal, hogy az enzimek katalitikus aktivitasat és a
mitkodésiiket befolyasolo tényezoket hogyan vizsgalhatjuk. A mérési mddszer folyamatéat attekintjik a
kisérlet tervezéstl egészen az eredmények kiértékeléséig. A gyakorlat soran egy nukleotid hidrolaz

enzim, a dUTPaz enzim miikodését vizsgaljuk fotometrias pH-valtozas mérésén alapuld enzimaktivitas

maddszer alkalmazasaval.

ELMELETI HATTER

Az eléadas anyaga, korabbi biokémiai €s enzim kinetikai alapismeretek.

ENZIMEK

Az ¢él6lényekben sziinteleniil kémiai folyamatok jatszoédnak le. Ezen folyamatok 0sszessége a sejtben az
anyagcsere (metabolizmus). Mivel ezek a folyamatok kozill 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 reakcid kémiai

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

Aktivalasi Energia (kJ/mol)

Enzim nélkiil

Enzim jelenlétében

H:O: —> H;O + 12 O:

75.6

8.4

Urea - NH: + CO, 103.3 52.1
Szaharéz — Glu + Fru 109.2 483
Kazem — peptidek 86.5 504

Az enzimek meghatarozé tobbsége fehérje, emellett l1éteznek katalitikus aktivitasu 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 szubsztratkoté 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 reakcioba lépni a szubsztrattal.

o Indukécios illeszkedés elmélete (induced fit, D.E. Koshland, Jr. (1958)): A szubsztratmolekula

=7z

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 szerkezetet 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 reakcidsebesség (Id. Arrhenius
egyenlet), masrészt magasabb hémérsékleten a fehérjék hddenaturacioja 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 erdsen befolyasolhatja az ionerd, és igy a sokoncentracio is. Emellet
természetesen az enzimek miikodését befolyasolja az is, hogy jelen van-e a megfelel6 kofaktoruk
vagy koenzimik, illetve, hogy jelen vannak-e kiilonbozé aktivatorok vagy inhibitorok (pl.

allosztérikus aktivatorok és inhibitorok).

Az enzim aktivitas jellemzése: enzimkinetika

Egy enzim aktivitdsa legjobban az idéegység alatt atalakitott szubsztrat (vagy keletkezett termék)
mennyiségével jellemezheté. Az enzim reakciok idébeli lefolyasaval 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 aktivitds mérési modszerek (“aktivitas assay”) lényege az enzim-katalizalt reakcio soran
torténod valtozasok érzékeny és megbizhaté idébeni kiovetése, egy adott enzim azonositasa vagy

jellemzése céljabol.

Az assay sordn a reakcid 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 kiterjeszthetok 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 véltozéssal 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
mérést, ami még lehetvé teszi a valtozas detektalast, de megakadalyozza, hogy a pH szélsésegesen, az
enzim aktivitasat befolyasolva véaltozzon. Alternativaként lehet folyamatosan semlegesitd oldatot

adagolni a mérés soran.

A reakcio soran termelddd hd is alkalmas lehet a kovetésre izotermalis titracios kalorimetria révén,

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

A fenti mddszerek a reakcio lefutdsanak, a termékkeletkezés id6beli valtozasanak folytonos iddbeli
kovetését teszik lehetdvé. Ezzel egyrészt kisziirhetéek a mérést zavard hirtelen valtozadsok, masrészt
azonositani lehet a reakcidnak azt a szakaszat, amikor az atalakulas az idében linearis. A linerais
tartoméany vizsgalata gyakorlati okokbdl fontos: ha ezt a tartomanyt vizsgaljuk, kdnnyebb az enzim

mukodésére vonatkozo 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 enzimreakcid 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 k, (a szubsztrat disszociacios sebességi allandoja), a termek képzdédésére pedig a ks sebessegi
allando jellemz6. A k3 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] + Kwm)



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 enzimkoncentracié 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

koncentracioval, 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 (kca) €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

—

[S]

Egyensuly

P]

Koncentracio

[ES]
Steady state: d[ES)/dt -0 (g
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Pre-steady s —
state Idé

Az &bra a Stryer: Biochemisty c, konyv abrajanak modositasaval keszilt. 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 hataséaval nem kell foglalkoznunk.

Michaelis-Menten modell illesztése a mérési adatokra

A szadmitogépek elterjedése elott a vmax €S Kwm értékeket jellemzéen a Michaelis-Menten egyenlet
linearizaldsanak segitségével szamoltak ki. Az Gn. Lineweaver-Burk féle kett6s 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, ertéke
(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 regresszio

segitségével kozvetlenll a Michaelis-Menten egyenletet illeszteni.

