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ALLOSZTERIKUSAN SZABALYOZO METABOLITOK HATASA
A PIRUVAT-KINAZ L és M IZOENZIMRE

A glukéz piruvatta (illetve laktatta) torténd atalakuldsa soran (glikolizis), illetve a glukéz reszintézisben
(glukoneogenezis) a részfolyamatok tébbsége reverzibilis. E reakcidk iranya és sebessége a mindenkori
szubsztratok és termékek koncentraciéitdl fugg. A glukéz lebontas illetve szintézis nettd irdnyat harom irreverzibilis
reakcié szabja meg, és csak ezen atalakulasok enzimjei kulénbdznek a glikolizisben és glukoneogenezisben. Ez
nyujt lehetéséget a folyamatok sebességének igen finom - az adott szerv feladatainak, valamint az egyedi sejt
igényeinek megfelels - szabalyozasara. A sejtekben regulaciés mechanizmusok zarjak ki, hogy a glukéz szintézise
és lebomlasa egyidejlleg folyjék.

Az irreverzibilis lépések enzimjeinek aktivitdsa rovid és hosszu tavu szabalyozé mechanizmusok
ellendrzése alatt all. A rovidtava szabalyozas az egyes enzimek hormon-medialt, cCAMP- és/vagy Ca2+-f'L'|gg(5
foszforilaciéjan, illetve defoszforilacidjan (prompt, kulsd igények megjelenitése kovalens mddositassal), valamint
intracellularisan, az anyagcsere soran képz6d6 metabolitok allosztérikus hatdsan alapul (pl. a sejt
energiaallapotanak hatasara). A hosszabb tavu szabalyozas az egyes enzimek lebontasanak, illetve szintézisének
(féként az mRNS szintézis sebességének) regulalasaval valosul meg. A glukoz reszintézis tovabbi elkllonitését a
glikolizistél a piruvatbdl térténd foszfoenolpiruvat képz&dés eltéré kompartmentalizacidja (mitokondrium matrix és
citoplazma) szolgélja.

A piruvat kindz L, M és R tipusu izoenzimjei szép példajat mutatjdk a széveti funkcio-fliggé allosztérikus
szabdalyozasnak. A tetramer enzim (ATP:piruvat-foszfotranszferdz, EC 2.7.1.40.) molekulasulya kb. 240 ezer. A

katalizalt reakcio:

¢oo N piruvét-kinaz ~ §OO N
C—0—PO, + Mg~ + ADP > 0=0 + Mg + ATP
CH, CH,

foszfoenol-piruvat piruvat
(PEP)

E folyamat sebességét az L (maj-tipusu) és R (vorosvértest-tipusu) piruvat kinaz izoenzimeknél az

allosztérikusan kot6dé ligandok a szubsztrat (PEP) iranti affinitds megvaltoztatdsaval befolyasoljak (1.abra), mig az
izom-eredetl izoenzimre ("M") nem hatnak. ATP és egyes aminosavak (pl. L-alanin) a PEP-re vonatkoz6 Kps-et

novelik, a fruktoz-1,6-biszfoszfat pedig csdkkenti. Az L és R izoenzimet ezenkivil a cAMP-fuggd protein kinaz

foszforilalhatja, és ezéltal aktivitasuk szintén csdkken.
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MERESI MODSZER

Mivel az enzimreakcid soradn piruvat keletkezik, ez kapcsolt enzimreakcidval laktatta alakithaté (laktat-

dehidrogenazzal), és ekvimolaris mennyiségi NADH oxidalédik. A NADH oxidaciéja 340 nm-nél fotometralva
2
folyamatosan is mérhetd. Extinkcios koefficiense, ¢,, = 6,22 cm / pmdl.

Sziikséges anyagok, oldatok

1. Mérési médium: 0,1 M KCI, 50mM TRIS, 10mM MgCl, pH 7,6. A t8bbi térzsoldatot is ezzel készitjik és
pH 7,6-ra allitjuk.

