Protokolle zum allgemeine Biochemie Praktikum Versuch 4: Michaelis-Menten

Versuch 4: Bestimmung der Michaeliskontanten der Laktatdehydrogenase (LDH)

Einfihrung:
Im Zytoplasma der Zellen ist dieses Enzym oftmals NﬁPH

NAD™*
gelost und oxidiert die Alkoholgruppe vom Lactat COO
mithilfe von NAD"* zu einem Carbonyl. In diesem O=(|3 M HO—éH
Versuch werden wir die Michaelis-Menten-Konstante | LDH |
flr dieses Enzym bestimmen. Diese Konstante ist die CHs CHs
Konzentration welche man bei der Halfte der maximalen Pyruvat Lactat
Umsatzgeschwindigkeit vorliegen hat.

Die Umsatzgeschwindigkeit von Enzymen werden von diversen Mechanismen beeinflusst. So gibt
es verschiedene Arten von Hemmung:

1. Kompetetive Hemmung: Es gibt ein Konkurenzsubstrat, welches um die Bindestelle des
aktiven Zentrums konkuriert.

2. Allosterische Hemmung: Hier bindet ein Inhibitor an das Enzym und verandert dieses so,
dass das Substrat nicht mehr bzw. nur noch schwacher an das aktive Zentrum binden kann.

3. Unkompetetive Hemmung: Hier bindet der Inhibitor nur an den Enzym-Substrat-Komplex.

Durchfliihrung:

1:100

Einheit Probe 1 2 3 4
mol/L Chyruvat 3,15%10° 6,3*10° 9,45*%10° 1,26*10"
1/mV AE/At 0,225 0,70 0,68 1,24
pmol/min*ml  U/ml 6,6 20,6 20,6 36,5
L/mol 1/c 31.746 15.873 10.582 7.936
s/umol 1/U 0,1515 0,05 0,05 0,027
1:50

Einheit Probe 1 2 3 4
mol/L Chyruvat 6,3*10° 1,26*10* 1,89%10" 2,52*10"
1/mV AE/At 0,064 0,098 0,098 0,065
pumol/min*ml  U/ml 1,88 2,88 2,88 1,91
L/mol 1/c 15.718 7.936 5.291 3.968
s/umol 1/U 0,53 0,35 0,35 0,52
1:20

Einheit Probe 1 2 3 4
mol/L Chyruvat 1,58*10* 3,15*10* 4,725*10™ 6,3*10™
1/mVv AE/At 0,016 0,02 0,0036 0,004
pmol/min*ml  U/ml 0,47 0,59 0,11 0,12
L/mol 1/c 6.289 3.144 2.096 1.572
s/umol 1/U 2,1 1,69 0,92 0,85
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Ergebnisse:
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1:100 1:50 1:20 Schnitt 1:100 1:50 1:20 Schnitt
Wert -5833 -7106 -4931 -5957 Wert 0,22*10° 0,58*10° 0,67*10° 0,49*10°
Km 0,171 0,141 0,202 1,67 Kwm 0,022 0,058 0,067 0,049
Diskussion:

Die Michaelis-Menten-Konstanten, die aus der Linewaver-Burk-Darstellung abgelesen wurden sind,
liegen recht nahe den Literaturwerten. Wenn man diese Konstanten aus einem Michaelis-Menten-
Diagramm ablesen will, muss man subjektiv entscheiden, wo die Sattigung liegt. Bei diesem Schritt
kann es sein, dass man grofRe Abweichungen generiert (erst recht, wenn man nur 4 Messwerte
hat!).

Es wurden ,, AuBreiler“-Messwerte nicht bericksichtigt (Im Diagramm eingeklammert bzw. nicht
aufgefiihrt), damit die Graphen generierbar sind.

Weitere Fehlerquellen sind die Messpipetten, die schlecht geeicht sein kénnten, bzw. durch
Alterserscheinungen nicht mehr die korrekten Mengen aufziehen (oftmals war Luftblasenbildung
zu beobachten). Dies fiihrt gerade bei der 1:100-Verdiinnung zu groBen Abweichungen.
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