Uloha 10 — Analytické vyuziti enzymii - enzymové stanoveni metabolitii.
Substratova specifita alkoholdehydrogenasy
Princip ulohy

jména:

obor:

neznamy vzorek mocoviny pro kvantitativni analyzu
abcdefgh (zakrouzkujte)

prilohy protokolu: graf (kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace amonnych iontli Nesslerovym
¢inidlem), graf (stanoveni poc¢atecnich rychlosti alkoholdehydrogenasové reakce pro rtizné substraty)

OKRUHY K PRIPRAVE

Ureasova reakce, princip stanoveni koncentrace mocoviny. Alkoholdehydrogenasova reakce, Warburgiiv
test. Chemické vypocty.

Navod vplném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviceni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvi€eni): jen ¢ast A.

Ucitelské kombinace (étyrhodinova cvi€eni): ¢asti A, B.

PRINCIP ULOHY

A. Stanoveni koncentrace mo¢oviny pomoci ureasy
Ureasa (karbamid-amido-hydrolasa) je substratové vysoce specificky enzym katalyzujici hydrolyticky
rozklad mocoviny za vzniku oxidu uhli¢itého a amoniaku:

H>0
H>N-CO-NH> — CO; + 2 NH;

Ureasa se vyskytuje v rostlinach a mikroorganismech, u vyssich zivo¢ichti nebyla nalezena. Pomoci ureasou
katalyzované reakce lze stanovit mnozstvi mo€oviny ve vzorku jako mnozstvi vznikajiciho amoniaku.
Podminkou je, aby reakce probihala dostatecné dlouhou dobu tak, aby byla veskera mocovina pfeménéna
na amoniak. Pro stanoveni koncentrace moCoviny v nezndmém vzorku je ovSem nejprve nutné zjistit jaky
je stupen konverze moc¢oviny v reakci.

Amoniak uvolnény ureasovou reakci lze stanovit bud'to titraéné, anebo fotometricky po jeho reakci
s Nesslerovym ¢inidlem (tetrajodortutnatanem):

NH,* + 2 Hgl + 4 OH — NH.LHg:0 + 71" + 3 H,0

Vznikly reakéni produkt ma absorpéni maximum pfi vinové délce 436 nm. Jako standard pro stanoveni
koncentrace amonnych iontl 1ze pouzit siran amonny, ktery poskytuje dva amonné ionty stejné€ jako rozklad
mocoviny, stechiometrie je tedy 1:1.

Stanoveni koncentrace mocoviny v télnich tekutindich ma vyznam pro posouzeni funkce ledvin (denni produkce
mocoviny u cloveéka je 20 - 25 g). U zdravého jedince je koncentrace mocoviny v krevnim séru v rozmezi 2,5 - 8,3
mmol/l.

Stanovujeme-li aktivitu enzymu, je potfeba pracovat za podminek nasyceni enzymu substratem — v reakéni
smési musi byt nadbytek substratu. V opacném piipade, kdy stanovujeme mnozstvi substratu, je naopak
vhodnéjsi pracovat za podminek nadbytku enzymu v reakéni smési — urychli se tak pribéh konverze
stanovovaného substratu na produkt.
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B. Substratova specifita alkoholdehydrogenasy

Alkoholdehydrogenasa (alkohol : NAD'-oxidoreduktasa) katalyzuje vratnou oxidaci primarnich a
sekundarnich alkoholi na aldehydy, resp. ketony:

R- CH>-OH + NAD" — R-CHO + NADH + H"
R-CHOH-R' + NAD" — R-CO-R'+ NADH + H'

Enzym se vyskytuje napf. v rostlinach, v kvasinkdch nebo u vyssich zivocichti, kde se podili se na odbouravani
zkonzumovaného ethanolu a preméndch 11-cis-retinolu na 11-cis -retinal resp. trans-retinalu na trans-retinol pfi
biochemickych reakcich v procesu vidéni. Enzymy z riznych zdroju se 1i$i svoji strukturou a molekulovou hmotnosti
(napf. sav¢i jaterni alkoholdehydrogenasa je dimer s molekulovou hmotnosti 80 000, kvasni¢na alkoholdehydrogenasa
je tetramer s molekulovou hmotnosti asi 150 000), v aktivnim centru obsahuji zinek.

NADH vznikly alkoholdehydrogenasovou reakci lze stanovit tzv. Warburgovym optickym testem —
meéfenim absorbance vzorku pii vinové délce 340 nm.

Oxidovany koenzym NAD" jako latka aromatického charakteru vyrazné absorbuje UV zafeni s absorpénim
maximem pfi vinové délce 260 nm. Redukovany koenzym NADH nema charakter aromatické slou¢eniny,
ziskava chinoidni strukturu, kterd vykazuje zmensenou absorpci svétla pii vinové délce 260 nm, avSak
vyrazné absorpéni maximum pii vinové délce 340 nm, kde oxidovana forma koenzymu NAD™ neabsorbuje
vubec.

