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Metode odredivanja koncentracije
proteina

Odredivanje koncentracije proteina jedan je od uvrijeZzenih postupaka, odnosno koraka u
biokemijskim analizama razli¢itih vodenih ili puferskih ekstrakata organa, tkiva ili stanica. Pri tome
nam na raspolaganju stoji Citav niz metoda, no najces¢e koristene su Lowryjeva i Bradfordicina
metoda. Uz navedene svakako treba istaknuti i UV-metodu (UV, eng. Ultra Violet; hrv. ultraljubicasti
dio spektra) koja se prije svega koristi za odredivanje koncentracije proteina u otopinama Cistih
proteina.

Sve ove metode spadaju u skupinu takozvanih indirektnih metoda odredivanja koncentracije
proteina, $to podrazumijeva mjerenje apsorbancije otopine proteina pomodu spektrofotometra, i
potom preracunavanje vrijednosti izmjerene apsorbancije u koli¢inu proteina pomodéu baZdarnog
dijagrama.

Postavlja se pitanje Sto je to apsorbancija? Apsorbancija (A) predstavlja logaritam omjera
intenziteta upadnog zracenja (lo) i propustenog zracenja () kroz uzorak, odnosno otopinu proteina:

Iy

A= logT
O cemu se zapravo radi? lzloZimo |i otopinu proteina ili bilo kojih drugih molekula
elektromagnetskom zracenju to¢no odredene valne duljine, tada molekule u otopini apsorbiraju dio
tog zracenja, a dio zracenja prolazi kroz kivetu sa otopinom molekula te biva detektiran (izmjeren) na
detektoru (Slika 1). Pri tome ukoliko molekule u otopini apsorbiraju elektromagnetsko zracenje u
podrucju svih valnih duljina vidljivog dijela spektra (400-800 nm), uzorak izgleda crn, odnosno ukoliko
molekule u otopini ne apsorbiraju EM zracenje u podrucju vidljivog dijela spektra uzorak izgleda

proziran.
Intenzitet Intenzitet
ulaznog propustenog
EM zraéenja EM zraéenja
lo |
/\/\/\/\f \/\/\/\,-| A= 0,087
<«l—=>
Izvor elektro- Monokromator Detektor
magnetskog
zratenja Kiveta duljine puta (I)
(EM zraéenje) koja sadrzi uzorak
odredene koncentracije
c(mol/L)

Slika 1. Princip mjerenja apsorbancije na spektrofotometru
Izvor elektromagnetskog zracenja odasilje EM zracenje Sirokog spektra koje ulazi u monokromator (prizmu).
Monokromator potom propusta EM zracenje samo tocno odredene valne duljine koje prolazi kroz uzorak u
kiveti duljine puta (I). Uzorak apsorbira dio EM zracenja, a koli¢ina apsorbiranog zracenja je proporcionalna
koncentraciji uzorka. Dio zracenja koji nije apsorbiran prolazi kroz uzorak (propusteno EM zracenje) i mjeri se
na detektoru te najcesce izrazava kao apsorbancija (A).



Koji je to dio molekule, odnosno atoma u molekuli odgovoran za apsorpciju
elektromagnetskog zracenja odredene valne duljine? To su elektroni, i to prije svega elektroni
dvostrukih veza (m-elektroni) te nespareni elektronski parovi (prisjetite se da kisik i dusih imaju
nespareni elektronski par). Naime, kada se neka molekula u otopini izloZi EM zracenju odredene
valne duljine, tada ovi elektroni u molekuli apsorbiraju dio tog zracenja, te prelaze iz osnovnog u
pobudeno stanje, a neapsorbirani dio EM zracenja prolazi kroz uzorak i biva detektiran na detektoru.

Ovisnost koli¢ine apsorbiranog zracenja definirana je Lambert-Beerovim zakonom:

Iy
log7=A= excxl

gdje je lp intenzitet ulaznog EM zracenja, | intenzitet propustenog EM zracenja, a logaritam
njihova omjera predstavlja apsorbanciju (A) koja je ujedno jednaka umnosku molarnog apsorpcijskog
koeficijenta, ¢ (L/mol cm), koncentracije molekula u uzorku, ¢ (mol/L) i duljine puta kroz kivetu, /
(cm). Iz navedne formule slijedi da je koli¢ina elektromagnetskog zracenja kojeg molekule apsorbiraju
ovisna je o debljini sloja otopine kroz koji zraenje prolazi (tzv. duljina puta kroz kivetu), te o
koncentraciji molekula u otopini, i Sto su one vece to je i kolicina apsorbiranog zracenja veca.

Stoga, ukoliko se mjerenje apsorbancije provodi pri konstantnoj duljini puta kroz kivetu (sto
je najcéesca pojava bududi su spektrofotometri i kivete standardizirani; | = 1 cm), tada je izmjerena
apsorbancija proporcionalna koncentraciji molekula u otopini. Stovise, ukoliko nam je poznat molarni
apsorpcijski koeficijent (&) za ispitivanu molekulu, koristeci se gore navedenom formulom moZemo na
osnovi izmjerene apsorbancije odrediti koncentraciju molekula u uzorku, odnosno ukoliko nam je
poznata koncentracija molekula u otopini, tada mozZemo odrediti molarni apsorpcijski koeficijent
ispitivane molekule.

Upravo ¢éemo u prvoj vjezbi koristiti gore navedenu formulu, te na osnovi poznatog molarnog
apsorpcijskog koeficijenta i izmjerene apsorbancije odrediti koncentraciju proteina u otopini Cistog
proteina nepoznate koncentracije.

Sljedece pitanje koje nam se postavlja je Sto je to baZzdarni dijagram? Bazdardni dijagram je
dijagram ovisnosti intenziteta apsorbancije otopine molekula o koncentraciji ili koli¢ini molekula u
otopini (Slika 2). Kada govorimo o proteinima, tada bazdardni dijagram predstavlja dijagram ovisnosti
intenziteta apsorbancije o koli¢ini (koncentraciji) proteina u otopini.
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Slika 2. Bazdarni dijagram
Ukoliko se koristite racunalnim programom (najcesce Excel) dijagram moZete linearizirati primjenom opcije
ytrendline” (linija trenda) i izraziti najces¢e pomocu jednadzbe pravca koja se potom koristi za preracun
izmjerene apsorbancije otopine nepoznate koncentracije uzorka u koncentraciju ili koli¢inu tvari prisutne u
otopini.



Kako se to priprema bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije proteina? Bazdarni
dijagram se priprema na takav nacin da se napravi niz otopina nekog standardnog proteina poznate
koncentracije (Slika 3), a naj¢esce koristeni standardni protein je govedi serumski albumin (BSA, eng.
Bovine Serum Albumin). Potom se u pripremljene otopine dodaje specificni reagens koji stupa u
reakciju s proteinima i dovodi do nastanka obojene reakcije, nakon ¢ega se intenzitet obojenja mjeri
pri odredenoj valnoj duljini na spektrofotometru (vidljivi dio spektra, VIS). Ukoliko se mjerenje
apsorbancije pripremljenih otopina standardnog proteina provodi u UV-podrucju, tada otopinama
nije potrebno dodati nikakav reagens, nego se pripremljenim otopinama samo izmjeri apsorbancija.
Rezultati mjerenja apsorbancije, bilo u UV ili VIS podrucju se potom najcesce racunalno obraduju, a
obradom se dobije bazdarni dijagram sli¢an dijagramu prikazanom na Slici 2.

Smanjuje se volumen vode

Y

Ukupni
volumen

Standard
proteina
+ .
Voda

»

>
Povedava se volumen otopine standardnog proteina

Slika 3. Shematski prikaz sastava reakcijske smjese
Zamijetite da je volumen reakcijske smjese uvijek isti. Volumen otopine proteina (standard proteina + voda) je
takoder uvijek isti, zato Sto se smanjuje volumen dodane vode za toliko za koliko se viSe doda volumena
otopine proteina standarda.

Tek posto je bazdarni dijagram napravljen, mogucée je apsorbanciju otopine nepoznatog
uzorka preracunati u koli¢inu proteina. Upravo ée se vjezbe 2 i 3 temeljiti na pripremi bazdarnog
dijagrama, te izracunu koncentracije ili kolic¢ine proteina u nepoznatom uzorku.



Vjezba 1. Odredivanje koncentracije proteina
UV-metodom

Svrha vjezbe: Upoznati se sa na¢inom odredivanja koncentracije proteina u
otopinama standardnih proteina pomocu UV-metode.

UV-metoda je prije svega namijenjena odredivanju koncentracije proteina u otopinama cistih
proteina ili standardnim otopinama proteina pripravljenim otapanjem odredene koli¢ine Cistog
proteina (proteina standarda) u vodi ili puferu. Odredivanje koncentracije proteina ovom metodom
provodi se mjerenjem apsorbancije otopine proteina pri 280 nm, i potom preracunom vrijednosti
apsorbancije u koli¢inu proteina pomocu formule Lambert-Beerovog zakona uz poznati molarni
apsorpcijski koeficijent Cistog proteina (g):

Iy
log7=A= excxl

Alternativno, koncentraciju proteina u otopini moguce je provesti mjerenjem apsorbancije
pri dvije valne duljine, 260 i 280 nm, i potom izracunati pomocu opcée formule za izra¢un masene
koncentracije proteina:

y(proteina)(img/mL) = 1,55 X Ayg0 — 0,76 X Azgp

gdje se apsorbancija izmjerena pri 280 nm umanjuje za odredeni iznos apsorbancije
izmjerene pri 260 nm. Pri tome apsorbancija otopine pri 280 nm odrazava koncentraciju proteina u
otopini, a apsorbancija pri 260 nm prisustvo odredene koli¢ine nukleinskih kiselina.

Postavlja se pitanje, koji su to elektroni u molekuli proteina odgovorni za apsorpciju EM
zraCenja pri 280 nm? To su m-elektroni dvostrukih veza u bocnim ograncima aromatskih
aminokiselina tirozina (Tyr), triptofana (Trp) i fenilalanina (Phe). Stoga, mozemo reéi da se mjerenje
apsorbancije otopine proteina pri 280 nm temelji na sposobnosti bocnih ogranaka aromatskih
aminokiselina Tyr, Trp i Phe u proteinu da maksimalno apsorbiraju UV zracenje pri valnim duljinama
oko 280 nm (Slika 4).
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Slika 4. Apsorpcijski maksimum aromatskih aminokiselina



Zadatak vjezbe: Odrediti koncentraciju proteina u nepoznatom uzorku UV-metodom mjerenjem
apsorbancije pri 280 nm.

Reagensi

Otopina govedeg serumskog albumina (BSA) nepoznate koncentracije (Uzorak X); sf;n% = 0,66
Pribor

UV/VIS spektrofotometar

UV-kivete

Stalak za UV-kivete

Postupak
Sadrzaj plasti¢ne epruvetice sa uzorkom X preliti u UV-kivetu, te izmjeriti apsorbanciju pri 280 nm.
Nakon mjerenja, uzorak preliti iz kivete nazad u plasti¢nu epruveticu, te Cuvati za sljedeéu vjezbu.

Vrijednost apsorbancije preracunati u koncentraciju proteina koristeci se izvodom formule Lambert-
Beerovog zakona:

A
y(proteina)(mg/mL) = ——++
X &,

I REZULTATI MJERENJA

Uzorak Azs0

Izra¢un koncentracije proteina u nepoznatom uzorku

Zakljucak

Pregledano Potpis nastavnika




Vjezba 2. Odredivanje koncentracije proteina
Lowryjevom metodom

Svrha vjeibe: Upoznati se sa pripravom i uporabom bazdardnog dijagrama
prilikom odredivanja koncentracije proteina Lowryjevom metodom.

Lowryjeva metoda odredivanja koncentracije proteina se temelji na reakciji bakrenih iona
koordinativno vezanih za amino skupine peptidnih veza u proteinu i fenolne skupine bo¢nog ogranka
aminokiseline Tyr u proteinu sa Folin-Ciocalteau reagensom, pri ¢emu nastaje kompleks plavo-
ljubicastog obojenja sa maksimumom apsorbancije pri 660 nm (Slika 5).

0
PN
e e ol
H H,l.‘, SHOH
TR R B
0_ "I '
. I3 AN
R ‘": R |C| R
0 o)

Slika 5. Princip odredivanja koncentracije proteina Lowry metodom
Bakreni ioni koordinativno vezani na amino skupine peptidne veze i fenolna skupina tirozina (Tyr) reduciraju
fosfovolfram i fosfomolibden kiselinu Folinovog reagensa u volfram i molibden plavilo.

Folin-Ciocalteau (Folinov) reagens sadrzi fosfovolfram i fosfomolibden kiselinu koje bakreni
ioni koordinirano vezani na amino skupine peptidne veze i fenolna skupina tirozina (Tyr) reduciraju u
volfram i molibden plavilo.

Zadatak vjezbe: Iz otopine standardnog proteina (BSA) pripremiti bazdarni dijagram te na osnovi
baZzdarnog dijagrama odrediti koncentraciju proteina u nepoznatom uzorku.

Reagensi

Otopina govedeg serumskog albumina, y(BSA) = 1 mg/mL

Alkalna otopina | (2% Na2COs u 0,1 M NaOH)

Alkalna otopina Il (0,5% CuSOas u 1% K — Na — tartaratu)

Folin — Ciocalteau reagens (komercijalni reagens razrijeden s vodom u omjeru 1:1)

Pribor

UV/VIS spektrofotometar
Vodena kupelj

Vortex mjesalica

Pipetor dispenzor (5 mL)
Epruvete 10 mL

Stalak za epruvete



Mikropipete 10-100; 100-1000 pL
PMMA kivete
Stalak za kivete

Postupak
Iz otopine govedeg serumskog albumina BSA, y(BSA) = 1 mg/mL, u epruvetama pripremiti niz otopina
proteina poznate koncentracije (standardni niz) volumena 100 pL prema sljedecoj shemi :

Standardni niz SO S1 S2 S3 S4 S5 S6
ug proteina 0 10 20 40 60 80 100

Izracun volumena standardne otopine proteina i priprema standardnog niza

Koriste¢i se formulom za masenu koncentraciju izraunati koliko je uL otopine proteina masene
koncentracije y = 1 mg/mL potrebno dodati u reakcijsku smjesu odredenog uzorka standardnog niza
kako bi se postigla Zeljena koli¢ina (masa) proteina, i potom izraunati koliko je uL H,0 potrebno
dodati kako bi ukupni volumen reakcijske smjese iznosio 100 pLL.

Tablica standardnog niza

ug proteina V(BSA 1mg/mL) [pL] V(H.0) [uL]
0

10
20

40

60

80

100

Izracun volumena nepoznatog uzorka i priprema

Koristec¢i se formulom za masenu koncentraciju izraCunati koliko je puL nepoznate otopine proteina
(uzorka X) potrebno dodati u reakcijsku smjesu, kako biste bili u sredini standardnog niza, i potom
izraCunati koliko je uL H.0 potrebno dodati kako bi ukupni volumen reakcijske smjese iznosio 100 pL.
Napomena: uzorku X ste odredili masenu koncentraciju u vjeZbi 1.

Izracun
volumena
nepoznatog
uzorka

ug proteina V(uzorka) [uL] V(H20) [uL]

Nakon pripreme standardnog niza kao i nepoznatog uzorka, u epruvete dodati po 1 mL alkalne
otopine, smjesu promijesati na vortex mijesalici i ostaviti stajati 10 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon 10 minuta, dodati po 100 plL Folin-Ciocalteau reagensa, smjesu dobro promijesati na vortex



mijesalici te termostatirati u vodenoj kupelji 15 minuta pri 37°C. Po isteku termostatiranja ocitati
apsorbanciju otopina standardnog niza i otopine proteina nepoznate koncentracije pri valnoj duljini
660 nm, uz ,zeroiranje” instrumenta slijepom probom (S0).

Na osnovi rezultata mjerenja u programu Excel napraviti bazdarni dijagram te linearnom regresijom
odrediti proracunsku formulu. Proracunsku formulu koristiti za izracun koli¢ine proteina.

REZULTATI MJERENJA

Izmjerene vrijednosti apsorbancije

Lg proteina DAgsonm Formula iz bazdarnog dijagrama

0

10

20

40

60

80 Formula za izracun koli¢ine proteina

100

Nepoznati uzorak

Izracun kolicine proteina u nepoznatom uzorku

Uzorak Volumen uzorka [uL] DAgsonm ug BSA ug/uL

Nepoznati uzorak

Zakljucak

Objasnite princip odredivanja koncentracije proteina metodom po Lowryju.

Pregledano Potpis nastavnika




Vjezba 3. Odredivanje koncentracije proteina
Bradfordicinom metodom

Svrha vjeibe: Upoznati se sa pripravom i uporabom bazdardnog dijagrama
prilikom odredivanja koncentracije proteina Bradfordi¢inom metodom.

Bradfordic¢ina metoda se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje Coomassie
Briliant Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske boéne ogranke proteina, uslijed ¢ega dolazi do stvaranja
kompleksa protein:boja, koji u kiselom mediju pokazuje maksimum apsorbancije pri 595 nm (Slika 6).

HyC

Slika 6. Princip odredivanja koncentracije proteina Bradfordi¢inom metodom

Zadatak vjezbe: 1z otopine standardnog proteina (BSA) pripremiti bazdarni dijagram te na osnovi
baZzdarnog dijagrama odrediti koncentraciju proteina u nepoznatom uzorku.

Reagensi

Otopina govedeg serumskog albumina, y(BSA) = 1 mg/mL
Bradfordicin reagens

Pribor

UV/VIS spektrofotometar

Vortex mjesalica

Pipetor dispenzor (5 mL)

Stalak za kivete

Mikropipete 10-100; 100-1000 pL
PMMA kivete

Postupak
Iz otopine govedeg serumskog albumina BSA, y(BSA) = 1 mg/mL, u kivetama pripremiti niz otopina
proteina poznate koncentracije (standardni niz) volumena 100 pL prema sljedecoj shemi :



Standardni niz SO S1 S2 S3 S4 S5
Lg proteina 0 10 20 30 40 50

Izracun volumena standardne otopine proteina i priprema standardnog niza

Koriste¢i se formulom za masenu koncentraciju izraCunati koliko je uL otopine proteina masene
koncentracije y = 1 mg/mL potrebno dodati u reakcijsku smjesu odredenog uzorka standardnog niza
kako bi se postigla Zeljena koli¢ina (masa) proteina, i potom izracunati koliko je uL H,0 potrebno
dodati kako bi ukupni volumen reakcijske smjese iznosio 100 pL.

Tablica standardnog niza
ug proteina V(BSA 1mg/mL) [uL] V(H20) [uL]
0

10
20
30

40

50

Izra¢un volumena nepoznatog uzorka i priprema

Koristec¢i se formulom za masenu koncentraciju izracunati koliko je puL nepoznate otopine proteina
(uzorka X) potrebno dodati u reakcijsku smjesu, kako biste bili u sredini standardnog niza, i potom
izraCunati koliko je uL H.0 potrebno dodati kako bi ukupni volumen reakcijske smjese iznosio 100 pL.
Napomena: uzorku X ste odredili masenu koncentraciju u vjeZbi 1.

Izracun
volumena
nepoznatog
uzorka

ug proteina V(uzorka) [uL] V(H:0) [uL]

Nakon pripreme standardnog niza kao i nepoznatog uzorka, u kivete dodati po 2 mL Bradfordi¢inog
reagensa te ostaviti stajati na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta. Po isteku vremena ocitati
apsorbanciju otopina standardnog niza i otopine proteina nepoznate koncentracije pri valnoj duljini
595 nm, uz ,zeroiranje” instrumenta slijepom probom (S0).

Na osnovi rezultata mjerenja u programu Excel napraviti bazdarni dijagram te linearnom regresijom
odrediti proracunsku formulu. Proracunsku formulu koristiti za izracun koli¢ine proteina.

10



REZULTATI MJERENJA

Izmjerene vrijednosti apsorbancije

ug proteina DAsg5nm Formula iz baZzdarnog dijagrama

0

10

20

30

40 Formula za izracun koli¢ine proteina

50

Nepoznati uzorak

Izracun kolicine proteina u nepoznatom uzorku

Uzorak Volumen uzorka [pL] DAs95nm ug BSA ug/uL

Nepoznati uzorak

Zakljucak

Objasnite princip odredivanja koncentracije proteina metodom po Bradfordici.

Pregledano Potpis nastavnika
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Metode odredivanja aktivnosti
enzima

Enzimi su proteini koji ubrzavaju biokemijske reakcije u organizmu. To ¢ine na takav nacin da
snizavaju Gibbsovu slobodnu energiju aktivacije potrebnu da bi se reaktant (supstrat) preveo u
produkt (Slika 7), odnosno stupaju u reakciju sa supstratom te tvore kratkoZivuéi enzim-supstrat
kompleks koji se potom raspada u enzim i produkt, i na taj nacin stvaraju novi reakcijski put sa nizom
energijom aktivacije.

Prijelazno stanje

AG®*, slobodna
energija aktivacije

A~ AG®, slobodna
energija aktivacije
_________________ _y__enzimom ______ |

Supstrat

Slobodna energija

AG reakcije

Produkt

Reakcijski tok

Slika 7. Reakcijski tok nekatalizirane i katalizirane reakcije

Vrlo Cesto se u analizi prihvatljivosti sirovina za proizvodnju odredenih prehrambenih
proizvoda ili u kontroli odredenih proizvodnih procesa provodi mjerenje aktivnosti specifi¢nih
enzima. Tako na primjer odredivanje aktivnosti enzima amilaze indirektno preko broja padanja sluzi
kao pokazatelj amiloliticke aktivnosti ovog enzima u brasnu, a time i prihvatljivosti brasna u
proizvodnji kruha. Odredivanje aktivnosti katalaze ili peroksidaze sluZi kao pokazatelj termickog
tretmana proizvoda ili sirovine, odredivanje aktivnosti polifenol oksidaze kao indikator prihvatljivosti
brasna za proizvodnju tjestenine, a odredivanje aktivnosti ureaze kao indikator pravilnog termickog
tretmana soje.

Odredivanje aktivnosti enzima podrazumijeva mjerenje promjene koli¢ine supstrata ili
produkta u odredenom vremenskom razdoblju. Pri tome se aktivnost enzima moze mjeriti direktno
ukoliko su supstrat ili produkt jednostavno mijerljivi, ili indirektno ukoliko se ne mogu direktno
izmjeriti. U tom slucaju se koli¢ina utroSenog supstrata ili nastalog produkta detektira dodatkom
odredenog reagensa koji s njima reagira te dovodi do nastanka obojene otopine.
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Ukoliko se promjena koli¢ine supstrata ili produkta tijekom enzimske reakcije moze mijeriti
direktno, tada ¢e se za mjerenje aktivnosti enzima najcesc¢e koristiti kontinuirani test. Kontinuirani
test podrazumijeva pracenje promjene koncentracije supstrata ili produkta u kratkim vremenskim
intervalima tijekom odredenog vremena.

Za razliku od kontinuiranog testa, aktivnost enzima moguce je odrediti i testom fiksnog
vremena. Test fiksnog vremena podrazumijeva da enzimsku reakciju pustimo da se odvija neko
vrijeme, te je zatim prekinemo bilo inhibicijom bilo denaturacijom enzima, nakon cega odredimo
koli¢inu nastalog produkta ili utroSenog supstrata. Ovaj oblik testa se najcesce koristi u sluc¢aju kada
promjenu koncentracije supstrata ili produkta nije moguce pratiti direktno.

Upravo se vjezbama 4, 5 i 6 u¢imo nacinima odredivanja aktivnosti enzima. U vjezbi 4 u¢imo
odrediti aktivnost enzima kontinuiranim testom, a u viezbama 5 i 6 testom fiksnog vremena.

Vjezba 4. Odredivanje aktivnosti katalaze kontinuiranim
spektrofotometrijskim testom

Svrha vjeZbe: Upoznati se sa postupkom izoliranja i ekstrakcije enzima iz
bioloskog uzorka primjenom ultrazvuénog razbijanja, postupkom
odredivanja aktivnosti enzima kontinuiranim testom te nacinima izrazavanja
enzimske aktivnosti.

Katalaza (EC 1.11.1.6) je enzim Siroko rasprostranjen u prokariota i eukariota koji ima
znacajnu ulogu u antioksidacijskoj obrani organizma. Katalaza provodi enzimsku razgradnju za
organizam Stetnog vodikova peroksida u vodu i kisik.

2H>0; 92H20 +0;

Odredivanje aktivnosti ovog enzima se najces¢e provodi kontinuiranim UV-
spektrofotometrijskim testom. Test se temelji na pracenju sniZenja apsorbancije reakcijske smjese pri
240 nm (UV-podrucje), nastale kao rezultat enzimske razgradnje vodikova peroksida koji pokazuje
maksimum apsorbancije pri 240 nm (e™=0,0436).

Da bismo mogli ispitati aktivnost katalaze, prvo je potrebno izolirati enzim iz pileée jetre.
Katalazu ¢emo izolirati i ekstrahirati razbijanjem stanica jetre pomodu ultrazvuka, a potom je odvojiti
od ostatka razbijenih stanic¢nih struktura centrifugiranjem.

Stoga ¢emo ukratko pojasniti ultrazvuc¢nu homogenizaciju i centrifugiranje, da bismo shvatili
kako éemo to ultrazvukom razbiti stanice, te kako ¢emo centrifugiranjem odvojiti enzim od ostatka
razbijenih stani¢nih struktura.

Znatno detaljnije o nacinima razbijanja stanica, kao i metodama centrifugiranja moZete procitati u

popratnim materijalima uz predavanja iz biokemije — Metode izolacije i prociS¢avanja proteina,
dostupnim na web stranici.
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Ultrazvuk je zvucni val frekvencije od 20 kHz do 10 MHz necujan ljudskom uhu. Kada
suspenziju stanica ili komadica tkiva izloZimo djelovanju ultrazvucnih valova, Sirenje utrazvucnih
valova kroz suspenziju dovodi do stvaranja izmjenicnih pritisaka i ekspanzijskih vrtloga koji uzrokuju
stvaranje negativnog tlaka te nastanak sitnih mjehuri¢a pare. Nastali mjehuriéi (tzv. kavitacije) snazno
osciliraju te nakon brojnih ciklusa ekspanzije (Sirenja) i kompresije (skupljanja) implodiraju (Slika 8),
uslijed Cega se oslobada velika sila pritiska koje djeluje na komadice tkiva ili stanice i uzrokuje
razaranje komadiéa tkiva, pucanje stanica i oslobadanje unutarstani¢nog sadrzaja.

Nastanak ‘
mjehuri¢a

Mijehuri¢ se Siri zbog Oscijalice mjehurica - Sirenja i
negativnog tlaka skupljanja mjehuriéa

Slika 8. Nastanak kavitacije uslijed djelovanja ultrazvucnih valova

Ekstrahirane proteine (u nasem slucaju enzim katalazu) potrebno je odvojiti od razbijenih
stani¢nih struktura i za to odvajanje ¢emo koristiti centrifugiranje.

Postavlja se pitanje Sto je to centrifugiranje? Centrifugiranje je proces razdvajanja tvari na
osnovu molekulske mase, oblika, veli¢ine i gustoce Cestica primjenom centrifugalnog polja. Laicki
re¢eno, centrifugiranje mozemo smatrati taloZzenjem pod djelovanjem umjetne sile teze.

O ¢emu se zapravo radi? Ukoliko na cesticu odredene mase (razbijene stanic¢ne strukture)
primjenimo kruzno gibanje, tada na tu cesticu djeluje sila koja je pokusava radijalno izbaciti van,
centrifugalna sila (F¢). S druge strane, gibanju Cestice pod djelovanjem centrifugalne sile opire se
okolna tekudina koeficijentom trenja (f), svojom gusto¢om i djelovanjem uzgona (Slika 9). Osim toga,
na Cesticu djeluje i zemljina sila teza (g). Stoga kretanje Cestice u primjenjenom centrifugalnom polju
(taloZenje) predstavlja sveukupni vektorski zbroj sila koje djeluju na tu €esticu dajuéi joj brzinu i smjer
kretanja (v).

uzgon,
gustoca

“ ‘ﬁ‘

=

Slika 9. Sveukupni zbroj sila koje djeluju na ¢esticu u primijenjenom centrifugalnom polju
Ukupan vektorski zbroj sila daje brzinu kretanja (taloZenja) Cestice v, u primijenjenom centrifugalnom polju

Za odvajanje ekstrahirane katalaze od ostatka razbijenih stani¢nih struktura sluZiti cemo se
tzv. diferencijalnim centrifugiranjem. Pri diferencijalnom centrifugiranju uzorak se razdjeljuje u dvije
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frakcije: talog (sediment) i tzv. supernatant (frakcija koja nije sedimentirala, bistri tekuci dio iznad
taloga), a nakon centrifugiranja se frakcije mogu odijeliti jedna od druge dekantiranjem.

Postavlja se pitanje, kako ¢emo biti sigurni da smo odvojili nas enzim od ostataka razbijenih
stani¢nih struktura? Kao prvo, koristiti éemo poznate uvjete da bismo odvojili nas§ enzim od tih
struktura (Tablica 1), a osim toga uvjerit ¢cemo se vizualno nakon centrifugiranja — supernatant ée biti
bistar.

Tablica 1. Uvjeti sedimentacije (taloZenja) razlicitih stani¢nih frakcija

Frakcija koja se sedimentira (talozi) RCF (x g)* Vrijeme (min)
Stanice (eukariota) 1000 5
Kloroplasti, staniéne membrane, jezgra 4000 10
Mitohondriji, bakterijske stanice 15000 20
Lizozomi, bakterijske membrane 30000 30
Ribosomi 100000 180

* RCF — relativna centrifugalna sila

Zadatak vjezbe: Iz pilece jetre izolirati i ekstrahirati katalazu te joj kontinuiranim UV testom odrediti
aktivnost. Aktivnost enzima izraziti u pmol/min mL, U/mL, umol/min mgi U/mg.

Uzorak i reagensi

Pile¢a jetra

50 mM fosfatni pufer pH 7,0 sa 5 mM EDTA

20 mM otopina vodikova peroksida u 50 mM fosfatnom puferu pH 7,0
50 mM fosfatni pufer pH 7,0

Pribor

Ultrazvucni homogenizator Labsonic M
Mikser sjeckalica

Centrifuga

Plasti¢ne epruvetice

UV/VIS spektrofotometar

Mikropipete 10-100; 100-1000 pL

UV kivete

Stalak za kivete

Stoperica

Postupak

Pile¢u jetru narezati na tanke ploske, a ploske na kockice i potom izvagati 150 mg tako usitnjene jetre
u plasticne epruvetice za centrifugiranje volumena 2 mL. Zatim dodati 1,5 mL 50 mM fosfatnog
pufera pH 7,0 sa 5 mM EDTA i suspenziju blago promijesati na vortex mjesalici.

Uzorak potom razbiti ultrazvukom pri punom ciklusu (C = 1) i amplitudi (A = 100%) u 4 intervala po 30
sekundi, uz stalno hladenje uzorka na ledu. Izmedu intervala razbijanja praviti pauzu od 10 sekundi.

Nakon razbijanja ekstrakt izbistriti centrifugiranjem (15000 g, 4°C, 10 min). Bistri ekstrakt odliti i
koristiti za odredivanje aktivnosti katalaze i proteina.
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Za odredivanje koncentracije proteina i aktivnosti katalaze bistri ekstrakt je potrebno razrijediti 100
puta u 50 mM fosfatnom puferu pH 7,0.

Izracunajte volumen bistrog ekstrakta koji je potreban da biste pripremili 2 mL 100 puta razrijedenog uzorka,
te koliko trebate jos dodati 50 mM fosfatnog pufera pH 7,0 da bi ukupni volumen iznosio 2 mL.

Izraéun

Aktivnost katalaze odrediti prema sljedeéoj shemi:

Otopine SP* (uL) GP** (uL)
20 mM H,0, 500 500
50 mM KH;PO4 pH 7,0 500 400
Uzorak - 100

Promuckati inverzijom i mjeriti promjenu apsorbancije pri 240 nm svakih 10 s tijekom 100 s***

* SP —slijepa proba — reakcijska smjesa za kontrolu spontanog raspada vodikova peroksida

** GP — glavna proba — reakcijska smjesa za odredivanje enzimske aktivnosti

***  slucaju glavne probe po dodatku enzima (uzorka) reakcijsku smjesu u roku od 30 s promuckati inverzijom
i zapoceti mjerenje apsorbancije

U kivetu otpipetirati otopine redoslijedom prikazanim u gornjoj tablici. Kivetu prekriti parafilmom,
promuckati inverzijom, te potom mjeriti promjenu apsorbancije pri 240 nm u spektrofotometru
svakih 10 s tijekom 100 s.

Iz dobivenih podataka izracunati promjenu apsorbancije za glavnu i slijepu probu prema sljedecoj
formuli:
AAzaonm = A24Onm(t=0 S) - A240nm(t=100 S)

te izraziti promjenu apsorbancije po minuti prema sljedecoj formuli:
AA240nm/min = AAz40nm X 60 S/lOOS

Napomena: Za izracun promjene apsorbancije bitno je da je krivulja ovisnosti promjene apsorbancije o vremenu
linearna.

Aktivnost enzima potom izra¢unati prema sljedecoj formuli:

[AA/ min(SP) — AA/ min(GP)] o

X
V' x0,0436 dx1

Aktivnost katalaze (U/mL) =

gdje je:

d —faktor razrijedenja uzorka

V —volumen enzima dodanog u reakciju (mL)

1 — ukupni volumen reakcijske smjese

0,0436 — molarni apsorpcijski koeficijent vodikova peroksida

Napomena: Internacionalna jedinica (U) je jedinica enzimske aktivnosti koja predstavlja onu koli¢inu enzima

koja razgradi 1 umol supstrata po 1 minuti (U = umol/min). Znadi izracunom aktivnosti katalaze u U/mL veé ste
izra¢unali i aktivnost enzima u umol/min mL.
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Aktivnost enzima potom preracunati u specificnu akitvnost (SA) prema sljedec¢oj formuli:

Aktivnost (U/mL)
Koncentracija proteina (mg/mL)

Aktivnost katalaze (U/mg) =

odnosno
Aktivnost (umol/min mL)

Aktivnost katalaze (umol/min mg) = Koncentracija proteina (mg/mL)

REZULTATI MJERENJA

Odredivanje koncentracije proteina Bradfordicinom metodom

Uzorak DAsgsnm

Paralela 1

Paralela 2

Paralela 3

Srednja vrijednost (AAs9s,m)

Izracun kolicine proteina u nepoznatom uzorku

Uzorak V(uzorka)/pL AAs5950m ug BSA R*

ug/uL

Ekstrakt pilece jetre

* R = razrijedenje; upisati koliko je puta uzorak azrijeden

Izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 240 nm

Apsorbancija pri 240 nm
t/s SP GP
t=0s
t=100s
Izracun
AA
AA/min

Izracun aktivnosti enzima
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Aktivnost katalaze

U/mL

pmol/min mL

U/mg

pmol/min mg

Zakljucak

Definirajte sto je to U.

Pregledano

Potpis nastavnika
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Vjezba 5. Odredivanje aktivnosti pepsina testom
fiksnog vremena

Svrha vjezbe: Upoznati se sa postupkom odredivanja aktivnosti enzima
testom fiksnog vremena te nacinima izraZavanja enzimske aktivnosti.

Pepsin, EC 3.4.23.1., je enzim probavnog trakta, kojeg u Zeludac luce stanice stjenke Zeluca u
obliku inaktivnog pretece — pepsinogena, a koji potom u Zelucu pod djelovanjem niskog pH (1,2-3)
prelazi u aktivni oblik (pepsin). Ovaj enzim cijepa peptidnu vezu unutar polipeptidnog lanca na
amino- i karboksilnoj strani aromatskih i alifatskih aminokiselina preferirajuci aminokiseline Tyr, Phe i
Leu (Slika 10).

Pepsin

. 0000
000000000 gg¢0

Slika 10. Hidroliticka aktivnost pepsina

Odredivanje aktivnosti pepsina naj¢esée se provodi indirektno, spektrofotometrijskim
odredivanjem koli¢ine oslobodenih amino skupina nakon odredenog vremena enzimske reakcije (test
fiksnog vremena). U ovoj ¢e se vjezbi za odredivanje slobodnih amino skupina koristiti OPA reagens.

Zadatak vjezbe: Testom fiksnog vremena odrediti aktivnost pepsina. Aktivnost enzima izraziti u
nmol/min mL te nmol/min mg.

Reagensi

Otopina pepsina - pepsin otopljen u 0,05 M HCl pH = 1,5, y(proteina) = 0,66 mg/mL

Otopina hemoglobina - hemoglobin otopljen u 0,05 M HCI pH = 1,5, y(proteina) = 20 mg/mL

4 % otopina trikloroctene kiseline

Destilirana voda

Otopina natrijeva tetraborata (c = 0,1 mol/L; pH = 11)

OPA reagens (0,8 mg/mL o-ftaldialdehid, 1 mg/mL ditiotreitol, 2 % metanol, 1 % natrijev dodecil-sulfat u 0,1 M
natrijevom tetraborat dodekahidratu, pH=9,7-10)

Pribor

Centrifuga

Epruvete za centrifugiranje (10 mL)
Stalak za epruvete

UV/VIS spektrofotometar

Mikropipete 10-100; 100-1000 pL, 1-5 mL
PMMA kivete

Stalak za kivete

Stoperica
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Postupak
U epruvetama za centrifugiranje (10 mL) pripremiti reakcijsku smjesu u nultoj minuti i glavnu probu
prema dolje prikazanoj tablici te inkubirati 10 minuta na sobnoj temperaturi:

Otopine RSNM* (pL) GP** (uL)

Otopina hemoglobina (y = 20 mg/mL) 1000 1000

4 % trikloroctena kiselina 2000 -

Otopina pepsina (y = 0.66 mg/mL) 200 200
Inkubirati na sobnoj temperaturi 10 minuta

4 % trikloroctena kiselina - 2000

Destilirana voda 1800 1800

* RSNM —reakcijska smjesa u nultoj minuti (Cesto se zove i slijepa proba)
** GP — glavna proba — reakcijska smjesa za odredivanje enzimske aktivnosti

Po isteku zadanog vremena inkubacije, u glavnoj probi prekinuti reakciju dodatkom 4 % trikloroctene
kiseline, te uzorke centrifugirati pri 5000 obrtaja/min (rpm) tijekom 10 minuta pri sobnoj
temperaturi. Bistri ekstrakt potom odvojiti od taloga dekantiranjem u staklenu epruvetu, te koristiti
za odredivanje kolic¢ine slobodnih amino skupina.

Prije odredivanja slobodnih amino skupina potrebno je pripremiti Zeljeno razrijedenje uzorka (bistrog
ekstrakta) u 0,1 M otopini natrijeva tetraborata prema sljedecoj tablici:

Otopine RSNM (uL) GP (pL)
Bistri ekstrakt 1000 1000
0,1 M natrijev tetraborat 1000 1000

Tako razrijedeni ekstrakt potom koristiti za odredivanje slobodnih amino skupina. U kivete
otpipetirati otopine redoslijedom prikazanim u donjoj tablici. Kivetu prekriti parafilmom, promudkati
inverzijom, te nakon 2 minute izmjeriti apsorbanciju pri 340 nm.

Otopine SP* (uL) RSNM (uL)  GPi(pL) GP; (uL) GP3 (pL)
0,1 M natrijev tetraborat 100 - - - -
Razrijedeni bistri ekstrakt - 100 100 100 100
OPA reagens** 1000 1000 1000 1000 1000

Promijesati inverzijom i nakon 2 minute inkubacije na sobnoj temperaturi izmjeriti apsorbanciju
otopine pri 340 nm

* SP —slijepa proba — sluZi za ,,zeroiranje” spektrofotometra
** OPA reagens je potrebno dodati uz razmak od 15 s izmedu kiveta

Iz dobivenih podataka prvo izracunati razliku apsorbancije izmedu glavne probe i reakcijske smjese u
nultoj minuti prema sljedecoj formuli:

AA340nm = Aza0nm(GP) — Azaonm(RSNM)
te izraziti promjenu apsorbancije po minuti prema sljedecoj formuli:

AA340nm/min = AA340nm /10 min
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Aktivnost enzima potom izracunati prema sljedecoj formuli:

Aktivnost pepsina (nmol/minmL) =

gdje je:

2 —faktor razrijedenja uzorka

[AAs4onm/min X 2 X 1,1 X5 X 2,437]

\Y

V —volumen enzima dodanog u reakciju (mL)

5 — ukupni volumen reakcijske smjese

1,1 — ukupni volumen u kiveti

2,437 — faktor za izracun kolicine slobodnih amino skupina

Aktivnost enzima potom preracunati u specificnu akitvnost (SA) prema sljedecoj formuli:

Aktivnost pepsina (nmol/min mg) =

REZULTATI MJERENJA

Aktivnost (nmol/min mL)

Izmjerene vrijednosti apsorbancije

Koncentracija pepsina (mg/mL)

Uzorak

A3zsonm

AA340nm

AA340nm/ min

RSNM

GP;

GP;

GP3

Srednja vrijednost glavne probe (GP)

Izracun aktivnosti pepsina
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Aktivnost pepsina

nmol/min mL

nmol/min mg

Zakljucak

Pregledano

Potpis nastavnika
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Vjezba 6. Odredivanje aktivnosti ureaze testom
fiksnog vremena

Svrha vjezbe: Upoznati se sa postupkom odredivanja aktivnosti enzima
testom fiksnog vremena te nacinima izraZavanja enzimske aktivnosti.

Ureaza, sistematskog naziva urea amidohidrolaza, EC 3.5.1.5, hidroliticki je enzim visoke
specifi¢nosti koji katalizira reakciju hidrolize uree na amonijak i karbamat. Nastali karbamat zatim
spontano hidrolizira dajudi jos jednu molekulu amonijaka i karbonatne kiseline (Slika 11).

Y
& A ™ Ureaza ™
W.»J —H20 » \' +NH3
L }
. ()

"’

+H0 —® NH;+HCO;

O O

Slika 11. Enzimska hidroliza uree

Karbonatna kiselina i 2 molekule amonijaka u otopini uspostavljaju ravnotezu svojih
protoniranih i disociranih oblika, Sto dovodi do povisenja pH vrijednosti otopine iz neutralnog u
luznato. Upravo se ovo poviSenje pH otopine, nastalo kao rezultat oslobadanja amonijaka tijekom
enzimske hidrolize uree koristi za indirektno odredivanje aktivnosti ureaze titracijom reakcijske
smjese nakon prekida enzimske reakcije. Reakcijska smjesa se titrira pomocu kloridne kiseline, te se
na osnovi utroska kloridne kiseline odreduje koli¢ina nastalog amonijaka i racuna enzimska aktivnost.

Zadatak vjezbe: Pripremiti otopinu ureaze masene koncentracije 3 mg/mL u 100 mM Tris-HCI puferu
pH 7,6 sa 30 mM EDTA i 0,1 % Triton X-100. Testom fiksnog vremena odrediti aktivnost ureaze.
Aktivnost enzima izraziti u umol/min mL, U/mL, umol/min mg i U/mg.

Reagensi

Ureaza

100 mM Tris-HCl pufer pH 7,6 sa 30 mM EDTA i 0,1 % Triton X-100
50 mM urea u 25 mM Tris-HCI puferu pH 7,0

25 mM HCI

2 % otopina HgClz

Tashiro indikator
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Pribor

Laboratorijska vaga

Ladica za vaganje

Spatula

Reagens boca s navojem i ¢epom (10 mL)
Elektromagnetska mjesalica

Pipetaod 1i 10 mL

Automatska bireta

Erlenmeyer tikvice 25 mL

Postupak

Odredenu koli¢inu ureaze koja je potrebna da bi se pripremilo 10 mL otopine ureaze masene
koncentracije 3 mg/mL, izvagati u plasti¢noj ladici, kvantitativno prenijeti u reagens bocicu te dodati
10 mL 100 mM Tris-HCI pufera pH 7,6 sa 30 mM EDTA i 0,1 % Triton X-100. Enzim otopiti mijeSanjem
na elektromagnetskoj mjesalici te koristiti za odredivanje aktivnosti.

Izracun
potrebne
odvage
ureaze

U erlenmeyerovim tikvicama (25 mL) pripremiti reakcijsku smjesu u nultoj minuti (RSNM) i glavne
probe prema dolje prikazanoj tablici te inkubirati 15 minuta na sobnoj temperaturi:

Otopine RSNM GP: GP; GP;
50 mM urea u 25 mM Tris-HCI puferu pH 7,0/mL 10 10 10 10
2 % otopina HgCl,/kapi 5 - - -
Otopina ureaze (y = 3 mg/mL)/mL 1 1 1 1

Inkubirati na sobnoj temperaturi 15 minuta
2 % otopina HgCl,/kapi - 5 5 5

Po zavrSetku inkubacije u glavnim probama prekinuti reakciju dodatkom 5 kapi 2 % otopine HgCl..
Potom u tikvice dodati 5 kapi Tashiro indikatora (indikator dodati samo u tikvicu koja se titrira), te
titracijom s 25 mM HCl odrediti koli¢inu razvijenog amonijaka.

Po dodatku Tashiro indikatora boja u tikvicama je zelenkasta. Titracija se provodi do promjene boje iz zelene u
ljubicastu.

Rezultate korigirati za vrijednost reakcijske smjese u nultoj minuti, te izraCunati aktivnost enzima u
umol/min mL, U/mL, pmol/min mgiU/mg.
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I REZULTATI MJERENJA

Koli¢ina utrosenog HCI

Uzorak V(25 mM HCl)/mL AV(25 mM HCI)/mL* n(NHs)/umol**
RSNM -
GP;
GP;
GP3
Srednja vrijednost glavne probe (GP)

* AV izracunati oduzimanjem volumena utrosenog HCl za RSNM od volumena utrosenog HCl za svaku glavnu

probu.

** n(NHs) izracunati koristeci se vrijednostima AV. Paziti na jedinice!!l!

Izracun aktivnosti enzima

Uzorak

V(enzima)/mL

Y(ureaze)/
(mg/mL)

n(NHz)/umol

pmol/min mL*

pmol/min
mg**

GP

* Za izraun enzimske aktivnosti podijeliti vrijednost n(NH3) sa volumenom enzima dodanog u reakcijsku smjesu

i vremenom inkubacije.

** Za izracun podijeliti aktivnost enzima izraZenu u umol/min mL sa masenom koncentracijom enzima.

Izrac¢un aktivnosti enzima — prikazati izracun za podatke u gornjoj tablici

Aktivnost ureaze

U/mL pmol/min mL U/mg pmol/min mg
Zakljucak
Pregledano Potpis nastavnika
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Pretrazivanje proteinskih i
enzimskih baza podataka

U planiranju istrazZivanja, kao i pri planiranju i izradi zavrsnih te diplomskih radova, ¢esto je
neophodno uz osnovnu literaturu i dostupne znanstvene radove pretraziti i razliCite baze podataka,
kako bi se dobila cjelokupna informacija o predmetu istrazivanja. Ukoliko je predmet istrazivanja
nekakav enzim ili protein, ili nekakav metabolicki ciklus onda nam na raspolaganju stoje 3 vrlo
znacajne baze podataka sa sveobuhvatnim informacijama. To su baze podataka: BRENDA, KEGG te
Uniprot.

BRENDA (BRaunschweig ENzyme DAtabase) je enzimska baza podataka koja sadriZi skup
informacija o metaboli¢kim enzimima (Slika 12). Baza podataka sadrzi podatke o najmanje 83 000
razlicitih enzima iz 9 800 razli¢itih organizama, razvrstanih u priblizno 4 200 skupina na osnovu
klasifikacijskih brojeva enzima (EC). BRENDA ukljucuje biokemijske i molekularne informacije o
enzimima, njihove reakcije i specifi¢nosti, funkcionalna svojstva enzima, primjenu enzima, enzimsku
stabilnost pri razli¢itim uvjetima, informacije o izolaciji i procis¢avanju enzima, kao i poveznice na
literaturu te druge baze podataka. Enzimska baza podataka BRENDA je dostupna na internet adresi
http://www.brenda-enzymes.org.

