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1. Dukaz specificnosti enzymu

Princip:

Enzymy pusobi specificky jak vzhledem k typu katalyzované reakce, tak i vzhledem k
substratu. Pokud jde o substrat, maji nékteré enzymy pomérné Sirokou specificnost, napft.
nékteré esterazy $tépi nejruznéjsi prirozené i umélé estery. Jiné enzymy maji specifi¢nost velice
uzkou, jako napf. ureaza, ktera Stépi pouze mocovinu. V této uloze vyzkouSime, jaka je
specifi¢nost sacharazy z kvasnic a slinné amylazy. Obéma enzymuim jako substrat nabidneme
sachardzu a skrob. Amylaza $tépi a-1,4-glykosidové vazby ve struktute skrobu, produktem je
smes oligosacharidli. Sacharaza hydrolyzuje sacharézu na glukézu a fruktézu. Jelikoz v obou
ptipadech vznikaji redukujici sacharidy, zatimco vychozi substraty redukujici nejsou, Stépeni
substratu miizeme prokézat Fehlingovou zkouskou.

Podrobngji k pouzivanym enzymum:

Glykosidazy patii mezi hydrolazy (podpodtfida 3.2.1 mezindrodni nomenklatury enzymi). Jsou
specifické vuci typu glykosidové vazby (a-glykosidazy nebo B-glykosidazy).

Amylaza, at’ uz rostlinného nebo Zivo¢isného pivodu, $té€pi 1,4-a-glykosidové vazby skrobu, glykogenu
a polysacharidt. Vazby B-glykosidové, napt. v celuldze, hydrolyzovat nedokaze.

Jako o-amylaza (EC 3.2.1.1.) se oznacuje enzym, ktery se vyskytuje ve slinach a pankreatické stave
Zivogichd. Stépi endohydrolyzou 1,4-a-glykosidové vazby polysacharidti obsahujicich tfi a vice 1,4-a-
glykosidové vazanych glukozovych jednotek. Vysledkem hydrolytického $t€peni amyldzy je smés maltéozy a
glukézy s hemiacetalovymi hydroxyly uvolnénymi jako a-anomery. Amylopektin a glykogen $tépi a-amylaza
nahodné na 1,4-a-glykosidovych vazbach, pticemz 1,6-a- vazby zlstavaji nedotéeny. Vyslednymi produkty tak
jsou vétvené i nevétvené oligosacharidy. Enzymova hydrolyza §krobu o-amylazou ma nékolik fazi, které se
projevi také reakci s jodem. Skrob se barvi jodem temné modfe, $tépné polysacharidy — dextriny fialové
(amylodextrin), purpurové az ¢ervené (erytrodextrin), popt. se nebarvi jodem viibec (achrodextrin). Béhem $tépeni
Skrobu také ve smési pribyva redukujicich cukri.

Jako B-amylaza (EC 3.2.1.2) se oznacoval enzym rostlinného pivodu, obsaZeny napt. ve sladu, ktery
S$tépi 1,4-a-glykosidové vazby od neredukujiciho konce polysacharidového fetézce. Z amylozy vznikd maltoza,
ktera se uvoliiuje jako B-anomer, dochazi tedy k inverzi. Amylopektin tento enzym §tépi rovnéz z neredukujiciho
konce az k vétveni 1,6-a-, které uz tento enzym rozstépit nemize. Koneény produkt tohoto typu hydrolyzy skrobu
je tzv. limitni dextrin. Ani zivo¢i$na a-amylaza, ani rostlinna B-amylaza tedy ne§tépi vazby 1,6-0-, ani 1,4-p-
glykosidovou vazbu.

Jako tzv. y-amylaza (glukoamylaza, EC 3.2.1.20) se oznacuje enzym obsazeny v membrané enterocyti
tenkého stieva. Je termostabilni (proto téZ oznaleni termostabilni maltiza), $tépi polysacharidy a jesté 1épe
maltézu. Hydrolyza probiha od neredukujiciho konce, §t€pi se pii ni vazby 1,4-a a vyslednym produktem je [3-
glukoéza.

Sacharaza z kvasnic je B-fruktofuranosidaza, ktera st€pi p-glykosidovou vazbu v sachardze. Na prvni
pohled podobna sacharaza z kartacového lemu enterocyta tenkého streva savei, sacharosa-a-D-glukohydrolasa
(EC 3.2.1.48), ma odlisnou specifi¢nost — $té€pi a-glykosidovou vazbu, takze kromé& sacharézy hydrolyzuje i
maltozu.