Alkoholdehydrogenasa patii mezi enzymy se Sirokou substratovou specifitou, je jen skupinove specificka,
oxiduje rizné alkoholy a redukuje odpovidajici aldehydy nebo ketony. Stanovenim pocatecni rychlosti
enzymové reakce lze (pii stejnych koncentracich substratl) zjistit, ktery z nich je pfirozenym substratem
enzymu.
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PRAKTICKA CAST A. Stanoveni koncentrace moéoviny pomoci
ureasy

Material a vybaveni:

standardni roztok siranu amonného (0,1 mmol.I"!)

standardni roztok mo&oviny (20 mmol.I"")

roztok mocoviny o neznamé koncentraci

0,1 mol.I"! fosfatovy pufr pH 7,0

ureasa - 1 % roztok v 30 % ethanolu

Nesslerovo ¢inidlo (roztok tetrajodortutnatanu draselného v hydroxidu sodném)
zkumavky, pipety, davkovace, stopky, temperovana vodni lazen, fotometr

\ Nesslerovo ¢inidlo je toxické - pracujte se zvySenou opatrnosti!

Postup:

Sestrojeni kalibraéni zavislosti pro stanoveni koncentrace amoniaku: Nachystejte si sadu 6 zkumavek,
které dukladn€¢ vyplachnete destilovanou vodou. Podle tabulky pfipravte sadu Sesti roztokt o
celkovém objemu 5 ml a zndmé koncentraci siranu amonného k sestrojeni kalibra¢ni piimky (zkumavky 1-
6). Zkumavka €. 1 siran amonny neobsahuje, proto se pouZije jako slepy vzorek.

pipetovany objem vypoctena vypoctena
zkunélavka 0,1 mmol.I"!' roztok destil. voda ¢((NH4)2504) c(NH4") Asze
] (NH4)2S04 [ml] [ml] [mmol.1"'] [mmol.I""]
1 0,0 5,0 0,00 0,00 0,000
2 1,0 4,0
3 2,0 3,0
4 3,0 2,0
5 4,0 1,0
6 5,0 0,0

Do vSech zkumavek pfidejte davkovacem 0,2 ml Nesslerova ¢inidla. Obsah zkumavek promichejte na
vortexu a po 10 minutach stani pti laboratorni teploté zméfte absorbanci vzorkt pii vinové délce 436 nm
proti slepému vzorku €. 1 (roztoky po méfeni vracejte do zkumavek) a vysledky zapiste do tabulky.
Presahne-li absorbance nékterého z roztokl hodnotu 0,8 (nad touto hodnotou jiz neni zavislost absorbance
na koncentraci linearni — neplati Lambert-Beerv zakon) pfipravte ptislusny roztok znovu, piipadné bod
z kalibrace vynechate.

Stanoveni koncentrace mocoviny ureasovou reakci: Do jedné zkumavky pipetujte 2 ml standardniho
roztoku mocoviny a 1 ml fosfatového pufru a do druhé zkumavky 2 ml neznamého vzorku mocoviny a 1
ml fosfatového pufru. Zkumavky oznacte a nechejte vytemperovat v termostatu na teplotu 30 °C. Poté
v nich startujte enzymovou reakci ptidavkem 1 ml roztoku ureasy, smés diikladné promichejte na vortexu
a vrat'te do termostatu.

Ptipravte sadu 6 oznaCenych zkumavek — napipetujte do kazdé 0,2 ml Nesslerova €inidla.

Po 30 minutach proved'te odbéry vzorki ze zkumavek v termostatu: reakéni smés ve zkumavkach
promichejte na vortexu a odpipetujte po 50 pl smési do zkumavek s Nesslerovym ¢inidlem (ukonci
enzymovou reakci) — ze vzorku obsahujiciho standardni roztok mocoviny i ze vzorku obsahujici nezndmy
vzorek mocoviny proved’te 3 paralelni odbéry. Vzorky promichejte, po 10 minutich stani pfi laboratorni
teploté k nim pridejte 4,95 ml vody (co nejpiesnéji — zdroj chyb) a zméfte absorbanci vzorkd pii vinové
délce 436 nm proti slepému vzorku (slepy vzorek pripravte smichanim 5 ml vody a 0,2 ml Nesslerova
Cinidla).
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zkumavka | 0,05 ml vzorku Ause O Asse
¢.
1,2,3 standard
4,5,6 |neznamy vzorek

Vyhodnoceni:

Srovnanim absorbance standardniho a neznamého vzorku (s obéma vzorky se pracovalo stejnym postupem)
vypoctéte koncentraci mocoviny v neznamém vzorku (v obou pfipadech predpokladejte stejné % konverze
mocoviny — tedy ho pfi vypoctu neberte v uvahu):

c= mmol.]!

Vypocitejte koncentrace siranu amonného a amonnych iontd ve zkumavkach ¢. 2-6, vysledky dopliite do
tabulky v ¢asti Postup. Sestrojte kalibracni graf (zavislost As4szs na koncentraci amonnych iontd ve
zkumavce).

