Úloha č. 11.
 Indukce syntézy enzymu v rostoucích bakteriích a katabolická represe 
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Úloha 11.
INDUKCE SYNTÉZY ENZYMU V ROSTOUCÍCH BAKTERIÍCH A KATABOLICKÁ REPRESE
Úvod: 

Některé enzymy –např. β-galaktosidázu – tvoří bakterie jen, je–li v prostředí přítomen příslušný substrát. Substrát nebo jeho chemická modifikace, nazývaná induktor, inaktivuje v cytoplazmě přítomnou bílkovinu zvanou represor, a tím zablokuje její dosud možné navázání na úsek DNA (operátor) předcházející gen pro β-galaktozidázu. Proto může být tento gen přepisován a enzym syntetizován. β-galaktozidáza je enzym štěpící disacharid laktózu na monosacharidy (glukózu a galaktózu). V nepřítomnosti induktoru (či substrátu) je aktivní represor navázán na operátor a brání zahájení transkripce. Induktorem β-galaktozidázy je kromě jejího přirozeného substrátu, kterým je laktóza, také  isopropyl- β-thiogalaktosid (IPTG), který není substrátem enzymu.

V přítomnosti glukózy, která je pro buňku energeticky výhodnějším zdrojem než laktóza, k tvorbě enzymu nedochází. Tento jev se nazývá katabolická represe. Glukóza v buňce blokuje syntézu cAMP, který je rovněž nutný pro syntézu β-galaktozidázy (cAMP se je nutný pro vazbu proteinu CAP na promotor genu pro β-galaktozidázu, tato vazby je nutná pro expresi tohoto genu). Katabolická represe je regulační mechanismus nadřazený indukci. 
Cíl pokusu: 
Zjistit, zda přidání induktoru (IPTG) do rostoucí kultury bakterií vyvolá syntézu β‑galaktozidázy a zda glukóza syntéze zabrání 

Postup:
3 systémy – Erlenmayerovy baňky (250 ml)  s 50 ml media (komplexní medium s glycerolem, složení viz skriptum)


A:
přidat 5 ml vody


B:
přidat 2,5 ml 4mM roztoku IPTG + 2,5 ml vody


C:
přidat 2,5 ml 4mM roztoku IPTG + 2,5 ml 2% roztoku glukózy


· změřit  OD450 čistého média (blank)

· změřit  OD450  inokula (čerstvě narostá kulturou E. coli , kmen K12)

· vypočítat objem potřebný k zaočkování 50ml čerstvého media  (na výslednou počáteční  OD=0,050)

· naočkovat baňky, krátce nechat protřepat (cca minutu)

· provést  odběr pro  t0  (1 ml na stanovení biomasy do nízké zkumavky a 0,5 ml na stanovení β-gal do vysoké zkumavky) z každé baňky 
· v 15 minutových intervalech provést  dalších 7 odběrů (t1 až t7)  = celkem 8 odběrů z každého systému
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Stanovení koncentrace biomasy x (mg/ml)
· 1 ml kultury + 2 ml vody , okamžitě změřit OD 450nm 
· provést korekci (na ředění a blank media)
· vypočítat koncentraci suché biomasy podle vztahu   
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Stanovení aktivity β-galaktozidázy y (u/ml)
· 0,5 ml kultury + 0,15 ml toluenu, protřepat + 4,5 ml vody, protřepat 

· inkubace 30 min 37°C (vodní lázeň)

· přidat 1,5 ml 0,01M ONPG (v 0,2M fosf. pufru, pH 7)

· inkubovat do zežloutnutí při 37°C, měřit čas 

· zastavit reakci přidáním 1,5 ml 2M Na2CO3 , zaznamenat dobu trvání reakce t
· odpipetovat obsah bez toluenu do nové zkumavky (stačí cca 3 ml)
· pokud je roztok zakalený, zcentrifugovat 10 min, odebrat horní fázi 

· roztok kolorimetrovat při 420 nm 
· vypočítat koncentraci ONP v roztoku podle vztahu 
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· vypočítat aktivitu β-galaktozidázy podle vztahu 
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 nmol /ml.min
- vyjádřit  v u/ml   (1 jednotka enzymu u rozloží 1 nmol ONPG za minutu )
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Sestrojit pro každou baňku tabulku  :

	baňka ...
	koncentrace biomasy
	aktivita β-gal

	 
	čas (min)
	OD450 měř
	OD450 kor
	 x (mg/ml)
	OD420
	doba reakce (min)
	c ONP (nmol/ml)
	y (u/ml)

	blank (medium)
	-
	
	
	-
	-
	-
	-
	-

	t0
	0
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	t1
	15
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	...
	...
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 


Sestrojit graf – vynesení závislosti koncentrace enzymu y (u/ml) na koncentraci suché biomasy x (mg/ml) 
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· 1 velký graf s daty pro všechny tři baňky 

· osy v rozumném měřítku

· musí obsahovat všechny popisky, jednotky, mít rozumné formátování
· případné odlehlé hodnoty vyloučit (takové hodnoty zřetelně v tabulce označit!!!) 
· body proložit regresní přímky (pro každou řadu dat) a z jejich rovnice stanovit směrnici  K 
Sestrojit tabulku:

	Baňka
	experimentální podmínky
	diferenciální rychlost K (u/mg)

	A
	kontrola bez induktoru
	...

	B
	s induktorem
	 

	C
	s induktorem a glukózou
	 


Závěr a diskuse výsledků:  vlastními slovy shrnout výsledky experimentu, diskutovat dosažené výsledky, případné odchylky či chyby. 
Zodpovědět otázky ze skripta !!
(tam, kde to logika věci vyžaduje, odpovězte pro každý ze sledovaných systémů)
1.  Jestliže je specifická aktivita čistého enzymu 30 000 u/mg enzymu, kolik mg enzymu bylo v 1 mg biomasy?
2.   Jestliže je suchá hmotnost jedné bakterie 2,5.10-13 g jakou část této hmotnosti činí hmotnost β-galaktosidasy?

3.  Je-li relativní molekulová hmotnost β-galaktosidasy 540 000, kolik molů enzymu je v jedné bakteriální buňce?

4.  Kolik je to molekul?

5.  Kolik molekul substrátu hydrolyzuje 1 molekula enzymu za 1 minutu?
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