Vazby 1,6-a-, které zlstavaji v isomaltoze, amylopektinu, glykogenu a oligosacharidech, jez vznikly
Vv tenkém stievé travenim Skrobu a glykogenu o-amylazou, se odbouravaji pievazné isomaltazovou podjednotkou
sacharazového-isomaltazového komplexu karta¢ového lemu, oligosacharid-a-glukohydrolazou, (oligo-1,6-
glukosidaza, EC 3.2.1.10.).

Sacharazovy-isomaltazovy komplex kartaCového lemu se syntetizuje jako jediny polypeptidovy fetézec.
Proteolytické enzymy z lumen tenkého stieva pak tento bilkovinny fetézec nastépi, ¢imz vzniknou samostatné
funkéni podjednotky sacharazového-isomaltazového komplexu. Obé podjednotky katalyzuji hydrolyzu maltézy
(reprezentuji asi 80 % veskeré maltazové aktivity tenkého stieva). Kromé toho dokaze sacharazova podjednotka
Stépit i sacharoézu. Jak uvedeno vyse, isomaltiazova podjednotka mize také odbouravat vazby 1,6-a- napi. v
isomaltoze ¢i v dextrinech.



Reagencie:

1) Skrobovy maz 10 g/l (1 g 8krobu tfepat nebo zahiivat s vodou, suspenzi lit pomaludo
100 ml vrouci vody, povatit 2—-3 minuty)

2) Sacharéza 10 g/1 (roztok denné Cerstvy)

3) Sacharaza z kvasnic

4) a-amylaza: sliny zfedéné v poméru 1:10

5) Fehling I: CuSOa. 5 H20 70 g/l C

6) Fehling 1I: NaOH 250 g a vinan draselno-sodny 350 g v 1 1 ¢isténé vody ‘%
7) Lugoliv roztok: jod 20 g v 1 1 nasyceného roztoku jodidu draselného; pro pouziti se
fedi 5 kapek Lugolova roztoku do 10 ml ¢isténé vody

Pracovni postup

a. Pfipravte roztok amyldzy: v kadince zfed’te malé mnozstvi vlastnich slin ¢isténou vodou
piiblizn€ 10x.

b. Ocislujte ¢tyfi dlouhé zkumavky a smichejte v nich reak¢éni smési dle tabulky:

1 2 3 4
Skrob 5ml - 5 ml -
Sacharoza - 5ml - 5ml
Amylaza 1ml 1ml - -
Sacharaza - - 1ml 1ml

C. VSechny zkumavky inkubujte 30 minut v termobloku pii 37 °C.

d. Pfipravte asi 10 ml Fehlingova ¢inidla: v kadince smichejte ptiblizné stejné dily roztokt
Fehling I (CuSOs) a Fehling 11 (vinan sodno-draselny s NaOH).

e. Pouzijte Fehlingovu zkouSku k detekci $tépeni substratu: Vezméte ctyfi nové dlouhé
zkumavky, ocislujte je, do kazdé dejte asi 1 ml pfipraveného Fehlingova ¢inidla a ptidejte
nekolik kapek z odpovidajici ptivodni reakéni smési. Zkumavky zahtivejte ve vrouci vodni
lazni a sledujte barevné zmény. Pavodni Fehlingovo ¢inidlo je tmavé modré. Zména
zbarveni do zelené, oranzové nebo cervené znamena tvorbu Cuz0 a je diikkazem pfitomnosti
redukujicich latek, tedy v naSem ptipadé¢ Sté€peni substratu.

f. Zjistéte, ve kterych zkumavkach ztstal nerozstépeny skrob: zied’te si ve zkumavce Lugoliv
roztok (5 kapek/asi 10 ml vody). Piiblizn€ 1 ml kazdého testovaného roztoku pteneste do
nové zkumavky a pridejte nékolik kapek fedéného Lugolova roztoku. Pfitomnost skrobu se
projevi jako tmaveé modré zbarveni.



2. Vliv pH na aktivitu enzymu
Princip:

Vliv pH na aktivitu enzymu si ukazeme na ptikladu pepsinu. Pepsin je travici enzym,
ktery §tépi bilkoviny. Rlizné Zivo¢isné druhy tvoii rizné, mirn€ odlisné formy pepsinu s riznym
oznacenim. VSechny patii do skupiny aspartatovych endopeptidaz (EC 3.4.23), tj. v aktivnim
centru obsahuji dva proti sob¢ orientované zbytky kyseliny asparagové, které se podileji na
kyselé¢ katalyze.

