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Praktikum 2:

Kinetische Untersuchung der Lactatdehydrogenase

1) Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante

2) Bestimmung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit (= Enzymmenge)

Seminar 2
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Enzymatische Reaktionen

Enzyme changes shape Products
Substrate slightly as substrate binds

f }Uve site

= = =

Substrate entering Enzy Enzyme/products Products leaving
active site of enzyme complex complex active site of enzyme
s
. Laktose Glukose — Galaktose

Energy

products
Hico,

R-Galaktosidase vom Lac Z Gen in E. coli

Reaction coordinate

T
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Was Sie wissen mussen:

Die Aktivitat von Enzymen (Biokatalysatoren) wird beeinflusst durch

pH- Wert (Optimum, aber auch Denaturierung)
Temperatur (Optimum, aber auch Denaturierung)
Hemmstoffe (in der Medizin: Medikamente!)

kompetitive (erhéhen die Michaelis Konstante K )

nicht-kompetitive (verkleinern die max. Gschwindigkeit V,.,)

Bei der konkurrieren ein Agonist (Substrat) und ein Antagonist (Hemmstoff) um die

Bindungsstelle an einem Enzym.

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

* pH-Wert
(Optimum, aber auch Denaturierung)
* Temperatur

(Optimum, aber auch Denaturierung) o
* Hemmstoffe -
(in der Medizin: Medikamente!) Sibsteley
Enzyme

» kompetitive (erhdhen den Km Wert)

* nicht-kompetitive (erniedrigen
Umsatzgeschwindigkeit)
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Enymatische Methoden

Enzvmatische Reaktionen

* Enzvm E
* Substrat S
Produkt P

* Coenzym (Cosubstrat) = CoE

k1 i k2 Langsamste = geschwindigkeitsbestimmende

E +S : ES : EP : E + P Teilreaktion
k.4

*
E+S+ CoE = ES-CoE = EP-CoE'=E+P + CoE’

L]

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

q@'\ MEDICAL UNIVERSITY Presentation title / topic OR Presenter's name
NA
\CL

) OF VIEN: Organisational unit

Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit mit der Substratkonzentration
einer enzymatische katalysierten Reaktion
Kompetitive Hemmung Nichth
||||| Winaw
:’Nunllullu,’l ohne Hemmstoff (Kanireaa)
= s ‘ahna Hemmastal
E mit Hamm sself E —
2 2 i
g é {mitHemms1o8}
g Yye g LI it Hsmen stoff
@ 2 2
£ pam— 2 ¥
& e & )
Enaym -
Kuy,  Ku, Substratkonzentration Ku Substratkonzentration
Unkompetitive Hemmung
Bei der unkompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor aulerhalb des aktiven
Zentrums, wie bei der nichtkom-
petitiven Hemmung, aber nur dann, wenn bereits ein Substrat an das Enzym
gebunden ist.
Quelle: http: hhu. i serus 2.html
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Enzymhemmung « Irreversibel: chemische Modifikation von wichtigen

Teilen des Enzyms
« Reversibel: z.B. Produkthemmung

COMPETITIVE NONCOMFETITIVE UNCOMPETITIVE
. et s e * Kompetitiv | wie S
Km héher,
; EluSams BRMSE P Bsise g op Vmax g|eich
i’ C S w . N g
@ == ichtkompetitiv | unabh. von S
5‘?.-«6"1‘ rY ﬂ - C,T? P .
= <3 Cg Km gleich,
Lo o
& || - s e Vmax niedriger
s SO0+l gy
e s A + Unkompetitiv | braucht ES
Kl +1is) + § - 1+¥Hi if bal = e T ¥ . .
wne s e Km niedriger*,
Vmax niedriger
W | i | x |
= A | - A *(E+S & ES Gleichgew. nach rechts verlagert, daher Km app
~ T T niedriger)
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Hemmestoffe in der Medizin - Beispiele

