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Auswertung - Gelfiltration

Farbintensitat

Methylrot:
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Fraktionen

3-4-5 (1,5ml)
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Kinetische Untersuchung der Lactatdehydrogenase

1) Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante

Reaktion = Bestimmung der Enzymmenge

2) Bestimmung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit der enzymatischen

3) Bestimmung der Substratkonzentration = Laktatbestimmung

\%

Reaktion gilt:

Gleichgewichtskonstante fir die vereinfachte enzymatische Reaktion

[E] x [S] Ky + k|
Ky=—— = ——
[ES] Kk,

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

also [ES] = konstant.
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Fur die Reaktionsgeschwindigkeit v einer enzymatischen

Vimax X [S]

[S] + K,

Die Michaelis-Menten Gleichung gilt nur unter der Annahme eines FlieRgleichgewichtes,

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

Bestimmung der Bestimmung der

% : § .. Umsatzgeschwindigkeit
3 Vmax N

2 NN .. Maximale Reaktions-
2 \ geschwindigkeit

& Vvmax: : \

_g 2 J \ = [S] bei V. / 2

@ : daher in mol/I

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

Abbildung aus: Erganzung 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
Geradengleichung

y = kxx + d d+|(xX k = Steigung
//

1/v=1/vmaX+(Km/vmaX)x1/[S]

Durch Umformung der Michaelis-
Menten Gleichung in eine doppelt-
reziproke Form kann die
< Reaktionsgeschwindigkeit einer
enzymatischen Reaktion in einem
Linweaver-Burk Diagramm
1 dargestellt werden.

Ordinate
<|=

vk

Vmax

& o k=0 /Vma / (1 /Kp)

Abszisse Wikipedia

k wie e, eine Material-spezifische Konstante
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Was macht die Lactatdehydrogenase?

Coenzym
+ C,H;O -COOH + H3CO-COOH + NADH + H*
Lactat Pyruvat

Praktische Messung:
- CH5CO-COOH + NADH + H* = C,H;O -COOH + NAD *

[Pyrl. INADHL[H']_ 5 7 412

Gleichgewicht auf seiten des Lactats
[Lact].[NAD"]

=\
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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,0, 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).

N
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Was maCht NAD"J) leotlnamldrlng%
n_T,_U “ Rlbose
|
| N
Lactate dehydrogenase -|"_ 5 ( * )Ademn
NADH) )
0 D_ + Il./|'1_+ O O ] o
% '; : “\\ "( Nicotinamide adenine dinucleotide
? ? (NADH)
{’|J= 0 HO— c|: S
CH3 CH3 —
Pyruvate "['!45[3!,7" Lactate T L o
il {IE:J
Lactate production T@
gl
k Nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD*)
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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.

P

|Soen2yme der LDH LDH Isoenzyme nach ‘

Herzinfarkt:

MMMM : : ;‘ :::‘-: i L er and skeleta

Die Km der Isoenzyme smd unterschledllch (far Lactat):

niedrig in Skelettmuskel (LDH5)
hoch im Herzmuskel oder im embryonalen Gewebe (LDH1)
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Beispiel 1: Bestimmung der Km der LDH:

Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten von 6 verschiedenen
Substratkonzentrationen

K., = [S] bei V,,.,/2
K., (mol/l)

Es gilt: [E] = [ES]

Reaktionsgeschwindigkeit

K. Substratkonzentration

MessgroRe:
Das bei der Reduktion von Pyruvat zu Lactat verbrauchte Cosubstrat
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Photometer
E=€xcxd
Transmission T=1/l,
Extinktion E=-logT=log 1/T Lambert-Beer” sches Gesetz
=E Extinktion
=C Konzentration (mol/I)

IO | =d Schichtdicke der Kiivette in cm
- @ /\ | " molarer Extinktionskoeffizient in

/ \ I/mol cm
Lichtquelle  Prisma l

Kuvette 'Q' -

d=1cm

Detektor
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Absorptions-maximum - NADH

= )
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Verdinnungsreihe

500 pl Substrat
(Pyruvat-Stammldsung)

500 pl
verwerfen

l(\(\ I\(\I\I

vorgelegtes H,O: 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

500 pl

500 pl

Rohrchen No 1 2 3 4

5

6

. ]
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Verdinnungsreihe
500 pl Substrat 500 pl
(Pyruvat-Stammlosung) verwerfen

ll\(‘f‘(\f\'

vorgelegtes H,0 500 I 500 pl 500yl 500 pl 500 pl 500 pl

Roéhrchen Nr. 1 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
(pmol/I)

Pyruvat-Stammlosung 4,4 mM
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Verdinnungsreihe ‘ Messansatz

Roéhrchen Nr 1 2 3 4 5 6
Pyruvat- 500
Verdinnung 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
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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-Enzymldsung

@ mischen

@ Probe in die Kiivette leeren

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

@ mischen ....
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Messung der LDH

Auswertung:
03 . - Excel-Sheet
Zusatz von LDH Lernunterlagen Block 3
LDH (Auswertung, Datenblatt)
024 Auf PC-Ubungssaal vorhanden
s Zeitabhingigkeit
b niedrige Pyruvatkonzentration
a D‘ 1600
} hohe Pyruvatkonzentration i
ol . _
€ 0 60 120 180 240 300 360 o
Zeit (Sekunden) modiziert nach
) ,Erganzung“, e
H. Goldenberg 1000+

Steigung der Geraden:= Reaktionsgeschwindigkeit fiir gegebene [S]
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Bestimmung der

Beispiel 2: Bestimmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat
= Bestimmung der Enzymmenge

Vimax X [S]

