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A TRIPSZIN AMIDOLITIKUS AKTIVITASANAK VIZSGALATA

A tripszin, mint szerin proteaz nemcsak peptid kdtéseket képes hidrolizalni, hanem észter, és amid kotéseket is. A
gyakorlaton az amidolitikus aktivitast szintetikus szubsztratot: N-a-benzoil-DL-arginin-p-nitroanilidet (BAPNA)
alkalmazva vizsgaljuk. E szubsztrat hidrolizise soran p-nitroanilin szabadul fel, amely a szubsztrattol eltérd
fényabszorpciés maximummal rendelkezik (405 nm-nél). igy fotométerrel kdvetve az optikai denzitas valtozasat
405 nm-nél meghatarozhatjuk a p-nitroanilin keletkezésének sebességét, amely aranyos a tripszin aktivitassal. A p-
nitroanilin  extinkciés egy(tthatojanak ismeretében (e= 8270 M cm™) kiszamolhaté a tripszin aktivitasa.

(1 U= 1 umol atalakitott szubsztrat/perc).

Sziikséges anyagok és eszk6zok:

1. 1 mM BAPNA - 50 mM TRIS-HCI, pH 7,5 1% dimetilszulfoxid pufferben (a BAPNA-t el6sz6r DMSO-

ban oldjuk fel 100 mM-os koncentraciéban, és a TRIS pufferben tovabb higitjuk a kivant

koncentraciéra)
2. tripszin 2 mM HCIl-ban feloldva (1 hétig stabil 4 °C-on )
3. szlikitett 1Tcm-es kivettak
4. spektrofotométer
5. stopperora

A kisérlet kivitelezése:

A fotométert 405 nm-nél 1 ml BAPNA oldattal szemben nullazzuk. A reakciét tripszinnel inditjuk
(mikropipettaval tObbszori fel- és leszivassal belekeverjik az enzimet a szubsztratba), és egyuttal inditjuk a
stoppert is. 15 masodpercenként regisztraljuk az optikai denzitast 3 percen keresztil. A mérést kétszer végezziik

el, el6szor 20, majd 40 pl tripszinnel.

kiivettaszam 1 2 3
BAPNA (ml) 1 0,98 0,96
tripszin (ml) 0 0,02 0,04
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Eredmények értékelése:

extinkcio értéke az alabbi id6pontokban (mp)
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AE= a 12 érték alapjan kiszamitott percenkeénti extinkcio valtozas atlaga.

A két mérés alapjan szamitsuk ki az eredeti tripszin oldat enzim tartalmat U/ml egységben, figyelembe

véve a p-nitroanilin extinkciés egyitthatdjat és az alkalmazott enzimoldat térfogatat. Az enzimaktivitas

szamitdsahoz a kdvetkezd képletet hasznaljuk:
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A enzim aktivitds (U/ml)
AE extinkcio valtozas (1/min)
f 106 (a mél — umdél atszamitashoz)
V a reakcibelegy térfogata (I-ben)
€ p-nitroanilin extinkciés egyutthatdja (M'1cm'1)
| a kiivetta hossza (cm)
Vo az enzimoldat térfogata (ml)

Enzimaktivitds mérésére alkalmas fotométeren megfeleld faktort alkalmazva a készulékrél is leolvashatjuk

az enzimaktivitast.




