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CZYNNIKI WPLYWAJACE NA PARAMETRY KINETYCZNE
KWASNEJ FOSFATAZY

Fosfatazy to grupa enzymoéw nalezacych do klasy hydrolaz, podklasy esteraz —
enzyméw hydrolizujacych wigzania estrowe. Katalizujg odszczepienie reszty fosforanowej od
roznych naturalnych estrow kwasu fosforowego: cukrowcow, biatek, thuszczowcow,
nukleotydow 1 wielu innych wedtug ponizszej reakcji:

R-O-PO3H + H20 — R-OH + H2PO4

Enzymy te zostaty podzielone na dwie podgrupy w zaleznosci od pH optymalnego dla
ich dziatania, wyro6znia si¢:

« fosfatazy kwasne, optimum w zakresie pH 4,0 do 7,0

« fosfatazy alkaliczne, optimum w zakresie pH 9,0 do 11,0.

Fosfatazy kwasne charakteryzuja si¢ niska specyficznoscig substratowa. Moga
katalizowa¢ defosforylacje réznych naturalnych substratow, takich jak 3-fosfoglicerynian,
fosfoenolopirogronian, ATP, czy biatka modyfikowane potranslacyjnie przez fosforylacje
tyrozyny. Poza naturalnymi substratami enzymy te rozszczepiaja takze 2-glicerofosforan,
fenylofosforan, fosforan fenoloftaleiny, czy estry fosforanowe fenoli, np. p-nitrofenylofosforan
powodujac uwolnienie fosforanu. Na podstawie jego ilosci lub ilo$ci czg$ci organicznej estru
po reakcji enzymu z substratem mozna mierzy¢ aktywno$¢. Najczescie] stosowanym
w analityce sztucznym substratem jest p-nitrofenylofosforan (pNPP), z ktorego po
defosforylacji powstaje p-nitrofenol (Rys. 1). W $§rodowisku zasadowym zwigzek ten daje zotte

zabarwienie, ktorego intensywno$¢ mozna mierzy¢ spektrofotometrycznie.

]
i ﬁ fosfataza
O,N O—i—F—OH + HZO = 02N OH + H3PO4
" bu
p-nitrofenylofosforan p-nitrofenol

Rys. 1. Reakcja hydrolizy p-nitrofenylofosforanu katalizowana przez fosfataz¢ kwasna.



Kwasne fosfatazy wystepuja gtownie w roslinach: w bulwach, nasionach, owocach,
liscieniach, korzeniach i lisciach. Na terenie komorki roslinnej zlokalizowane sg w cytozolu,
wakuolach lub $cianie komorkowe;.

Enzymy te wystepuja takze u zwierzat, gdzie s3 glownymi enzymami
odpowiedzialnymi za trawienie wewnatrzkomorkowe, zlokalizowane sg w lizosomach
I stanowig dla tych organelli tzw. “enzym znacznikowy”. U ludzi kwasna fosfataza uzywana
jest jako enzym markerowy w diagnostyce, poniewaz jej aktywno$¢ wyraznie wzrasta przy

niektorych chorobach nowotworowych, chorobach watroby i kosci.

1. Wplyw stezenia enzymu na jego aktywnos$¢
Zalezno$¢ szybkosci reakcji od stgzenia enzymu obserwuje si¢ stosujac wysokie,
optymalne dawki substratu, powodujace wysycenie wszystkich czasteczek enzymu. W takich
warunkach szybkos$¢ katalizowanej reakcji jest uzalezniona tylko od st¢zenia enzymu — im jest
go wiecej tym wigcej czasteczek produktu bedzie powstawac 1 wykres tej zalezno$ci przyjmuje

postaé prostej (Rys. 2).
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Rys. 2. Zaleznos¢ szybkosci reakcji od stezenia enzymu.

2. Wplyw stezenia substratu na aktywno$¢ enzymu
Reakcje katalizowane przez enzymy charakteryzuja si¢ punktem wysycenia enzymu
substratem. Przy matych ilosciach substratu wszystkie jego czasteczki wigzg si¢ z enzymem
angazujac w reakcje tylko czgs$¢ puli czasteczek enzymu. Przy duzych iloSciach substratu
wszystkie czasteczki enzymu sg wysycone i1 zaangazowane w reakcje¢, ktora przebiega wtedy
z predkoscig maksymalna (Vmax). Zaleznos¢ predkosci reakcji od stezenia substratu opisuje
réwnanie Michaelisa-Menten, a obrazuje ja hiperbola (Rys. 3). Kazdy enzym ma réwniez

charakterystyczng statg Kwm, ktorej warto$¢ rowna jest potowie wartosci Vmax.