<

Reaktionsgeschwindigkeit

Vmax{:
2 |
i

modiziert nach
,Ergdanzung“, H.
Goldenberg
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Substratkonzentration

NN

V = Vmax
Und damit:
v = f{[E]}

Seminar 2
Mediziinische Chemie

[S] + K,

Bei [S] >> Km:

* LDH Konzentration im
Plasma zu niedrig fur

Routinebestimmung daher:

* Messung der maximalen
Umsatzgeschwindigkeit

» Substratkonz. 20 x Km,
Enzym zu 95% gesattigt

* v hdngt nur von der Menge
des Enzyms ab

12
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Messung der LDH-Aktivitat

Roéhrchen Nr 1 2 3
LDH-L6sung 0,725U/1 | 1,45U/1 | 2,9 U/
Phosphatpuffer 500 500 500
Pyruvatstammisg. 1000 1000 1000
NADH 500 500 500

Rohrchen 1: + 20 pl LDH-Enzymlosung (schwarz/griin/blau)

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

Auswertung: Excel-Sheet
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Gemessen wird wieder die Abnahme der Extinktion pro
Zeiteinheit, aber diesmal in Abhangigkeit von der Enzymmenge

03 ——
Jzusatz von LDH k = AE/min aptivitit von Enzymen
021 Umsatz des Substrates pro Zeiteinheit
g v=A[S]/t
% | I
o Einheit: 1 U=1 pmol/min (Umsatz)
(spezifische Aktivitat: U/ug Protein)
o Viel El’lZym SI: 1 katal = 1 mol/sec

B0 0 B0 120 180 240 300 360 .
modiziert nach

Zeit (Sekunden) Ergi “H. _
Gorlgdaennzk':enrgg 1U 1 6,67 nkat
AktiVitat (U/I) = DE / min x Konstante Es werden praktisch ausschlieRlich U verwendet
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Physiologische Bedeutung der Michaeliskonstante

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

e Mutationen im Enzym konnen 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 Faktor

=\
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Abhéangigkeit der Enzymaktivitat

* pH-Wert

(Optimum, aber auch Denaturierung)
* Temperatur

(Optimum, aber auch Denaturierung)

Competitive Inhibition
+ Hemmstoffe -
(in der Medizin: Medikamente!) Substrate. \
* kompetitive (erhohen den Km Wert) 7 >
+ nicht-kompetitive (erniedrigen e
Umsatzgeschwindigkeit) '"“'“‘“r“a\‘% >
-

=\
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Enzymhemmung
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Irreversibel: chemische Modifikation

von wichtigen Gruppen

+ Kompetitiv

* Nichtkompetitiv

« Unkompetitiv

(E+S ®ES

Reversibel: z.B. Produkthemmung

I wie S - Km hoher,
Vmax gleich

I unabh. von S - Km
gleich, Vmax
niedriger

I braucht ES - Km
niedriger, Vmax
niedriger
Gleichgew. nach rechts

verlagert, daher Km app niedriger)

Seminar 2
Mediziinische Chemie

Hemmestoffe in der Medizin - Beispiele

« Kompetitive Hemmung - Statine: « nicht-kompetitive Hemmung -

z.B. Atorvastatin

Sortis (Osterreich, Deutschland), Lipitor (USA)

(enthalt Atorvastatin)

Pfizer

COX- Inhibitoren: z.B. Aspirin,
Paracetamol, Diclofenac

* Cyclooxygenase 1/ 2 (COX-1/2)

Umsatz Lipitor 2007: 12,8 Mrd US Dollar heute rund

1,8 Mrd US Dollar

,best selling pharmaceutical in history”

Acety-CoA
i Saating
HUG-Cok —H— Mevaionate —e- lscpentenyl-PF
[T . /
Gerwyh PP
rd t
CHOLESTEROL e 3 B
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Entziidungsmediatoren

* Prostaglandine

» Leukotriene

Arachidonate

{ Frosiogest | N 'g;mn}
c 1 ] |
o | | Cytokiness and
‘ —— | /'\ Geowe Factors |
wsaDs ——| COX-1 COX-2 | nswne
{Constnve) (nducbin) AR Wnhlbiturs
. . (Gueneomenias)
[ Exmach, | f b
| itesaned | emarmemancey Saes:
| Piatohts. B w " dl) | Macrophaces.
| ey rostaglandin | Bneniccying. .
| Crvaras, e G | fnem Tumers
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[ Prostaglandin Ha

5 4 4 4 &
PGD, PGE; PGR. PGl TXA;
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Enzymatische Bestimmung der Substratkonzentration

Bestimmung der Substratkonzentation

* Blutglucosebestimmung

« Lactatbestimmung

* Cholesterinbestimmung

« Alkoholbestimmung mittels
Alkoholdehydrogenase

Reaktionsgeschwindigkeit

« Bestimmung via Teststreifen
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Milchsdurebestimmung mittels Laktatdehydrogenase

Measuring principle of the lactate sensor

& = i

Waorking electrode of
the sensor

Lactate
oxidase mediator
/\ / \. / -
Pyruvate F
Lactate oxidation: Electran transfer fram Reversible electron shuttle Mediater oxidation:
laclate to the prosthefic  between FADH and the Electron flow vs
groups of the LOD surface of the working reference electrode
(FALD" ) elecirogde by the medialor (= signal current)
— r
=Cr

DlagNOSTICE
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Alkoholbestimmung mittels Alkoholdehydrogenase

Ethanol + NAD* —— NADH*+H* +|Azetaldehyd
+ ADH + Semicarbazidl

* Auswertung:

e E=¢g xcxd

» Konzentration der
Standardlésung ist: Cg;—  Egp

¢ &l— = CPI‘
EST EPr
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