Protokolle zum allgemeine Biochemie Praktikum Versuch 6: GLDH

Versuch 6: Spezifitdt der Glutamat-Dehydrogenase (GLDH)

Einfihrung:

In der Diagnostik spielt die GLDH eine wichtige Rolle, da eine stark erhohte GLDH-Konzentration im
Blut auf Leberschaden bzw. Durchblutungsprobleme der Leber hinweisen. In fologenden
Versuchen Uberprifen wir die Spezifitdt dieser Oxidoreduktase.

Reaktion:
oocC coQ GDH 0O0C COO"
\/\r + H0 + NAD(P) =—— \/\yf + NHs* + NAD(P)HH'
+NH 0
Durchfiihrung:

Die Reaktionsgemische wurden wie im Skript erstellt. Es wurde mit einem Photometer bei 360 nm
gemessen.

Ergebnisse:

Riickreaktion:

Ansatz 1 2 3 4

AE 0,358 0,381 0,374 0,021

At [s] 50 40 35 40

AE/At [s] 7,16*103 9,53*1073 1,07*10* 5,25*10*
Vprobe [ML] 2,9 2,85 2,8 2,8

Venzym [ML] 0,1 0,15 0,2 0,2

Ac/At [kat] 0,71 0,62 0,51 0,02

Ac/At = ((AE/At)*Verobe) / (€ * d * Venym) = Einheit: mol /s * L

Hinreaktion:

Ansatz 1 2 3 4 5 6

AE 0,6 0,3 0,51 - - -

At [s] 30 30 30 30 30 30
AE/At [s] 2,0%10° 1,0*10% 1,7*107 - - -

Verobe [MI] 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7
Venzym [MI] 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Ac/At [kat] 3,67 1,836 3,12 - - -

DC:

Aminosadure: L-Alanin L-Aspartat L-Arginin L-Glutamat  Glycin L-Leucin
Re-Werte: 0,531 0,071 0,061 0,217 0,316 0,694
Aminosadure: L-Prolin L-Lysin L-Phenylalanin Probe 1 Probe 2
Re-Werte: 0,327 0,071 0,755 0,327 0,071
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Diskussion:

Riickreaktion:

Im ersten Versuchsteil (Rlickreaktion) kann man erkennen, dass der Stoffumsatz mit der
ansteigenden Menge an Enzym zunimmt (bei gleicher Substratkonzentration).

Hinreaktion:

Beim zweiten Versuchsteil (Hinreaktion) sieht man, dass die GLDH spezifisch reagiert. So wird nur
L-Glutamat als Substrat erkannt. Bei dem Enantiomer D-Glutamat und den Stukturdhnlichen L-
Aspartat und L-Alanin wird keine Reaktion beobachtet.

Des weiteren ist auch der Elektronenakzeptor spezifisch. So ist der optimale Umsatz bei NAD" zu
beobachten. Thio-NAD" und NADP* dienen zwar auch als Elektronenakzeptor, jedoch ist hier der
Umsatz niedriger.

DC:

Beim Vergleich von den Re-Werten kann man vermuten, dass eienr der beiden Aminosauren in der
Probe Prolin ist. Die zweite Aminosaure ist entweder L-Aspartat oder L-Lysin. Da die Ri-WErte hier
gleich ist muss man die Farbung vergleichen. In diesem Fall ist es L-Lysin.

www.PatrickReinke.de 2/2



http://Www.PatrickReinke.de/

