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Orvosi Biokémia és Molekularis Biolégia gyakorlati jegyzet: A tripszin és a kimotripszin szubsztrat specificitdsanak jellemzése

A TRIPSZIN ES KIMOTRIPSZIN SZUBSZTRAT SPECIFICITASANAK JELLEMZESE

A ftripszin és a kimotripszin a pancreas altal termelt endopeptidazok, amelyek a vékonybélben a taplalék

fehérjéinek emésztésében jatszanak szerepet.

A pancreasban a peptidazok inaktiv (proenzim) formaban (tripszinogén, ill. kimotripszinogén) termelédnek. A
pancreas nedvvel a duodénumba jutva a tripszinogén amino-termindlis végérdl az enteropeptidaz - melyet a
duodénum epithel sejtjei termelnek - egy hexapeptidet hasit le, aminek kdvetkeztében a proenzim aktiv tripszinné
alakul. A keletkezett tripszin egyrészt autokatalitikusan aktivalja a tripszint, masrészt meghatarozott peptidkétések

hasitasa révén a kimotripszinogént aktiv kimotripszinné alakitja.

Mivel a tripszin a pancreas altal termelt proenzimek aktivaldsaban kulcsszerepet tolt be, ezért nagy jelentésséggel
bir az a korilmény, hogy a pancreasban egy kis molekulatomegl polipeptid is szintetizalddik, ami specifikusan

kotédve inaktivalja a sejtben, illetleg a pancreas vezetékben id6 elbtt képz&dott tripszint.

A tripszin a fehérjékben a lizin, illetve arginin karboxi-csoportjaival, a kimotripszin az aromas aminosavak karboxi-
csoportjaival alkotott peptidkdtéseket hasitja el. Mindkét enzim észter kdtéseket is hasit, ezért a tripszin, illetve a

kimotripszin mesterséges szubsztratokat hasznalva a kdvetkez6 reakcidkat is katalizalja:

N-benzoil-L-arginil-etilészter =  N-benzoil-L-arginin + etanol

N-benzoil-L-tirozinil-etilészter - N-benzoil-L-tirozin + etanol

Az enzimek ezen tulajdonsagat hasznaljuk fel a gyakorlaton a szubsztrat specificitas tanulmanyozasara.
A reakcié soran szabadda valé karboxil-csoport megsavanyitja a kbdzeget. Az alkalmazott tripszin, illetve
kimotripszin szubsztrat segitségével elddnthetd, hogy egy ismeretlen proteaz tartalmu oldat tripszint és/vagy

kimotripszint tartalmaz.

Oldatok
1. "A" proteaz oldat
2. "B" proteaz oldat
3. 0,4 mM TRIS-HCL puffer, pH 9
4. 2 mM N-a-benzoil-L-arginil-etilészter
5. 2 mM N- a-benzoil-L-tirozinil-etilészter
6. fenolvords indikator oldat: lugos kdzegben vords, savas kdzegben sarga
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A kisérlet kivitelezése

Oldatok (ml) 1 2 3 4
TRIS puffer 0,3 0,3 0,3 0,3
Arginin-észter 0,2 - 0,2 -
Tirozin-észter - 0,2- - 0,2
Fenolvdrds oldat 0,1 0,1 0,1 0,1
"A" proteaz 0,1 0,1 - -
"B" proteaz - - 0,1 0,1
Szinvaltozas

Razza 6ssze alaposan a csovek tartalmat, majd inkubalja azokat szobahémérsékleten. Figyelije meg, hogy melyik

csében lat szinvaltozast, melyikben nem. Ertelmezze a kisérleti eredményeket.
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