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ΕΚΠΑΙΔΕΥΤΙΚΕΣ ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΕΣ


Δοκιμές ενζυμικής δραστικότητας

1. Διάλυμα πρωτεΐνης (0,3 ml) αραιώνεται με 0,9 ml νερό. Σε 0,5 ml από το διάλυμα αυτό προστίθονται 4,5 ml από το αντιδραστήριο διουρίας. Μετά από επώαση του διαλύματος στους 25 oC για 30 min η απορρόφηση του διαλύματος στα 540 nm είναι 0,18 σε κυψελίδα με μήκος 1cm. Πρότυπο διάλυμα αλβουμίνης (0,5 ml, που περιέχει 4 mg πρωτεΐνης/ml  και 4,5 ml από το αντιδραστήριο διουρίας έχει απορρόφηση 0,12 στα 540 nm). Υπολογίστε την συγκέντρωση της πρωτεΐνης στο αρχικό πρωτεϊνικό διάλυμα.

2. Ενζυμικό εκχύλισμα E. coli περιέχει 20 mg/ml πρωτεΐνης. 10 μl από το εκχύλισμα καταλύουν το σχηματισμό 30 nmol πυροσταφυλικού οξέος/min σε συνολικό όγκο αντίδρασης 0,5 ml. Υπολογίστε την ταχύτητα της αντίδρασης σε μmol.l-1.min-1. Ποια θα ήταν η ταχύτητα εάν η ίδια αντίδραση γινόταν σε συνολικό όγκο 1 ml; Ποια είναι η ειδική δραστικότητα του ενζύμου στο εκχύλισμα;

3. Η ειδική δραστικότητα της γαλακτικής αφυδρογονάσης σε εκχύλισμα καρδιάς μόσχου είναι 42 units/mg πρωτεΐνης και περιέχει 12 mg πρωτεΐνης/ml εκχυλίσματος. Να υπολογιστεί η ταχύτητα της αντίδρασης σε 1 ml όγκο αντίδρασης που περιέχει 20 μl εκχυλίσματος. Θα έπρεπε το ενζυμικό εκχύλισμα να αραιωθεί πριν τη μέτρηση;

4. Ένα μg καθαρού ενζύμου με μοριακό βάρος 92.000 Da καταλύει το το σχηματισμό 0,5 μmol/min μηλικού οξέως. Να υπολογιστεί α) η ειδική δραστικότητα του ενζύμου σε units/mg πρωτεΐνης, β) η χρονική διάρκεια ενός καταλυτικού κύκλου.

5. Σε 2 ml διαλύματος γλυκόζης προστίθεται 1 ml διαλύματος που περιέχει περίσσια από ATP, NADP+, MgCl2, εξωκινάση και αφυδρογονάση της  6-φωσφορικής γλυκόζης. Το μίγμα αφήνεται για επώαση στους 37 oC, οπότε πραγματοποιούνται οι αντιδράσεις:
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Η απορρόφηση του διαλύματος (σε κυψελίδα με μήκος 1 cm) μετά την αποκατάσταση ισορροπίας είναι 0,91 στα 340 nm. Να υπολογιστεί η συγκέντρωση της γλυκόζης στο αρχικό διάλυμα.

6. Σε 1 ml διαλύματος που περιέχει 6-φωσφορική και 1-φωσφορική γλυκόζη προστίθεται 1 ml διαλύματος που περιέχει περίσσεια NADP+, MgCl2, και αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης. Το μίγμα αφήνεται για επώαση στους 37 oC. Η απορρόφηση του διαλύματος (σε κυψελίδα με μήκος 1 cm) μετά την αποκατάσταση ισορροπίας είναι 0,57 στα 340 nm. Στη συνέχεια προστίθεται 1 ml του ενζύμου φωσφογλυκομουτάση και η απορρόφηση του διαλύματος  αυξάνεται κατά 0,5.
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Να υπολογιστεί η συγκέντρωση της 6-φωσφορικής και 1-φωσφορικής γλυκόζης στο αρχικό διάλυμα.

7. Η γλουταμινική-οξαλοξική τρανσαμινάση (GOT) ελευθερώνεται στον ορό του αίματος κατά το έμφραγμα του μυοκαρδίου. Η δοκιμή μέτρησης του ενζύμου βασίζεται στη μέτρηση της μείωσης της απορρόφησης του NADH κατά την αντίδραση που καταλύεται από την αφυδρογονάση του L-μηλικού οξέος (MDH):

[image: image5.wmf]Ασπαραγινικό οξύ + α-κετογλουταρικό 

GOT

γλουταμινικό οξύ + οξαλοξικό οξύ 

+ NADH

MDH

L-μηλικό οξύ + NAD

+


Μίγμα αντίδρασης συνολικού όγκου 0,9 ml, περιέχει περίσσεια ασπαραγινικού οξέος, 0,1 ml ορού, 0,3 μmol NADH και αφυδρογονάση του L-μηλικού οξέος προστίθεται περίσσεια α-κετογλουταρικού οξέος σε όγκο 0,1 ml. Η απορρόφηση του μίγματος μειώνεται με ταχύτητα 0,04 μονάδες απορρόφησης/min. Να υπολογιστεί η συγκέντρωση της γλουταμινικής-οξαλοξικής τρανσαμινάσης (units/ml) στον ορό του ασθενή.