2. 10 mM NADH

50 mM PEP

400 U/ml laktat-dehidrogenaz (LDH): az L-izoenzim vizsgéalatdhoz piruvat kindz mentes LDH preparatum

szikséges! (Ez kontroll-kisérletben ellenérizhetd.)

100 mM ADP

100 mM ATP

50 mM L-alanin vagy 100 mM D,L-alanin

2,5 mM frukt6z-1,6-biszfoszfat (FDP)

piruvat kinaz-M (izom-tipusu izoenzim): altalaban elég magas aktivitassal tartalmazza a tisztitatlan, izom-

© ®©® N o o

eredetli LDH (pl. Reanal-gyartmany), ez esetben kildn piruvat kinazt a reakciéhoz nem kell adni.

10. piruvat kindz-L (maj-tipusu izoenzim)

A fenti enzim patkany majabdl preparalhaté. Hasznalhaté a majbdl négyszeres térfogat "mérési médium"-mal készitett posztmitokondrialis
felliluszo6 (10 000 x g, 20perc centrifugalas utan a felliliszét 10 mM 2-merkaptoetanollal és 0,2 mM FDP-tal egészitjiik ki és 0°C-on ammaonium-
szulfattal 33-45% telités kozott frakcionaljuk. (33%-os telités: minden 100 ml kivonathoz 50 ml 0 °C-on telitett amménium-szulfatot adunk, 30
percig jégben kevertetjik, majd a csapadékot centrifugalassal eltavolitjuk. A feliilisz6 térfogatat feljegyezzik. 45%-os telités: 7,5 g elporitott
amménium-szulfatot szérunk lassan minden 100 ml felliluszéhoz, kevertetjiik 30 percig (jégben hiitve), centrifugalas (J21, 16000 RPM) utan a
csapadékot szuszpendaljuk fel minimalis térfogat 1,8 M ammaénium-szulfat, 10 mM 2-merkaptoetanol, 0,2 mM FDP, 50mM TRIS-HCI, pH 7,6
oldataban). Az enzim 2-3 hétig stabil, ha ilyen kériilmények kozétt, 2-4 °C-on taroljuk. Az aktivitis méréséhez gy kell a mérési médiummal
meghigitani, hogy 20 ul-e NADH, PEP, LDH és ADP hozzaadasa utan kb. 0,05 Ext/perc sebességgel fogyasszon NADH-t (I. mérés). A

preparatum elére elkészitve rendelkezésre all.

Eszk6zo6k
1. Fotométer
2. Rekorder (fotométer analdg kivezetéséhez kotve)
3. L-alakra meghajlitott kever® botocska (30 pul folyadék elférjen rajta)
4. Mikropipetta (20-200 pl k6z6tt mérjen)

18



Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémia Intézet
Orvosi Biokémia és Molekularis Bioldgia gyakorlati jegyzet: Allosztérikusan szabalyozé metabolitok hatasa a piruvat-kinaz L és M izoenzimre

A kisérlet kivitelezése

1. Az ATP és FDP szabalyozé6 hatasanak vizsgalata

A tdérzsoldatokat és a kihigitott enzimeket a mérési médium kivételével jégben tartjuk. Pipettdzzuk a kivettdba a

reagenseket szobahdmeérsékleten az alabbi sorrendben ("vak"=mérési médium):

Médium: 0,82 ml
PEP: 20 pl
NADH: 20 pl

Keverjilk meg a kiivetta tartalmat. Allitsuk a rekorder kijelz&jét kb. 90% allasba. Inditsuk el a rekordert 1 cm/perc

sebességgel. Az anyagok hozzaadasa soran nem kell a rekordert ledllitani.

Tovabbi hozzaadasok:

LDH: 20 l

PK-L: 20 ul (a kanalka fel-lefelé mozgatasaval elkeverjuk).

