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A Szukcinat-dehidrogenaz kompetitiv gatlasa

Az enzimeket szamos anyag gatolhatja, illetve aktivalhatja, amelyek kozll egyesek aspecifikusak, masok
specifikusak. Aspecifikus enzimgatlast mas modon is Iétre lehet hozni, pl. pH, hémérséklet, ionkoncentracio
drasztikus megvaltozasa, az enzimfehérje denaturdlasa stb. révén.). Az enzimmiikédés tanulmanyozasa
szempontjabdél fontosabb a specifikus gatlészerek hatdsanak vizsgalata. Valamely specifikus gatlészer hatasat
legjobban az enzim aktivitdsara kifejtett hatasan keresztil tanulmanyozhatjuk. Az enzimaktivitas kdvetésével
kulonb6zé gatlastipusokat kuldnithetink el aszerint, hogy egy gatlészer hogyan hat az enzim aktivitasara,
kuldnb6zé szubsztratkoncentracioknal.

Kompetitiv gatlas esetén a gatldszer olyan vegytilet, ami szerkezetileg hasonlit a szubsztratra. A szabad enzimhez
kétédve megakadalyozza a szubszirat kapcsolodasat, mintegy verseng a szubsztrattal az enzimhez valo
kétédésben. A szubsztratkoncentracid emelésével a gatlas kivédhetd. A kompetitiv inhibitor hatasara latszélag
csokken az enzim affinitdsa a szubsztrathoz, azaz a Ky n6, mig a V.« nem valtozik. A gatlas lényege az, hogy az

ES-komplex kialakulasa gatolt, de elbomldsa nem. Ha a hanyadosban az ES mennyisége csdkken, mert az enzim
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KM =

[ES]

egy része enzim-inhibitor (El) komplexet képez, a tort értéke, azaz a Ky né. A V. nem valtozik, mert a mar
kialakult ES-komplex disszociacioja (enzimre és termékre, illetve enzimre és szubsztratra) valtozatlan. Meg kell
még emliteniink a latszélagos kompetitiv gatlast, ahol az inhibitor nem az enzim aktiv centrumahoz kapcsoladik,
hanem valamely mas csoportjahoz, és az enzimfehérje harmadlagos szerkezetének megvaltoztatasaval gatolja
annak szubsztratkotd képességét. Kinetikailag nem kuldnboztetheté meg a valddi kompetitiv gatlastol. Az

allosztérikus gatlasok egy része is ilyen.

A szukcinat-dehidrogenaz (EC 1.3.99.1) a citrat-ciklus egyik enzimje, ezért aktivitasanak fokozasa vagy gatlasa
kdézvetve befolyasolja a metabolitok tobbségének lebontasat. Jelen kisérletben a malonsav szukcinat-
dehidrogenazra gyakorolt gatlé hatasat vizsgaljuk. Az enzim kovalensen kotétt FAD-ot tartalmaz. Ez a koenzim

hidrogén akceptorként szerepel a kdvetkez6 reakciéban:
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Az enzim a mitokondrium bels6 membranban lokalizalédik. Szervhomogenizatumok ismételt mosas utan sem
vesztik el szukcinat-dehidrogenaz aktivitasukat. az enzimaktivitast kolorimetrias eljardssal mérjuk. Az enzim a
borostyankdsavrdl (szukcinat) atvett hidrogént aktivitasanak mértékében képes megfeleld redox festéknek
(tetrazolium soknak) atadni. A kisérletben hasznalt p-jodnitrotetrazolium klorid oxidalt alakja szintelen, redukalt

alakja a jodnitro-formazan piros szin(, nem autooxidabilis.

E-FAD E-FADH, + HCI
1odonitrotetrazolimm chloride 1odmitrotetrazolinm-formazan
Succinate FAD 1odnitrotetr azolinm-formazan
Fumar ate FADH, 1odonitr otetr azolinm chloride

Oldatok:

mitokondrium membran 10 mg/ml fehérje KCI-TRIS pufferben pH 7,4
0,5 M foszfat puffer pH 7,6

2,5; 10; 100 mM borostyankésav oldatok

1 mM malonsav

0,5 % jédnitrotetrazolium klorid (INT)

formiat-triton-formaldehid oldat (FTF)
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A kisérlet kivitelezése

Allitsak dssze a kdvetkezd oldalon levd tablazat szerint a kisérleti rendszereket. Szamozott kémcsévekbe mérje

Ossze a kdvetkezd komponenseket:

Oldatok K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
0,5 M foszfat puffer pl 280 | 360 | 340 | 360 | 330 | 280 | 340 | 320 | 340 | 310 |260
2,5 mM szukcinat pl -1 20| 40 - - -1 20| 40 - -1 -
10 mM szukcinat pl - - -] 20 50 - - -] 20| 50| -
100 mM szukcinat pl 100 - - - - | 100 - - - - [100
1 mM malonét pl - - - - - -1 20| 20| 20| 201 20
0,5 % INT pl 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |100
FTF ml 3 - - - - - - - - -1 -
mitokondrium membran pl 20 20| 20| 20| 20 20| 20 20§ 20| 20| 20
10 perc 37°C inkubalas
FTF ml - 3 3 3 3 3 3 3 3 31 3

Keverje 6ssze alaposan a kémcsovek tartalmat, a fényelnyelést mérje 490 nm-en a kontroll csével szemben.

A reakcio ledllitasa, a mitokondrium membran szolubilizalasa és a hidroféb formazan feloldasa formiat-triton-
formalin (FTF) eleggyel torténik, a reakcidelegy szlirése vagy centrifugalasa szikségtelen, kdzvetlendl
fotometralhaté. A jodnitrotetrazdlium-formazan extinkciés koefficiense 1,84 * 10* M * cm™. Szamitsa ki a

reakcidosebességeket.

Abrazolja a szukcinat-dehidrogenaz aktivitasat a szubsztratkoncentracid fiiggvényében gatlészer nélkiil és

malonsav jelenlétében. Jellemezze a géatlastipust a gdrbe lefutasa alapjan.

S=szukcinat mM
1/S 1/mM
extinkcio 490 nm
formazan mol

v mol/min

1/v min/mol




