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Uloha 1
25 mg laktatdehydrogenasy o specifické aktivité 90 U.mg™ se
prodava za 4 266,- KC. Kolik by stal 1 katal enzymu?

Uloha 2

PFi méfFeni aktivity alaninaminotransferasy (ALT) byla po
zahajeni reakce pfidavkem 100 mm3 krevniho séra do 1 cm3
reakéni smési stanovena rychlost 2,4 nmol alaninu.min-t.
Vypoctéte katalytickou koncentraci ALT v krevnim séru v
kat.dm-3.




Uloha 3

Krystalicka pyruvatkinasa z krali¢iho svalu ma specifickou
aktivitu 2 kat.kg. Vypoététe molekularni aktivitu enzymu, je-li
jeho M, rovna 230 000.
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Uloha 4

Z enzymového preparatu katalasy (M, = 225 000) o Cistoté 85%
byl pFipraven roztok o koncentraci 2,95 mg.dm3. Vypoététe
molekularni aktivitu katalasy v jednotkach s, uvolni-li 0,1 ml
roztoku z nadbytku peroxidu vodiku za 10 min 340 mm3 O,
(objem kysliku je pfepocten na normalni podminky).

Uloha 5

Hydrolyza difosfatu na dvé molekuly fosfatu je u bakterie
Escherichia coli katalyzovana difosfatasou o relativni molekulové
hmotnosti 120 000, sloZené ze 6 identickych podjednotek. 1 mg
izolovaného enzymu za optimalnich podminek rozstépil béhem 15
min 28 mmol difosfatu. Vypoctéte molekuldrni aktivitu enzymu,
aktivitu katalytického centra a dobu potiebnou k uskute¢néni
jednoho katalytického cyklu.




Uloha 6

Molekula enzymu sestava ze dvou identickych podjednotek o

M, = 40 000, z nichZ kazda nese aktivni centrum s katalytickou
aktivitou 10 s, Vypoctéte Eistotu enzymového preparatu v %, je-li
jeho specificka aktivita 50 nkat.(mg proteinu).
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Uloha 7

1 g Cerstvé tkané (80% vody) obsahuje 0,67 pkat enzymu s
molekularni aktivitou 1000 s*. Vypoététe molarni koncentraci
enzymu v burice. Veskerou vodu povazujte za intracelularni.

Uloha 8

V klinické biochemii ma vyznam stanoveni aktivity
aspartataminotransferasy (AST) v krevnim séru, které lze uskutecnit
optickym testem pomoci malatdehydrogenasy:

aspartat + 2-oxoglutarat -> oxalacetat + glutamat

oxalacetat + NADH + H* - malat +NAD*

K reakéni smési o objemu 0,9 cm3 obsahuijici 0,1 cm? testovaného
séra, 300 nmol NADH a nadbytek aspartatu a malatdehydrogenasy
byl pfidan nadbytek a-oxoglutaratu v 0,1 cm3. Po kratkém lagu
klesala absorbance roztoku pfi 340 nm v 1 cm kyveté konstantni
rychlosti 0,04 minL. Je-li absorpéni koeficient NADH roven 6 220
cm2.mmol?, vypoctéte aktivitu AST v séru v jednotkach kat.dm3.




Uloha 9

Bezbunécny extrakt Penicillium chrysogenum vykazuje B-
galaktosidasovou aktivitu, méfitelnou pomoci umélého substratu p-
nitrofenyl-B-galaktosidu. 0,25 ml extraktu obsahujiciho 5 mg
proteinu v 1 ml bylo inkubovano s p-nitrofenyl-B-galaktosidem

v celkovém objemu 1 ml. Po 2, 4 a 6 minutach byly odebrany vzorky
0,1 ml, pfeneseny do 2,9 ml NaOH (0,1 mol.dm3) a v 1 cm kyveté
zmérena jejich absorbance pfi 400 nm odpovidajici uvolnénému p-
nitrofenolu (€ = 18 300 cm2.mmol2). Timto postupem byly ziskany
hodnoty absorbance rovné 0,09, 0,18 a 0,27. Vypoctéte specifickou
aktivitu B-galaktosidasy v extraktu v kat.kg™.
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Uloha 10

PFi hydrolyze esteru v neutralnim pH se uvolfiuje ekvivalentni
mnoistvi protond, jez Ize kvantifikovat fotometricky pomoci
vhodného indikatoru pH. Pfi vyhledavani hydrolas vhodnych pro
biotechnologické aplikace bylo 5 pl vzorku enzymu michano se 100
ul reakéni smési v jamkach na mikrotitracni desti¢ce. Vysledna smés
obsahovala 1 mM substrat (ester), 4,65 mM BES (pufr, pKa = 7,15),
0,434 mM 4-nitrofenol (indikator pH, protonovana forma bezbarva,
deprotonovana forma Zluta, pKa = 7,2); pocatecni pH cinilo 7,2.
Pokles absorbance pf¥i vinové délce 404 nm ¢inil 0,03 mint.
Vypoctéte katalytickou koncentraci hydrolasy ve vzorku (v kat.dm3),
je-li rozdil absorpcnich koeficientii deprotonované a protonované
formy indikatoru 17 300 M-.cm™! a délka optické drahy 0,3 cm.

Uloha 11

Excitacni a emisni fluorescencni spektra volného 7-amino-4-
methylkumarinu (AMC) jsou posunuta k del$im vinovym délkam
oproti spektrim AMC navazaného amidovou vazbou na peptid. Lze
proto zvolit takovou excitacni vinovou délku, pfi které fluoreskuje
pouze volny a nikoli vazany AMC. Toho se vyuZiva pfi
fluorimetrickém méreni aktivit peptidas. Pfi méfeni byla citlivost
fluorimetru pfedem nastavena tak, aby fluorescence vzorku 2 cm3 1
1M AMC odpovidala 100. Po nastartovani reakce v 2 cm?3 reakéni
smési fluorescence vzrostla za 1 min o 20. Jaka je aktivita peptidasy
pfitomné v kyveté (v jednotkach kat)?




Uloha 12

PFi oxygrafickém stanoveni aktivity aktivity enzymu redukujiciho
kyslik byly do nadobky oxygrafu obsahujici 2 ml reakéni smési
pfidany 2 ul preparatu o koncentraci proteinu 5 mg.ml1. V
dusledku toho poklesl béhem 1 min obsah kysliku v nadobce o
32%. Vypoctéte specifickou aktivitu enzymu v kat.kg™t, ma-li
nasyceny roztok kysliku v médiu (odpovidajici parcidlnimu tlaku
kysliku ve vzduchu) koncentraci 2,4.10* mol.I"%. Jak by se dalo
experimentalné zjistit, je-li produktem redukce kysliku voda nebo
peroxid vodiku?
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pH-statu bylo pouZito k méfeni aktivity hydrogenasy, ktera redukuje
protony (H*) na molekulovy vodik (H,). Jako zdroj elektronti sloutzil
redoxni mediator methylviologen (MV):

2H* + 2MV,y > H, + 2MV,,

Redukovana forma MV, se kontinudlné obnovovala redukci
oxidované formy MV, dithionic¢itanem:

2MV,, +5,0,% + 2H,0 > 2MV,,, + 2HSO," + 2H*

Vznikajici hydrogensificitan ¢astecné disocioval (pKa = 7,2)

HSO; ¢> SO, + H*

Urete hydrogenasovou aktivitu (mol H,.s*) v nadobce, je-li p¥i pH =
6,8 spotieba 1 nmol NaOH.s™.

