Stanoveni substratu

Uloha 1

Enzymové stanoveni nizkych koncentraci dusi¢nanu spociva v jeho konverzi na dusitan uc¢inkem
nitratreduktasy obsazené v cytoplazmatické membrdné Escherichia coli. Vznikly dusitan se po
zastaveni reakce stanovi kolorimetricky citlivou diazotacné-kopulacni reakci. Protoze Ky enzymu pro
dusi¢nan je pomérné vysoka (0,3 mmol/l), probiha konverze pfi dostate¢né nizkych pocéatecnich
koncentracich NOs™ jako reakce prvniho fadu. Za tohoto predpokladu vypoctéte latkové mnozstvi
dusitanu (nmol), které vznikne v reakéni smési o objemu 2 ml po 5 resp. 10 minutach inkubace, je-li
pfitomna nitratreduktasa o aktivité 1 nebo 2 nkat a dusi¢nan v poc¢atecnim latkovém mnozstvi 50
nebo 100 nmol. Diskutujte, jak zavisi mnozZstvi vzniklého NO, na pocate¢nim mnozstvi NOs", na dobé
inkubace a pouZité aktivité enzymu.



Uloha 2

Laktatoxidasa z bakterie Diplococcus pneumoniae oxiduje L-laktat podle rovnice:

L-laktat + O, - acetat + CO,+ H,0.

Jako prostetickou skupinu enzym obsahuje FMN. Je-li k dispozici apoenzym, Ize méfeni rychlosti
reakce vyuZzit ke stanoveni FMN. Pti kalibraci byly do reakcni smési (2.1 ml) v nadobce oxygrafu
obsahujici apoenzym a laktat aplikovany pridavky znamého latkového mnozstvi FMN (n). Prislusné
rychlosti spotifeby O; v dilcich na oxygrafickém zaznamu za minutu udava tabulka:

n (nmol) 0,1 0,2 0,3 0,5 1,0 5,0

v (dilky/min) 1,8 3,3 4,6 6,7 10,0 16,7

Sestrojte graf zavislosti 1/v na 1/n a pouZijte jej k odecteni po¢tu nmold FMN ve vzorcich, pro néz se
v rovna a) 2,5, b) 5,7 a c) 15 dilkG/min. Jaka je hodnota Michaelisovy konstanty apoenzymu pro FMN?
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Enzym alkoholdehydrogenasa z koriskych jater (LADH) ma pomérné nizkou substratovou specifitu,
takZze maze kromé oxidace alkoholl NAD* (nebo redukce aldehydi ¢i ketonli NADH) uskutecrovat i
metody stanoveni malych mnoZstvi koenzymu NAD* resp. NADH: K pufrovanému roztoku
obsahujicimu LADH, cyklohexanol a p-nitroso-N,N-dimethylanilin (NDMA) se pfida vzorek koenzymu
a mé&fi se rychlost poklesu absorbance (-AA/At) NDMA (g440= 3540 m?/mol) ve vysledné reakéni smési
0 objemu 0.815 ml umisténé v 1 cm fotometrické kyveté. Pti kalibraci metody bylo zjisténo, Ze
velikost -AA/At zavisela linedrné na mnozstvi koenzymu (NAD* nebo NADH) do hodnoty 30 pmol.
Pfidavek 15 pmol odpovidal -AA/At = 0,1 min™. UkaZte, Ze podstatu stanoveni pfedstavuje
jednoenzymova recyklizacni reakce, pfi niz pfitomné molekuly koenzymu opakované prechazeji mezi
svou oxidovanou a redukovanou formou a odhadnéte dobu potfebnou k uskute¢néni jednoho cyklu.



Uloha 4

Mald mnoZstvi koenzymu A (fadové 10%° molu) Ize stanovit pomoci fosfotransacetylasy (PTA) a
citratsynthasy (CS), které katalyzuji reakce:

PTA:  acetylfosfat + CoA - acetyl-CoA + fosfat

Cs: acetyl-CoA + oxalacetat + H,0 - citrat + CoA

Potfebny oxalacetat se generuje z malatu plsobenim malatdehydrogenasy:

MDH:  maldt + NAD* - oxalacetat + NADH + H*

a pribéh sumarni reakce proto Ize sledovat méfenim absorbance pfi vinové délce 340 nm.

V navrZzeném optimalizovaném postupu reakéni smés (2,15 ml) obsahuje 250 nkat PTA, 50 nkat CS,
350 nkat MDH a saturacni koncentrace acetylfosfatu, malatu a NAD*. Za danych experimentalnich
podminek ma zdanlivd Michaelisova konstanta fosfotransacetylasy pro CoA hodnotu 0,5 mmol/l a Km
citratsynthasy pro acetyl-CoA ¢ini 50 umol/I.

a) Vypoctéte, kolik molG NADH vznikne v reakéni smési za 15 minut po pridavku 1 nmolu CoA. Jakym
prirGstkem absorbance v 1 cm kyveté se to projevi, je-li absorbcni koeficient NADH roven 622
m2/mol?

b) Jaky pomér koncentraci acetyl-CoA a CoA se ustavi v reakéni smési pfi recyklizaci?

c) Fosfotransacetylasa katalysuje i prenos fosfatové skupiny z acetyl-CoA na arsenat (AsOy’). Vznikly
acetylarsenat je nestdly a spontanné hydrolysuje na acetat za regenerace AsO,4. Ukazte, jak lze této
nefyziologické aktivity vyuZzit k jednoenzymovému recyklizacnimu stanoveni CoA.