8. Σε εκχύλισμα από P. chrysogenum (5 mg πρωτεΐνης/ml) γίνεται δοκιμή β-γαλακτοσιδάσης. Το εκχύλισμα (0,25 ml) επωάζεται με 3x10-3 Μ p-νιτροφαινυλ-β-γαλακτοσίδιο σε συνολικό όγκο 1 ml. Περιοδικά, 0,1 ml από το μίγμα αντίδρασης απομακρύνεται και προστίθεται σε 2,9 ml 0,1 Μ ΝaOH. Η συγκέντρωση της ελεύθερης p-νιτροφαινόλης υπολογίζεται με μετρήσεις της απορρόφησης στα 400 nm:

p-νιτροφαινυλ-β-γαλακτοσίδιο + Η2Ο 
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Να υπολογιστεί η ειδική δραστικότητα της β-γαλακτοσιδάσης. Ο συντελεστής μοριακής απορρόφησης της p-νιτροφαινόλης είναι 18.300 μmol-1.l.cm-1.

9. Ενζυμικό εκχύλισμα από E. coli περιέχει 24 mg πρωτεΐνης /ml. 20 μl του εκχυλίσματος καταλύουν τον σχηματισμό πυροσταφυλικού οξέος με ταχύτητα 1,6 nmol/min. 15 ml του εκχυλίσματος κλασματώνονται με (NH4)2SO4. Το πρωτεϊνικό κλάσμα μεταξύ 30 και 50%  κορεσμού σε (NH4)2SO4 συλλέγεται, διαλύεται σε 10 ml ρυθμιστικού διαλύματος και υποβάλλεται σε διαπίδυση. Το ενζυμικό διάλυμα μετά την διαπίδυση έχει όγκο 12 ml και περιέχει 30 mg πρωτεΐνης/ml. 20 μl του ενζυμικού αυτού διαλύματος καταλύουν το σχηματισμό πυροσταφυλικού οξέος με ταχύτητα 5,9 nmol/min. Να υπολογιστεί η ανάκτηση και ο βαθμός καθαρισμού του ενζύμου μετά την κλασμάτωση.

10. Εκχύλισμα από ζύμη περιέχει 32 mg πρωτεΐνης/ml. 10 μl του εκχυλίσματος καταλύουν το σχηματισμό NADH με ταχύτητα 0,14 μmol/min. 15 ml του εκχυλίσματος φορτώνονται σε στήλη κατιοντοανταλλαγής DEAE-Sepharose. Το προσροφημένο ένζυμο εκλούεται με 10 ml διαλύματος 0,3 Μ NaCl. Το ενζυμικό διάλυμα μετά τον καθαρισμό περιέχει 50 mg πρωτεΐνης/ml. 10 μl του ενζυμικού αυτού διαλύματος  καταλύουν το σχηματισμό NADH με ταχύτητα 0,65 μmol/min. Να υπολογιστεί η ανάκτηση και ο βαθμός καθαρισμού του ενζύμου μετά τον χρωματογραφικό καθαρισμό.

11. Οι πατάτες αποτελούν φθηνή πηγή παραλαβής πρωτεϊνών και ενζύμων, ως εκ τούτου έχει αναπτυχθεί σχετική μεθοδολογία και σε μεγάλη κλίμακα. Κυριότερη πρωτεΐνη της πατάτας είναι η πατατίνη, η οποία αποτελεί το 40% του υδατοδιαλυτού κλάσματος της συνολικής πρωτεΐνης.

Για την παρούσα άσκηση σας δίδονται μερικές από τις πρωτεΐνες και τα ένζυμα που περιέχονται σε εκχύλισμα πατάτας, μαζί με ορισμένες ιδιότητές τους,. Σας ζητείτε να περιγράψετε και εξηγήσετε μια μεθοδολογία διαχωρισμού και καθαρισμού των συγκεκριμένων βιομορίων.

Πληροφορίες:
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Ενζυμικές αντιδράσεις για τον καθορισμό της προτίμησης δέσμευσης του κάθε ενζύμου:




                         

1. φωσφοενολοπυροσταφυλικό οξύ + ADΡ [image: image8.wmf]PK

 πυροσταφυλικό οξύ + ATP
2.  πυροσταφυλικό οξύ + NADH + Η+ [image: image9.wmf]LDH

 γαλακτικό οξύ + NAD+
3.  1-φωσφορική γλυκόζη [image: image10.wmf]PGM

 6-φωσφορική γλυκόζη

4. 6-Φωσφορική φρουκτόζη + ATP [image: image11.wmf]PFK

 1,6-διφωσφορική φρουκτόζη + ADP
Όπου PK: πυροσταφυλική κινάση, LDH: γαλακτική αφυδρογονάση, PGM: Φωσφογλυκομουτάση, PFK: κινάση της 6-φωσφορικής φρουκτόζης..
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