Prova di verifica del laboratorio di Biochimica

(Anno Accademico 2010-2011)

Gli esercizi svolti, contrassegnati con il nome ed il numero di matricola dello studente, devono essere consegnati presso la segreteria della sezione di Biochimica del Dipartimento di Biologia in via S. Zeno, 51 improrogabilmente entro il 15 Aprile 2011. In caso di mancata consegna entro il termine fissato lo studente dovrà nuovamente frequentare il laboratorio l'anno prossimo.
Nome …………………………Cognome…………………….. Matricola……………..

1) Il dosaggio di un estratto cellulare per l’enzima fosfatasi alcalina ha dato come risultato ΔA/min = 0,056. Considerato che il Δε=18,5 mM-1 cm-1 a 410 nm nelle condizioni di saggio e che ho utilizzato 30 µl di estratto in un volume finale di 1 ml, calcolare le Unità enzimatiche per millilitro contenute nell’estratto.

2) Una retta di taratura per la determinazione colorimetrica della concentrazione di proteine con il metodo di Bradford ha dato i seguenti risultati:

                 BSA mg/ml


Assorbanza a 595 nm

                    0,001                                           0,022

                    0,002                                           0,050

                    0,003                                           0,075

                    0,004                                           0,100

                    0,005                                           0,125

                    0,006                                           0,150

                    0,007                                           0,172

Riportare i dati su un grafico utilizzando carta millimetrata
Un campione a concentrazione proteica ignota (X) è stato diluito 50 volte per essere saggiato con lo stesso metodo e le assorbanze ottenute per una prova in doppio sono state le seguenti: 0,136 e 0,140.
Calcolare la concentrazione di proteine nel campione (X).

3) Ho preparato un estratto cellulare che ritengo contenere circa 4 mg/ml di proteine e di cui devo determinare precisamente il contenuto proteico. Considerando che userò il metodo di Bradford, quante volte devo diluire il mio campione per poter utilizzare la retta di taratura descritta nell’esercizio 2? . 

4) Devo preparare 50 ml di una soluzione 5 mM di adenosina; considerato che essa ha un peso molecolare di 267,24 u.m.a., quanta polvere devo pesare? Considerato che l’adenosina a 265 nm, a 25 °C e pH 7 ha ε= 13,69 mM-1 cm-1, quante volte dovrò diluire la soluzione per ottenere una assorbanza di 0,8 a 265 nm nelle stesse condizioni di pH e temperatura, utilizzando cuvette con cammino ottico di 1 cm?    

5) Una proteina monomerica contenente il gruppo eme ed in grado di legare reversibilmente l’ossigeno, mostra una P50 di 12 Torr. A quale pressione parziale di ossigeno si può considerare satura al 99%?

6) Scrivere la formula di struttura e calcolare il punto isoelettrico teorico del seguente tetrapeptide:
Lys-Ala-Glu-His
Si acquisiscano  i valori di pKa dei gruppi ionizzabili sulla tabella di seguito allegata.
7) Un enzima che segue la cinetica di Michaelis e Menten ha una KM di 1 µM. La velocità iniziale è di 0,1 µM min-1 ad una concentrazione di substrato di 100 µM. Calcolare la velocità iniziale quando [S] è uguale a

a. 1mM;

b. 1 µM;

c. 2µM.

8) L’ossitocina è un ormone nonapeptidico coinvolto nel rilascio del latte durante l’allattamento  nei mammiferi. La sequenza amminoacidica è la seguente:
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Indicare quale è la carica netta di questo peptide a pH 2 , a pH 8,5 e pH 10,7.  Si acquisiscano  i valori di pKa dei gruppi ionizzabili sulla tabella di seguito allegata e si tenga presente  che il gruppo disolfuro è stabile nell’intervallo di pH considerato e che il carbossile terminale del peptide è ammidato

9) Sono state eseguite misure della velocità iniziale per la reazione catalizzata dalla chimotripsina, usando come substrato (S) l’estere benzilico della tirosina a 6 concentrazioni differenti.
a) Scrivere la formula di struttura del substrato e la reazione a cui va incontro;

b) Usando i dati riportati di seguito valutare i valori di Vmax e KM per questo substrato.

[S] mM 

0,005

0,01

0,017

0,04  

0,1   .
v0 (mM/min)
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66
10) Il virus 1 dell’immunodeficienza umana  (HIV-1) codifica per una proteasi (Mr 21.500 u.m.a.)  essenziale per l’assemblaggio e la maturazione del virus. La proteasi catalizza l’idrolisi di un substrato eptapeptidico con una kcat di 1000 s-1 e una KM di 0,075 M.

a) Calcolare la Vmax per l’drolisi quando la la proteasi dell’HIV-1 è presente a 0,2 mgxmL-1;

b)  Quando il legame peptidico(-CO-NH-) suscettibile all’idrolisi da parte dell’enzima viene sostituito da -CH2-NH-, il derivato risultante non può essere più scisso dalla proteasi e agisce come un inibitore.

Nelle stesse condizioni sperimentali del punto a) ma in presenza di 2,5 micro M di inibitore, la Vmax risulta essere di 9,3x10-3 Ms-1 e la KM di 0,12 M.
c) Che tipo di inibizione avviene? 
d) Questo tipo di inibizione è atteso per tale struttura?
Tabella pKa
VALORI DI  pKa  DEI  GRUPPI IONIZZABILI  DEGLI AMMINOACIDI  LIBERI  A 25°C

Amminoacido
    pK(COOH)

pK(NH2)

pK(R)

Glicina


2,4


9,8

Alanina


2,4


9,9

Valina


2,3


9,7

Leucina


2,3


9,7

Isoleucina


2,3


9,8

Metionina


2,1


9,3

Prolina


2,0


10,6

Fenilalanina


2,2


9,3

Triptofano


2,5


9,4

Serina


2,2


9,2

Treonina


2,1


9,1

Cicteina


1,9


10,7


8,4

Tirosina


2,2


9,2


10,5

Asparagina


2,1


8,7

Glutammina


2,2


9,1

Acido aspartico

2,0


9,9


3,9

Acido glutammico

2,1


9,5


4,1

Lisina



2,2


9,1


10,5

Arginina


1,8


9,0


12,5

Istidina


1,8


9,3


6,0

