答問錄 TKC 2004/11/26
進度摘要：

1. 以L78突變株確認L-SP之磷酸化位置。

2. 以酵素動力學探討L-SP, proteolytic modified L-SP, phosphorylated L-SP於澱粉合成及磷解方向之活性變化。

莊榮輝： 題目改為『磷酸化對L-SP之生化性質影響』較好。

莊榮輝： 放射性顯影的結果，盡量降低L78P(S527A) 及L78P(S498A/S527A) 的顯影強度；用L1、L2的抗體確認各種L78於電泳圖上的位置。
莊榮輝：以L78P表示此一表現peptide。

莊榮輝：以phosphatase將L-SP完全去磷酸化，再將phosphorylated L-SP (L-SP+P), dephosphorylated L-SP (L-SP-P) , proteolytic modified L-SP (L-SP*), native L-SP (nL-SP) 一同比較。
莊榮輝：用何處理方法取得proteolytic modified L-SP？

楊光華：使用trypsin，率先攻擊L78上的片段，而後利用FPLC分離。
莊榮輝：利用對時間以及酵素量的控管，來控制L-SP的切解程度。
莊榮輝：完全降解的L-SP到底作用在合成或磷解澱粉，與陳翰民論文作比較，要搞清楚。
曾光靖：我覺得從現階段的結果看來，L-SP* 仍然能夠進行澱粉的合成，且其效率高於nL-SP，但其對Glc-1-P的親和力卻有下降的趨勢。(翰民學長的論文也確實如此陳述)
莊榮輝：三種L-SP的酵素動力學 (合成澱粉方向) 告訴我們什麼？
曾光靖：固定Glc-1-P濃度，改變soluble starch濃度的圖說明：
(1)
L-SP*及L-SP+P 對Glc-1-P的親和力較nL-SP差。
(2)
合成澱粉的活性，L-SP+P > L-SP* > nL-SP。

固定soluble starch濃度，改變Glc-1-P濃度的圖說明：

(1)
就Km值來推論三種L-SP對soluble starch的親和力，結果是nL-SP > L-SP* > L-SP+P，但我認為這是我做的不好的緣故，因為就斜率觀察這三種L-SP，我覺得應該是要得到剛好相反方向的結果。
(2)
合成澱粉的活性依然是L-SP+P > L-SP* > nL-SP。


綜合結論：我認為磷酸化可加強L-SP合成澱粉方向的活性。

莊榮輝：為何未做磷解方向的酵素動力學？

曾光靖：現階段對於磷解方向的反應控制仍不穩定，有時以同樣的酵素、基質反應液及NADP+分析液反應後，測得之吸光值仍然是有相當的差異，會繼續嘗試改進。
莊榮輝：磷解方向的活性分析方式要參考以往的論文。

莊榮輝：以後改用NAD+，不要再用NADP+。
莊榮輝：這些圖中各種L-SP的差異，是否有可能即是蛋白質量上的差異造成的？

曾光靖：有可能，但我已盡量將它們的蛋白質量定到一致，而且我做了許多次重複，都有相同的趨勢，所以我相信這樣的相互關係是可信的。
莊榮輝：磷解方向的活性分析，最適pH的測試實驗，不同pH的buffer最好別硬生生的換成另一種鹽類，採用polybuffer比較好，較有連續性，不會因鹽類的改變影響活性。

結論：

(1) 整個研究的方向應該相當清楚，要戮力做出最大成果。

(2)
重點在把那些不同情況的L-SP製備好，並且在動力學之前，以實驗確定其修飾是否完全。

(3)
結果不必一定要去套在以前的預測，這樣會有先入為主的觀念，相當危險。但是自己的實驗結果一定要精確，可以明顯看出酵素的動力學行為。