Pepsiny nejlépe pracuji v kyselém prostiedi. U Clovéka vznika aktivni pepsin z
neaktivniho prekurzoru, pepsinogenu, odstépenim casti polypeptidového fetézce. K této
aktivaci mtize dojit bud’ samovoln¢ (autoaktivaci) pii pH niz$im nez 5, nebo plisobenim jiz
aktivni molekuly pepsinu (autokatalyzou). Peptidy, které se béhem aktivace pepsinogenu
odstépily, zstavaji navazané na pepsin a pusobi jako inhibitory pepsinové aktivity. Poslednim
krokem aktivace enzymu tak je oddéleni téchto inhibi¢nich peptidd, k némuz dojde pti poklesu
pH prostiedi pod 2.

Lidsky pepsin A ma 5 molekularnich forem. Hydrolyzuje peptidové vazby uvniti
polypeptidového fetézce (endohydrolyza), pfi¢emz je specificky k oblastem, které obsahuji
hydrofobni aminokyselinové zbytky — prfedev§im aromatické (Phe), ale i alifatické (Leu). V
jinych ¢astech Zaludku se podobnym mechanismem tvoii i pepsin B. Dalsi enzym, pepsin C,
se u ¢lovéka oznaduje také jako jako gastriksin. Stépi endohydrolyzou pfednostng peptidové
vazby za zbytkem aminokyseliny Tyr a je mén¢ specificky nez pepsin A.

Optimalni pH pepsinu ponékud kolisd podle toho, jaky substrat ma tento enzym
hydrolyzovat. Napt. pro vaje¢ny albumin je pH optimum pepsinu A kolem 1,5, pro hemoglobin
je vyssi (2,3).

V této praktické uloze se pokusime odhadnout, v jaké oblasti lezi pH optimum pepsinu
pro bilkoviny vaje¢ného bilku.

Reagencie:

1) Roztok pepsinu 10 g/l

2) Kyselina chlorovodikova 0,1 mol/l ‘i

3) Suspenze vajecného bilku (vafeny bilek se homogenizuje ve fyziologickém roztoku —
konec¢na koncentrace asi 300 g/l)



Pracovni postup:

Do ¢tyt ocislovanych zkumavek odméite roztoky podle tabulky (suspenzi vajecného bilku
pied pouzitim protiepat!):

1 2 3 4
Kone¢né pH 1.2 15 2.5 kontrola
Roztok pepsinu ml 2.0 2.0 2.0 -
HClI ml 4.0 2.0 0.2 2.0
Cisténa voda ml - 2.0 3.8 4.0
Suspenze bilku ml 1.0 1.0 1.0 1.0

Inkubujte zkumavky pfiblizné 10 minut pti 37 °C v termobloku.

Vyhodnoceni:

Po skonceni inkubace se hodnoti projasnéni obsahu zkumavek, ke kterému doslo
natravenim bilkovin vajeéného bilku. Pouzijte semikvantitativni stupnici, napt.: + Uplné
projasnéni, = ¢asteCné projasnéni a — pretrvavajici zakal.

Vysledky zapiste do tabulky v protokolu a urcete, v jaké oblasti pH leZi optimum pro
praci enzymu.

3. Oxidoreduktazy

Uvod: Vyznam biologickych oxidaci v organismu

VétSina energie v Zivocisném organismu pochazi z oxidoredukénich pochodi. Oxidaéni
produkty reakce maji mensi obsah energie nez vychozi reagujici latky a energie je uvoliiovana
jako teplo nebo je transformovana na jiné druhy vyuzitelné energie, napt. na energii chemické
vazby. Cetné oxidace jsou spojeny s tvorbou ,makroergickych® fosfatovych estert
anhydridové povahy (ATP, ADP), jez maji zvlastni dulezitost pii konzervaci a pienosu
energie. Vytvaieji se z energie uvolnéné v bunce pii oxidacnich reakcich. Oxidoredukce
mohou probihat anaerobné, napt. v glykolyze, nebo aerobné, napt. pii oxidaci substrati
citratového (Krebsova) cyklu nebo -oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich.

Cukry, lipidy a bilkoviny pfedstavuji zdroje energie v organismu, ale oxidace
neprobihaji vétSinou pfimo s molekularnim kyslikem ani pfi aerobnich oxidoredukcich (s
vyjimkou tzv. oxygenaz).