Uloha 5

Enzymové stanoveni pyruvatu resp. laktatu v krevnim séru technikou "end-point" Ize uskutecnit
pomoci laktatdehydrogenasy. Rovnovazna konstanta katalysované reakce

pyruvat + NADH + H" <> laktat + NAD*

se pti teploté 25 °C rovna 4,3- 10! (mol/l). P¥i stanoveni pyruvatu bylo k 0,6 ml pufru o pH 7,0
obsahujiciho NADH (0,1 mmol/l) a laktatdehydrogenasu pfidano 0,4 ml krevniho séra, v ném:z
koncentrace pyruvatu a laktatu Cinily 50 umol/l a 1 mmol/l. Rozhodnéte, zda po ustaveni rovnovahy
bude alespon 99% vneseného pyruvatu prevedeno na laktat. Jakym zpUsobem je tfeba modifikovat
reakéni podminky pfi enzymovém stanoveni laktatu?

Uloha 6

Enzymové stanoveni L-glutamatu vyuZiva reakce:

L-glutamat + NAD* + H,0 <> 2-oxoglutarat + NADH + NH,*

katalyzované glutamatdehydrogenasou. Pti pH 9 a odcerpdvani 2-oxoglutaratu reakci s hydrazinem
probiha reakce kvantitativné smérem doprava. Analyza polévkového kofeni vychdazela z navazky 16,5
mg vzorku, doplnéné vodou na objem 100 ml. Po smiseni 0,2 ml tohoto roztoku s 3,2 ml reak¢ni
smési a 0,05 ml roztoku glutamat-dehydrogenasy vzrostla absorbance roztoku pfi 340 nm 0 0,217 (v
1 cm kyveté). Vypoctéte procentové zastoupeni L-glutamatu v koreni, ma-li absorbéni koeficient
NADH €340 = 6,22 cm?/umol a M, glutamatu se rovna 146.



Uloha 7

Pti stanoveni obsahu fruktosa-1-6-bisfosfatu v krysich jatrech byl 1 g tkdné zhomogenisovan ve
zfedéné kyseliné chloristé na celkovy objem 8,0 ml. Po neutralizaci 6,0 ml homogenatu 0,2 ml
roztoku uhli¢itanu draselného a odstranéni vylou¢eného KClO,4 centrifugaci byl objem 1,5 ml
supernatantu smichan s 1,5 ml pufru obsahujiciho NADH a enzymy glycerolfosfatdehydrogenasu a
triosafosfatisomerasu. Nasledoval pfidavek malého objemu aldolasy a zméreni odpovidajiciho
poklesu absorbance pfi vinové délce 340 nm, ktery €inil 0,123. Vypoctéte obsah fruktosa-1-6-
bisfosfatu v jatrech v jednotkach mol/g. Jaky vyznam ma pfitomnost triosafosfatisomerasy pfi
stanoveni?

Uloha 8

Z komercniho preparatu adenosin-5'-fosfosulfatu (APS) kontaminovaného 5'-AMP byl pfipraven
roztok, jehoz absorbance pfi 260 nm v 1 cm kyveté Cinila 0,90. 0,9 ml tohoto roztoku bylo smichano s
0,1 ml smési obsahujici nadbytek difosfatu, glukosy, NADP*, Mg?* a enzymy ATP-sulfurylasu,
hexokinasu a glukosa-6-fosfat-dehydrogenasu. V dlsledku generovani NADPH vzrostla absorbance
pfi 340 nm 0 0,262. Urcete Cistotu APS v %. Absorbéni koeficient APS i AMP pii 260 nm je roven
15400 cm?/mmol, NADPH pfi 340 nm 6220 cm?/mmol. ATP-sulfurylasa katalysuje reakci:

APS + PP; - ATP + SOy,".
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PFi enzymovém stanoveni glukosy a fruktosy v umélém medu bylo 0,2 g vzorku rozpusténo

v destilované vodé a doplnéno na 100 ml. 20 ul tohoto roztoku bylo pfidano k 2,96 ml reakéni smési
obsahujici pufr, Mg?*, nadbytek ATP a NADP* a enzym hexokinasu v kyveté s optickou drdhou 1 cm.
Po konversi monosacharid(l na fosfaty absorbance pfi vinové délce 340 nm cinila 0,038. Pfidavkem 10
ul suspense glukosa-6-fosfatdehydrogenasy se glukosa-6-fosfat pritomnym NADP* kvantitativné
oxidoval na 6-fosfoglukonat a absorbance vzrostla na 0,234. Po pfidani 10 ul suspenze
fosfoglukoisomerasy se absorbance postupné zvysila az na 0,415. S pouzitim absorpcniho koeficientu
NADPH (&340 = 6,22 cm?/umol) uréete procentové zastoupeni glukosy a fruktosy v umélém medu. M,
obou cukri ¢ini 180,2.

Uloha 10

K 1,0 ml analyzovaného roztoku obsahujiciho smés glukosa-6-fosfatu a glukosa-1-fosfatu byl pfidan 1
ml pufru s nadbytkem NADP*, MgCl, a enzymem glukosa-6-fosfatdehydrogenasou. Absorbance
vzniklého NADPH v 1 cm kyveté ¢inila 0,57. Po pridavku 1,0 ml roztoku fosfoglukomutasy se vysledna
absorbance ustalila na hodnoté 0,50. Vypoctéte koncentrace obou glukosafosfati ve vzorku
(absorpéni koeficient NADH je 6.22 cm?/umol).