Tovabbi, az enzim aktivitast jellemzo paraméterek

Specifikus aktivitas

Mivel nem mindegy, hogy adott aktivitast milyen mennyiségli minta képvisel, ezért hasznos a specifikus
aktivitds fogalma, ami az egységnyi tomegli fehérjére (nem az adott enzimre, hanem a mintédban 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 novelhet6, az enzim tisztanak mondhatd. Ezt a paramétert tehat az enzim preparatum 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 elérheté 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 maximalis 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 oxigénko6to-képesseége hiperbolikus, a hemoglobiné
szigmoidalis gorbével jellemezhet6.) Ennek oka, hogy az alegységek szubsztratkotése 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 alapvet6 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 kotésbomlas nyoméan hasznos munkéra fordithatd. 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 tdbbnyire a terminalis foszfat csoportot (y -foszfat)
hasitjak le az enzimek az ATP molekularol. Nukleotid hidrolizis térténik 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 deprotonélodik, ez a protonfelszabadulas
szintén kedvezd exoterm hdvaltozassal, valamint entropiandvekedéssel jar, mivel a két kiindulasi

anyaggal (viz és (d)NTP) szemben a termékek szama haromra n6 ((d)NDP, Piés H").

Habar a NTP molekulak hidrolizise termodinamikailag nagymértékben kedvezdé 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 déntd 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

épuljon (a polimeraz adeninnel szemben mindkettét beépiti). A DNS-ben az uracil hibanak szamit és
12



kivagddik. Ha tal sok uracil van a DNS-ben az mutéaciok szamanak emelkedéséhez és genomi

instabilitdshoz vezet.

Mg:‘+
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'D"{L‘H. g}T T—O—I—D' o M T ) ) T T ] , .
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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.nIm.nih.gov/pubmed/17932923
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A GYAKORLAT LEIRASA

A méres célja

A méreés céljaa dUTPaz enzim Michaelis-Menten paramétereinek (Vmax, Km), valamint atviteli szamanak

meghatarozasa. Valamint, ha a gyakorlat idejébe belefér, a Mg?" ion hatasanak vizsgélata a fenti

paraméterekre. A gyakorlat soran hangsulyt fektetiink a mérés tervezesre is.

Ehhez a gyakorlat sordn egy gyengén pufferolt sav-bazis indikator oldat segitségével,

spektrofotometridsan fogjuk kdévetni a dUTP&z reakcid hatasara bekovetkezé pH valtozast, és igy a
dUTPAz reakciot.

A gyakorlat soran felhasznalt anyagok, vegyszerek, eszkdzok

Anvagok, vegyszerek

MgCl2 mentes fenolvords puffer, gyengén pufferalt (1 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCl, 40 uM
fenolvoros)

MgCl.-t tartalmazo fenolvords puffer, gyengén pufferalt (1 mM HEPES pH 7.5, 150 mM KCI, 5
mM MgCly, 40 uM fenolvords) - Mg?* ion hatasanak vizsgalatahoz

dUTP oldat (tarolas: -20°C)

Rekombinans modon eléallitott dUTPAz enzim oldat (tarolas: -80°C)

pH méro

Kevero bot

Eszkdzok

Jasco 750 termosztalhatd spektrofotométer
Vizfiird6 a termosztalashoz
1 ml miianyag kiivettak

1.5 ml eppendorf miianyag reakcidcsovek

15 ml-es falconcsé
Jeégfiirdo

Centrifuga

Pipettak és pipettahegyek

A gyakorlat menete

V.

Kisérlet tervezés: milyen enzim és szubsztrat koncentraciét hasznaljunk? Gondolkodtato interaktiv
beszélgetés, szamolasok, elékisérletek a méréshez

dUTP&z Michaelis-Menten paraméterek meghatarozasa MgCl, hianyaban

dUTPAaz aktivitdsanak /vagy ha az id6 engedi Michaelis-Menten paraméterek meghatarozésa MgCl.
jelenlétében

Konkluziok levonasa
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Eldkésziiletek a kisérletekhez/mérés

1. Készitsiik el a dUTP oldatot. A nukleotid oldatot felolvasztas utan vortexeljiik az oldatot.

2. Olvasszuk fel a -80°C-on tarolt dUTPaz torzsoldatot.

w

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

4. Bekapcsoljuk a szamitdgépet, majd elinditjuk a fotométerhez tartoz6 programot. A spektrofotométer
UV lampéjat nem kapcsoljuk fel a gyakorlathoz (a program erre rakérdez). Nyissuk meg az
aktivitas_gyakorlat parameter fajlt, mely tartalmazza a mérés beallitasait.

5. A referencia kiivetta allasba és az egyes mérballasba helyezziink egy-egy Ures Klvettat, Ha a

hémérséklet elérte a beallitott értéket, végezzik el a blank mérést.

6. Mérjunk 0ssze a mérés tervezés soran meghatarozott reakcidelegyet (dUTPaz + fenolvords puffer)

falconcsdbe.