Pti oxidoreduk¢nich pochodech v mitochondriich je pfenaSen vodik ze substratii na
kyslik fadou ptfenasecu, jez vytvaieji mezi sebou piesné navazujici systém enzymi. Tento
fetéz oxidoreduk¢nich pochodl (bunééné dychani) probiha ve dvou stupnich:

1. Pfenos vodiku ucinkem dehydrogenaz, jez obsahuji jako koenzym pyridin- a
flavinnukleotidy.



2. Pienos elektronti zejména prostifednictvim cytochromt (v mitochondriich). Vyznamny
je posledni stupen, kde autooxidabilni cytochromoxiddza reaguje piimo s molekularnim
kyslikem za tvorby vody.

Oxidoreduk¢ni sled reakci probiha ve vnitini mitochondridlni membrané v tzv.
dychacim (respiracnim) fetézu, ktery je velmi schematicky vyjadfen jako dvouelektronovy
pfenos, nebot molekuldm organickych substrati jsou elektrony prostfednictvim
dehydrogenazovych koenzymi pfi biologickych oxidacich odnimény v parech. Na tirovni
cytochromil je vSak pfenos jednoelektronovy a na urovni cytochromoxidazy pii redukci
molekuly O ¢tyfelektronovy.

4e

2 x Pyridin * 2 x Flavin H, 4x cytochromb, ¢4, ¢ cytochrom ¢
2x Substrat dehydrogenasa dehydrogenas Fed* oxidasa Fe?*

(NAD‘) X X
2 x Substrat 2 x Pyridin H+H+ 2x Flavin 4 x cytochromb, ¢4, ¢ cytochrom ¢
dehydrogenasa dehydrogenasa Fe2* oxidasa Fe3*
(NADH + H*)

4H* +20> = 2H,0

Pti dvouelektronovém pienosu ze substrati (nejcastéji) citrdtového cyklu na
molekularni kyslik se soucasné vytvateji molekuly ATP - tzv. aerobni (oxidacni) fosforylace.

Akceptorem elektronli vSak nemusi byt vzdy kyslik. Neékteré dehydrogenazy
odevzdavaji elektrony i jinym akceptorum, napfi. pyruvatu (laktatdehydrogenaza) nebo in vitro
1 arteficidlnim akceptoriim, jako je methylenovd modi (flavinové dehydrogenazy). Jde tu o
anaerobni oxidoredukce.

V naSem cviceni bude modelové demonstrovana oxidoredukce glukézy vzdusnym
kyslikem za katalyzy methylenovou modfi, ktera bude fungovat jako docasny akceptor
elektrond. Jeji redukovana forma (leukobéze) je bezbarva, ale je autooxidabilni a tfepanim se
vzduchem opét prechédzi v barevnou oxidovanou formu.

Z dehydrogenaz, kromé& laktatdehydrogenazy, bude ukdzédna dehydrogenace
xanthinoxidoreduktazou (xanthinoxidazou) z mléka, kde substraitem bude formaldehyd a
akceptorem elektroni methylenova modf.

Vedle dehydrogenaz a cytochromt patii k oxidoreduktdzdm (kromé jinych) také
peroxidazy a katalaza rozkladajici H2O2. Peroxidédza katalyzuje oxidaci vhodného substratu

AH2 + H) O —— 2 H20 + A,
kdezto kataldza uvoliiuje molekularni kyslik pti reakci

2 HO,—> 2 HO + 0a.
V nasi tloze bude ukdzano plsobeni peroxidazy z brambor, kde donorem elektronti bude
derivat benzidinu (4,4’ -diaminobifenylu), ktery se oxiduje na oxidovany barevny produkt.
Soucasné budeme prokazovat kataldzu v krvi a neenzymovou katalyzu krevnim barvivem,
ktera ucinek peroxidazy piipomina (tzv. pseudoperoxiddzova reakce).



3.1. Oxidace glukézy vzdusnym Kyslikem (modelovy pokus)
Princip:

Tento pokus je modelem oxidoredukéniho systému, kde akceptorem vodiku je
autooxidabilni barvivo,methylenova modi, donorem reduk¢nich ekvivalentt je glukoza, ktera
se oxiduje. Methylenova modr je ve stavu oxidovaném modra, redukci pfechazi v bezbarvou
"leukoformu". VzduSnym kyslikem (tfepanim) opét zmodra.