« Kompetitive Hemmung « hicht-kompetitive Hemmung
Statine: z.B. Atorvastatin COX- Inhibitoren: z.B. Aspirin,
« Sortis (Osterreich, Deutschland), Lipitor (USA) Paracetamol, Dic]ofenac

(enthalt 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 i N
Leukotri (Frgogea) n =A
. | |
eukotriene L ; /!\Em"”"‘“”;,‘f;,f
1 s COX-1 COX-2 | -
e sk o A O ] ormtire (it} | SO e
et / o o qidedabiuiin
[ Eaxmach, 7 N
. " EIRmE=—
i - FamapyP? | Kinex | Prostaglandin G, | S, ue
§ y " [ ___ Prostaglandin H, ]
/s t 04 4 4 &8
CHOLESTEROL e PGD, PGE, PGR, PGl TXA,
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Fur die Reaktionsgeschwindigkeit v einer enzymatischen
Reaktion gilt:

Gleichgewichtskonstante fir die vereinfachte enzymatische Reaktion

[E] x [S] k2 + k_] Viax X [S]
Km i —— = —_— V= —e— —
[ES] K, [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 Abhangigkeit von der Substratkonzentration [S]
nach der Michaelis-Menten Gleichung kann auch grafisch dargestellt werden. >
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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 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

p— )
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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,HO -COOH3CO-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,0O, 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+? f’ <—— Nikotinamidring

o

W

dmp—o L < Ribose
Lactate dehydrogenase nj_n e .
NADH) I 1| < Adenin
- ."-:v 0— ! H A
\C/ TH*) N\ / A=t
| — | ol Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid ist ein Elektronen
?=0 HO_(I: _E transportierendes Coenzym, das an zahlreichen
CH. CH; Redox-Reaktionen des Stoffwechsels beteiligt ist.
NAD Dabei kann es reduziert werden und maximal zwei
Pyruvate — Lactate Elektronen (dann geschrieben als NADH) aufnehmen.
Lactate production
Hﬂu mj{

Nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD*)

( ") MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
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|Soenzyme der LDH LDH Isoenzyme nach
Herzinfarkt:
N
MMMM . ;‘ '::‘-: ek leer a d'skeletal' ” '.V“m_ L]
Die Km der Isoenzyme sind unterschledllch (fur Lactat) J
s
niedrig in Skelettmuskel (LDH5) N Ve
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

|

ol N\ Ko = [S] bei Vyar/2

K., (mol/l)

Reaktionsgeschwindigkeit

Es gilt: [E] = [ES]

K. Substratkonzentration

MessgroRe: Das bei der Reduktion von Pyruvat zu Lactat verbrauchte Cosubstrat NADH:
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Absorptions-
maximum -
NADH
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Photometer

Transmission

T=1/I,
Extinktion

E=-logT=Ilog 1/T

<

N L\
Lichtquelle  Prisma
Kivette
d=1cm
Detektor

i

E=Excxd
Lambert-Beer” sches Gesetz
=F Extinktion
=C Konzentration (mol/I)

Schichtdicke der Kiivette in cm
molarer Extinktionskoeffizient in
I/mol cm
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Verdinnungsreihe

500 pl Substrat
(Pyruvat-Stammldsung)

vorgelegtes H,O: 500 pl 500 pl

l(\ £7y £y (\I
500 pl

500 pl
verwerfen

500 pl 500 pl 500 pl

Rohrchen No 1 2

3

4 5 6

q/\'\ MEDICAL UNIVERSITY
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Verdinnungsreihe:
500 pl Substrat 500 pl
(Pyruvat-Stammlosung) verwerfen

l(\(\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

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

@ mischen ....