Vol 2 ==

Szybkos¢ reakcji [Vy]

|~ Ku

stezenie substratu [S]

Rys. 3. Zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia substratu [S], Km — stata Michaelisa-Menten; Vmax

— maksymalna predkos¢ reakcji (Berg et al. Biochemistry).

Do wyznaczania wartosci Km I Vmax, najczesciej stosuje si¢ odwrotno$¢ rownania
Michaelisa-Menten, przeksztalcajaca go w rownanie prostej. Jest to tzw. rdéwnanie

Lineweavera-Burka, ktorego wykresem jest linia prosta (Rys. 4).
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Rys. 4. Zalezno$¢ szybkosci reakcji od st¢zenia substratu [S] zgodnie z przeksztalceniem
Lineweavera-Burka, Km — stata Michaelisa-Menten; Vmax — maksymalna predkos$¢ reakcji (Berg et
al. Biochemistry).

3. Wplyw inhibitorow na aktywnos$¢ enzymu

Aktywnos$¢ biokatalityczna wielu enzymoéw moze zosta¢ obnizona lub calkowicie
zahamowana poprzez zwigzanie specyficznych czasteczek zwanych inhibitorami. Inhibitory
ograniczajg dzialanie enzymoOw poprzez zmiany w obrgbie centrum aktywnego — albo blokuja
miejsce dla substratu, albo oddzialuja w innym miejscu zaburzajgc strukture centrum.
Inhibitorami moga by¢ metabolity komodrkowe, leki, trucizny, sole, analogi substratow.
Inhibicja moze trwale uszkodzi¢ enzym, nazywamy ja wtedy nieodwracalng lub czasowo
ograniczy¢ dziatanie enzymu — inhibicja odwracalna. Pod wzgledem mechanizmu dziatania
wyroznia si¢ dwa zasadnicze typy inhibicji: kompetycyjng (wspotzawodniczaca)

I niekompetycyjna (niewspotzawodniczaca).



Do inhibicji kompetycyjnej dochodzi wtedy, gdy inhibitor wspotzawodniczy
Z substratem o centrum aktywne. Szybko$¢ reakcji zalezy od wzajemnego stosunku stgzen
substratu i inhibitora, jezeli st¢zenie substratu bedzie przewyzszaé st¢zenie inhibitora, to
szybkos¢ reakcji zmniejszy si¢ nieznacznie bagdz w ogole nie ulegnie zmianie. Jesli przewazaé
bedzie ilo$¢ inhibitora w roztworze, to reakcja katalizowana ulegnie inhibicji czyli
zmniejszeniu szybkos$ci reakcji. Wzrost stezenia inhibitora powoduje, ze warto$¢ 1/Vmax
pozostanie niezmieniona, jednak zeby ja osiggnaé konieczne jest znacznie wyzsze stezenie

substratu. Zwigksza si¢ natomiast warto$¢ Km (Rys.5)
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Rys. 5. Zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia substratu [S] zgodnie z przeksztatceniem
Lineweavera-Burka, dla reakcji z inhibitorem kompetycyjnym i bez; Km — stata Michaelisa-

Menten; Vmax — maksymalna predkosc¢ reakcji (Berg et al. Biochemistry).

Drugi typ inhibicji to inhibicja niekompetycyjna. W tym przypadku inhibitor nie jest
podobny do substratu, ale jest w stanie zwigzac¢ si¢ z enzymem w innym miejscu niz centrum
aktywne. Powoduje to zmian¢ konformacji tego centrum i obnizenie zdolnosci katalitycznej.

Sytuacja taka powoduje obnizenie wartosci Vmax, nie zmieniajac wartosci Km (Rys. 6).
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Rys. 6. Zalezno$¢ szybkos$ci reakcji od stezenia substratu [S] zgodnie z przeksztalceniem
Lineweavera-Burka, dla reakcji z inhibitorem niekompetycyjnym i bez; Km — stata Michaelisa-

Menten; Vmax— maksymalna predkosc¢ reakcji (Berg et al. Biochemistry).



Typ inhibicji mozna okresli¢ przeprowadzajac reakcje enzymatyczne przy réznych
stezeniach substratu oraz inhibitora i wyznaczajac warto$¢ Km i1 Vmax. PO narysowaniu wykresu
zalezno$ci, na podstawie jego ksztaltu mozna wywnioskowac jaki mechanizm dziatania ma
zastosowany inhibitor.