H,0 meziprodukt
H. o H_OH
OH
H OH H OH
HO H HO H
H OH H OH
H——OH H——OH methylenovd
OH OH modr (M.m.) H,0,
HO o redukovand o
& methylenovd 2
H—OH modF (M.m.Hz)
HO——H
H——OH
H—OH
Reagencie:
g “OH

1) Glukéza 2,5 g/l
2)  Methylenova modi 0,5 g/l

3)  Hydroxid sodny 80 g/l ‘i

Pracovni postup:

a. 1 mlroztoku glukézy smichejte ve zkumavcee s 50 pl roztoku methylenové modfi, pridejte
3 kapky roztoku NaOH a zahiejte ve vrouci vodni lazni. Modry roztok methylenové
modfi (M.m.) je hydrogenovan na bezbarvou leukoformu (M.m.H>).

Soubézné zpracujte kontrolni vzorek. Misto glukdzy napipetujte 1 ml deionizované vody.
Zkumavky ochlad’te a protfepejte na vzduchu (oxidace).

d.  Porovnejte prubéh reakce v obou zkumavkach a vysvétlete rozdil.

o o



3.2. Dehydrogenace xanthinoxidoreduktazou (xanthinoxidazou)

Princip:

Xanthinoxidaza (EC 1.17.3.2) je relativné nespecificka dehydrogenaza obsazena napf.
v mléce (Schardingertiv enzym), v sav¢ich jatrech a mnoha dalsich tkanich. Jejim plisobenim
vznikd z purinti (hypoxanthinu a xanthinu) jejich degradacni produkt, kyselina mocova.
Krom¢ toho xanthinoxiddza miize oxidovat i pteriny a dal$i substraty, mj. i jednoduché
aldehydy (mé tedy i aktivitu aldehydoxidazy EC 1.2.3.1). Je to flavinovy enzym, jehoz
koenzymem je flavinadenindinukleotid (FAD), avSak v aktivnim centru obsahuje téz atomy
kovi (Mo, Fe). Dehydrogenaci substratu vznikd FADH2 ktery mize byt reoxidovan
molekularnim kyslikem (autooxidace) za vzniku H202, nebo arteficidlnim akceptorem
(methylenova modt). Enzym neni inhibovan kyanidem, ale varem se nici.

V sav¢ich jatrech a jinych tkanich za fyziologickych okolnosti in vivo existuje
xanthinoxiddza ptfevazné v tzv. dehydrogenazové D-formé (EC 1.17.1.4), kterd reoxiduje
FADH; proti dalsimu koenzymu NAD*. Poskozenim této D-formy za patologickych okolnosti
a téz pii neSetrné praci S enzymem in vitro ztraci D-forma vazebné misto pro NAD™ a méni se
tak na oxidazovou O-formu (EC 1.17.3.2).

Jako nespecificky substrat pouZijeme v naSem pokuse roztok formaldehydu, jako
akceptor elektronli pro reoxidaci FADH: methylenovou modi a jako zdroj enzymu
nepasteurované kravské mléko.

HZO meziprodukt

(@] A H OH

\Y N /
IC"H C\ redukovand
H H/ OH FAD methylenovd

\\ /’ modF (M.m. Hz)
xanthinoxidaza
HO /O methylenovad
\C/ ‘/ modr (M.m.)
I FADH
H

Reagencie:

1) Miléko nesvarené (nepasteurovang)
2) MiIéko svarené
3) Methylenova modi 0,5 g/l

4) Roztok formaldehydu 4 g/l @
5) KCN10g/l



Pracovni postup:

a. Do tfi zkumavek pfipravte reakcni smes podle tohoto schématu:

1 2 3
Cerstvé mléko 2ml - 2ml
Svarené mléko - 2ml -
Methylenova modr 100 pl 100 pl 100 ul
KCN (pozor jed!) - - 0,2 ml
Deionizovana H>O 0,2 ml 0,2 ml
Formaldehyd 250 ul 250 pul 250 pul

Obsah zkumavek dobie promichat

Parafinovy ole* 1 ml 1ml 1 ml
(prevrstvit ihned po namichani)

Pozn. * Parafinovy olej ma zabranit autooxidaci (zajistit anaerobni prubéh reakce)

b.  Zkumavky vlozte do suchého bloku, inkubujte pti 37 °C a kontrolujte prubéh reakce
pfiblizné kazdych 5 minut, aZ zkumavka €. 1 je zcela odbarvena.
C.  Zkumavku ¢. 1 protiepejte se vzduchem a mléko opét zmodra, nebot’ probiha reakce:

redukovana methylenova modr 0,
(M.m.H,)
methylenova modi (M.m.) H,0,

d. Po vlozeni zpét do termobloku se methylenova modf opét odbarvi.
Vyhodnoceni:

Srovnejte a popiste vysledky ve zkumavce €. 2 a 3 a srovnejte se zkumavkou €. 1. Vysvétlete
vysledky.



