12.01.2021

Block 3
Vom Molekil zur Zelle

Biochemie Seminar & Praktika

Ao. Univ. Prof. Mag. Dr. Georg Weitzer
Zentrum fir Medizinische Biochemie

georg.weitzer@univie.ac.at

MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
OF VIENNA Medizinische Chemie

SEMINAR 2:

« Auswertung / Nachbesprechung des 1. Praktikums
» Besprechung d. Ergebnisse u. Fehlerquellen
» Theor. Grundlagen fiir das kommende Praktikum

 Inhalt des zweiten Praktikumstags

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA




Rf-Werte
Front  Dyiinnschicht-
chromatographie?
Wanderstrecke

der mobilen
Phase
Wanderstrecke . >
der Aminoséaure
. - B
Start

MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

Pipettieriibung

Ergebnis?

Siehe xlsx files

MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

12.01.2021



Auswertung - Gelfiltration

Farbintensitat

Methylrot:

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

N

Fraktionen
Fraktion 3-4 (6)

Fraktionen 10-15 (17)

Seminar 2

Medizinische Chemie

Serumelektrophorese -
Diagnostische
Aussagemoglichkeiten

Normalserum Akute Entziindung Akute Entziindung
(leicht) (schwer)

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

Albumin Globuline
o & B 7 - M
rormales Serum Antikérper-Mangel-Syndrom

f ! H

akute Entrindung chronische Entrindung

-—

=+ (Anode) Laufrichtung - (Kathode)

Seminar 2

Medizinische Chemie

12.01.2021



12.01.2021

Praktikum 2:

Kinetische Untersuchung der Lactatdehydrogenase

1) Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante

2) Bestimmung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit (= Enzymmenge)

Seminar 2
Medizinische Chemie
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Enzymatische Reaktionen

Enzyme changes shape Products
Substrate slightly as substrate binds
( Active site r
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Was Sie wissen mussen:

Die Aktivitat von Enzymen (Biokatalysatoren) wird beeinflusst durch Competitive Inhibition

E+S A ES —> E+P

Product

Subslrate a
H- Wert (Optimum, aber auch Denaturierun e
P (Gp 9) =S /

Temperatur (Optimum, aber auch Denaturierung)

Hemmstoffe (in der Medizin: Medikamente!)

kompetitive (erhéhen die Michaelis Konstante K

E+l =—El
nicht-kompetitive (verkleinern die max. Gschwindigkeit V,.)
Bei der konkurrieren ein Agonist (Substrat) und ein Antagonist (Hemmestoff) um die

Bindungsstelle an einem Enzym.

Bei der bindet der Antagonist an einer Anderen als der Substrat-Bindungsstelle.

| MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2 .
@D VIEN izini f / [[  mrpL Max F. Perutz
(YY) o vienna Medizinische Chemie .‘,//""Nx“s':’ Pt

Enymatische Methoden

Enzvmatische Reaktionen

* Enzym = E
* Substrat = S
» Produkt = P
* Coenzym (Cosubstrat) = CoE
k 1 i k2 #:ir:rg:aakr{il::‘e=geschwindigkeitsbestimmende
E+SfES:EP:E+P
-1

E+ S+ CoE = ES-CoE = EP-CoE'= E+P+COE

Das Coenzym wird kovalent verandert (CoE, CoE’), wird aber in einer anderen
Reaktion wieder hergestellt, daher auch der Name “Cosubstrat”.

' ' MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2 X X
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Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit mit der Substratkonzentration
einer enzymatische katalysierten Reaktion

Kompetitive Hemmung Nichtk itive H a

Vimax Vimax

(Kontrolle) ohne Hemmstoff (Kontrolle)
= = ohne Hemmstoff
2 mit Hemmstoff ] Lot
=2 =
s i . i
z Z | mitHemmstom)
2 2
2 Vima @ | Vmax mit Hemmstoff
& v & | 520
@ @
s 5 sorn
L] Vraai 2 | ymax
= E =™,
© s |2 l
& Sabnat x

Enzym Enam
Kuy KMz Substratkonzentration K Substratkonzentration

Unkompetitive Hemmung

Bei der unkompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor auBerhalb des aktiven Zentrums, wie bei der nichtkompetitiven Hemmung, aber nur dann, wenn
bereits ein Substrat an das Enzym gebunden ist.