«@) MEDICAL UNIVERSITY
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E=cxcxd

Lichtquelle

Photometer
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Lambert-Beersches Gesetz

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

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

2 g

Prisma

Klvette
d=1cm

Detektor

Messung der Lactatdehydrogenaseaktivitat

03—
Zusatz von LDH

5 02 4
=
s
=
=
= 01
w

i

| hohe Pyruvatkonzentration

L« —
-60 1] &0 120 180 240 300 360
Zeit (Sekunden) modifiziert nach ,Erganzung®, H. Goldenberg

q@‘} MEDICAL UNIVERSITY
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Messung der LDH

Auswertung:
03 Excel-Sheet
Zusatz von LDH Lernunterlagen Block 3
LDH (Auswertung, Datenblatt)
5 02 Auf PC-Ubungssaal vorhanden
;‘ Zeitabhangigkeit
- niedrige Pyruvatkonzentration
S 0.1 i 1700
|
} hohe Pyruvatkonzentration 1.
0 b T Prm— g 1300
€0 0 60 120 180 240 300 360 i
Zeit (Sekunden) modiziert nach
,Erganzung*, oo
H. Goldenberg 1000+
Zeit (sec)

Steigung der Geraden:= Reaktionsgeschwindigkeit fiir gegebene [S]

q/\'\ MEDICAL UNIVERSITY
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Messung der Extinktionsanderung bei jeder
Substratkonzentration

E=¢gxcxd

c=E/(gxd)

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

‘/\'\ MEDICAL UNIVERSITY _Nlll | mrPL Max F. Perutz
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Auswertung der Messdaten durch Umwandlung in ein

Lineweaver-Burk Diagramm

0.3 T e
‘ Zusatz von LDH
02 - Y
k
0.1

Extinktion (405nm)

&0 120 180
Zeit (Sckunden)

240

d\ MEDICAL UNIVERSITY

) OF VIENNA

1
Km

<=

. Km

Vmax

MEPL

Max F. Perutz
Laboratories

LDH-Messung — Auswertung mittels Excel Sheet

Lactat g 1 Niere)
s [ 5 TIo @rgsel ] or.izor?
WCHAEL
Taovi7 o1 ) S 55 moini
) 621 ing roen

Gosamivermungaus LOH S 11500

VORSICHT: Extinktionswerte bitte in mAU eingeben (2.5. 1,360AU entsprich 1360 mAU)
mAU (mili absorbance unts) n gelb uterlegten Feldern cingeben

mactons 4 K FE

0 1 2 3 4 s 6
ol
73 8 B 17
0 1201 1194 1200 203 1202 t1st
5 1175 ttes 1178 181 187 1170
M8t tue 1182 Hes 1175 1164
a5 M0 12 110 a9 1165 118
6 105 1100 1109 1% s 115
75 0 102 1087 et 147
Steigug 8T 489 1512 1088 0895 0444
(mAUisec)
1887 15% 1512 1086 0695 0444
lsJ (umolr)] _ [ 115 34, aszs
v (8E/min)
= = = - 7
11 1 2% ) 7 2
1" 1 2 9 7 12

CRERERTER SURK DG

ST o s siges mouns
ootess
_-EI!!!

o o S
dotaginin

‘2us Cineweaver-Burk-Diagramm

Extinktion (mAU)

1220

Zeitabhingigkeit

1200

1180

1160

1140

1120

1100

(pmolt)

W

2t (sec)

Y

w

Lineweaver-Burk Plot

000
003000

001000

001000 003000

18]

005000

007000
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[ einer Hyperbel an die D: in isierter D:
Im Mentpunkt

Die Zellen soliten bereits richtig eingestellt sein 1!
(VORSIGHT: falls o Werte nicht konvergioren, die Opion “min” (= e nion 11

variable Zelion

Zotzollo fir Solver

Feterquacratsumme [ 88

[S] (pmol 66125 | 34,0625
T 1 T 1 -

h

fir die leninhal Jowelig

gemessen

[Vmax = o6

[T

120

100

v (delta mAU/sec)

200 300

[S] (umolll)

400 500 600

lle mit 0 (Nul) Uberschreiben
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Was tun, wenn einzelne Messwerte falsch sind?