6. Mérjiik a reakcioelegyet a milanyag kiivettakba, majd a klvettat helyezzik a spektrofotométer 1-es,
termosztalt allasaba, a referencia kivetta allasba helyezzink egy (res kuvettat- Inditsuk el az

adatfelvételt, majd varjunk amig az alapvonal stabil lesz.

7. A keverébotra pipettazzuk a dUTP oldatot, majd ezt 3-5 gyors mozdulattal keverjiuk bele a
reakcioelegybe, ezzel elinditva az enzimreakciot.

8. A reakci6 végbemenetelét észlelve allitsuk meg az adatfelvételt, majd mentsik el a mérést

9. A mérés végén mossuk el alaposan desztillalt vizzel a hasznalt kiivettakat és kapcsoljuk ki a miiszert,
a szamitogépet és a termosztatot.

10. A mérést végezzilk el az adott kisérlet tipustol fliggden, kiilonbdzé enzim és dUTPaz

koncentraciéknal.

Kiértékelés
1. Hatarozzuk meg a reakcioval jard abszorbanciavaltozast (AA), leolvasva az abszorbanciat a dUTP
hozzaadasakor, valamint a reakcid végén, a fotométerhez tartozo kiértékeld program segitségével.
2. lllessziink egyenest a jelvaltozés kezdeti, 10% szakaszara és hatarozzuk meg ennek meredekségét
(M=AA/At).
9.Szamitsuk ki az adott szubsztrat koncentraciohoz (S) tartozo6 kezdeti sebességet (vo) az alabbi egyenlet
alapjan:

Vo= m*[S]/AA
10. A Michaelis-Menten paraméterek meghatarozasahoz, hatarozzuk meg az enzim kezdeti sebességét
allandé enzimkoncentracié és kiilonb6z6 szubsztrat koncentraciok esetén, és abrazoljuk ezeket a
szubsztratkoncentracio fuggvényében. A Michaelis-Menten egyenletnek megfelelé hiperbolat az
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adatpontokra illesztve hatdrozzuk meg a maximalis reakcidsebességet (Vmax ) €s a Michaelis-allandot

(Kwm).

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

Hatarozzuk meg az enzim atviteli szamat (Kcat) @ maximalis reakciosebesseget az enzimkoncentracioval

osztva:

Um ax

E]T

kear =

Hatarozzuk meg az enzim Katalitikus hatékonysagat is.

Jegyzokonyv kovetelmények
A lényeq, hogy a jeqyzkdnyv elejétdl a végéig reprodukdhaté legyven! A mértékegységek megfelels

haszndlata minimum kovetelmény. Hianyzo vagy nem megfeleld meértékegységek esetén a jegyzokonyv

visszadobasra kerl.

RoOvid elméleti bevezeté a Michealis-Menten Kinetikarol

Mérésleiras (milyen enzimet milyen modszerrel mériink?) A modszer leirasanal térekedni kell
arra, hogy a leirds alapjan a mérés reprodukalhat6 legyen. Azaz minden Iépést le kell irni a
gyakorlaton torténtek szerint (akkor is, ha az éran torténtek kiilonbdznek a jegyzetben szerepld
adatoktol), a pontos mennyiségek és mértékegysegek megadasaval. Egy bemérés megadas akkor
teljes, ha szerepel i) a kiindulasi térzsoldat koncentracidja ES a bemérési térfogat, ES a
végtérfogat;vagy ii) az oldat végkoncentraciéja meg van adva (gyakorlati szempontbol 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 kullén adatsorban megadva abrézolhat6 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 értékelheté a mérés.
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- Vo kezdeti sebesség értékek abrazolasa AS fiiggvényében, a 0,0 pont dbrazolasaval egyiitt. Az
egyenesre Michealis-Menten gorbe illesztése (Id. segédlet), az egyenes egyenlete, az illesztés R
egyutthatdja feltlintetéseével. A kapott vmax és Kwm értékek megadésa. (Tengelyfeliratok,
mértekegységek, diagramcim ugyancsak sziikségesek.) 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 feltiintetett
értékek tizedesjegyeinek szama redlis legyen a mérés hibajahoz képest.

- MgCl2-0s mérési eredmények bemutatasa

- Eredmények értelmezése, értékelése, egyéb megjegyzések és kdvetkeztetések. Ebben a részben véalaszt
Varunk a kovetkezd kérdésekre: Megfeleld mindségii adatokat kaptunk-e, a mért adatokbol megbizhat6an
kovetkeztethetlink-e az enzimlink tulajdonsagaira? Ha nem megbizhatéak az adatok, a mérési
koérulményeket végig gondolva, melyik az a mérési paraméter/reagens koncentracio, amit meg lehetne
valtoztatni? Amennyiben megbizhatéak az eredmények, milyen hatassal van a MgCl, az enzim
aktivitasara? Mi lehet ennek a biokémiai hattere?