Quelle: http: hhu ung_Regelung/enzy y2_2.html
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Enzymhemmung

« Irreversibel: chemische Modifikation von wichtigen Gruppen

COMPETITIVE NONCOMPETITIVE UNCOMPETITIVE
j s B A FremmEeE + Reversibel: z.B. Produkthemmung
I
K‘ e Wi wh
;I El 4 52=r Esw)(sew ESI;@EvP . )
5 +  Kompetitiv: I wie S
) @ C? E=0e Km héher

i R ]) + 1”9 Vmax gleich
(4 G2 @ 2 _ . .

‘,}s@ ] e * Nichtkompetitiv: | unabh_anglg von S

T Krn(1+1Kig) + Se1HIK v Yms Km glelch
K+ 501+UKiy i i
e <Lﬂ>g m - ; Vmax niedriger
= Kol - 8 o W if Ki = Kis <m>5
i+ & v 7(ﬂ>s +  Unkompetitiv: | braucht ES-Komplex
i Km niedriger
“ Vmax niedriger
1 W 5" i Ta
| " E
1is s s
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Hemmstoffe in der Medizin - Beispiele

« Kompetitive Hemmung - Statine: « nicht-kompetitive Hemmung -
z.B. Atorvastatin, Lovastatin COX- Inhibitoren: z.B. Aspirin,
Sortis (Osterreich, Deutschland), Lipitor (USA) Paracetamol’ Diclofenac

(enthdlt Atorvastatin)
- Pfizer « Cyclooxygenase 1/ 2 (COX-1/2)
« Umsatz Lipitor 2007: 12,8 Mrd US Dollar heute rund

1.8 Mrd US Dollar « Entzidungsmediatoren

,best selling pharmaceutical in history" + Prostaglandine
Arachidonate
. Inflammatory
P— + Leukotriene DNy H H =
V Statins COX-1 COX-2
HMG-CoA ——)—» Mevalonate —#- Isopentenyl-PP| eee {(Constitutive) ~ (Inducible) 'NSND
frevss e
Geranyl-PP [ stomsen,
o e ) 4—FamesylPP Prostaglandin G,
et
Squalene Geranylgeranyl-PP | Prostaglandin H,
&
CHOLESTEROL o rmporg PGD,PGE, PGR, PGL TXA,
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Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit v einer enzymatischen
Reaktion gilt:

Cleichgewichtskonstante fur die vereinfachte enzymatische Reaktion

[E] x [S] K, + k| V. x [S]
Ky=— = —— Ve —
[ES] Kk, [S] + K,

K., entspricht der Substrat-
Konzentration, bei der das
Enzym mit der Halfte der
maximalen Geschwindigkeit
arbeitet.

Die Michaelis-Menten Gleichung gilt nur unter der Annahme eines FlieRgleichgewichtes,
also [ES] = konstant.

Die Reaktionsgeschwindigkeit v einer enzymatischen Reaktion in Abhdngigkeit von der Substratkonzentration [S]
nach der Michaelis-Menten Gleichung kann auch grafisch dargestellt werden. >

' ' MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
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Physiologische Bedeutung der Michaeliskonstante

« Km Werte liegen im Bereich der Konzentrationen der jeweiligen Substrate in den Zellen —
Regulation

* Mutationen im Enzym kénnen Km verdandern
» Isoenzyme mit unterschiedlichen Km

z.B. Aldehyddehydrogenase — Unterschiede in der Alkoholtoleranz
mitochondrial: niedrige Km
cytosolisch: hohe Km

MM-Kinetik gilt nur fir “einfache” Enzyme!