3.3. Peroxidaza a katalaza
Princip:

Peroxid vodiku vznikly pfi oxidacnich pochodech v buiice je rozkladdan enzymy
zvanymi peroxidazy a katalaza. Patii do skupiny heminovych enzymti (hemoproteini). Pribéh
reakce je u obou enzymi rozdilny.

Peroxidazy katalyzuji oxidaci substratu ti¢inkem peroxidu vodiku za vzniku vody (viz
teoreticky uvod). Peroxiddzy (EC 1.11.1.7) jsou obsazeny v rostlinnych i zivocisnych
organismech.

Katalaza (EC 1.11.1.6) jednak rozklada peroxid vodiku na vodu a molekularni kyslik,
jednak ma peroxidazovy ucinek. Vyskytuje se ve vétSim nebo mens$im mnozstvi ve vSech
tkanich (v tzv. peroxisomech) a v tekutinach organismu. Vyznam tkvi hlavné v rozkladu H2O-
Skodlivého pro organismus.

V tomto cvic¢eni bude prokazovana peroxidazova reakce kvalitativné oxidaci derivatu
benzidinu na modré barvivo. Soucasné¢ bude ukazana pseudoperoxidazova aktivita moci
obsahujici krevni barvivo (nespecificky vliv zeleza v hemu). Dale bude prokazovan
kvalitativné ucinek kataldzové aktivity krve na H>O> za vyvoje Oo.

HaC CH, HaC CH,
kat. .
H N NH, + H,0, — HN NH + 2H,0
HaC CH, H4C CH;,
tetramethylbenzidin benzidinova modr
(bezbarvy)

Tetrametylbenzidin. In WikiSkripta [online]. Praha : MEFANET, 2008- [cit. 2012-01-05].
Dostupné z WWW: <http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Tetrametylbenzidin&oldid=109016>. ISSN 1804-6517.

Reagencie:

1) Extrakt z brambor (obsahujici peroxidasu)
2) Moc¢ s krvi
3) Krev zfedéna vodou 1 : 50

4) 3,3’-dimethylbenzidin(tolidin)c c 3
5) Koncentrovana kyselina octova ‘i

6) Peroxid vodiku 3 g/l

7)  KCN10g/l @

10


http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Tetrametylbenzidin&amp;oldid=109016

3.3.1. Dlikaz peroxidazy benzidinovou reakci

Princip:

Derivat benzidinu (3,3"-dimethylbenzidin - tolidin) se ptisobenim peroxidazy a

peroxidu vodiku oxiduje na barevny oxidovany produkt.

Pracovni postup:

a. Rozpustte n¢kolik krystalti tolidinu v cca 1 ml koncentrované kyseliny octové.
b. Reak¢ni smési piipravte do 4 zkumavek takto:
Pozn. * ve zkumavce 2 extrakt z brambor povaite 5 min ve vrouci vodni lazni a ochlad'te.

1 2 3 4
Extrakt z brambor 1,0 mi - - 1,0ml
Extrakt z brambor povaieny - 1,0 mi*
Deionizovana H20 - - 1,0 mi 100 pl
H202 100 ul 100 pl 100 pul 100 pl
Tolidin v kyselin¢ octové 100 pl 100 ul 100 pl -
Vyhodnoceni:

Porovnejte vysledek ve zkumavce €. 1 se zkumavkami €. 2, 3 a 4. Vysvétlete rozdily.

3.3.2. Pseudoperoxidazova reakce
Princip:

Krev v moci katalyzuje oxidaci derivatu benzidinu peroxidem vodiku i po povateni. To
ukazuje na to, Ze jde o nespecificky vliv zeleza v hemu, nikoli o enzymovou aktivitu.

Pracovni postup:

Asi 4 ml moci obsahujici krev rozdé€lte na 2 ¢asti.

Jeden dil zahtejte na vrouci vodni 14dzni k varu.

Ob¢ moce prefiltrujte.