Uloha 14

Odhadnéte intracelularni koncentrace enzymi na zakladé
nasledujicich zjednodusujicich pfedpokladi:

- Cerstva tkan obsahuje pouze intracelularni vodu, ktera tvofi 80%
jeji hmotnosti,

- obsah proteinu ¢ini 15%,

- vSechny rozpustné proteiny jsou enzymy,

- jejich primérna relativni molekulova hmotnost je rovna 150000,
- v burice je pfitomno tisic riiznych druhti enzymii ve stejnych
koncentracich.




Uloha 15

Chorismatmutasa/prefenatdehydrogenasa (EC 5.4.99.5/1.3.1.12)
je bifunkéni enzym katalyzujici dva nasledné kroky v biosyntéze
tyrosinu. Enzym izolovany z Escherichia coli K12 pfedstavuje
homodimer o relativni molekulové hmotnosti 78000. Jeho
intracelularni koncentrace, ktera obvykle ¢ini asi 2,5.107 mol dm3,
je osmdesatinasobné zvySena u regulacni mutanty JP 2319. Buriku
E. coli Ize aproximovat valcem s primérem podstavy 0,8 pm a
vySkou 2 pm.

P¥i kultivaci E. coli JP 2319 se z 1 dm? kultivaéniho media ziska asi
2.10'2 bunék. Uréete, kolik dm? media je zapotiebi zpracovat k
izolaci 50 mg enzymu, poskytuje-li pouzivany purifikacni postup 26
% vytéiku enzymové aktivity.
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Ceruloplasmin (ferroxidasa) je plazmaticka bilkovina tvofena v
jatrech, ktera se tcastni transportu médi; ma vsak i
oxidoreduktasovou aktivitu. Po purifikaci ceruluplasminu z krevni
plazmy (3,5 |, koncentrace proteinu 80 mg.ml2) byla ziskana
frakce o objemu 0,18 | (koncentrace proteinu 0,6 mg.ml?).
Vypoctéte stupen precisténi a vytézek ceruloplasminu, byla-li

v 1 ml vychozi plasmy pfitomna p-fenylendiaminoxidasova
aktivita 0,246 nkat, kdeZto aktivita 0,05 ml finalni frakce €inila
0,157 nkat.

Uloha 17

Extrakt z lidské placenty ma schopnost oxidovat riizné diaminy (napf. kadaverin) i
monoaminy (napf. histamin). Purifikace pfislusného y probihala v nasledujicich
krocich:

(1) Z 9620 cm? extraktu byl siranem amonnym vysraZen protein do 65% nasyceni a
sediment byl rozpustén v 3000 cm? pufru.
(2) Srazeni siranem amonnym bylo opakovano (35 - 65% nasyceni), sedi byl rozpusté

v 223 cm? pufru.

(3) Roztok enzymu ziskany v 2) byl chromatografovan na koloné s DEAE celulosou; aktivni
frakce byla obsaZena v 344 cm3 eluétu.

(4) Pfedchozi frakce byla chromatografovana na fosfocelulose; aktivni frakce eludtu méla
objem 440 cm3.

(5) Po zahusténi pomoci polyethylenglykolu byl enzymovy preparat podroben gelové
filtraci na Sephadexu G-200; aktivni frakce byla obsaZena ve 130 cm3 eludtu.

Ve vychozim extraktu i jednotlivych frakcich béhem preparace byly stanoveny enzymové
aktivity s kadaverinem resp. histaminem jako substraty (udavané konvenéni jednotky se
vztahuji k pouZité spektrofotometrické metodé méfeni). Ke srovnani koncentraci proteinu
v jednotlivych frakcich slouzily hodnoty absorbance pfi vinové délce 280 nm (A,q).




Uloha 17- pokraéovani
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17,8 47,6 11,5 1,06 1,16

aktivita, jednotky v 1 cm?

| 4,8 11.9 971 356 105 364
kadaverin
aktivita, jednotky v 1 cm?
SRR AR 95 68 1554 81,9 22 765
histamin

Diskutujte priib&hy specifickych a celkovych aktivit pfi purifikaci. Jaké Ize uréit zavéry o
poétu pFif yct 0 a jejich substratové specifité?
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