= “hyperbole” Enzyme (die Mehrheit der Enzyme) = regulatorische (allosterische, “sigmoide”) Enzyme > Hill Koeffizient
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Graphische Darstellung der Geschwindigkeit einer
enzymatischen Reaktion

Bestimmung der Bestimmung der

%-. A \\\v\ \§ ... Umsatzgeschwindigkeit
B e N

S i N\ ... Maximale Reaktions-
b i geschwindigkeit

§ vmas_

e 2 |1 .

§ 7| \\\\ = [S] bei V., / 2

@ | \ daher I in mol/I

K, Substratkonzentration
es gilt bei V,,,/2: [E] = [ES]

Abbildung aus: Ergdanzung der theoretischen
Grundlagen und biochemisches Praktikum im
Block 3 - Vom Molekiil zur Zelle, Facultas
Verlag, Hans Goldenberg (Hg.)
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Lineweaver-Burk Diagramm -
Vimax X
Geradengleichung y = kxx + d d + k x X _
k = Steigung // \ v [S] + K
m

1/v=1/Vyax + Ky, / Vinax) x 1/ [S] —

Durch Umformung der Michaelis-
Menten Gleichung in eine doppelt-
% reziproke Form kann die
._g 1 " < Reaktionsgeschwindigkeit einer
s " '\VFZX enzymatischen Reaktion in einem
Linweaver-Burk Diagramm
1 dargestellt werden.
" Hm N
\ ‘max
1
5] —
Abszisse Wikipedia k=0 / Vmax) / g / Km)

k wie e, eine Material-spezifische Konstante
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Enzymhemmung

 Irreversibel: chemische Modifikation
COMPETITIVE HONCOMRETIINE UNCOMPETITIVE von Wichtigel’l Gruppen

T P « Reversibel: z.B. Produkthemmung
K‘SEI g\ S«==- ESI¥ E+P
4 5 +  Kompetitiv: I wie S
5 @ @ 8 HC% Km hoéher
e R 1) h | #“ .
G sa Vmax gleich
> 32
s @ i ﬁ‘agmm e « Nichtkompetitiv: | unabhdngig von S
Y7 e s Km gleigh )
% L. (%)a I <%>S Vmax niedriger
e (%)5 « Unkompetitiv: | braucht ES-Komplex
- Km niedriger
W i 5‘. 1t . Vmax niedriger
I
! -1
E+S & ES Gleichgew. nach rechts verlagert,
1is s s

daher Km app. Niedriger.
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Experiment 1.

Bestimmung der Michaeliskonstante der Lactatdehydrogenase?
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Was macht die Lactatdehydrogenase?

Coenzym

« C,H:0 —COOH3CO—COOH + NADH + H*

Lactat Pyruvat

Praktische Messung:
- CH;CO-COOH + NADH + H* = C,H;0 -COOH + NAD *

[Pyr]. [NADH][H+]_ 2.7.1072
[Lact].[NAD*] o

Gleichgewicht auf seiten des Lactats

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA
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Rolle der LDH im Intermediarstoffwechsel

» Endprodukt der Glykolyse: Pyruvat, NADH

* Pyruvat kann bei O, Mangel (oder in Zellen ohne Mitochondrien) nicht zu
Acetyl-CoA, und uber Zitratzyklus + Atmungskette zu CO, + H,O, oxidiert

werden.

Uber die anaerobe Glykolyse wird NAD* regeneriert und als Produkt entsteht
Lactat, welches z.B. in der Leber oder im Herzmuskel verwertet wird (vgl. Cori-

Zyklus).

Cori Zyklus: Laktat das im Muskel bei O,-Mangel entsteht wird in der Leber unter
Energieaufwand zur Glukosesynthese verwendet.

( ) MEDICAL UNIVERSITY
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Was macht NAD+*?

Lactate dehydrogenase

 naow
' o A= o 0
Noo o N/
T ]
o= Eﬂ'—? -u
CHy CH;
Pyruvate 'If@ﬁﬂ"’ Lactate

Lactate production
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0
Nikotinamidring = g\,%

NH,

o=l—c' (Nf" Adenin
I e

Nicotinamide adenine dinucleotide
(NADH)

o CHa_o.