Na filtracni papir dejte n¢kolik kapek roztoku tolidinu v koncentrované kyselin¢ octové
(viz pfedchozi pokus) a poté peroxid vodiku.

o0 op
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Vyhodnoceni:

Srovnejte vysledek obou zkousek s pokusem 3.3.1. V ¢em spociva rozdil obou pokusii a co
tento rozdil ukazuje?

3.3.3. Dukaz katalasy
Pracovni postup:

Reak¢ni smés pripravte podle tohoto schématu:
Pozn. * ve zkumavce 3 krev fedénou 1 : 50 povaite 5 min ve vrouci vodni ldzni a ochlad’te

1 2 3
Redéna krev 1 : 50 1 mi 1mil -
Povarena redéna krev 1 : 50 1 ml*
KCN 10 g/l (jed) - 0,25 ml -
Deionizovana H.0O 0,25 ml 0,25 ml
H202 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Vyhodnoceni:

Porovnejte vysledek ve zkumavce €. 1 s vysledky ve zkumavkéch €. 2 a 3, proved’te rozbor
pokusu a vysvétlete.

4. Stanoveni katalytické aktivity laktatdehydrogenazy v séru
Warburgovym optickym testem.

Princip:

Nikotinamidadenindinukleotid, zkracen¢ NAD, je koenzym skladajici se z
nikotinamidu, adeninu, dvou molekul rib6ézy a dvou fosfatt, jez jsou navzajem propojeny jako
nukleotidy (adenosindifosfat, na n¢jZ je navazéana rib6za a na ni nikotinamid).

V bunice se NAD ucastni oxidoredukénich reakci, je koenzymem oxidoreduktaz.
Koenzym se vyskytuje ve dvou formach: NAD" je oxidovana forma, ktera pfijima elektrony z
jinych molekul a sama se redukuje. Tak vznika NADH + H™, ktery poskytuje elektrony a sim se
oxiduje. Tento pienos elektronu je hlavni funkci NAD™.

12



NADY 2H < ™ NADH H
H H. H
+2H _0
o7 ————— ¢ H*
| NH2 2H | | NH2
\N+ ITI

ribosa - P - P - adenosin ribosa - P - P - adenosin

Reverzibilni hydrogenace nikotinamidadenindinukleotidu, kterd nastdvd na
pyridinovém kruhu nikotinamidu, vytvaii redukovanou formu a je provazena vyraznou
zménou absorpéniho spektra. Oxidovana forma (NAD') ma absorpéni maximum pii vinové
délce 260 nm. Redukei je zruSen aromaticky charakter pyridinového jadra a jeho prechod v
chinoidni formu (NADH + H") je provazen vznikem dal$iho absorpéniho maxima pii 340
nm. Toto maximum se vyuziva pro stanoveni koncentrace koenzymu v reakéni smési.

Absorpéni spektrum NAD* a NADH

1,5 4

240 260 280 300 320 340 360 380 400
nm

Pouzivané molové absorpcni koeficienty jsou
pii 340 nm 6,22:10%I'mol™*- cm™
pii 365 nm 3,41-10%1'mol™*- cm™,

Muzeme pripravit reakéni smes z enzymu napft. laktatdehydrogenazy (LD, EC 1.1.1.27),
koenzymu (NADH) a pfislu$ného substratu (pyruvat) a za optimalnich podminek zjistovat
reakeni rychlost méfenim zmén absorbance NADH pfi vinové délce 340, popi. 365 nm.

CH3-CHOH-COOH + NAD* «——— CH3-CO-COOH + NADH + H*
laktat pyruvat
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Aktivita enzymu se projevi v kyveté spektrofotometru s UV-zdrojem, ktera obsahuje
reakéni smés s enzymem, substratem a NADH, plynulym poklesem absorbance pii 340 nm.
Zaznam absorbance v Case by pfi nadbytku obou substratii mél mit podobu klesajici ptfimky
(kinetika nultého tadu).

Pti znalosti molarniho absorpcniho koeficientu NADH pii této vinové délce a prepoctu
na fedéni a casovy interval jedné sekundy je mozné vyjadtit aktivitu LD v séru v pkat/l. Neni-
li k dispozici kontinualni méfeni absorbance v Case, je mozné provadét mefeni v kyveté s
reak¢ni smeési diskontinudlng€, napi. méfenim poklesu absorbance pti 340 nm v intervalech PO
1 minuté (AAs40 nm), a prepocist na interval 1.

Reagencie:
(2023 — provedena aktualizace — jiné slozeni ¢inidel — Fialova L.)