) OF VIENNA
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= Block 3 LDH 2014 [Kompatibilititsmodus] - Microsoft Excel = Bf =2
start Einfagen Seitenlayout Formein Daten Oberprafen Ansicht o @ = = ==
= - - e - - -
& Arial clo - AT AT = %ahl (£ Bedingte Formatierung 5= Einfagen ¥ 7:\7\ L;a
= EE - o4 00 [ Als Tabelle formatieren - 5% Laschen ~ | [] - s
Einfagen F & U~ Ty e A~ BR-| o ) T Sortieren  Suchen und
- 7 = == — ==] *55 508 =)} Zellenformatvarlagen ~ &l Farmat ~ &2~ und Filtern ~ Ausw3hlen =
Zwischenablage Schriftart Ausrichtung Zahl Formatvorlagen Zellen Eearbeiten
1564 - Jx | =SUMPME(B41:GA1) v
A B c D E F = H [ 1 1 K L M N o P a R =
1 Lactat Dehydrogenase 1 (Erythrozyt, Herzmuskel, Niere) Zeitabhangigkeit
=z TISCH ID (Gruppe] 22.01.2014
2 BESTIMMUNG DER MICHAELIS-MENTEN-KONSTANTE DER LACTATDEHYDROGENA SE
4
5 22 Jan-14 LDH 1 (H4} Sigma/Aldrich 8,5 mgiml
6 EC 1.1.1.27 621 U/mg Protein
7  Gesamtverdinnung aus LDH Stammlasung 1:1500
8 Zeichnungsfliche
9 VORSICHT: Extinktionswerte bitte in mAU eingeben (z.B. 1,360AU entspricht 1360 r
10 mAU (mili absorbance units) in gelb unterlegten Feldern eingeben
11
12 |Rohrchen 1 2 3 5 &
13 sec 545 273 136 241 17,0 pmoll
14 1182 216 200] 224]
15 15 1128 176 166 209 64]
16 a0 1073 133 121 94] 63|
17 45 1024 098 099 87| 62|
18 60 973 055 070 77 &1
19 75 929 014 043 66| 60|
20
= sec Pyr ation (umoli}
22 o 1 2 3 2 s [ 500 +
= pmol 0 20 40 80 80
24 545 272 136 [ 24 17
25 o 1182 1216 1200 1213 1224 1167 Zeit(sec)
26 15 1128 76 1166 1199 1209 1164
27 ag 1073 1133 1121 1180 1194 1162 Lineweaver-Burk Plot
28 as 1024 1098 1099 1164 1187 1162
29 60 973 1055 1070 1140 1177 1161
30 7s 929 1014 1043 1123 1166 1160 0,06
31
32
33 Steigung -3,389 -2,682 -2,105 -1,225 -0,749 -0,086 0,05
34 (AmAU/sec)
35 3,389 2,682 2,105 1,225 0,749 0,086
36 0,04 -
44 r » | Kinetik Hofseite Kinetik Strassenseite Aktivitdtsbestimmung Tischstatistik =R IEN n | (0
Bereit | -
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FI™ | |= Block 2 LDH 2014 [Kempatibilitéstsmodus] - Microsoft Excel = [c2) o
Start Einfgen Seitenlayout Farmeln Daten Uberpriifen Ansicht o @ = 2 =
E * anial ~The o = Zahl - [f Bedingte Formatierung ~  §= Einfigen - X ~ W l?a