H
O=F=0" H

HO  HO
i Mz
I A
o=l|:—o- </ [ N
o: Hz o N 2
H
H H

HO i)

Nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD*)

Seminar 2
Medizinische Chemie

Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid ist ein Elektronen
transportierendes Coenzym,
das an zahlreichen Redox-
Reaktionen des Stoffwechsels
beteiligt ist. Dabei kann es
reduziert werden und
maximal zwei Elektronen
(dann geschrieben als NADH)
aufnehmen.

11



12.01.2021

LDH Isoenzyme nach

Isoenzyme der LDH Horginfana)

E ] e

V-

:‘," V.

o MMMM . - Liver and skeleta " va;f“i

Die Km der Isoenzyme sind unterschiedlich (far Lactat): y——
niedrig in Skelettmuskel (LDH5) J ey
hoch im Herzmuskel oder im embryonalen Gewebe (LDH1) “ L L 1L o

( ) MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
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Beispiel 1: Bestimmung der Km der LDH:

Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten bei 6 verschiedenen
Substratkonzentrationen

!

K. = [S] bei V,_./2

K., (mol/I)

Reaktionsgeschwindigkeit

Es gilt: [E] = [ES]

( ) MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
OF VIENNA Medizinische Chemie
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Absorptionsmaximum - NADH
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E=cxcxd

Lichtquelle

Photometer

( D MEDICAL UNIVERSITY
JUY oF viEnNA

Lambert-Beersches Gesetz

E = log (1/T) = log (Ip/l)

E = Extinktion € = spez. Molarer Extinktionskeoff.
¢ = Konzentration d = Schichtdicke T = Transmission

At IR
L
;__}l

Prisma

Kivette
d=1cm

n

Detektor

’// ’“N;E Ig".‘"(

mere Max F. Perutz
Laboratories

12.01.2021
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Photometer
E=Excxd
Transmission T=1/l,
Extinktion E=-logT=log 1/T Lambert-Beer”sches Gesetz
«E Extinktion
uC Konzentration (mol/l)

| d Schichtdicke der Kiivette in cm

[ @ /\ 0 " molarer Extinktionskoeffizient in

/ \ l I/mol cm

Lichtquelle  Prisma
Kuvette Q°
=1cm

' ' MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
OF VIENNA

Medizinische Chemie
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Detektor

Verdiinnungsreihe

500 pl Substrat

500 pl
(Pyruvat-Stammlésung)

verwerfen

l’f\ £7y N Y n'
vorgelegtes H,O: 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

Rohrchen No 1 2 3 4 5

6

' ' MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
OF VIENNA

Medizinische Chemie
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Verdiinnungsreihe

500 pl Substrat
(Pyruvat-Stammlosung)

500 pl
verwerfen

lnnnnnt

vorgelegtes H,0 500 yl 500 pl 500 pl 500 pyl 500 pl 500 pl
Réhrchen Nr. ] 2 3 4 5 6
Verdiinnung 1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32 | 1:64
Konzentration 2200 | 1100 | 550 275 |137,5]68,75
(umol/I)

( ) MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

Pyruvat-Stammldésung 4,4 mM

Verdiinnungsreihe mmp Messansatz

Roéhrchen Nr 1 2 3 4 5 6
Pyruvat- 500
Verdiinnung 500
500
500
500

500
Phosphatpuffer 500 500 500 500 500 500
Dest. Wasser 500 500 500 500 500 500
NADH 500 500 500 500 500 500

( ) MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

12.01.2021
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Messen

Roéhrchen Nr ] 2 3 4 5 6

»Photometer auf 340 nm einstellen

» mit dest. Wasser auf Null stellen

@ Rohrchen 6: + 20 pl LDH-Enzyml6ésung

@ kurz mischen

@ Probe rasch in die Kuvette leeren

@ E Uber 75 sec alle 15 sec ablesen (6 Werte) + notieren
@ Rohrchen 5: + 20 pl LDH-Enzyml6ésung

@ kurz mischen ....