Miarg aktywnos$ci enzymu jest szybkos$¢ reakcji enzymatycznej (V). Podobnie jak w
przypadku reakcji chemicznych, do pewnego momentu jest ona proporcjonalna do stezenia
substancji reagujacych i wyznacza si¢ jg poprzez pomiar przyrostu stezenia produktu reakcji
W czasie. Miarg szybkos$ci reakcji w danym momencie jest wigc wzrost stezenia produktu, jaki
nastepuje w jednostce czasu. Aktywno$¢ enzymatyczng wyrazamy w dwoch standardowych
jednostkach. Sa to: jednostka enzymatyczna (U) oraz katal (kat). Jednostka enzymatyczna (U)
jest to taka ilo$¢ enzymu, ktora katalizuje przeksztatcenie 1 pmola substratu w ciggu 1 minuty,
w warunkach optymalnych dla danego enzymu. Katal (kat) jest jednostka aktywno$ci
enzymatycznej obowiazujaca w ukladzie SI i jest definiowany jako aktywnos¢ katalityczna,
ktora zwigksza szybkos¢ reakceji o 1 mol na sekundg, w warunkach optymalnych.

W warunkach optymalnych przy nadmiarze substratu i stalym stezeniu enzymu
szybkos$¢ reakcji powinna by¢ wielkos$cig statg a wykres szybko$ci odpowiada¢ linii prostej
(reakcja zerowego rzedu). Jednak w rzeczywistosci wraz z uptywem czasu szybko$¢ reakcji
(V) czesto maleje wskutek ubytku substratu, hamowania przez produkt oraz stopniowej
inaktywacji enzymu. Dlatego w rzeczywistosci tylko w poczatkowej fazie reakcja szybkos¢
dzialania enzymu jest liniowa funkcja czasu — jest to tzw. szybko$¢ poczatkowa reakcji
enzymatycznej (Vo).

__ produkt [umole] Viax X [S]
Km + [S]

0 |Ub VO =

czas [min]

gdzie:
Vo — szybkos$¢ reakcji poczatkowej
Vmax — szybko$¢ maksymalna reakcji dla enzymu wysyconego substratem
[S] — stezenie substratu
Km — stata Michaelisa
W analizach in vitro stezenie substratu maleje w czasie reakcji, w miare¢ jego zuzywania
1 przy dtuzszym czasie inkubacji zalezno$¢ pomiedzy przyrostem produktu, a czasem reakcji
nie bedzie funkcja liniowa (Rys. 7). Rdwniez enzym w trakcie wykonywania oznaczeh moze

ulega¢ denaturacji, co poglebia powyzszy efekt. Wartos¢ Vo uzyskuje sie przez wykreslenie
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linii prostej stycznej do poczatkowego odcinka krzywej, poczynajac od czasu zerowego
(Rys. 7). Nachylenie tej prostej ma wartos¢ Vo. Dla badan kinetyki enzymow in vitro niezwykle
wazne jest wigc okreslenie czasu reakcji, w ktorym przyrost produktu reakcji enzymatycznej

jest wprost proporcjonalny do czasu.

(pumol)
=
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Rys. 7. Predko$¢ poczatkowa reakcji enzymatycznej jako funkcja wzrost ilosci produktu w czasie.



ODCZYNNIKI
1. 8 mM p-nitrofenylofosforan (pNPP)
2. 0,1 M NaOH
3. Uniwersalny bufor Brittona i Robinsona
a. Roztwéor A — 0,04 M kwas octowy, 0,04 M kwas fosforowy, 0,04 M kwas
borowy
b. Roztwér B — 0,2 M wodorotlenek sodu
e 100mlA+185mIB=pH 3;
e 100mlA+36mlB=pHS5;
e 100mlA+53mIB=pH7;
e 100mlA+70mIB=pHY9,
wszystkie uzupetnia¢ woda do 400 ml
4. 0,02 M molibdenian amonu
WYKONANIE
Rozmrozi¢ ekstrakt enzymatyczny ziemniaka z poprzednich ¢wiczen, w trakcie zajec
przetrzymywac go na stole. Grupa dzieli si¢ na dwa zespoty. Kazdy zespot przeprowadza cate
¢wiczenie we wilasnym zakresie (kazdy zespot pracuje na swoim ekstrakcie) wykonujac

wszystkie przewidziane reakcje.

1. Whplyw pH na szybko$¢ reakcji przeprowadzanej przez kwasna fosfataze

Przygotowac pie¢ proboéwek. Przeprowadzi¢ reakcje wedtug Tabeli 1.:

Tab. 1. Badanie wptywu pH.