Felvesszik kb. 2 percig az alapvonalat. A tovabbiakban a reagenseket a kanéalka tdvéhez pipettdzzuk és amikor
szukséges, a fotométer fedelét felemelve gyors mozdulattal a klvettdba juttatjuk; 2-3-szor fel-le mozgatva a

kanalkat a kuvetta tartalmat megkeverjik, a kanalkat kiemeljuk és a kuvettateret lecsukjuk.

Start:
(1): ADP: 20 ul Gyorsan elkeverjuk. 2 percig mérjuk a valtozast.
(2): ATP: 20 ul Gyors keverés, tovabbi 2 percig mérés.
(3): FDP: 20 pl Gyors keverés, mérés, amig el nem fogy a NADH. irjuk fel a miszerek beallitasara

(méréshatarara) vonatkoz6 adatokat.
2. Az L-alanin és FDP szabalyozé hatasa

A mérést az elé6z6ekben leirt moédon kezdjuk, és a start (1) utanig (ADP-adas) minden ugyanaz. A (2)
lépésben azonban ATP helyett 20 pl alanint adunk. 3 perc utan tovabbi 80 pl alanint adunk, és a

reakcidosebességet 3 percig mérjuk. Végezetiul 20 ul FDP-vel aktivalhatjuk az enzimet. Ismételjuk meg a fenti

reakciokat PK-M jelenlétében (PK-L helyett). A rekorderen kapott gérbéket csatoljuk a jegyz6kényvhoz.
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Az eredmények értékelése

Az enzimreakcio sebessége, v (umdl képz6dott ATP/perc/ml enzimoldat = pumol NADH oxidacié/perc/ml enzim) a

percenkénti extinkciévaltozasbdl:

AE
®_
ve perc

6,22 0,22

\%

ahol V a reakcibelegy térfogata (ml) az adott AExt/perc sebességet el6idézé reagens hozzaadasa utan.

A sebességek 6sszehasonlitasara az ADP-hozzaadas utani értéket vehetjik 1,0-nek, és az allosztérikus effektorok

jelenlétében mért sebességeket ehhez viszonyithatjuk : "f", 14sd Tablazat.

Reakcio  sebesség
PK-L PK-M
Reagens AExt/perc | pumol/p/ml f AExt/perc | umol/p/ml f
ADP 1,0 1,0
ATP
FDP
Ala

Kovetkeztetések és problémak

1. Keresse meg az 1. dbran azt a foszfoenol-piruvat koncentraciot, melyet On a kisérlet soran hasznalt, és
hasonlitsa 6ssze eredményeit az dbran latottakkal. Aldtamasztjak-e eredmeényei a piruvat-kinaz izoenzimeknek
a bevezetésben ismertetett allosztérikus sajatsagait? Kapott-e kiilénbséget az L és M izoenzim viselkedésében
ATP, alanin és FDP jelenlétében? A kisérlet esetleges sikertelensége esetén hol kdvethetett el hibat?

2. Gondolja végig, milyen tényezdk szabalyozhatjdk a maj piruvat-kinaz aktivitdsat, szénhidratgazdag-
taplalkozast kovetden. Milyen fiziologiai kdvetkezményekkel jar az ilyen taplalkozas? Milyen fizioldgiai
jelentésége lehet a majban a piruvat kinaz aminosavak altal okozott gatlasanak?

3. Az FDP stabilizalja a maj-izoenzimet. Milyen okra tudja ezt a jelenséget visszavezetni?
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Vmu
Aktivator
Vmu: &
1

Inhibitor

05 10 . 15 20 25
mM PEF

1. dbra: Piruvat kinaz L izoenzim aktivitasanak szubsztrat-koncentracio fiiggése telitési ADP-
koncentracional.

Kbézépsé gorbe: effektor nélkul, felsd gorbe: aktivator, alsé gorbe: inhibitor jelenlétében.
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