Segédlet Michealis-Menten gorbe illesztéséhez

Nagyon ajanljuk az OriginPro programmal valé megismerkedést, mivel nagyon sok mindent tud, és a
késébbickben is hasznos lehet a program ismerete. Az oktatas.ch.ome.hu oldalon a biokémia labor
leiratok mappéban egy régebbi Origin verziora vonatkozé telepitési és haszndlati Utmutatd all mindenki

rendelkezésére.

Ugyanakkor a program hasznalata nem kotelezd, barmilyen szoftver segitségévél el lehet végezni a
jegyz6konyvben megkovetelt kiértékeléseket. Egyenest akar excel felhasznalasaval is nagyon kénnyen
lehet illeszteni. A Michaelis-Menten egyenlet illesztésére pedig alkalmas az aldbbi online alkalmazés is:
http://mycurvefit.com/
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AZ ERTEKELESSZEMPONTJAI

Felkésziltség (A sikeres beugrd ZH feltétele a gyakorlaton vald részvételnek!)
A beugré anyaga ez a jegyzet és az orai eldadas.

A beugro feladatok kozott szamolasi feladatkra is lehet szamitani, ezért mindenkinél sajat szamoldgép

szUkséges a gyakorlatra.
Az Orai aktivitas az elfogadott jegyzékonyv pontszamat tort pontszam esetén felfelé kerekitheti.

Gyakorlaton vezetett jegyz6konyv + szamolas otthon

A gyakorlat sordn a munkavédelmi és biztonsagtechnikai eléirasok betartasa kotelezé!

Ajéanlott irodalom:

Elddi: Biokémia

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

Lehninger: Principles of Biochemistry

Sarkadi Livia: Biokémia mérnokhallgatoknak

Hans Bisswagner: Enzyme assays. Perspectives in Science, 2014, 1, 41-55.
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A FELKESZULEST SEGITO KERDESEK ES FELADATOK

1.

7.

Egy 17 mM-os dUTP torzsoldatbdl szeretnénk késziteni 100 pl 1,5 mM-o0s
pipettazunk 0ssze az oldat elkészitéséhez:
Egy enzim maximalis reakcié sebessége 0,1 uM/s, Michelis allanddja pedig 12, 5 uM.

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

b. A mérést nem megfeleléen végeztiik 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?

Miért fontos, hogy kezdeti sebességet mérjink, ha egy enzim Michaelis-Menten
paramétereit szeretnénk meghatérozni?
Hogyan befolyasolja az enzim jelenléte az altala katalizalt reakcio

a. egyensulyat?

b. sebességét?

c. aktivalasi energiajat?

ird fel a Michaelis-Menten egyenletet, definiald az egyenlet paramétereit!
Hogyan befolyéasolhatja egy enzim miikodését a hdmérséklet, a pH, illetve az oldat ion
Osszetételének megvaltoztatasa?

Miért alkalmazunk nagy szubsztrat felesleget a steady-state mérésekben?

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

egyszerl és gondolkodtato, olykor egyszerii szdmolast igényld kérdések is varhatdak.

GONDOLKODTATO KERDESEK A GYAKORLAT SZAMOLASI FELADATAIHOZ

Szeretnénk vizsgalni egy enzimet, amirdl tudjuk, hogy Michalis-Menten enzimkinetikaval

modellezhetd a miikodése, és amelyrdl tudjuk, hogy T=20°C a katalitikus aktivitasa kb. 1,5-2,5

s, Michelis éallanddja pedig 1-3 uM. Ennek az enzimnek a pontos kinetikai paramétereit

szeretnénk meghatarozni, amihez meg kellene tervezniink az aktivitasmerést.

A becsilt Kum érték ismeretében, a legkisebb ¢és legnagyobb mérendd
szubsztratkoncentracio megadasaval hatarozzuk meg, hogy milyen
szubsztratkoncentracid tartomanyban érdemes mérni a Ky pontos meghatarozasahoz.
Hany kiilonb6z6 szubsztratkoncentracioval érdemes elvégezni a mérést?
A legkisebb és a legnagyobb szubsztratkoncentracid kdzott hogyan osszuk fel a maradék
mérési pontot?
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- Tudjuk, hogy 20 masodpercnél révidebb reakciot nem nagyon tudunk kiértékelni. A
katalitikus aktivitds ismeretében milyen enzim koncentraciét eérdemes vélasztani a
méréshez? (A reakcidgorbe a legkisebb szubsztratkoncentracio esetében lesz a

legrovidebb, igy ennél a feladatnal ezt a szubsztratkoncentraciot érdemes figyelembe
venni.)
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