Vypocitejte teoretickou koncentraci amonnych iontii v reakéni smési obsahujici standardni vzorek
mocoviny na konci reakce v ptipadé 100 % konverze mocoviny na amoniak (vezméte v uvahu

stechiometrii ureasové reakce): ¢ = mmol.I"!
Dale vypocitejte teoretickou koncentraci amonnych iontil ve vzorku, ktery vznikl ziedénim reakéni smési
obsahujici standardni vzorek mo¢oviny vodou — pied pfidanim Nesslerova ¢inidla: ¢ = mmol.I"!

Z kalibracni zavislosti pro stanoveni koncentrace amonnych iontl zjistéte absorbanci (Aa43s) odpovidajici
této koncentraci amonnych iontd: A4zs =

Srovnanim absorbance standardniho vzorku mocoviny s hodnotou absorbance odpovidajici 100 %
konverzi mo€oviny vypoctéte skutecné % konverze mocoviny:

konverze mocoviny (%):
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PRAKTICKA CAST B. Substratova specifita alkoholdehydrogenasy

Material a vybaveni:

0,3 mol/l methanol, ethanol, propanol, butanol

15 mmol/l NAD*

0,1 mol/l glycinovy pufr pH 10,0

alkoholdehydrogenasa (komer¢ni preparat zfedény roztokem BSA)

zkumavky, pipety, davkovace, michadélko, fotometr s UV lampou, sklenéné kyvety, stopky, termostat

Postup:

Glycinovy pufr vytemperujte na teplotu 30 °C. Pfimo do fotometrické kyvety pro UV oblast pipetujte 2,5
ml glycinového pufru, 0,3 ml roztoku NAD™ a 5 ul preparatu alkoholdehydrogenasy (Spi¢ku s roztokem
alkoholdehydrogenasy nejprve opatrné otiete o okraj plastové zkumavky, Spicku ponoite do roztoku
v kyvete a sledujte, zda jste ze Spicky vytlacili cely objem 5 pl preparatu alkoholdehydrogenasy). Kyvetu
vlozte do fotometru, hodnotu absorbance pti vinové délce 340 nm sefid’te na nulu. Ptidejte do kyvety 0,2
ml roztoku jednoho z alkoholti (v potadi: ethanol, propanol, butanol, methanol), vzorek zamichejte
michadlem a ihned spust'te zaznam fotometru. Registrujte hodnoty absorbanci v intervalech 20 sekund po
dobu 3 minut.

POZOR! Alkoholdehydrogenasa je nestabilni, nechystejte proto vzorky pro méteni s piedstihem.

Veskeré stanoveni je extrémné citlivé na Cistotu. Nezaménujte Spicky, po kazdém meéteni vyplachnéte
kyvetu opakované destilovanou vodou a oplachnéte michadlo.

Vyhodnoceni:
(enapn = 6,22.10° Lmol"'.cm™)

substrat ethanol propanol

doba | Ass c c dc* v Asao c c dc* v
reakce (NADH) | (NADH) | (NADH) | [nmol.I (NADH) | (NADH) | (NADH) | [nmol.I
t [s] [mmol/1] | [nmol/I] | [nmol/I] [mmol/1] | [nmol/I] | [nmol/I]
20
40
60
80
100
120
140
160
180
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substrat butanol methanol

doba | Ass c c dc* v Asgo c c dc* v
reakce (NADH) | (NADH) | (NADH) | [nmol.I (NADH) | (NADH) | (NADH) | [nmol.I
t [s] [mmol/1] | [nmol/l] | [nmol/1] | '.s7!] [mmol/1] | [nmol/l] | [nmol/1] | !.s7!]
20
40
60
80
100
120
140
160
180

*zmeéna koncentrace v ¢asovém intervalu 20 s

Vypocitejte reakéni rychlost v jednotlivych dvacetisekundovych intervalech. Do (spole¢ného) grafu
vyneste zavislost reakcni rychlosti na celkové dobé reakce (pro rizné substraty). Zavislosti extrapolujte
k nulovému ¢asu a na ose y odectéte hodnoty pocatecnich reakénich rychlosti. Do tabulky uved’te zjisténé
hodnoty pocatecni reakéni rychlosti vo pro riizné substraty alkoholdehydrogenasy:

substrat |R- = vo [nmol.1".s]
methanol | H-

ethanol | CHs-
propanol | CH3CH»-
butanol | CH;CH,CH,-

Uved'te, ktery ze substratt je alkoholdehydrogenasou nejrychleji pfeménovan a lze jej tedy povazovat za
jeji ptirozeny substrat:



Uloha 10 — Analytické vyuziti enzymii - enzymové stanoveni metabolitii
Substratova specifita alkoholdehydrogenasy

Kontrolni list

KONTROLNILIST

jména:

obor:

neznamy vzorek mocoviny pro kvantitativni analyzu

abcdefgh (zakrouzkujte)

ULOHA 10A

zkumavka

C.

Auze

0,000

AN || |WR[N|—

podpis vedouciho cviceni:

zkumavka

C

0,1 ml vzorku

Aszs

1,2,3

standard

4,5,6

neznamy vzorek

podpis vedouciho cviceni:

ULOHA 10B

substrat

ethanol

propanol

butanol

methanol

t [s]

doba reakce

Asao

Az

Asao

Az

20

40

60

80

100

120

140

160

180

podpis vedouciho cviceni:



