Hydrolazy: peptydazy
(Pepsyna, trypsyna)




Cel ¢cwiczen:

x Ocena whywu pHsredowiska na aktywisg
PEPSYNY

n Ocena aktyWRsEI th/psyny: ha podstawie
llosci strawienego; bika mierzonego metaad
PIUretes)




E.C.5.5.4.4.1 Pepsyna




Wystepowanie:

. Proteaza sokul zotgdkowego
. Produkowana przez komorki gtowne biony
Ssluzowej zotadka

. Postac nieaktywnal (preenzym)-
Pepsynogden




Aktywacja:

. Proces spontaniczny przy pH ponizej 5 w trzech
etapach

. Kwasne srodowisko zotgdka zapewnia obecnosc
HCI

. Odciecie fancucha 44 aminokwasow: powoduje
odstoniecie; kwasu glutaminewedo: znajdujgcego
Sie W centrum aktywnym enzymu

- Optimum pH 1-2




PEPSYNA PEPSYNOGEN




Dziatanie:

. Hydrolaza peptydylo-peptydow
ozkiadajaca wWiazania peptydowe, biatek
Za Wyjatkiem keratyn | protamin

. Preferuje wiazania Utworzoene pomiedzy.
fenylealaning I tyrozyng z innymi
aminokwasami oraz leucyng i kwasem
glutaminowym




E.C.3.4.4.4. Trypsyna




\Wystepowanie:

. Proteaza soku trzustkowego

. Produkowana przez komorki' trzustkil w
formie; nieaktywnej- trypsynogenu




Aktywacja:

. Niezbedny jest udziar enterokinazy- enzym
produkowany: przez btone sluzowa
dwunastnicy

» Jest to proces autokatalityczny.

. Odcinany. jest fragment: 6-ciu
aminokwasow: powodujac odstoniecie

w centrum aktywnym ukiadu Gli- Asp-
Ser-Gli
. Optimum pH 7-9




TRYPSYNA TRYPSYNOGEN




Dziatanie:

. Hydrolaza peptydylo-peptydow
katalizujaca rozpad wigzania peptydowego
Uutwoerzonego przez lizyne, i argining z
INAYMI' aminckwasami




E.C.3.4.4.4., Chymotrypsyna

. Dziatanie nie jest do konca poznane,
prawdopodobnie rozktada wigzania
Utwerzoene, przez aminokwasy: aromatyczne




Hormony:

. W trawieniu biatek niezbedny jest udziat:

v Gastryny: pobudzajacej sekrecje HCl

v Sekretyny pobudzajgcej wydzielanie soku
trzustkowego, w' ktorym zapewnia obecnosc
odpowiedniej ilosciiwody i jonow: HCOx:

v Pankreozyminy wptywajacej na wydzielanie soku
trzustkowego oraz perystaltyke przewodu
pokarmowego




Wechtanianie aminokwasow:

. Niezbedna jest obecnosc PLP: oraz jonow
Mn

. Najszybciejl wehianiana jest cysteina,
natemiast najwelniej wechianiany. jest kwas
glutaminewy: I KWas asparaginowy.




Zadanie 1

Badanie aktywnosci pepsyny w roznych warunkach pH

Wykonanie. Do probowek oznaczonych 1, 2, 3, 4 odmierzyc
PO 2 cm3 pepsyny. Probowke nr4 ogrzac nad palnikiem
(inaktywacja pepsyny). Do pozostatych probowek dodac:

s 1- 2cm’0,2 mol/dm® HCI
s 2- 2cm? 1l mol/dm?®CH; COOH
s 3 - 2cm? buferu o pH 7,2

Nastepnie do wszystkich 4 probowek dodac niewielkg porcje
biatka. Proby wstawic do tazni wodnej o temp. 37°C. Po
godzinnej inkubacji' obejrzec proby. Podac nr probowki, w
ktorej biatko ulegto strawieniu?




Zadanie 2
Badanie aktywnosci trypsyny:

Wykonanie. Do 3 prolowek wirowkowych oznaczenych 1, 2, 3 odmieézzo 1 cni
30% TCA. W oddzielne| prajswee, A” przygotows ukiad' iInkubacyjny
sikiadapcy sk z 4 cny 1% kazelny w 0,1 mol/dm3 NaHCOS oraz 1 em3 trypsyny.
Zawart@c zmiesza. Po tej czynnsci natychm|ast pobral cm3 te] mieszaniny do

prelowki wirowkowe| eznaczonej nr 0.

Pozostisc mieszaniny W proowce,, A™ inkubowa przez 10 min. w temp. 3C. Po
10/min. pebréipo 1 cnz tej mieszaniny do prcnwek wirowkowych: nr 11 2.

Proby 0, 1, 2 edstawina 10 min. a naspnie wirowa: 15 min. z @zyciem; sty
2 000 x g. Pe wirewaniu supernatant wyla

Do osadu dodal cn® 1 mol/dn® NaOH, a po rozpuszezenilewsadu, dodad cne
odeczynnika miedziowego. Zmieszzawanta@e | pozostawe W temp. pekojewe] na

okcto 20 min.

W tym czasie przygotoveaprobe , slepa” (edczynnikovd) —4 cn® odczynnika
miedziowego | 1 crwody dest. Odczytaabsorban(q prob 0, 1, 2 przy tigasci
fali 540 nm wobec @by, slepej’. Zawartéc biatka w badanym roztworze

odczyta z krzywej wzorcowe.