- Ea - B - o 000 [ Als Tabelle formatieren ~ | 5% Laschen = [@] + 2
R OaEs =3 Y & U - - - 28 498 [=} Zellenformatvarlagen ~ [l Format - @ u:;'::,etr:,: = :E::.;:,,ug:d.
Zwischenablage Schriftart P Ausrichtung £ Zahl F] Formatvorlagen Zellen Bearbeiten
164 - £ | =SUMME(B41:G41) -
A ] D E F G | T K L 1 N o P a R =
19 75| 929| 1014] 1043| 1123| 1168 1160]| i o e e e m
20 850
21 sec Pyruvatkenzentration (pmolly
22 o 1 2 3 4 5 L:3 800
23 pmelil o 20 40 &0 80
24 545 273 136 68 34 17
25 o 1182 1218 1200 1213 1224 1167 Zeit (sec)
26 15 1128 1178 1166 1189 1208 1164
27 30 1073 1133 1131 1120 1194 1163 Lineweaver-Burk Plot
28 45 1024 1098 1099 1184 1187 1182 ® Rorchen 6
29 60 a73 1055 1070 1140 177 1161
30 7s 829 1014 1043 1123 1166 1160 0,06
31
3z
33  Steigung -3,389 2582 -2,105 -1,225 -0,749 -0,085 0,05
34 | (AmAlisec)
35 3,389 2582 2,108 1,225 0,749 0,088
38 0,04
| P— .
22 vinermim[ 03] 4ee]  e26] 73] as] s
39 200 168 122 Ta 38 17 o ‘\2 0,03
40 229
41 14 s7 15 o 53 147
4z 14 s7 15 0 53 147 0,02
43
4s
45 LINEWEAVER-BURK-DIAGRAMM 0,01
5] (umol] 545 2725 136,25 68,125 340625 17,0313
a7 1/[S] 0,00183] 0,00367| 0,00734] 0,0146789 0,05872| -0,0059
48 v 0.00492] 0,006214] 0.00792[ 0.0136081] 0.02226] 0.19444 0,00
49 0,00452 0,006085 0,00842 0,0130847 0,02242 0,04108  3,1E-08 -0,03 0,01 0,01 0,03 0,05 0,07
50 | 1/deltaEfmin 1U[S
=i 151
52 aus Lineweaver-Burk-Diagramm
53
= T 1 Dl
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... zu wenig NADH+H* oder aber noch Wasser in der Kiivette

MEDICAL UNIV S iy Per
T f rmEPL Max F. =
OF VIENNA ."MHI';'I L:bara mrf‘;s
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76 Michaelis-Menten Kinetik der LDH-1

= 250

= 200 4

150 4

100 4

v (delta mAU/sec)

93 50 +

38 0 100 200 300 400 500 600

100 [S1 (umeolil)
101
4 4 » M| Kinetik Hofseite Kinetik Strassenseite Aktivitatsb estimmung Tischstatistik =RIEN [

Bacait | Leal PV Ll

Beispiel 2: Bestimmung der Lactatdehydrogenaseaktivitat

Bestimmung der

- F o Vinax X [S]
R W v= * LDH Konzentration im
A [S] + Kp, Plasma zu niedrig fiir
i Routinebestimmung daher:
: 4 * Messung der maximalen
Vrgaxi f \ _vV Umsatzgeschwindigkeit
i § Unc:/d;mi::]ax Substratkonz. 20 me
v = f{END Enz"ym zu 95% gesattigt
v hdngt nur von der Menge
des Enzyms ab

Bei [S] >> Km:

7

Reaktionsgeschwindigkeit
7

_

K, Substratkonzentration
modiziert nach
,Ergdanzung“, H.
Goldenberg

MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2

OF VIENNA Mediziinische Chemie
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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

q@"} MEDICAL UNIVERSITY
N\

OF VIENNA

Gemessen wird wieder die Abnahme der Extinktion pro
Zeiteinheit, aber diesmal in Abhangigkeit von der Enzymmenge
03 —— _
J ZusatzvonLDH | | — AE /min Aktivitit von Enzymen
E 0.2 1 : Umsatz des Substrates pro Zeiteinheit
H v=AlS]/t
£
o Einheit: 1 U=1 pmol/min (Umsatz)
(spezifische Aktivitat: U/ug Protein)
. viel Enzym Sl: 1 katal = 1 mol/sec
e 0 &0 120 180 240 300 360 modiziert nach
Zeit (Sekunden) gf’di”nzg'e”rgu’ H. 1U=16,67 nkat
AktiVitét (U/I) = DE / min X KonStante Es werden praktisch ausschlieRlich U verwendet