{a} BRENDA home
o4 login

@. nistory

& Allenzymes

O\ Quick Search

Fulltext Search

% BRENDA ||,

The Comprehensive Enzyme Information System

EC-Number| Enzyme Name' Drganism[ Fratein' Full Gexil Ligand' Advanced Search

Search | Display 10 ~ enfries

Advanced Search

New BRENDA release online since January 2013
New publications on BRENDA

Substructure Search
TaxTree Explorer

EC Explorer

Sequence Search

I 2@ e oD

Genome Explorer

) Ontology Explorer

Functional Enzyme
Parameters

EBML sBmL Output

TutorialTraining
BRENDA input
Propose new enzyme

Nomenclature

Reaction & Specificity

Functional Parameters

Enzyme Names

EC Number

Common/ Recommended Name
Systematic Name

Synonyms

CAS Registry Number

Pathway

Catalysed Reaction

Reaction Type

Matural Substrates and Products
Substrates and Products
Substrates

Natural Substrate

Products

Natural Product

Inhibitors

Isolation & Preparation

Cofactors
Metals/lons

Introuction/References
Contact and Impressum
News

Jabs

Gopyright

Related Links

Help

Acknowledgements
BRENDA on Facebook
wsugamise E

BRENDA Professional

Commercial Version

Release 2013.1 (January 2013)

For access to all features of the website Javascript must be activated, frames enabled and Java (at least version 1.4) has to be installed

Purification
Cloned
Expression
Renatured
Crystallization

Activating Compounds
Ligands
Biochemicals Reactions Aligned

Km Value

kcat/Km Value

Ki Value

IC50 Value

pl Value

Turnover Number
Specific Activity

pH Optimum

pH Range
Temperature Optimum
Temperature Range
Kinetic ENzyme DAta

Organism-related information

QOrganism

Source Tissue
Localization
Protein-Specific Search

Stability

Enzyme Structure

Disease & References

pH Stability
Temperature Stability
General Stability
Organic Solvent Stability
Oxidation Stability
Storage Stability

Sequence/ SwissProt link
3D-Structure/ PDB link
Molecular Weight

Subunits

Postiranslational Modification

Disease/ Diagnostics
References

Application & Engineering

Engineering
Application

PWebmaster: Sandra Placzek
s.placzek@tu-bs.de

Slika 12. PocCetna web-stranica baze podataka BRENDA

26



KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) je baza podataka koja sadrZi genomske

informacije neophodne za razumijevanje funkcioniranja stanica (Slika 13). Sastoji se od genomskih,

kemijskih i mreznih informacija. Povezana je sa razli¢itim vanjskim bazama podataka, a sve zajedno

daju informacije potrebne za razli¢ite visokospecificne molekularno-bioloSke analize koje dovode do

razumijevanja bioloskih funkcija. Ukratko, ova baza podataka pomazZe pri razumijevanju metabolickih

puteva. Baza podataka KEGG je dostupna na internet adresi http://www.genome.jp/kegg/.

KEGG Home
Release notes

Current statistics

Plea from KEGG
KEGG Database

Searching KEGG

KEGG mapping

Color codes

KEGG Objects
Pathway maps
Brite hierarchies

KEGG Software
KegTools
KEGG AFI
KGML

KEGG FTP
Subscription
GenomeNet
DBGET/LinkDB
Feedback

Kanehisa Labs

KEGG - Search Help

» Japanese

KEGG: Kyoto Encydopedia of Genes and Genomes

KEGG is a database resource for understanding high-level functions and
utilities of the biological system, such as the cell, the organism and the
ecosystem, from molecular-level information, especially large-scale molecular
datasets generated by genome sequencing and other high-throughput
experimental technologies (See Release notes for new and updated
features).

&' Main entry point to the KEGG web service

KEGG2 KEGG Table of Contents Update notes

&' Data-oriented entry points

KEGG PATHWAY  KEGG pathway maps [Pathway list]

KEGG BRITE BRITE functional hierarchies [Brite list]

KEGG MODULE KEGG modules [Module list]

KEGG DISEASE Human diseases [Cancer | Infectious disease]
KEGG DRUG Drugs [ATC drug classification]

KEGG ORTHOLOGY Ortholog groups [KOQ system]

KEGG GENOME Genomes [KEGG organisms]

KEGG GENES Genes and proteins  Release history

KEGG LIGAND Chemical information [Reaction modules]

&' Entry point for wider society

KEGG MEDICUS Health-related information resource

&' Organism-specific entry points

KEGG Organisms  gnter org code(s) Go | hsa hsaeco
&' Analysis tools

KEGG Mapper KEGG PATHWAY/BRITE/MODULE mapping tools

KEGG Atlas Navigation tool to explore KEGG global maps

KAAS KEGG automatic annotation server

BLAST/FASTA Sequence similarity search

SIMCOMP Chemical structure similarity search

PathPred Biodegradation/biosynthesis pathway prediction

Copyright 1995-2012 Kanehiza Laboratories

Slika 13. Pocetna web-stranica baze podataka KEGG

UniProt (The Universal Protein Resource) je baza podataka sa sveobuhvatnim i sistematskim

pristupom informacijama o proteinima, njihovim sekvencama i bioloSkim funkcijama (Slika 14). Baza

podataka UniProt je dostupna na internet adresi http://www.uniprot.org/.

27



- Documentati

Search Blast Align Retrieve 1D Mapping
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtB) Search ] [ Advanced Search » ][ Clear ]
WELCOME a
NEWS

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a

comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein UniProt release 2013 01 - Jan 9, 2013

Sequants and imclional oNnARos, Hereditary sensory and autonomic neuropathy type [A: New

g i
What we provide dietary hope? | UniRef news
» Statistics for UniProtkB:
UniProtkB Protein knowledgebase, consists of two sections: Swigs-Prot - TIEMBL

» Forthcoming changes

Swiss-Prot, which is manually annotated and i
» News archives

reviewed
W Follow @uniprot § 515 followers
TrEMBL, which is automatically annotated and is
not reviewed.

Includes complete and reference proteome sets SITE TOUR

UniRef Sequence clusters, usedto speed up sequence
similarity searches. = - —

UniFarc Sequence archive, used to keep track of sequences :
and their identifiers

Supporting data  Literature citations, taxonomy, keywords, subcellular — s
locations, cross-referenced databases and more.

Getting started

Learn how to make best use ofthe tools and data on this

* Text search site

® Sequence similarity searches (BLAST)

* Sequence alignments

el PROTEIN SPOTLIGHT
» Database identifier mapping (ID Mapping)

a wretched tale
January 2013
%0 v

Pro'tt\_

)
-

. We all need guidance in life. And sperm cells are no
. exception to the rule. In plants, as in all living beings that
depend on sex to multiply, a male gamete has to reach a
. female gamete in order to fuse with it.

Slika 14. Pocetna web-stranica baze podataka Uniprot

Osnove pretraZivanja gore navedenih baza podataka proéi éemo na vjezbi 7 u kojoj ¢emo
detaljnije nauciti pretrazivati enzimsku bazu podataka BRENDA.
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Vjezba 7. PretrazZivanje enzimske baze podataka
BRENDA

Svrha vjezbe: Upoznati se mogucnostima pretrazivanja informacija o
enzimima u enzimskoj bazi podataka BRENDA.

Zadatak vjezbe: Koristeci se enzimskom bazom podataka BRENDA prikupiti informacije i podatke o
svojstvima enzima ureaze (urea amidohidrolaze) izolirane iz zrna soje (Glycine max).

REZULTATI PRETRAZIVANJA BAZE PODATAKA BRENDA I

Enzimska nomenklatura

EC broj

Preporuceno ime enzima

Sistematsko ime enzima

Interakcija enzim-ligand

Substrat

Inhibitori
(najmanje 3 inhibitora)

Kineticki i funkcionalni parametri

Km

Vm

Specifi¢na aktivnost

pH optimum

Optimalna temperatura

Molekularna masa

Pregledano Potpis nastavnika
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Enzimska Kkinetika

Pocetkom 20-tog stoljec¢a Leonor Michaelis i Maud Menten analizirali su kinetiku enzimske
reakcije na osnovu jednostavne pretpostavke da za nastanak produkta molekula enzima (E) i
molekula supstrata (S) moraju do¢i u medusoban dodir prije nego dode do reakcije, odnosno da se
supstrat (S) mora vezati u aktivno mjesto enzima (E) pri ¢emu nastaje kratkoZivuéi enzim-supstrat
kompleks (ES). Ovaj kompleks mogu zadesiti dvije sudbine: moZe disocirati nazad u E i S uz konstantu
reakcije (k -1) ili moZe prijeci u produkt reakcije (P) uz konstantu (ka):

3 ky
E+S —/—ES —E+P
K, K.

Michaelis-Mentenin model pretpostavlja mjerenje pocetne (tzv. inicijalne) brzine enzimske
reakcije (vo), pri kojoj je koncentracija produkta zanemarivo mala te je povratna reakcija pretvorbe
produkta u ES kompleks zanemariva, odnosno pri kojoj se povratna reakcija pretvorbe produkta u ES
kompleks gotovo i ne desava (k.» << kj):

S —— E§ —
E+S ——E E+P
=R

U takvom jednostavhom slucaju pocetna brzina enzimske reakcije proporcionalna je
koncentraciji ES kompleksa:

V0=k2>< ES

Kako je cilj Michaelis-Menteninog modela nadi izraz koji povezuje brzine pojedinih reakcija sa
poznatom koncentracijom enzima i supstrata, to je potrebno definirati izraze za koncentraciju enzima
i supstrata. Koncentraciju enzima moZzemo izraziti sljede¢om formulom:

Eo = E + ES

gdje je:

Eo — ukupna koncentracija enzima,

E — koncentracija slobodnog enzima, a

ES — koncentracija enzim-supstrat kompleksa.

Bududi je koncentracija supstrata znantno znatno veca od koncentracije enzima, a time i ES
kompleksa, za koncentraciju supstrata (S) pretpostavljamo da je priblizno jednaka pocetnoj
koncentraciji supstrata (S = Sp).

Obzirom na postavljene uvjete modela: koncentracija produkta (P) zanemarivo mala, a
koncentracija supstrata priblizno jednaka pocetnoj koncentraciji supstrata (S = So), proizlazi da se
inicijalna brzina mjeri u podrudju ustaljenog stanja enzimske reakcije kojeg karakterizira
nepromjenjivost koncentracije ES kompleksa:

dES _ |
dt
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Da bi ovaj izraz bio zadovoljen brzine nastajanja (v¢) i brzine disocijacije ES kompleksa (va)
moraju biti uravnotezene (vf = vg).
Promotrimo li op¢u formulu enzimske reakcije:

S —— Es —
E+S ——E E+P
=3

vidljivo je da je brzina nastajanja ES kompleksa (v¢) jednaka:
vi=k, XEXS
a brzina disocijacije ES kompleksa (vq) jednaka:
vqg = k_; X ES+ k, X ES

Izjedna¢imo li ove dvije jednadZbe, odnosno prihvatimo pretpostavku da brzine nastajanja
(v¢) i brzine disocijacije ES kompleksa (v4) moraju biti uravnotezene (vf = vg), tada dobijamo izraz:

k, X EXS =k_; XES+k, XES
¢ijim preuredivanjem dobijemo jednadzbu:

E—k_1+k2><1><ES
Kk S

Tri konstante brzine reakcije (ki, ki, ki) u gornjoj jednadzbi mogu se izraziti novom
konstantom koju nazivamo Michaelisova konstanta (Km):

kg +k,
m — kl

te se jednadZba onda moZe pisati:

1
E = Kin X ¢ X ES

Uvrstimo |i ovu jednadzbu u izraz za ukupnu koli¢inu enzima (E; = E + ES) dobijemo
jednadzbu:

1 Kmn
E0=Kmx§xES+ES=ESx(1+T>

Ukoliko iz ove jednadZbe izrazimo koncentraciju ES kompleksa, dobijemo jednadzbu:

Eq Eq
= Kn 5K,
S S

Uvrstimo li ovu jednadZzbu u izraz za pocetnu brzinu enzimske reakcije (vy =k, X ES),

dobijemo jednadzbu:
Eo  kyxEyxS

v =k, X =
27 S+ Ky, S+Kp,
S
¢ijim preuredivanjem dobijemo Michaelis-Menteninu jednadZbu za brzinu enzimske reakcije (v):
Vi X S
vV =
Kn+S

gdje je:

Vm — maksimalna brzina enzimske reakcije (V, = k, X E;) izrazena kao umnozZak konstante brzine reakcije (k) i
ukupne koncentracije enzima (Eo),

Km — Michaelisova konstanta, a

S — koncentracija supstrata.
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Krivulja koja opisuje Michaelis-Menteninu jednadzbu je hiperbola, i velik dio enzima za koji se
odreduje ovisnost brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata pokazuje upravo ovakav oblik
krivulje (Slika 15).