( D MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
& OF VIENNA izinische Chemie

Arbeitsplatz

"AL UNIVERSITY
IEDICAL UNIVERSITY M‘L“ mrPL Max F. Perutz
# l

JTENN/ i
F VIENNA Laboratories
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Photometer

AL UNIVERSITY :
D%:\\”I:IE\ NIVERSITY | mere Max F. Perutz
i ! 1l Laboratories

Messung der Lactatdehydrogenaseaktivitat:

0.3 — ———
|
| Zusatz von LDH
5 0.2
=
s
=
[
= 01 |
1%}
|
i hohe Pyruvatkonzentration
Qo i - ——
-60 o 60 120 180 240 300 360
Zeitl (Sekunden) modifiziert nach ,Ergédnzung®, H. Goldenberg

k = v flr gegebene [S]

@D MEPICAL RN / ‘,\\ [[  mrpL Max F. Perutz
sa-/ OF VIENNA ‘&”J‘f Laboratories
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Messung der LDH
Auswertung:
03 ¢ o Excel-Sheet
‘ Zusatz von LDH Lernunterlagen Block 3
_ LDH (Auswertung, Datenblatt)
£ o2 Auf PC-Ubungssaal vorhanden
E . . . Zeitabhzngigkeit
4 niedrige Pyruvatkonzentration
= 0.1 |
! hohe Pyruvatkonzentration H
ol— — H
-60 L] 60 120 180 240 300 360 H
Zoit (Sekunden) modiziert nach
,Erganzung“,
H. Goldenberg

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

Messung der Extinktionsanderung bei jeder
Substratkonzentration

E=¢egxcxd

c=E/(exd)

Abnahme der Extinktion in Abhangigkeit von der Dauer der Reaktion messen
(wie in der Grafik zuvor dargestellt).

N - JNIVERSITY N
() Mepicar vmavesiry Ja|||j e Max P Peruts
e i Wi Laboratories

18



Auswertung der Messdaten durch Umwandlung in ein

Lineweaver-Burk Diagramm ...

0.3 —

Zusatz von LDH

(=]
N

-]

Extinktion (405nm)
-~

-60 o (] 120 180 240 300 360
Zeit (Sekunden)

<|=

. Km

Ymax

‘1271\/\\/:1_“

1
[S]

Jedes “k” (Steigung links) entspricht einem Wert auf der Ordinate (y-Achse) im Diagramm rechts.

' D MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

i} [[  mrpL Max F. Perutz
// "'\\Eﬁw IJ'*' Laboratories

LDH-Messung — Auswertung mittels Excel Sheet

Lactat

g 1 Niere) Zeitabhangigkeit
5T (ool

Y/
TisCH 5 P 07.11.2017
'BESTIMMUNG DER MICHAELIS-MENTEN-KONSTANTE DER LACTATDEHYDROGENASE

THow17 LOH 1 () SigmalAlgich 85 myjmi
EC 11127 621 Umg Protein
Gesamiverddnnung aus LDH Stammiosung 1:1500

VORSICHT: b

8.1 1360 maU)

ittein
nits) i gelb

Rohrchen #

Extinktion (mAU)

(ot

R I P - 1060
= o = o P w
T T —
o om0 e e e 20t o)
® rms o oims rms el w1
3o te e fe e s e Lineweaver-Burk Plot
L T T
T oo s e tisr e
R R D 00
Somr s s sz o oss o 00s
(aniioc
e s isiz  ioss  oses o
00t
1ST(wmotn[ 545 12725 T 73625 | 63,125 | 34,0625 [17.03125]
DY s m— — o I —
- —— [ ——— 2 o0
W FI— R —
i P I 00
HEVEATER SURR SIAGRAI o0t
Sl sis o7ps  tsess anizs siows trosis
[3I5]_T oetes] ososer] ooursa] w.otes]_oozsse]_ooserz| 0ieis
| 0.075350,02397 0,03755|

tidetalmin

ol s)

000
0.00867 0.00968 001166 001570 0,02373 _0.03978 -0.00134 003000 -001000 001000 003000 005000  0,07000

[ einer Hyperbel an die D: in nichtlinearisit D |
ExTRAS das SOLA Dio Zalzoll
Dio Zellen sollten beroits "