q@"} MEDICAL UNIVERSITY
N\

OF VIENNA

23



15.01.2019

I= Block 3 LDH 2014 [Komupatibilititemodus] - Microsoft Excel =
(Z] | = o - = Block 3 LDH 2014 [Kompatibilititsmodus] - Microsoft Excel =
Start Einfdgen Seitenlayout Formeln Daten Oberprifen Ansicht e
J il Umbruchvorschau 3 [ :‘; ; E_' £ Meues Fenster =R % ‘é‘
! 3] Benutzerdef. Ansichten — M = Fr ._.3:1 B Alle anordnen o] A ==
Mormal |Seitenlayout ) ) Anzeigen Zoom 100  Fenster o Aufgabenber.  Fenster Makros
7 5| Ganzer Bildschirm - %% einfrieren .j“_"] Fenster einfrieren ~ [ s K| speichern wechseln = -
Arbeitsmappenansichten Zoom Fenster Makros
[ L3g - ;=
A E c o E F ] H I o K L M ¥l [m] [= ] 5] =]
1y Bestimmung der Aktivitat (maximalen Umsatzgeschwindigkeit) der Lactatdehydrogenase
2z O | izazi58 T
3 3 Tragen Sie bitte die Extinktion wieder in mAU in die gelb unterlegten Felder ein ! 0.8
4
4 5 Rshrchen o Rihrchen” Ashreher Réhrchens
5. sec a T35 0] 16 a3 ns7 o7
6 T 30 123 18| 1025 1z4 7 1031
7 8 B0 Mz 1U?g| EEE] oS w077 354
a 30 085 1036 70 1085 1036 a7a
8 1z0 065 EEA| a01 1056 595 a0z
9 7 150 1044 353 Ta4 1047 56 726
112
- 13
1' g
10 s Réhrohen No. 1 z e}
1: 16 (A mAimind =] &1 153 Wiederfindung (]
e v 7 123 1
15 0.26 0,53 105 [(T]1]
18 4s Im orange unterlegten Feld F18 muss Fur die Berechnung der Wiederfindung der in der Kinetik ermittelte Wman Wert eingetragen werden |
16 20
17 312 Zeitabhingigkeit
1 23
14 24
25
ZE Z6
2 a7
20 =5
2 23
30 =
265 =
2 52 E
2¢ 33 =
5 3% S =00
T EE =
2t a6 £
2¢ 37 L]
~¢ 38 b L 1
4 33
21 4 b b Kinetil Hofeaite Kinetil Strageancaite Aktivitatshechy Tischetatishilc CEamnEl I
= Block 3 LDH 2014 [Kompatibilititemodus] - Microsoft Excel =
Einfdgen Seitenlayout Formeln Daten Uberprifen Ansicht = e
- o1 : . = . -
Arial -0 ? ?tandard ?ﬂ Bedingte Formatierung g™ Einfdgen = ﬁ??
&3 - o, o0 | [BE Als Tabelle formatieren ~ | 5% Loschen ~ | [@] - R
Einfdgen frad - e Sortieren Sud
v = F &£ U = &4 =) Zellenformatvaorlagen EE Format ~ <2~ und Filtern = Aus|
Zwischenablage 1 El Zahl El Formatvorlagen Zellen Bearbeiten
L38 -
A B D E F [€] H I J K L {1 M
16 Wiederfindung (%)
17 117 116
18 0.26 0.53 1.05 [(SL)]
19 Im orange unterlegten Feld F18 muss fiir die Berechnung der Wiederfindung der in der Kinetik ermittelte Wmax Wert eingetragen werden
20
g; Zeitabhangigkeit
23
= 1200
25
26
27
1100
28
239
30 =)
3 = 1000 ‘h\‘
32 £
33 =
=
34 =] 900
35 =
36 =
37 = 800
38 wl I 1
=
39
el 700
41
42
ii 600 T T T
45 o 50 Zeichnungsflache {150 200
4 4 M Kinetik Hofseite Kinetik Strassenseite Aktivitdtsbestimmung Tischstatistik =RIEN 11}
= T IRFE==1= M = - P - L)