Maksimalna brzina enzimske reakcije - V,,,

Brzina enzimske reakcije - v

(-........J

~

3

Koncentracija supstrata - ¢(S)
Slika 15. Dijagram ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata — Michaelis-Mentenin
dijagram
Iz slike je vidljivo da pri niskim koncentracijama S, kada je koncentracija supstrata znatno manja od vrijednosti
Michaelisove konstante (S<<Km) brzina enzimske reakcije raste proporcionalo sa poveéanjem koncentracije
supstrata, dok pri visokim koncentracijama supstrata, kada je S>>Km, brzina ne ovisi o koncentraciji supstrata,
vec¢ dostize maksimalnu vrijednost

Odredivanje kinetickih parametara Kmn i Vm bitno je za opisivanje enzimski kataliziranih
reakcija. Medutim, kako se iz hiperbole ne mogu bas najpreciznije ocitati, niti iz jednadzbe hiperbole
vrlo jednostavno izracunati vrijednosti tih dviju konstanti, uveden je mnogo prikladniji nacin za
izracun i/ili o€itanje ovih dviju parametara, a to je linearizacija hiperbole.

Promotrimo li Michaelis-Menteninu jednadzbu, kao i njen graficki prikaz (Slika 15):

VXS

VIR, +S

tada mozemo uoditi da su Vi i Km konstante, a v i S promijenjivi parametri te ih moZzemo promatrati
kao vrijednosti ordinate (y = v) i apscise (x = S). Da bismo ovu jednadZbu linearizirali potrebno je
rijesiti se zbroja u nazivniku (Kn + S), a to ¢emo najjednostavnije postici inverzijom Citave jednadzbe

( B meS)_l
VIR, +5

1 Kp+S

v Vg, xS

pri ¢emu se dobije sljededi izraz

¢ijim daljnim preuredivanjem dobijemo izraz za jednadzbu pravca:

1 K, S K, 1 1

V V.xS VoxS Vg S Vg,

koji nam daje linearnu ovisnost reciprocne vrijednosti brzine enzimske reakcije o reciprocnoj
vrijednosti koncentracije supstrata.
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Graficki prikaz ove jednadzbe nazivamo dvostruko reciprocni ili Lineveawer-Burkov dijagram
(Slika 16).

1

1 N N 1
— x +

v Vi [S] Vim

odsjecak na ordinati = 1/V,,

y = axx + b odsje¢ak na

apscisi = -1/K

0 1/[8]

Slika 16. Dvostruko reciprocni (Lineveawer-Burk) dijagram
Iz odsjecka na ordinati mozZe se oditati recipro¢na vrijednost maksimalne brzine (1/Vm), a iz nagiba pravca omjer
Michaelisove konstante i maksimalne brzine (Km/Vm)

Upravo ¢emo u vjezbi 10 odredivati kineticke parametre (Km i Vi) za enzim ureazu i to tako da
¢emo mijeriti brzinu enzimske reakcije pri razli¢itim koncentracijama supstrata. Dobivene rezultate
mjerenja prikazati éemo Michaelis-Menteninim i Lineweaver-Burkovim dijagramom, iz kojih ¢emo

Medutim, prije kinetickih mjerenja biti ¢e potrebno ispitivanjem utjecaja vremena na brzinu
enzimske reakcije utvrditi vremenski period u kojem se enzimska reakcija nalazi u ustaljenom stanju,
odnosno stanju dinamicke ravnoteze, te ispitivanjem utjecaja pH na brzinu enzimske reakcije odrediti
optimalni pH djelovanja ureaze. Ova dva utjecaja na brzinu enzimske reakcije provest ¢emo vjezbama
8i9.

33



Vjezba 8. VremenskKi tijek reakcije

Svrha vjeZzbe: Upoznati se sa nacinom odredivanja ustaljenog stanja
enzimske reakcije.

Kako je veé prije reCeno, za odredivanje kinetickih parametara enzima potrebno je mjerenje
brzine enzimske reakcije provoditi pri ustaljenom stanju, odnosno stanju dinamicke ravnoteze.
Ustaljeno stanje enzimske reakcije karakterizira nepromjenjivost koncentracije ES kompleksa.
Medutim, kako je ES kompleks kratkoZivuci (svega nekoliko nanosekundi), njegovu koncentraciju je
vrlo tesko odrediti pri standardnom mjerenju u laboratoriju.

Stoga se postavlja pitanje kako ¢emo biti sigurni da se nalazimo u ustaljenom stanju enzimske
reakcije, odnosno postoji li joS kakav pokazatelj koji nam moZe pomoc¢i da budemo sigurni da se
nalazimo u ustaljenom stanju?

Postoji, jedan od pokazatelja ustaljenog stanja enzimske reakcije je i linearni porast
koncentracije produkta u jedinici vremena:

—=aXt
dt

Sto to zapravo znadi? To zna¢i da grafi¢ki prikaz ovisnosti brzine enzimske reakcije (koli¢ine
nastalog produkta) o vremenu treba biti pravac odredenog nagiba.

Upravo éemo ovom vjezbom ustanoviti koliko to dugo moZzemo provoditi enzimsku reakciju a
da nam ovisnost koli¢ine nastalog produkta o vremenu bude linearna, odnosno da se nalazimo u
ustaljenom stanju enzimske reakcije.

Zadatak vjezbe: Odrediti vremenski period u kojem se enzimska hidrolize uree nalazi u ustaljenom
stanju, odnosno stanju dinamicke ravnoteze.

Reagensi

Otopina ureaze (y = 3 mg/mL)

50 mM urea u 25 mM Tris-HCl puferu pH 7,0
25 mM HCI

2 % otopina HgCl>

Tashiro indikator

Pribor

Pipetaod 1i 10 mL
Automatska bireta
Erlenmeyer tikvice 25 mL
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Postupak

U erlenmeyerovim tikvicama (25 mL) pripremiti reakcijsku smjesu u nultoj minuti (RSNM) i glavne
probe prema dolje prikazanoj tablici te inkubirati odredeno vrijeme na sobnoj temperaturi:

Otopine RSNM GP; GP; GP3 GP, GPs
2:-)' |;1’I(\)/|/rt:‘rfa u 25 mM Tris-HCl puferu 10 10 10 10 10 10
2 % otopina HgCl,/kapi 5 - - - - -
Otopina ureaze (y = 3 mg/mL)/mL 1 1 1 1 1 1
Vrijeme inkubacije 0 5 10 15 20 25
2 % otopina HgCl,/kapi - 5 5 5 5 5

Po zavrSetku inkubacije u glavnim probama prekinuti reakciju dodatkom 5 kapi 2 % otopine HgCl..
Potom u tikvice dodati 5 kapi Tashiro indikatora, te titracijom s 25 mM HCl odrediti koli¢inu
razvijenog amonijaka.

Po dodatku Tashiro indikatora boja u tikvicama je zelenkasta. Titracija se provodi do promjene boje iz zelene u
ljubicastu.

Rezultate korigirati za vrijednost reakcijske smjese u nultoj minuti, te izraCunati aktivnost enzima u
umol/min mL, U/mL, umol/min mg i U/mg.

Graficki prikazati ovisnost koli¢ine nastalog amonijaka o vremenu, te ovisnost enzimske aktivnosti
(U/mL) o vremenu. Na osnovi grafickih prikaza odrediti vremenski period ustaljenog stanja enzimske
reakcije.

REZULTATI MJERENJA

Uvjeti provodenja enzimske reakcije

v(ureaze)/(mg/mL) c(uree)/mmol pH otopine uree T/°C

Kolicina utrosenog HCI

Uzorak t/min V(25 mM HCl)/mL AV(25 mM HCl)/mL* n(NHs)/mmol**

RSNM =

GP;

GP;

GP3

GP4

GPs

* AV izracunati oduzimanjem volumena utrosenog HCl za RSNM od volumena utrosenog HCl za svaku glavnu
probu.
** n(NHs) izracunati koristeci se vrijednostima AV. Paziti na jedinice!!l!

35




Izra¢un aktivnosti enzima

t/min V(enzima)/mL

Y(ureaze)/
(mg/mL)

n(NHsz)/mmol

pmol/min mL*

pmol/min mg**

5

10

15

20

25

* Za izracun enzimske aktivnosti podijeliti vrijednost n(NH3) sa volumenom enzima dodanog u reakcijsku smjesu

i vremenom inkubacije.

**Za izracun podijeliti aktivnost enzima izraZenu u umol/min mL sa masenom koncentracijom enzima.

Aktivnost ureaze

t/min U/mL

pmol/min mL

U/mg

pmol/min mg

5

10

15

20

25

Graficki prikaz ovisnosti kolic¢ine nastalog amonijaka o vremenu inkubacije
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Graficki prikaz ovisnosti enzimske aktivnosti o vremenu inkubacije

Zakljucak

Pregledano

Potpis nastavnika
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Vjezba 9. Utjecaj pH na brzinu enzimske reakcije

I Svrha vjezbe: Upoznati se sa na¢inom odredivanja optimalnog pH djelovanja
enzima.

Kako je veé prije reCeno, za odredivanje kinetickih parametara enzima potrebno je mjerenje
brzine enzimske reakcije provoditi pri optimalnom pH. Optimalni pH je onaj pH pri kojem enzim
pokazuje maksimalnu aktivnost.

Naime, svaki enzim posjeduje optimalni pH pri kojem je najaktivniji, odnosno postize
maksimalnu aktivnost uz odredeni supstrat, a koja se snizenjem ili poviSenjem pH znacajno smanjuje
(Slika 17). Ovisnost enzimske aktivnosti o pH posljedica je utjecaja pH otopine na ionizacijsko stanje
bocnih ogranaka aminokiselina u afinitetnom i katalitickom mjestu enzima, te ionizacije i naboja
ionizacijskih skupina supstrata.

Aktivnost enzima (%)

pH
Slika 17. Ovisnost brzine enzimske reakcije o pH otopine

U ovoj ¢emo vjezbi odrediti optimalni pH enzimske hidrolize uree.

Zadatak vjezbe: Odrediti utjecaj pH na aktivnost ureaze, te definirati optimalni pH djelovanja ovog
enzima.

Reagensi

Otopina ureaze (y = 3 mg/mL)

50 mM urea u 25 mM Tris-HCl puferupH 5,6,7,8i9
25 mM HCI

2 % otopina HgClz

Tashiro indikator

Pribor

Pipetaod 1i 10 mL
Automatska bireta
Erlenmeyer tikvice 25 mL
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Postupak

U erlenmeyerovim tikvicama (25 mL) pripremiti reakcijske smjese u nultoj minuti i glavne probe
prema dolje prikazanoj tablici te inkubirati odredeno vrijeme na sobnoj temperaturi:

Otopine T;T GP, T;':' GP; T;': GPs GPs T;': GPs

zgf':r“f;'r:ia u 25 mM Tris-HCl 10 10 10 10 10 10 10

pH otopine uree 5 6 7 8 9

2 % otopina HgCl,/kapi 5 5 - 5 - 5 -

Otopina ureaze (y = 3 mg/mL)/mL 1 1 1 1 1 1
Inkubirati na sobnoj temperaturi odredeno vrijeme*

2 % otopina HgCl,/kapi - - 5 - 5 - 5

* vrijeme inkubacije je odredeno u vjezbi 8.

Po zavrSetku inkubacije, u glavnim probama prekinuti reakciju dodatkom 5 kapi 2 % otopine HgCl,.
Potom u tikvice dodati 5 kapi Tashiro indikatora, te titracijom s 25 mM HCl odrediti koli¢inu

razvijenog amonijaka.

Rezultate korigirati za vrijednost reakcijskih smjesa u nultoj minuti, te izracunati aktivnost enzima u

umol/min mL, U/mL, umol/min mg i U/mg.

Graficki prikazati ovisnost enzimske aktivnosti (U/mL) o pH, te odrediti optimalni pH djelovanja

enzima.