(VORSICHT: fals die Werte nicht konvergieren, die Option "min" (=Minimierung der Fehlerquadrate) anwhien 1)

Zlzalle fir Solver

Fetlorquackatsumma

1) umovf 545 2725 T 73625 17.03125
] 1 ] 1
PU— -

oh will ausgewhite Datenpunkte nicht fir die Kurvenanpassung verwenden: Zelleninhalt dor der jeweiligen Konzeniration zugeordneten Zelle mit 0 (Nul) Gberschroiben

variable Zelien

gemessen
Vmax =046 T |Nichtineare Kurvenanpassung
Ev.m ) E aus Lineweaver-Burk-Diagramm
Michaelis-Menten Kinetik der LDH-1
120
Vmax
R e ettt T 3
.
8 w0
2
3
2
T i
S
g wif)
g I
=i o
g
o1
0 100 200 300 400 500 600
[S] (umol/)

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA
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k= Block 2 LDH 2014 [Kemopatibilitdtsmedus] - Microsoft Excel T
f=: Block 3 LDH 2014 [Kempatibilitétsmedus] - Microsoft Excel —
Start Einfigen Seitenlayout Formeln Daten Uberprifen Ansicht =
& al = o= standard - [BH Bedingts Formatierung - S-=Einfigen ~ X ~ %
& - G - or go0 | [5E Als Tabelle formatieren -~ | 5% Loschen - | [@] -
Einfdgen - i Sortieren
a o8 ¥p p =) Zellenformatvorlagen ~ EE Format ~ P B
F— zZwischenablage s | Schriftart A Ausrichtung | Zahl ] Formatvarlagen Zellen Bearbeite]
| R3 - 5 |
1 A I B c D E E | © H | 1 3 I K TER M M I o B | a | |
2 1 Lactat Dehydrogenase 1 (Erythrozyt, Herzmuskel, Niere) Zeitabhangigkeit
3 2 TiscH- [ 2 |iD(Gruppe: 22.01.2014
< 2 |BESTIMMUNG DER MICHAELIS-MENTEN-KONSTANTE DER LACTATDEHYDROGENASE O
5 &
8 5 | 22 jan-14 LDH 1 (H4) Sigma/Aldrich 8,5 mgimi
7 6| EC 1.1.1.27 621 Uimg Protein
2 7 |Gesamtverdunnung aus LDH Stammiosung 1:1500
9 8
10 9 |VORSICHT: Extinktionswerte bitte in mAU eingeben (z.B. 1,360AU entspricht 1360
11 10 mal (mili absorbance units} in gelb unterlegten Feldern eingeben
1z
12 Rohrchen 1 2 5 5
14
15
15 e
17 k
18 4
18
20
ases e 12 = e ary
==y 50
= == Pyruvatkonzentration (pmoll)
23 o 1 2 3 4 5 [ 800
24 ; pmoll o 20 40 80 20
25 545 273 136 &8 34 17
26 (1] 1182 1218 1200 1213 1224 1187 Zeit(sec)
27 15 1128 1176 1188 1198 1209 1164
30 1073 1133 1131 1180 1194 1163 Lineweaver-Burk Plot
45 1024 1098 1098 1164 1187 1162
60 973 1055 1070 1140 177 1181
75 o25 1014 1042 1123 1186 1160 0,06
34 33 | Steigung -3,289 2882  -2,10%5 -1,225 0,749 -0,088 0,05
35 34 | (AmAUisec)
36 35 3,389 z882 2,105 1,225 0,745 0,085
4 36 | 0,04
| o 14 4 » » | Gnetik Binfooite Kinetilc Straccancaite Alrpatatehectipmung —  Terberatietie o] 141 I
f= Block 2 LDH 2014 [Kempatibilitétsmedus] - Microsoft Excel T
Start Einfagen Seitenlayout Formeln Daten Uberprifen Ansicht [~ e
- 21 i i - S Einfo - -
&b — “he <A a7 Zahl |EH) Bedingte Formatierung 5= Einflgen = %
B = @ - o4, go0 | BB Als Tabelle formatieren ~ | 3% Loschen - | [@] -
Einfdgen - - - " Sortieren Su
o2 - 3 |£- i < e I Zellenformatvorlagen = E& Farmat ~ B A EiltE e A
Zwischenablage 1 | Schriftart ¥ Ausrichtung w | Zahl ¥ Formatvariagen Zellen Bearbeiten
164 - £ | =SUMME(B41:Ga1)
A | B = D E I H [ 1 I 1 | T M ] | o P | a A
18 78] 923| 1014]  1o43] 1123]  1186]  11s0] == s Do e
20 as50 2
21 sec Pyruvatkonzentration (pmoll
FoE| o 1 2 3 4 5 & 800 -+ — — i |
23 umell 0 20 40 &0 20 /
24 545 273 135 &8 34 17 4
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nicht alles muss
immer stimmen ...