K(%rl‘_t'rg)'a pH 3 pH 5 pH 7 pH 9
) ®3) (4) (®)
1)

bufor o

odpowiednim 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl 150 ul
pH

woda
dejonizowana 250 pul 150 pl 150 pl 150 pl 150 ul
enzym - 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

inkubowaé na stole przez 5 minut
pNPP 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
inkubowac przez 15 minut

0,1 M NaOH 500 ul 500 pl 500 pl 500 ul 500 pl




Zmierzy¢ absorbancje prob przy dlugosci fali 420 nm, zerujac spektrofotometr
wzgledem proby kontrolnej, a nastepnie obliczy¢ szybkos$¢ reakcji (V) w zaleznos$ci od pH ze

wzoru (4) oraz narysowac wykres zaleznosci szybkosci reakcji od pH $rodowiska.

A=¢eXc Xl (1)
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gdzie:

A — absorbancja
& — molowy wspotczynnik ekstynkcji p-nitrofenolu wynoszacy 18 400 [M-1cm™]
| — grubos¢ warstwy (kuwety) rowna 1 [cm]
Vobj — objetos¢ roztworu
t —czas
Aktywno$¢ enzymoOw najlepiej jest wyrazi¢ w jednostce pmol/min.

2. Wplyw stezenia enzymu na szybko$¢ reakcji przeprowadzanej przez kwasna

fosfataze

Przygotowac pie¢ probowek. Przeprowadzi¢ reakcj¢ wedtug Tabeli 2.:

Tab. 2. Badanie wptywu stezenia enzymu.

Kontrola
) ®) (4) (®)
1)
bufor
optymalny dla 150 pl 150 ul 150 ul 150 ul 150 pl
enzymu
woda
dejonizowana 250 ul 200 pul 150 ul 100 pl 50 ul
enzym - 50 ul 100 ul 150 ul 200 pul
inkubowaé na stole przez 5 minut
pNPP 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul 100 ul
inkubowac przez 15 minut
0,1 M NaOH 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

Po wymieszaniu zmierzy¢ absorbancje prob przy 420 nm wzgledem kontroli. Wykonaé

obliczenia predkos$ci, narysowaé wykres zaleznos$ci szybkosci reakcji od stezenia enzymu.



3. Badanie wplywu temperatury na szvbkos¢ reakcji przeprowadzanej przez kwasna

fosfataze
Przygotowaé 6 probowek. Przeprowadzi¢ reakcje zgodnie z Tabelg 3. Do pigciu

probowek odmierzy¢ po 150 ul buforu o pH optymalnym dla dziatania enzymu, 150 pl wody
dejonizowanej oraz 100 ul ekstraktu enzymatycznego. Do proby kontrolnej doda¢ 150 pl
buforu i 250 pl wody. Nastgpnie kazda z probowek inkubowaé przez 5 minut w nastepujacych
lokalizacjach:

1) 4°C w lodowce

2) 25°C nastole

3) 50°C w cieplarce

4) 70°C w bloku grzewczym

5) 100°C w zlewce w tazni wodnej

Po inkubacji, nie wyjmujac probowek z miejsc o wyznaczonej temperaturze, do kazde;j
z nich doda¢ po 100 pl substratu (pNPP), doktadnie wymieszaé i inkubowac przez 15 minut
(do kontroli réwniez!). Po tym czasie nie wyjmujac probowek do wszystkich, tacznie z

kontrola, doda¢ 500 pl 0,1M NaOH.

Tab. 3. Badanie wptywu temperatury.

k&”;{g;a 4°C 25°C 50°C 70°C 100°C
(1) () @) (4) (%) (6)
bufor
optymalny 150 pl 150 pul 150 pul 150 ul 150 ul 150 pl
dla enzymu
woda
dejonizowana | 250 M 150 ul 150 ul 150 ul 150 ul 150 pl
enzym - 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
inkubowad przez 5 minut w odpowiedniej temperaturze
pNPP 100 pl 100 pul 100 pul 100 ul 100 pl 100 ul
inkubowad przez 15 minut
0,1 M NaOH 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

Po wymieszaniu zmierzy¢ absorbancj¢ prob przy 420 nm wzgledem kontroli. Wykonaé

obliczenia predkosci, narysowaé wykres wplywu temperatury na szybkos$¢ reakcji.



4. Wyznaczanie predkosci maksymalnej oraz stalej Km dla kwasnej fosfatazy

Przygotowac 7 proboéwek. Przeprowadzi¢ reakcje wedtug Tabeli 4.:

Tab. 4. Wyznaczanie pregdkosci maksymalne;.

Kontrola
(1) ) @) (4) (5) (6) ()
bufor
optymalny 750 ul 750 ul 750 ul 750ul | 750 pl | 750l | 750 pul
dla enzymu
_ woda 1250 pl | 1200l | 1150l | 1050l | 950l | 850l | 750 pul
dejonizowana
pNPP - 50 pl 100 pl 200l | 300l | 400pl | 500 pul
inkubowad przez 5 minut
enzym 500 ul 500 pl 500 pl 500 pl 500 ul 500 pl 500 ul
inkubowad przez 15 minut
0,1 M NaOH 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml

Zawarto$¢ probowek wymiesza¢ i zmierzy¢ absorbancje przy 420 nm wzgledem
kontroli.
Dla poszczegdlnych stgzen substratu obliczy¢ szybko$¢ reakcji i stezenie substratu [S]
ze wzoru (5):
_ ml substratu % 0,008 M

= 5
S 2,5 ml ©)

Dla kazdego stezenia obliczy¢ 1/[S] oraz 1/V.

Narysowa¢ wykres zalezno$ci predkosci reakcji od st¢zenia substratu, zaznaczajac na
osi OY wartos$ci 1/[V], a na osi OX wartosci 1/[S]. Przedluzy¢ lini¢ wykresu do jej przecigcia
si¢ z ujemng czescig osi OX i z otrzymanej wartosci —1/Kn obliczy¢é warto$¢ statej Km dla
reakcji katalizowanej przez kwasng fosfatazg.

Odczyta¢ z wykresu warto$¢ 1/[Vmax] (punkt przecigcia prostej z osiag OY) 1 na tej
podstawie obliczy¢ predkos¢ maksymalng reakcji (Vmax).
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5. Wyznaczanie predkosci maksymalnej oraz stalej Km dla kwasnej fosfatazy

W obecnosci inhibitora

Przygotowac 7 proboéwek. Przeprowadzi¢ reakcje wedtug Tabeli 5.:

Tab. 5. Badanie wptywu inhibitora.

Kontrola
(1) ) (©) (4) (%) (6) ()
bufor
optymalny 750 pl 750 pl 750 pl 750l | 750l | 750l | 750 pul
dla enzymu
_ woda 1200 pl i ; i ; i ;
dejonizowana
enzym 500 pl 500 pl 500 pl 500l | 500l | 500l | 500 pl
0,02 M
molibdenian 50 ul 50 ul 50 ul 50 pl 50 ul 50 ul 50 ul
amonu
inkubowa¢ przez 10 minut
woda
dejonizowana - 1150 pl 1100 pl 1000 pl 900 pl 800 pl 700 pl
pNPP - 50 ul 100l | 200pl | 300pul | 400l | 500 pul
inkubowad przez 15 minut
0,1 M NaOH 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml

Zawarto$¢ proboéwek wymiesza¢ i zmierzy¢ absorbancje przy 420 nm wzgledem
kontroli. Dokona¢ obliczen stgzen, predkosci wedlug wzoréw z poprzedniego zadania.
Wyznaczy¢ Kmi Vmax. Porowna¢ wartosci Km i Vmax dla reakcji przebiegajacej w obecnoS$ci
inhibitora i w warunkach optymalnych, na podstawie wynikow opisa¢ typ inhibicji kwasnej

fosfatazy.

6. Wyznaczanie predkosci poczatkowej (Vo) dla kwasnej fosfatazy

Przygotowac po 1000 pl rozcienczenia enzymu: 10x, 25X, 100x 1 250x wykorzystujac
0,9% NaCl. Dla kazdego rozcienczenia przygotowac szereg 7 probowek. Do wszystkich
wprowadzi¢ 50 pl buforu o pH optymalnym dla enzymu oraz 50 pl substratu (pNPP). Kontrole
odstawi¢ na bok. Dla kazdego rozcienczenia przeprowadzi¢ eksperyment osobno.

Reakcje enzymatyczng rozpocza¢ dodajac w rownych odstepach czasu (co 30 sekund)
100 pl odpowiedniego rozcienczenia enzymu. Kazda probowke inkubowaé przez okreslony
czas — pierwsza 2 minuty, druga 4 minuty, trzecig 6 minut, itd. - 8, 10 i 12 minut, a nastepnie
zatrzymac reakcje przez dodanie 1 ml 0,1M NaOH. NaOH doda¢ takze do proby kontrolnej

(kazde rozcienczenie ma swoja kontrole!). Na koncu do kontroli doda¢ po 100 ul
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odpowiedniego rozcienczenia enzymu. Zmierzy¢ absorbancje wzgledem proby kontrolnej przy
dlugosci fali 420 nm. Na podstawie otrzymanych wynikow wykresli¢ zalezno$¢ szybkosci
hydrolizy substratu (wyrazonej jako warto$¢ absorbancji) od czasu inkubacji dla kazdego

Z rozcienczen enzymu.
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