REZULTATI MJERENJA

Uvjeti provodenja enzimske reakcije

v(ureaze)/(mg/mL)

c(uree)/mmol

T/°C

t/min

Kolicina utrosenog HCI

Uzorak pH

V(25 mM HcCl)/mL

AV(25 mM HCI)/mL

n(NHs)/mmol

GP;

RSNM;

GP;

RSNM;

GP3

RSNM3

GP,

RSNM,

GPs

RSNMs
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Izra¢un aktivnosti enzima

pH

V(enzima)/mL

y(ureaze)/
(mg/mL)

n(NHs)/mmol

pmol/min mL

pmol/min mg

5
6
7
8
9

Aktivnost ureaze

pH

U/mL

pmol/min mL

U/mg

pmol/min mg

5
6
7
8
9

Graficki prikaz ovisnosti enzimske aktivnosti o pH

Zakljucak*

* pri pisanju zakljucka usporediti optimalni pH dobiven vjezbom, sa optimalnim pH pronadenim za ureazu

pretraZivanjem enzimske baze podataka BRENDA u vjezbi 7.

Pregledano

Potpis nastavnika
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Vjezba 10. Utjecaj koncentracije supstrata na
brzinu enzimske reakcije

Svrha vjezbe: Upoznati se sa nacinima odredivanja kinetickih parametara
enzima: maksimalne brzine enzimske reakcije i Michaelisove konstante.

Zadatak vjezbe: Odrediti kinetiCke parametre enzimske hidrolize uree - maksimalnu brzinu (Vn) i
Michaelisovu konstantu (Km).

Reagensi

Otopina ureaze (y = 3 mg/mL)

Otopine ureee (5, 10, 20, 40, 50 mM) u 25 mM Tris-HCI puferu pH 7
25 mM HCI

2 % otopina HgCl>

Tashiro indikator

Pribor

Pipetaod 1i10 mL
Automatska bireta
Erlenmeyer tikvice 25 mL

Postupak

U erlenmeyerovim tikvicama (25 mL) pripremiti reakcijske smjese u nultoj minuti i glavne probe
prema dolje prikazanoj tablici te inkubirati odredeno vrijeme na sobnoj temperaturi:

Otopine ':j?' GP, r:;':' GP; ':j':' GPs ':;':I GPs r:3||5\| GPs
urea u 25 mM Tris-HCl puferu/mL 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
koncentracija uree/mM 5 10 20 40 50

2 % otopina HgCl,/kapi 5 - 5 - 5 - 5 - 5 -

Otopina ureaze (y = 3 mg/mL)/mL 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Inkubirati na sobnoj temperaturi odredeno vrijeme*
2 % otopina HgCl,/kapi - 5 - 5 - 5 - 5 - 5

* vrijeme inkubacije je odredeno u vjezbi 8.

Po zavrSetku inkubacije u glavnim probama prekinuti reakciju dodatkom 5 kapi 2 % otopine HgCl..
Potom u tikvice dodati 5 kapi Tashiro indikatora te titracijom s 25 mM HCI odrediti koli¢inu razvijenog
amonijaka.

Rezultate korigirati za vrijednost reakcijskih smjesa u nultoj minuti, te izracunati aktivnost enzima u
umol/min mL, U/mL, umol/min mg i U/mg.

Graficki prikazati ovisnost enzimske aktivnosti (U/mL) o koncentraciji supstrata Michaelis-
Menteninim i Lineweaver-Burkovim dijagramom. Iz oba dijagrama ocitati ili izracunati vrijednosti K, i
Vm. Nacin oCitavanja prouciti na slikama 15 i 16.
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Linearnom regresijom podataka u dvostruko reciprocnom dijagramu odrediti jednadzbu pravca te iz

jednadzbe pravca izracunati vrijednosti Km i V.

REZULTATI MJERENJA

Uvjeti provodenja enzimske reakcije

Y(ureaze)/(mg/mL)

pH otopine uree

T/°C

t/min

Koli¢ina utrosenog HCI

Uzorak | c(urea)/mM

V(25 mM HCl)/mL AV(25 mM HCl)/mL

n(NHs)/mmol

GP;

RSNM,

GP;

RSNM;

GP3

RSNM;

GP,

RSNM,

GPs

RSNM;

Izracun aktivnosti enzima

c(urea)/m
M

V(enzima)/
mL

y(ureaze)/
(mg/mL)

n(NHs)/mmol

pmol/min mL

pmol/min mg

Aktivnost ureaze

c(urea)/mm

U/mL

pmol/min mL

U/mg

pmol/min mg
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Grdficki prikaz ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata

Km Vm

Dvostruko reciprocni dijagram ovisnosti brzine enzimske reakcije o koncentraciji supstrata

Km Vm




Izracun Kn, i V., vrijednosti iz jednadZbe pravca

Km

Vi

Zakljucak*

* pri pisanju zakljucka usporediti Km i Vm vrijednosti dobivene vjeZbom sa vrijednostima pronadenim tijekom

pretraZivanja enzimske baze podataka BRENDA u vjeZbi 7.

Pregledano

Potpis nastavnika
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Organizacija eukariotske DNA u
visSe stukture

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) je molekula nasljeda (molekula Zivota) naseg i svih Zivih
organizama, a njena osnovna funkcija je pohrana i prijenos genetske informacije. Naime, svaka
molekula DNA sadrZi potpuni set instrukcija neophodnih za upravljanje stanicom, kao i set instrukcija
za formiranje nove stanice, odnosno novog organizma, koji se u toj molekuli nalazi zapisan u obliku
slijeda nukleotida. Takav jedan set instrukcija za formiranje novog organizma, kao i upravljanje
stanicom u svoj njegovoj sloZenosti oCito mora biti poprilicno velik. Da je to tako pokazuju istraZivanja
genoma brojnih organizama, tako i ljudi.

Istrazivanja ljudskog genoma pokazala su da gotovo svaka ljudska stanica sadrii DNA
molekulu sastavljenu od 3 milijarde parova baza (3x10° bp). Uz poznavanje osnovnih strukturnih
karakteristika molekule DNA, odnosno znanje da je molekula DNA dvostruka uzvojnica sastavljena od
dva deoksiribonukleotidna lanca medusobno obmotana oko zajednicke osi u spiralnu strukturu, te
znanje da jedan puni zavoj u spiralnoj molekuli DNA iznosi 3,4 nm, a ¢ini ga 10 bp, vrlo lako moZzemo
izracunati duZinu DNA molekule. Naime, ako 10 bp cini jedan puni zavoj u DNA, a duzZina punog
zavoja iznosi 3,4 nm, tada mozZzemo reéi da jedan par baza (1 bp) ima duZinu od 0,34 nm. Obzirom da
znamo broj parova baza u ljudskoj DNA, tada vrlo lako moZemo izra¢unati duzinu molekule DNA u
stanici:

3x10° bp x 0,34 nm/bp = 1 020 000 000 nm = 1 020 000 um =1 020 mm = 1,02 m

Znadi, svaka ljudska stanica sadrzi DNA molekulu duZzine 1,02 m. | sad se postavlja ocigledno
pitanje, kako to molekula DNA duZine 1,02 m moZe stati u ljudsku stanicu Cija je prosjecna veli¢ina,
odnosno duzina svega 100 um, $to zapravo predstavlja 1/5 promjera mine za tehnicku olovku?

Stovise, situacija se dodatno komplicira nasim znanjem da je DNA molekula smjestena u
jezgri koja €ini oko 1/5 &itave stanice, $to znaci da joS manje prostora stoji na raspolaganju za
smjestanje 1 m DNA.

Odgovor lezi u organizaciji DNA u vise strukture (Slika 18). Naime, DNA molekula se obmata
oko malih bazi¢nih proteina histona u organiziraniju strukturu zvanu nukleosom, a potom se
nukleosomi dodatno omataju jedni oko drugih tvoreci sloZenije strukture koje se jo$S dodatno
umataju i na takav nacin se DNA molekula duzine jednog metra spakuje u vrlo mali prostor jezgre.
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Nukleosom

Kromosom ® (O3 )
Histoni

Slika 18. Organizacija DNA u viSe strukture

Obzirom da ovaj proces umatanja, odnosno organiziranja DNA molekule u sloZene strukture
ne mozemo vidjeti golim okom, u vjezbi 11 ¢emo se posluZiti obrnutim procesom. Razmotat ¢emo
DNA molekule iz stanica na pahuljiastu tvorevinu tankih i dugih niti koje ¢emo modi vidjeti u
epruveti. Pri tome ¢emo kao izvor iz kojeg ¢emo izolirati DNA molekule koristiti kivi.

Vjezba 11. Izolacija DNA iz Kivija

Svrha vjezbe: Upoznati se sa nac¢inom izolacije DNA iz bioloskog uzorka, te
nacinom provjere Cistoce izolirane DNA.

Da bismo molekule DNA kivija mogli vidjeti kao tanke paucinaste niti, DNA éemo morati
izolirati iz stanica kivija, a to ¢emo postici kroz nekoliko koraka. Prvo ¢emo razbiti stanice kivija
djelovanjem mehanicke sile (Stapni mikser), a potom ¢emo DNA molekule osloboditi iz stani¢ne
jezgre primjenom pufera za ekstrakciju DNA. Naime, pufer za ekstrakciju DNA sadrzi anionski
deterdZent natrij-dodecil sulfat koji ¢e otopiti membrane jezgre i na takav nacdin omoguditi
oslobadanje DNA molekule, a ioni natrijeva klorida prisutni u puferu omoguciti ¢e odvajanje DNA
molekule od histona i njenu stabilizaciju u vodenoj otopini. Sve to biti ¢e pospjeSeno povisenom
temperaturom ekstrakcije (45°C), koja ¢e i pogodovati djelovanju proteolitickih enzima kivija koji ¢e
djelomicno razgradivati histone i druge proteine kivija te na takav nacin omoguciti lakSe odvajanje
molekula DNA od ostalih stani¢nih sastojaka u narednim koracima izolacije.

Za odvajanje oslobodenih DNA molekula od ostalih stani¢nih sastojaka u ekstraktu, pomijesat
¢emo dio dobivenog ekstrakta sa etanolom, pri ¢emu ¢e se molekule DNA u obliku pahulji¢aste
tvorevine dugih i tankih niti koncentrirati na granici faza izmedu donjeg vodenog i gornjeg etanolnog
sloja (Slika 19). Glavni razlog koncentriranja DNA molekula na granici faza su jake elektrostatske
odbijajuce interakcije izmedu negativno nabijenih DNA molekula i negativno nabijenih molekula
natrijeva dodecil sulfata, koje zapravo guraju molekule DNA iz vodenog sloja ka granici faza.
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Etanolni
sloj
DNA se nakuplja izmedu
— slojeva (na granici faza)

Vodeni
sloj

N

Slika 19. Razdjeljivanje molekula DNA na granici faza izmedu donjeg vodenog i gornjeg etanolnog

sloja

Daljnje procis¢avanje DNA molekula provest e se kroz nekoliko koraka otapanja i taloZenja, a
sve u svrhu dodatnog uklanjanja eventualno zaostalih proteina. Na kraju ¢emo Cistoéu prociséene
DNA odrediti mjerenjem odnosa apsorbancije otopine DNA pri 260 i 280 nm. Naime Sto je vrijednost
omjera apsorbancije pri 260 i 280 nm veca, to je DNA prociséenija, a kada taj omjer iznosi viSe od 2,
moZemo smatrati da smo vrlo dobro procistili DNA.

Zadatak vjezbe: Izolirati DNA iz kivija te odrediti Cisto¢u izolirane DNA.

Reagensi

Kivi

Fizioloska otopina (0,9 % otopina NacCl)

Pufer za ekstrakciju DNA (100 mM Tris-HCl pufer, pH 8,8, koji sadrzi 150 mM NacCl i 1 % natrij-dodecil sulfat)
95 % etanol

70 % etanol

Pufer za otapanje DNA (0,34 M natrijev citrat pH 7,4, koji sadrzi 3 M NaCl)

Pribor

Stapni mikser

Menzura 25, 50i 200 mL
Staklena ¢asa 400 mL
Kivete za centrifugiranje 50 mL
Vodena kupelj

Stakleni lijevak

Nabrani filter papir
Centrifuga

Kapalica

Vortex mjesalica
Mikropipeta 100 i 1000 uL
UV-kivete
Spektrofotometar

Postupak

Kivi oguliti i narezati na tanke ploske, a ploSke na kockice te prenijeti u staklenu ¢asu i pomijesati sa
20 mL fizioloSke otopine. Suspenziju homogenizirati 30 s Stapnim mikserom pri ¢emu se djelovanjem
mehanicke sile stanice kivija razbijaju.
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Homogeniziranoj suspenziji potom dodati 130 mL pufera za ekstrakciju DNA, smjesu promijesati te
prenijeti u kivete za centrifugiranje od 50 mL.

