3. Kinetyka reakcji fosfatazowej

Cel ćwiczenia:
badanie kinetyki reakcji fosfatazowej (fosfataza kwaśna  wątrobowa)

-
wyznaczenie stałej Michaelisa i szybkości maksymalnej
-
zbadanie wpływu inhibitora na parametry kinetyczne enzymu i ustalenie rodzaju inhibicji
Znaczenie fosfataz - informacje ogólne
Fosfatazy są enzymami należącymi do klasy hydrolaz. Katalizują one reakcję hydrolizy estrów kwasu fosforowego. Fosfomonoesterazy katalizują reakcję odszczepienia pojedynczej reszty fosforanowej:
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Enzymy te  są szeroko rozpowszechnione. Ze względu na optimum działania dzielimy je na dwie grupy: fosfatazy zasadowe (optimum pH około 9) i kwaśne (optimum pH około 5). U człowieka wyróżniamy trzy izoenzymy fosfatazy alkalicznej: fosfatazę jelitową, fosfatazę łożyskową oraz fosfatazę występującą w kościach, wątrobie i nerkach. Natomiast fosfataza kwaśna występuje w dużych stężeniach w gruczole krokowym, krwinkach czerwonych, płytkach krwi, komórkach układu siateczkowo-śródbłonkowego, wątrobie, śledzionie i nerkach.

Oznaczanie aktywności fosfataz ma znaczenie diagnostyczne. Zmiany chorobowe w obrębie określonego narządu powodują wzrost aktywności odpowiednich fosfataz w surowicy krwi.

Wzrost aktywności fosfatazy alkalicznej w surowicy obserwuje się w chorobach kości (np. w krzywicy, chorobach nowotworowych kości), w nadczynności przytarczyc, żółtaczce zastoinowej i polekowym uszkodzeniu wątroby. Wzmożona aktywność fosfatazy zasadowej w surowicy niekoniecznie świadczy o procesach patologicznych - ma ona miejsce także podczas ciąży. Natomiast u pacjentów z niedoczynnością tarczycy i u dzieci z opóźnieniem wzrostu, aktywność tego enzymu jest wyraźnie obniżona.

Wzrost aktywności fosfatazy kwaśnej w surowicy występuje między innymi u mężczyzn z nowotworami gruczołu krokowego, w guzach złośliwych kości oraz w chorobach nerek i wątroby.

Zasada metody

Do laboratoryjnego oznaczania aktywności fosfataz wykorzystuje się najczęściej fosforan p-nitrofenolu. Fosfataza katalizuje hydrolizę p-nitrofenylofosforanu do p-nitrofenolu i reszty kwasu fosforowego.
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Oznaczanie aktywności opiera się na pomiarze ilości uwolnionego pod wpływem enzymu p-nitrofenolu, który w środowisku zasadowym przybiera żółte zabarwienie. Stężenie p-nitrofenolu oznacza się kolorymetrycznie.   
Inhibitorem fosfataz jest między innymi fosforan sodu.

Odczynniki:

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

2.
0,005 M roztwór p-nitrofenylofosforanu (substrat);

3.
0,1 M roztwór NaH2PO4 (inhibitor);

4.
0,5 M roztwór NaOH;

5.  roztwór fosfatazy kwaśnej – wyciąg z wątroby królika.

Wykonanie

1.
W 13 probówkach umieścić roztwory zgodnie z poniższą tabelą:
	probówka
nr
	bufor
octanowy
[ml]
	substrat
	1/S
	fosforan
sodu
[ml]
	H2O
[ml]

	
	
	[ml]
	S [mM]
	
	
	

	1
	0,4
	0,02
	0,05
	20
	-
	1,38

	2
	0,4
	0,04
	0,1
	10
	-
	1,36

	3
	0,4
	0,07
	0,175
	5,7
	-
	1,33

	4
	0,4
	0,1
	0,25
	4
	-
	1,3

	5
	0,4
	0,3
	0,75
	1,33
	-
	1,1

	6
	0,4
	0,5
	1,25
	0,8
	-
	0,9

	7
	0,4
	0,02
	0,05
	20
	0,1
	1,28

	8
	0,4
	0,04
	0,1
	10
	0,1
	1,26

	9
	0,4
	0,07
	0,175
	5,7
	0,1
	1,23

	10
	0,4
	0,1
	0,25
	4
	0,1
	1,2

	11
	0,4
	0,3
	0,75
	1,33
	0,1
	1

	12
	0,4
	0,5
	1,25
	0,8
	0,1
	0,8

	13
	0,4
	-
	-
	-
	-
	1,4


2.
Wszystkie probówki umieścić w łaźni wodnej o temperaturze 37oC i do każdej probówki dodać po 0,2 ml (200(l) roztworu enzymu (start reakcji).

3.
Dokładnie po 20 min od rozpoczęcia reakcji probówki wyjąć z łaźni wodnej  i  natychmiast  dodać  do każdej po 2 ml 0,5 M roztworu NaOH, co wystarcza do przerwania reakcji i alkalizuje środowisko, wywołując żółte zabarwienie p-nitrofenolu.

4.
Odczytać ekstynkcję poszczególnych prób wobec próby nr 13, która jest próbą ślepą, przy λ=410 nm.

Opracowanie wyników

( Szybkość reakcji enzymatycznej (V) wyraża się przyrostem ekstynkcji, która jest miarą ilości produktu powstającego w ciągu 20 minutowej inkubacji.

( Sporządzić wykres zależności szybkości reakcji enzymatycznej od stężenia substratu w nieobecności (probówki 1-6) i obecności inhibitora (probówki 7-12).

( Wyznaczyć stałą Michaelisa i szybkość maksymalną reakcji, korzystając z wykreślonego przez siebie wykresu Lineweavera i Burka, tj. zależności odwrotności szybkości reakcji enzymatycznej (1/V) od odwrotności stężenia  substratu (1/S) w nieobecności i obecności inhibitora.

Określić rodzaj inhibicji.

( Obliczyć maksymalną ilość substratu, rozłożonego przez 1,0 ml wyciągu z wątroby królika, posługując się ekstynkcją próby nr 6 i współczynnikiem molowym ekstynkcji dla p-nitrofenolu, który wynosi 
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. Współczynnik molowy ekstynkcji jest to ekstynkcja roztworu danego związku o stężeniu 1M (1 mol/dm3) odczytana  w kuwecie o grubości 1 cm. W obliczeniach należy uwzględnić kolejne rozcieńczenia.
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