24



15.01.2019

[l ™ s I= Block 3 LDH 2014 [Kompatibilitatsmodus] - Microsoft Excel = & =3
start Einfugen Seitenlayout Formeln Daten Uberprafen Ansicht o @ = 2 =
= &l Umbruchvarschau s [5) E;J = Neues Fenster =] = % =
1 j ) =
13l Benutzerdef. Ansichten A = B alle anordnen - = ==
Mormal | seitentayout Anzeigen| Zoom 100  Fenster Aufgabenber. Fenster | Makros
|E=l Ganzer Bildschirm - % einfrieren o Fenster einfrieren ~ speichern  wechsein ~ -
Arbeitsmappenansichten Zoom Fenster Makros
mM19 - E2d
a B E o E F G H J (3 L il ™ =] P [E] R = T
1 Tischstatistik | =
z
3 |Tragen Sie die von Innen erhobene LDH-Aktivitaten bitte zusammen mit Inrer ID-Nummer in die
4_|gelb unterlegten Felder ein
s Laschen Sie alle Werte. die auBerhalb der doppelten
5 Standardabweichung liegen. im rechten Werteblock
7 (tarkis unterlegr)
5 Mittelwert. Standardsbweichung und UK sndern sich automatizch
3
0 i ini Kol ini Kollekti
1 mmer [LOH Leg 1ILOH L=g ZL0) LOH =g 1[0 LOHL=q
1z 1 a7id3] 0,1 55 75 [ S 75
13 z azids| 0Dza | 033 ; 024 | 70
1a El azze] 022 | 045 i 02z | 55
1= a aiaal 0,15 38 | 0. 0.5 [ o7s
15 s aZ601] 0,17 NE] ; 0.7 £
7 & 63176 0,15 KE] ; [ ET)
i 7 E170] 013 Z ; 013 ET
13 & Tiogza7] 0,22 EE] I 022 £ — =
20 ] T2aztsE] 0,20 50 . 0,20 .91
21 0 i242223] 0,30 .53 0,30 122
22 n 5926176] 0.0 55 i1a 0,30 114
23
24
25 Tischmittelwern 0.20 0.43 0.93 0.20 043 093 OO
26 Standardabweichung 0,05 0,20 0.6 0,05 0,20 0.6
27 | Wariationskoeffizient (32) 29 a8 17 29 a8 17
28 = - = -
25 W minus doppeiter Sid Abw .09 02 052 [ 002 052
30| Mw’ plus doppelter Stcl. Abw 0,32 553 24 — ,n’g?/ o3 124
31
32
33 [ . Sie 5 i und VK vor und nach
34
35
35
Erd —J
38
EE] 2ol
IR Kinetik Hofseite Kinetik Strassenseite Aktivitatsbestimmung Tischstatistik ~#3 [] 4 [ [ ] 0|
Bereit | €
= = 5 w 13:08
) . (P
.,"_,,J = s ||
N
‘ '\ MEDICAL UNIVERSITY
UUY oF viENNA

Enzymatische Bestimmung der Substratkonzentration

Bestimmung der Substratkonzentation

Blutglucosebestimmung
| AN Lactatbestimmung

%’ Vmax=~ R ) . .

H : * Cholesterinbestimmung

§ vmax_ 3 * Alkoholbestimmung mittels
s - :

3 Alkoholdehydrogenase

@

Substratkonzentration

* Bestimmung via
Teststreifen

) OF VIENNA Mediziinische Chemie

q@” MEDICAL UNIVERSITY Seminar 2
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Alkoholbestimmung mittels Alkoholdehydrogenase

+ ADH
Ethanol + NAD* —— NADH*+H* + Acetaldehyd

[Jr Semicarbazid 1}

* Auswertung:

e E=¢g xcxd

» Konzentration der
Standardlésung ist: Cg;—  Egp

¢ &l— = CPI‘
EST EPr

q/\'\ MEDICAL UNIVERSITY
WYY oF VIENNA

Die 2. Ubung findet im Ubungssaal 1,

Wahringerstralde 10 1. Stock, rechts statt.

Gruppe 26 Mitwoch 23.1. 12:30
Gruppe 30 Mittwoch 23.1. 16:00
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