Kivete potom postaviti u vodenu kupelj zagrijanu na 45 °C i inkubirati 30 minuta tijekom kojih se
molekule DNA oslobaduju iz stani¢ne jezgre djelovanjem natrijeva dodecil sulfata, a histoni odvajaju
od molekula DNA zbog djelovanja natrijeva klorida i djelomi¢ne razgradnje histona proteolitickim
enzimima kivija.

Po isteku vremena inkubacije smjesu preko nabranog filter papira profiltrirati u menzuru. Filtrat
prenijeti u Ciste kivete za centrifugiranje te izbistriti centrifugiranjem 5 minuta pri 3900 o/min. Bistri
ekstrakt odvojiti od taloga dekantiranjem.

20 mL bistrog ekstrakta prenijeti u kivetu za centrifugiranje i nadliti sa 20 mL hladnog 95 %-tnog
etanola polaganim lijevanjem uz stjenku kivete. Smjesu inkubirati 5 minuta pri -20 °C tijekom kojih se
DNA molekule izdvajaju na granici faza. Po isteku vremena gornji etanolni sloj odvaditi kapalicom i
odbaciti, i potom molekule DNA kapalicom prenijeti u Ciste kivete za centrifugiranje.

DNA molekulama u kiveti dodati 10 mL pufera za otapanje DNA i 10 mL ledeno hladnog 95 %-tnog
etanola, smjesu blago promijesati inverzijom kivete, i potom inkubirati pri —20 °C tijekom 5 minuta u
svrhu taloZenja DNA. Po isteku vremena DNA molekule odvojiti od supernatanta centrifugiranjem pri
3900 o/min tijekom 5 minuta, a potom odbaciti supernatant dekantiranjem.

Talogu DNA molekula dodati 20 mL 70 %-tnog etanola i smjesu promijesati na vortex mjesalici 30 s.
Suspenziju izbistriti centrifugiranjem 5 minuta pri 3900 o/min, a supernatant odbaciti dekantiranjem.

Talog molekula DNA prosusiti otparavanjem etanola u suSioniku pri 55°C tijekom 5 minuta.
Prosusenom talogu molekula DNA potom dodati 10 mL destilirane vode i 50 uL pufera za otapanje
DNA, te DNA molekule otopiti mijeSanjem na vortex mjesalici, i ovu otopinu koristiti za mjerenje
apsorbancije pri 260 i 280 nm.

U UV kivetu otpipetirati 250 uL otopine DNA i 750 pL destilirane vode, promuckati inverzijom te
izmjeriti apsorbancije otopine pri 260 i 280 nm uz baZzdarenje spektrofotometra destiliranom vodom.

REZULTATI MJERENJA

Vrijednosti izmjerene apsorbancije otopine DNA

Uzorak AA260nm AA280nm AAz60nm/ DA230nm

Paralela 1

Paralela 2

Paralela 3

Srednja vrijednost

Zakljucak

Pregledano Potpis nastavnika
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Uvod u metabolizam - probava
hrane

Osnovne bioloske funkcije naSeg i svih ostalih Zivih organizama su rast, razvoj i
razmnozavanje (davanje potomstva), te da bi to mogao provesti nas organizam treba energiju i
molekule za izgradnju vlastitih sloZzenih molekula.

Postavlja se pitanje odakle to naSem organizmu energija i molekule za izgradnju vlastitih
sloZzenih molekula?

Nas se organizam snabdijeva energijom i potrebitim molekulama putem hrane koju
pojedemo, i to tako da sloZene molekule hrane razgradi na jednostavne molekule, a potom te
jednostavne molekule koristi za izgradnju vlastitih sloZzenih molekula ili ih potpuno oksidira do CO,.
Tijekom oksidacije molekula hrane, energiju sadrzanu u kemijskim vezama molekula hrane nas
organizam skuplja u reduciranim koenzimima (NADH i FADH,) i potom koristi za dobivanje energije
neophodne za odrZavanje organizma u obliku ATP-a.

Razgradnja molekula hrane zapocinje u probavnom traktu gdje se sloZzene molekule hrane
razgraduju na jednostavne molekule, koje se potom apsorbiraju i krvlju prenose do stanica u naSem
organizmu, a u stanicama se te jednostavne molekule koriste za izgradnju sloZenih molekula stanice
ili za dobivanje energije u obliku ATP-a (Slika 20).

PROTEINI UGLJIKOHIDRATI MASTI
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Slika 20. Oksidacija molekula hrane
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Kako se to hrana razgraduje u probavnom traktu? Molekule hrane razgraduju se djelovanjem
enzima koji se nalaze u probavnim sokovima. Tako u ustima zapocinje razgradnja Skroba djelovanjem
enzima amilaze prisutne u slini, dok se u Zelucu molekule hrane denaturiraju djelovanjem kloridne
kiseline u sastavu Zelu€anih sokova, a proteini hrane djelomi¢no razgraduju uslijed djelovanja enzima
pepsina. Glavnina razgradnje molekula hrane deSava se u tankom crijevu gdje se djelomi¢no
razgradene molekule Skroba razgraduju do glukoze, sloZeni oligosaharidi na monosaharide, a
djelomi¢no razgradene molekule proteina razgraduju do di- i tri-peptida ili do aminokiselina
djelovanjem probavnih sokova gusterace koji sadrze enzime za njihovu razgradnju. Osim navedenih u
tankom se crijevu masti razgraduju na monoacilglicerole i masne kiseline djelovanjem lipaza iz
probavnih sokova gusterace, a nukleinske kiseline na nukleotide djelovanjem nukleaza.

Nakon sto su molekule hrane razgradene na jednostavne molekule (dipeptidi, tripeptidi,
aminokiseline, glukoza i drugi jednostavni monosaharidi, monoacilgliceroli i masne kiseline,
nukleotidi) u tankom crijevu se apsorbiraju i krvlju transportiraju do stanica unutar organizma.

Kako bismo pospjesili nase znanje o probavi u vjezbi 12 ¢emo simulirati probavu proteina u
Zelucu tako Sto ¢emo hrenovku pomijesati sa otopinom kloridne kiseline i enzimom pepsinom i
potom tijekom 100 minuta pratiti povecanje koli¢ine slobodnih amino skupina nastalih kao rezultat
djelomicne razgradnje proteina enzimom pepsinom.
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Vjezba 12. Simulacija probave proteina u Zelucu

Svrha vjeZbe: Upoznati se sa razgradnjom proteina u Zelucu djelovanjem
pepsina.

Pepsin je enzim probavnog trakta, kojeg u Zeludac luce stanice stjenke Zeluca u obliku
inaktivnog pretece — pepsinogena, a koji potom u Zelucu pod utjecajem niskog pH (1,2-3) Zelu¢anog
soka prelazi u aktivni oblik (pepsin). Ovaj enzim cijepa peptidnu vezu unutar polipeptidnog lanca pri
¢emu se proteini razgraduju na manje fragmente.

Cijepanje peptidne veze i nastanak manjih fragmenata proteina rezultira povecanjem broja
slobodnih amino skupina u smjesi, bududi svaki fragment proteina nastao cijepanjem peptidne veze
sadrzi novu slobodnu a-amino skupinu (Slika 21).

a-amino skupina
pocetne aminokiseline

protein
hrenovke

l pepsin

fragmenti
proteina
hrenovke

Slika 21. Povedanje broja slobodnih amino skupina nastalo zbog razgradnje proteina na manje
fragmente djelovanjem pepsina

Upravo ovo povecanje broja slobodnih amino skupina koje ¢emo odrediti OPA reagensom biti
¢e nam pokazatelj razgradnje proteina hrenovke.

Zadatak vjezbe: U nizu epruveta provesti simulaciju probave proteina koja se deSava u Zelucu.

Reagensi

Hrenovka

100 mM HClI koja sadrzi 15 mM NacCl

Otopina pepsina - pepsin otopljen u 0,05 M HCl pH = 1,5, y(pepsina) = 10 mg/mL
10 % otopina trikloroctene kiseline

Otopina natrijeva tetraborata (c = 0,1 M; pH = 11)

OPA reagens (sastav reagensa vidjeti u vjeZbi 5)
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Pribor

Staklena ¢asa 400 mL
Stapni mikser

Menzura 100 mL

Klipne pipete 1i10 mL
Kivete za centrifugiranje 10 mL
Vodena kupelj

Stakleni lijevak

Nabrani filter papir
Centrifuga

Kapalica

Vortex mjesalica
Mikropipeta 100 i 1000 uL
PMMA-kivete
Spektrofotometar

Postupak

Hrenovku kuhati 5 minuta u kipucoj vodi, potom izrezati na ploske, prenijeti u staklenu casu i
pomijesati sa 60 mL 100 mM HCI pH 1 koja sadrzi 15 mM NaCl. Suspenziju homogenizirati 30 s
Stapnim mikserom.

U kivetama za centrifugiranje (10 mL) pripremiti reakcijske smjese za glavne probe i reakcijsku smjesu
u nultoj minuti prema dolje prikazanoj tablici i potom glavne probe inkubirati u vodenoj kupelji
odredeno vrijeme pri 37 °C:

RSNM GP; GP; GP3 GP4 GPs

Otopine (mL) (mt) (mL) (mL) (mL) (mL)

Suspenzija hrenovke u 100 mM HCl sa 15 mM

4 4 4 4 4 4
Nacl
10 % trikloroctena kiselina 2 - - - - -
Otopina pepsina (y = 10 mg/mL) 1 1 1 1 1 1
Vrijeme inkubacije/min 0 20 40 60 80 100

10 % trikloroctena kiselina - 2 2 2 2 2

Po isteku inkubacije u glavnim probama prekinuti enzimsku reakciju dodatkom 10 % trikloroctene
kiseline. Reakcijsku smjesu u nultoj minuti i glavne probe izbistriti centrifugiranjem (5000 o/min, 10
min, 25°C). Bistri ekstrakt odvojiti od taloga dekantiranjem i filtriranjem kroz nabrani filter papir u
staklenu epruvetu, te koristiti za odredivanje koli¢ine slobodnih amino skupina.

Prije odredivanja slobodnih amino skupina potrebno je pripremiti Zeljeno razrijedenje uzorka (bistrog
ekstrakta) u 0,1 M otopini natrijeva tetraborata prema sljedecoj tablici:

Otopine RSNM (mL) GP1s5 (mL)
Bistri ekstrakt 1 1
0,1 M natrijev tetraborat 5 5

Tako razrijedene ekstrakte potom koristiti za odredivanje slobodnih amino skupina. U kivete
otpipetirati otopine redoslijedom prikazanim u donjoj tablici. Kivetu prekriti parafilmom, promuckati
inverzijom, te nakon 2 minute izmjeriti apsorbanciju pri 340 nm.
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Otopine SP* (uL) RSNM (pL) GPys(pL)

0,1 M natrijev tetraborat 50 - -
Razrijedeni bistri ekstrakt - 50 50
OPA reagens** 1000 1000 1000

Promijesati inverzijom i nakon 2 minute inkubacije na sobnoj temperaturi izmjeriti apsorbanciju
otopine pri 340 nm

* SP —slijepa proba — sluZi za ,,zeroiranje” spektrofotometra
** OPA reagens je potrebno dodati uz razmak od 15 s izmedu kiveta

Iz dobivenih podataka izraCunati razliku apsorbancije izmedu glavnih proba i reakcijske smjese u
nultoj minuti prema sljedecoj formuli:
AA340nm = A3za0nm(GP) — Azaonm(RSNM)

te izraziti koli¢inu oslobodenih amino skupina prema sljedecéoj formuli:

Koli¢ina slobodnih amino skupina (nmol) = AA340nm X 6 X 2,437
gdje je:
6 — faktor razrijedenja uzorka
2,437 —faktor za izracun kolicine slobodnih amino skupina

REZULTATI MJERENJA

Izmjerene vrijednosti apsorbancije

Uzorak A3zsonm Anzaonm

RSNM =

GP;

GP;

GP3

GP4

GPs

Izra€un koli¢ine slobodnih amino skupina
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Kolic¢ina slobodnih amino skupina

Uzorak t/min nmol
GP, 20
GP, 40
GP; 60
GP, 80
GPs 100

Graficki prikaz razgradnje proteina tijekom vremena

Zakljucak

Pregledano

Potpis nastavnika
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