mere Max F. Perutz

Laboratories

... zu wenig NADH+H* oder aber noch Wasser in der Kiivette

mere Max F. Perutz
Laboratories
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Beispiel 2: Bestimmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat

Reaktionsgeschwindigkeit

modiziert nach

,Erganzung“, H.

Goldenberg

MEDICAL UNIVERSITY

@D OF VIENNA

B

Bestimmung der

Vmaxi—

Vmax:

\\\\\\w\‘.

N

<
I

BRN
Substratkonzentration

N

[S] + K,

LDH Konzentration im Plasma zu niedrig fir Routine
Protein bestimmung daher:

Messung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit
Substratkonz. 20 x Km, Enzym zu 95% gesattigt

* v hangt nur von der Menge des Enzyms ab.

izinische Chemie

Bei [S] >> Km:
Vimax X [S]

(@)

Messung der LDH-Aktivitat

Roéhrchen Nr 1 2 3
LDH-Lésung 0,725 U/1 | 1,45U/1 | 2,9 U/l
Phosphatpuffer 500 500 500
Pyruvatstammisg. 1000 1000 1000
NADH 500 500 500

Réhrchen 1: + 20 pl LDH-Enzymldsung (schwarz/griin/blau)

Extinktions-Abnahme alle 30 sec Gber 150 sec notieren.....

Auswertung: Excel-Sheet

MEDICAL UNIVERSITY

OF VIENNA
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Gemessen wird wieder die Abnahme der Extinktion pro
Zeiteinheit, aber diesmal in Abhangigkeit von der Enzymmenge

. Aktivitat von Enzymen
Zusatz von LDH k = AE / min Y
7 l Umsatz des Substrates pro Zeiteinheit
c 0.2
g v=A[S]/t
=
% Einheit: 1 U =1 pmol/min (Umsatz)
E R (spezifische Aktivitat: U/pg Protein)
. SI: 1 katal = 1 mol/sec
viel Enzym
0
i T T modiziert nach 1 U=16,67 nkat
Zeit (Sekunden) Erginzung®, H.
Goldenberg

Es werden praktisch ausschlieBlich Units verwendet.

Aktivitat (U/l) = AE / min x Konstante

MEDICAL UNIVERSITY

OF VIENNA sche Chemie
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Enzymatische Bestimmung der Substratkonzentration

Bestimmung der Substratkonzentation

* Blutglukosebestimmung

 Lactatbestimmung

« Cholesterinbestimmung

« Alkoholbestimmung mittels
Alkoholdehydrogenase

Reaktionsgeschwindigkeit

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA

Alkoholbestimmung mittels Alkoholdehydrogenase

+ ADH
Ethanol + NAD* ===p NADH*+H* + AcetaldehydE— Semicarbazid }

l

Wird unléslich und so dem Gleichgewicht entzogen.

+ Auswertung:

e E=¢g xcxd

+ Konzentration der
Standardlosung ist: Cqr — Egp

P Cr= G
Esr  Ep

' ' MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA
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Die 2. Ubung findet im-UbungssaaH-Online tUber Moodle

Wahringerstralle 10-1-Stock,rechis statt.
Gruppe 49 Fr. 15.1. 12:30

Gruppe 53 Fr. 15.1. 16:00
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