1)  Cinidlo1:  N-Methyl D-glukamin 406 mmol/I

2)  Cinidlo2:  N-Methyl D-glukamin 406 mmoI/I
L-laktat 62,5 mmol/I

3) Cinidlo3:  NAD*50 mmol/l©
4)
5) Sérum

Postup:

a. Kyvety a roztoky jsou vytemperovany na 37 °C
b. Do kyvety ptipravte slepy vzorek: 800 pl ¢inidla 2 (pufr a L-laktat)
200 pl ¢inidla 1 (pufr)
20 pl séra.
Cc.  Promichejte.
d.  Podle pracovniho navodu pro spektrofotometr Lightwave 11+ nastavte méfeni A pii vinové
délce 340 nm ( Lightwave I1+ - zjednoduSeny navod).
. Vynulujte fotometr na slepy vzorek.
f. Do druhé kyvety napipetujte: 800 pl ¢inidla 2 (pufr a L-laktat)

200 pl ¢inidlo 3 (NAD™)
20 pl séra.
g.  Dobfe promichejte a presné za 1 minutu zméite A pro vinovou délku 340 nm a zapiste do
tabulky.

h.  Méfeni opakujte jeste 5x v presn¢ jednominutovych intervalech, absorbance pro
zadané vinové délky zapiste do tabulky.

I. PresvédcCte se, Ze namétena data sleduji kinetiku nultého fadu: vyneste zmétené hodnoty
Az do grafu jako zavislost absorbance na Case.

j. Z namétenych hodnot absorbance Asz4o vypocitejte rozdily absorbance za minutu
(A Asa0) a z rozdila absorbance uréete praimérnou hodnotu. Ziskanou pramérnou hodnotu
AAszq0 pouZzijte pro vypocet katalytické aktivity LD vztazené na 1 1 nefedéného séra a
interval 1 s pfi aplikaci molarniho absorpéniho koeficientu koenzymu NADH pro 340
nm:

LD (pkat/) = A Asqo * 136,7
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Vysvétleni vypoctu:

Pii vypocétu enzymové aktivity vychazime z Lambert-Beerova zakona:

A=¢d-c (1)
A AA

c—_ AC=___
ed s-d (2)

Ptedpokladem stanoveni enzymové aktivity je zachovani kinetiky nultého tadu, tj.
prabéh reakce je linearni (Ubytek substratu nebo pfirtstek produktu za jednotku casu je
konstantni).

Pti kinetickych stanovenich enzymové aktivity piepocitame zménu koncentrace
substratu nebo NADH (mol‘l1!) na ¢asovy interval 1 s a objem 1 1 nefedéného séra.

AA 1 V

= 10° pmol-I*-s™*  (3)
exd 60 v

katalyticka aktivita enzymu =

Pro zménu koncentrace pouZzijeme vyraz z rovnice 2, 1/60 je pfepocet z minuty na sekundy a
V/v vyjadiuje fedéni séra. Jednotkou enzymové aktivity je kat = mol's™. V Klinicko-
biochemickych stanovenich se pouzivaji pkataly (1 kat = 10%pkat).

Pii stanoveni konkrétniho enzymu, v naSem piipadé¢ laktatdehydrogendzy dosadime do
rovnice 3 resp. 4 konkrétni tidaje.

1V
katalyticka aktivita LD = A As0. ~- 7 -10°  pmolt.s™ (4)

exd @ V
AA -1,02-10°.10°

katalyticka aktivita LD = 340 mol It .s™ 5
y 6,22'103' 60'0,02~ZI.0_3 H ( )

katalyticka aktivita LD =AA,,,-136,7 pkatI™ (6)
symbol jednotka konkrétni udaje pro LD
a pouzitou metodu
celkovy objem vzorku v kyveté I 1,02-10°3
v | objem pfidaného séra I 0,02:10°
¢ | molarni absorp¢ni koeficient I'mol*-cm™ | 6,22:103
(pro NADH pfi 340 nm)
d |sitka vrstvy v kyveté cm 1
105 |ptevod z mol na umol 106
60 |pfevod z min na sec 60

Pozn. prvni tii udaje (vytisténé tuéné) se méni se stanovovanym enzymem a pouzitou metodou,
dalsi tii - sitka vrstvy v kyvete, pievod z mol na umol, pievod z min na sec jsou zpravidla stejna
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pro vsechna kinetickd stanoveni enzymovych aktivit stanovovanych Warburgovym optickym
testem.

Referen¢ni hodnoty LD v séru (37 °C): 2,9 - 8,6 ukat
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