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Enzymy - úvodEnzymy - úvod
enzymé „ v kvasinkách“

1926 J.Sumner: ureasa (bílkovinná povaha)

1 buňka živých organismů obsahuje až 3000 druhů enzymů

• Biokatalyzátory(bílkoviny/makromolekuly,katalyzátory)

1 buňka živých organismů obsahuje až 3000 druhů enzymů

• Biokatalyzátory(bílkoviny/makromolekuly,katalyzátory)

• Snižují aktivační energii potřebnou pro chemickou • Snižují aktivační energii potřebnou pro chemickou 
reakci - urychlují reakce

• Účinnost je o mnoho řádů vyšší než u jiných katalyzátorů

Kdyby reakce v biologických systémech nebyly 
katalyzovány enzymy, byly by tak pomalé, že by nemohly 
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katalyzovány enzymy, byly by tak pomalé, že by nemohly 
zajistit existenci živé hmoty



Izoenzymy

• Řada enzymů má stejné nebo velmi podobné 

Izoenzymy

• Řada enzymů má stejné nebo velmi podobné 
katalytické účinky, liší se v primární struktuřekatalytické účinky, liší se v primární struktuře
(složením aminokyselin). 
Pokud tyto změny mají genetický základ, tak Pokud tyto změny mají genetický základ, tak 
tyto rozdílné formy jednoho enzymu 

zoenzymy
tyto rozdílné formy jednoho enzymu 
nazýváme izoenzymy

• Liší se fyzikálními, chemickými a • Liší se fyzikálními, chemickými a 
imunologickými vlastnostmi
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MakroenzymyMakroenzymy

• Pokud jsou rozdíly ve struktuře způsobené 
sekundárními změnami, , např.sekundárními změnami, , např.

-- glykosylací-- glykosylací

- tvorbou komplexů s imunoglobuliny- tvorbou komplexů s imunoglobuliny

- nejsou to izoenzymy!
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Obecné vlastnosti enzymůObecné vlastnosti enzymů

• Proteiny

• Katalyzátory• Katalyzátory

• Specifický účinek• Specifický účinek

• Vysoká účinnost:• Vysoká účinnost:

- účinnost o mnoho řádů vyšší než u jiných katalyzátorů- účinnost o mnoho řádů vyšší než u jiných katalyzátorů

- reakce s enzymem jsou o 106-1014 rychlejší než bez 

enzymu

• Mohou být regulovány• Mohou být regulovány



Jak reaguje enzym se substrátemJak reaguje enzym se substrátem

• vazba substrátu do aktivního místa • vazba substrátu do aktivního místa 
vyvolá odpovídající konformační změnu 
molekuly enzymumolekuly enzymu

• vytvoří se komplex enzym-substrát• vytvoří se komplex enzym-substrát

E    +   S ES E    +   PE    +   S ES E    +   P



Enzymatická reakce probíhá v 
několika stupních

• Tvorba komplexu enzym-substrát: E + S ↔ ES• Tvorba komplexu enzym-substrát: E + S ↔ ES
• Aktivace komplexu ES:   ES ↔ ES*• Aktivace komplexu ES:   ES ↔ ES*
• Chemická přeměna substrátu, přičemž vzniká 
komplex enzym-produkt: ES* ↔ EPkomplex enzym-produkt: ES* ↔ EP

• Oddělení enzymu od reakčního produktu:
EP ↔ E + PEP ↔ E + P
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Aktivní (katalytické) centrum 
enzymu

• Skupina atomů na povrchu molekuly enzymu, na 
které se váže substrát

• Nejčastěji několik zbytků aminokyselin s 
reaktivními skupinami ve vedlejších řetězcích reaktivními skupinami ve vedlejších řetězcích 

• Vytváří prostorové a vazebné podmínky pro 
navázání substrátu a jeho aktivaci pro určitou 
reakci
navázání substrátu a jeho aktivaci pro určitou 
reakci

• Vazba aktivního centra na substrát je vysoce 
specifická

• Vazba aktivního centra na substrát je vysoce 
specifická

• U mnoha enzymů nestačí samotné aktivní 
centrum pro vazbu substrátu, substrát se váže i 

• U mnoha enzymů nestačí samotné aktivní 
centrum pro vazbu substrátu, substrát se váže i 
prostřednictvím koenzymu 
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Základní pojmyZákladní pojmy

• Reakce:  S  → P (S = substrát, P = produkt)

• Definice reakční rychlosti:
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Faktory ovlivňující enzymovou Faktory ovlivňující enzymovou 
reakci

1. Teplota ( 25 - 30 - 37 oC)1. Teplota ( 25 - 30 - 37 oC)
2. Pufr (pH, iontová síla, typ pufru)2. Pufr (pH, iontová síla, typ pufru)
3. Koncentrace substrátu 
4. Koncentrace koenzymu
5. Moderátory enzymové aktivity5. Moderátory enzymové aktivity

– inhibitory (kompetitivní a nekompetetivní)– inhibitory (kompetitivní a nekompetetivní)
–aktivátory
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Na čem závisí rychlost reakce?Na čem závisí rychlost reakce?

• Na koncentraci substrátu • Na koncentraci substrátu 

• Na teplotě• Na teplotě

• Na přítomnosti efektoru • Na přítomnosti efektoru (aktivátoru, inhibitoru)
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Závislost reakční rychlosti (vo) na Závislost reakční rychlosti (vo) na 
koncentraci substrátu [S]

vvo

VmaxVmax

enzym nasycen
substrátem

Vmax
substrátem

2

Km mol/l[S]

Při nízkých koncentracích substrátu Při vysokých koncentracích substrátu 
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Při nízkých koncentracích substrátu 

se reakce řídí kinetikou 1. řádu

Při vysokých koncentracích substrátu 

se reakce řídí kinetikou 0. řádu



Složení enzymové molekulySložení enzymové molekuly

� bílkovinná část apoenzym

� nebílkovinná část kofaktor

Kofaktor:Kofaktor:

• Prostetická skupina ( Mg2+, Zn2+, organické látky ve • Prostetická skupina ( Mg , Zn , organické látky ve 
formě vitaminů,… ): pevně vázaná

• Koenzym (NAD+, P5P): vázán slabě /disociovatelná• Koenzym (NAD+, P5P): vázán slabě /disociovatelná

molekula
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MetaloenzymyMetaloenzymy

• Obsahují funkční kovové ionty, které se přímo 

účastní katalyzované reakce, ionty kovu vázány účastní katalyzované reakce, ionty kovu vázány 

poměrně pevně poměrně pevně 

• Některé enzymy potřebují ionty kovů pouze k • Některé enzymy potřebují ionty kovů pouze k 

aktivaci,v tom případě jsou vázány slabě, ionty aktivaci,v tom případě jsou vázány slabě, ionty 

dvojmocných kovů, Ca2+ (koagulační faktory),  

Mg2+ (kinázy),…
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Kofaktory enzymůKofaktory enzymů

• Nízkomolekulární neproteinové 

sloučeniny

• Přenášejí 2H nebo e- → oxidoreduktázy

• Přenášejí skupiny → transferázy

• Pevně vázané - prostetická skupina• Pevně vázané - prostetická skupina

• Volně vázané - koenzymy • Volně vázané - koenzymy 
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Vitaminy a kofaktory oxidoreduktáz

Vitamin Kofaktor Funkce kofaktoru

Vitaminy a kofaktory oxidoreduktáz

Vitamin Kofaktor Funkce kofaktoru

Nikotinamid

Nikotinamid

NAD+

NADPH + H+

akceptor 2H

donor 2HNikotinamid

Riboflavin

NADPH + H+

FAD

donor 2H

akceptor 2H

-----

-----

tetrahydrobiopterin

molybdopterin

donor 2H

přenos elektronů-----

-----

-----

molybdopterin

lipoát

ubichinon

přenos elektronů

akceptor 2H

přenos 2 elektronů (a 2H+)-----

-----

ubichinon

hem cytochromů

přenos 2 elektronů (a 2H+)

přenos 1 elektronu

-----

-----

nehemové Fe a S

2 GSH

přenos 1 elektronu

donor 2H----- 2 GSH donor 2H
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Kofaktory oxidoreduktáz vždy Kofaktory oxidoreduktáz vždy 
existují ve dvou formáchexistují ve dvou formách

oxidovaná  � redukovanáoxidovaná  � redukovaná

tvoří redoxní pártvoří redoxní pár
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Vitaminy a kofaktory transferáz

Vitamin Kofaktor 
Přenášená 
skupina

Vitaminy a kofaktory transferáz

Vitamin Kofaktor 
skupina

--- ATP -PO3
2-

---

Listová kyselina

PAPS

H4-folát

3

-SO3
2-

C1 skupinyListová kyselina

Biotin

H4-folát

karboxybiotin

C1 skupiny

CO2

Thiamin

Pyridoxin

thiamindifosfát

pyridoxalfosfát

aldehydová

-NH2Pyridoxin

Pantothenová kyselina

---

pyridoxalfosfát

CoA-SH

dihydrolipoát

-NH2

acyl

acyl---

[Methionin]

dihydrolipoát

SAM

acyl

-CH3

Kyanokobalamin methylkobalamin
3
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Inhibice enzymů (snížení aktivity)Inhibice enzymů (snížení aktivity)

Ireverzibilní ReverzibilníIreverzibilní

• Inhibitor pevně vázán              

Reverzibilní

• Inhibitor volně vázán• Inhibitor pevně vázán              

na enzym (akt. místo)

• Inhibitor volně vázán

• Rovnováha E+I ⇔ E-I

• organofosfáty • Inhibitor lze odstranit (dialýza, gel. 

filtrace)
• ionty těžkých kovů

• kyanidy

filtrace)

• Dva základní typy:

• kyanidy
kompetitivní

nekompetitivní
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Kompetitivní inhibiceKompetitivní inhibice

• inhibitor je strukturně podobný substrátu• inhibitor je strukturně podobný substrátu

• váže se do aktivního místa• váže se do aktivního místa

• soutěží s fyziologickým substrátem                        • soutěží s fyziologickým substrátem                        

o vazebné místoo vazebné místo
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Příklad:Příklad:
Otrava methanolem se léčí ethanolemOtrava methanolem se léčí ethanolem

alkoholdehydrogenasa

CH3OH H COOH

CH3CH2OHCH3CH2OH

Enzym je kompetitivně inhibován netoxickým 
substrátem na úkor toxického substrátusubstrátem na úkor toxického substrátu
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Nekompetitivní inhibiceNekompetitivní inhibice

• Inhibitor se váže mimo aktivní centrum 

na E i na komplex E-S

• Km se nemění (aktivní místo je volné pro 

substrát)substrát)

• V se snižuje, protože klesá • Vmax se snižuje, protože klesá 

koncentrace funkčního komplexu E-Skoncentrace funkčního komplexu E-S
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Příklad: lékyPříklad: léky
• Mnohá léčiva jsou inhibitory enzymů

• Statiny (HMG-CoA reduktáza) – hypolipidemika, snižují 

syntézu cholesterolu (lovastatin)syntézu cholesterolu (lovastatin)

• Inhibitory ACE (angiotensin konvertující enzym) – léčba • Inhibitory ACE (angiotensin konvertující enzym) – léčba 

hypertenze (enalapril)

• Antibiotika inhibují enzymy nutné pro určitý životní děj • Antibiotika inhibují enzymy nutné pro určitý životní děj 

bakteriíbakterií

• Peniciliny – inhibují transpeptidázy (výstavba buněčné 

stěny)stěny)

• Tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol  – inhibice • Tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol  – inhibice 

proteosyntézy 23



Názvosloví enzymůNázvosloví enzymů

� Triviální / historické Diastáza
� Obecně užívané α-Amyláza ( AMS)� Obecně užívané α-Amyláza ( AMS)
� Systémové (vědecké)

EC 3.2.1.1.1,4-α-D-glukan glukanohydroláza, EC 3.2.1.1.

ENZYME COMMISSION International Union of Biochemistry and Molecular BiologyENZYME COMMISSION International Union of Biochemistry and Molecular Biology
EC 3. TYP KATALYZOVANÉ REAKCE
EC 3.2.1. SUBSTRÁTY
EC 3.2.1.1. KATALOGOVÉ ČÍSLOEC 3.2.1.1. KATALOGOVÉ ČÍSLO
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Třídění enzymůTřídění enzymů

1. Oxidoreduktázy (LD, GLDH, CHOD)

2. Transferázy (AST, ALT, GGT,CK)

3. Hydrolázy (ALP, LPS, AMS, CHE)3. Hydrolázy (ALP, LPS, AMS, CHE)

4. Lyázy (NSE)4. Lyázy (NSE)

5. Ligázy (Syntetázy)

6. Izomerázy
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Množství enzymu v biologickém materiálu Množství enzymu v biologickém materiálu 
lze vyjádřit dvojím způsobem

Nepřímé stanovení Přímé stanovení
• katalytická 

koncentrace aktivity 
• hmotnostní koncentrace

koncentrace aktivity 

• µkat/l

• µg/l, ng/l

• stanoví se molekula • µkat/l

• stanoví se produkt 
• stanoví se molekula 

enzymu jako antigen 
enzymové reakce

• většina klinicky 

enzymu jako antigen 

(imunochemicky)

• např. tumorové markery, • většina klinicky 

významných enzymů
• např. tumorové markery, 

ALP kostnívýznamných enzymů ALP kostní



Metody stanovení katalytické Metody stanovení katalytické 
koncentrace aktivity enzymukoncentrace aktivity enzymu

Kinetické Konstantního časuKinetické

• Spektrofotometrické 

stanovení rychlosti 

Konstantního času

-„dvoubodové stanovení“
stanovení rychlosti 

enzymové reakce
-„end-point“

• Měří se [P] po 
enzymové reakce

kontinuálním měřením 

absorbance v závislosti na 

• Měří se [P] po 

proběhnutí reakce
absorbance v závislosti na 

čase

• Průběžně se měří [S] 

• Jedno měření

• nedoporučovány• Průběžně se měří [S] 

nebo [P] 

• nedoporučovány

• Řada měření



Optický testOptický test
měříme změny absorbance v UV-oblasti 

(při 340 nm) způsobené změnami koncentrace 
redukovaných forem koenzymů NADH + H+  redukovaných forem koenzymů NADH + H+  

nebo NADPH + H+
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Stanovení katalytické koncentrace Stanovení katalytické koncentrace 
aktivity enzymuaktivity enzymu

• Optimální podmínky (teplota, pH, kofaktory)

• Měří se ∆[S] nebo ∆[P] v určitém časovém 

intervalu

• Kinetika 0. řádu, [S] >> Km ⇒ nasycený 

enzym, rychlost je konstantní, blíží se Vmax
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Vliv časového intervalu, ve kterém měřímeVliv časového intervalu, ve kterém měříme
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vyčerpání vyčerpání 
substrátu
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Flex rateFlex rate

AAAAAAAA
R1 R2S

Rozšíření linearity
AAAAAAAA

Flex rate

A
B

Čas (t)
t1t1 t2t2

Čas (t)



Vyjadřování výsledků měření

•• Katalytická aktivita enzymu

Vyjadřování výsledků měření

•• Katalytická aktivita enzymu

jednotka katal (kat)jednotka katal (kat)

definice: 1 kat = 1 mol/sdefinice: 1 kat = 1 mol/s

•• Katalytická koncentrace aktivity enzymu•• Katalytická koncentrace aktivity enzymu

jednotka: kat/ljednotka: kat/l

používané jednotky: µkat/l a nkat/lpoužívané jednotky: µkat/l a nkat/l
jiné jednotky: : U/l
1 µkat/l = 60 U/l 1 U/l = 0,0167 µkat/l 341 µkat/l = 60 U/l 1 U/l = 0,0167 µkat/l 



Jaká je povolená chyba v EHK?Jaká je povolená chyba v EHK?
Enzym TMU (SEKK 2011) TMU teoretické

ALP 21% 12%

AMS 15% 15%

AST 15% 15%

ALT 15% 32%

CK 21% 30%

GGT 20% 22%

LD 21% 11%LD 21% 11%

LPS 24% 29%

CHS 21% 8,9%CHS 21% 8,9%

PAMS 21% 18%

ACPP 21%
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CKMB mass 30%



Jak se získávají cílové hodnoty?

• Referenčními metodami / postupy

Jak se získávají cílové hodnoty?

• Referenčními metodami / postupy
RMP Reference Method Procedure

• Validovanými metodami v expertních laboratořích
AV Assigned ValueAV Assigned Value

• Jako průměr výsledků měření všech účastníků po • Jako průměr výsledků měření všech účastníků po 
vyloučení odlehlých hodnot
ALTM All Laboratory Trimmed MeanALTM All Laboratory Trimmed Mean

• Průměr výsledků měření stejnorodých skupin 
účastníků po vyloučení odlehlých hodnot
ConV Consensus Value



AST: výpočet teoretické TMU AST: výpočet teoretické TMU 

(CV ) Intraindividuální (CV ) Přesnost(CVw) Intraindividuální 
biologická variabilita* 11,9%

(CVa) Přesnost
odvozená z biologických variabilit 6,0%

(CVg) Interindividuální 
biologická variabilita* 17,9%

(b) Systematická chyba (bias) 
odvozená z biologických variabilit 5,4%

(CVb) Celková 
biologická variabilita 21,5%

Celková chyba (TE)
odvozená z biologických variabilit 15,2%21,5%
Teoretická TMU (cílová nejistota měření)

15,2%

www.westgard.com  Variabilita (proměnlivost)

TE = |b| + 1,65.CVa  = 0,25.CVb + 1,65.0,5.CVw (%)
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Jaké jsou doporučené metody?Jaké jsou doporučené metody?
Enzym Referenční 

metoda
Certifikovaný referenční materiál

ALP IFCC metoda JC ERM 20327

AMS IFCC metoda ERM-AD456 (IRMM Geel); JC-ERM 20327AMS IFCC metoda ERM-AD456 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

AST IFCC/IRMM metoda JC-ERM 20327

ALT IFCC/IRMM metoda ERM-AD454 (IRMM Geel); JC-ERM 20327ALT IFCC/IRMM metoda ERM-AD454 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

CK IFCC/IRMM metoda ERM-AD455 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

GGT IFCC/IRMM metoda ERM-AD452 (IRMM Geel); JC-ERM 20327GGT IFCC/IRMM metoda ERM-AD452 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

LD IFCC metoda ERM-AD453 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

LPS

CHS

PAMS IFCC metoda ERM-AD456 (IRMM Geel); JC-ERM 20327

ACPP

38
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Metody IFCC a primární CRMMetody IFCC a primární CRM

GGT IRMM/IFCC 452 (ERM-AD 452)
LD IRMM/IFCC 453 (ERM-AD 453)LD IRMM/IFCC 453 (ERM-AD 453)
ALT IRMM/IFCC 454 (ERM-AD 454)
CK IRMM/IFCC 455 (ERM-AD 455)
AMS IRMM/IFCC 456 (ERM-AD 456)AMS IRMM/IFCC 456 (ERM-AD 456)
AST IRMM/IFCC „new“
ALPALP
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IFCC standardizace (+37oC)IFCC standardizace (+37oC)

• Primární referenční měřící postupy,SOP
• CRM pro enzymy + sekundární CRM• CRM pro enzymy + sekundární CRM
• Mezinárodní srovnání referenčních • Mezinárodní srovnání referenčních 
laboratoří

• Akreditace kalibračních laboratoří• Akreditace kalibračních laboratoří
• Mezinárodní síť referenčních laboratoří• Mezinárodní síť referenčních laboratoří
• Společné referenční intervaly a 
rozhodovací limityrozhodovací limity
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KalibraceKalibrace
Primární CRMPrimární CRM
Sekundární CRM
Pracovní kalibrátory výrobcůPracovní kalibrátory výrobců

Pracovní kalibrátory uživatelů 

Kalibrační faktor vypočítaný z teoretického 
molárního absorpčního koeficientu nebo molárního absorpčního koeficientu nebo 
stanoveného experimentálně
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Aspartátaminotransferáza Aspartátaminotransferáza 
(AST)

LL--aspartát + 2aspartát + 2--oxoglutarát oxoglutarát ↔↔ oxalacetátoxalacetát + L+ L--glutamátglutamát

Je obsažena v cytoplasmě a v mitochondriích Je obsažena v cytoplasmě a v mitochondriích Je obsažena v cytoplasmě a v mitochondriích Je obsažena v cytoplasmě a v mitochondriích 
všech buněk ( zvláště hepatocytů,buněk všech buněk ( zvláště hepatocytů,buněk 
srdečního svalu, ledvin a kosterních svalů)srdečního svalu, ledvin a kosterních svalů)srdečního svalu, ledvin a kosterních svalů)srdečního svalu, ledvin a kosterních svalů)
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ASTASTASTAST
EC 2.6.1.1 LEC 2.6.1.1 L--aspartát: 2aspartát: 2--oxoglutarát aminotransferázaoxoglutarát aminotransferázaEC 2.6.1.1 LEC 2.6.1.1 L--aspartát: 2aspartát: 2--oxoglutarát aminotransferázaoxoglutarát aminotransferáza

Klinický význam Klinický význam 

• onemocnění  myokardu (nekróza, AIM)onemocnění  myokardu (nekróza, AIM)

• jaterní chorobyjaterní choroby

•• onemocnění kosterního svalstvaonemocnění kosterního svalstva
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ASTASTASTAST

LL--aspartát + 2aspartát + 2--oxoglutarát oxoglutarát ↔↔ oxalacetátoxalacetát + L+ L--glutamátglutamátLL--aspartát + 2aspartát + 2--oxoglutarát oxoglutarát ↔↔ oxalacetátoxalacetát + L+ L--glutamátglutamát

oxalacetátoxalacetát ++ NADH + HNADH + H++ →→ LL--malát + NADmalát + NAD++

MDHMDH

SPEKTROFOTOMETRICKY SPEKTROFOTOMETRICKY -- pokles absorbance NADH při pokles absorbance NADH při 
340 nm340 nm340 nm340 nm

•• pyruvátpyruvát + + NADH + HNADH + H++ ⇒⇒ LL--laktát + NADlaktát + NAD++

•• koenzym:  koenzym:  pyridoxalpyridoxal--55--fosfátfosfát + ApoAST + ApoAST ⇒⇒ AST*AST*•• koenzym:  koenzym:  pyridoxalpyridoxal--55--fosfátfosfát + ApoAST + ApoAST ⇒⇒ AST*AST*

•• doporučuje se předinkubace 10 min při +37doporučuje se předinkubace 10 min při +37ooCC

•• start : start : 22--oxoglutarátoxoglutarát ( 2 činidlová metoda)( 2 činidlová metoda)

•• start :  sérum            ( 1 činidlová metoda)start :  sérum            ( 1 činidlová metoda)
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•• start :  sérum            ( 1 činidlová metoda)start :  sérum            ( 1 činidlová metoda)



Alaninaminotransferáza (ALT)Alaninaminotransferáza (ALT)

LL--alanin + 2alanin + 2--oxoglutarát oxoglutarát ⇔⇔ pyruvátpyruvát + L+ L--glutamátglutamátLL--alanin + 2alanin + 2--oxoglutarát oxoglutarát ⇔⇔ pyruvátpyruvát + L+ L--glutamátglutamát

Je obsažena v cytoplasmě všech buněk,        Je obsažena v cytoplasmě všech buněk,        
zvláště hepatocytů, buněk srdečního svalu, zvláště hepatocytů, buněk srdečního svalu, zvláště hepatocytů, buněk srdečního svalu, zvláště hepatocytů, buněk srdečního svalu, 
ledvin a kosterních svalůledvin a kosterních svalů
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ALT ALT ALT ALT 

Klinický význam Klinický význam 

•• onemocnění jater (infekční virová hepatitida, onemocnění jater (infekční virová hepatitida, 
mononukleóza, chronické jaterní choroby,…)mononukleóza, chronické jaterní choroby,…)mononukleóza, chronické jaterní choroby,…)mononukleóza, chronické jaterní choroby,…)

•• onemocnění žlučových cestonemocnění žlučových cest•• onemocnění žlučových cestonemocnění žlučových cest

•• dekompenzované srdeční vady (venostáza dekompenzované srdeční vady (venostáza •• dekompenzované srdeční vady (venostáza dekompenzované srdeční vady (venostáza 
v játrech)v játrech)v játrech)v játrech)

•• poškození svalstvapoškození svalstva
46

•• poškození svalstvapoškození svalstva



ALTALTALTALT
LL--alanin + 2alanin + 2--oxoglutarát oxoglutarát ⇔⇔ pyruvátpyruvát + L+ L--glutamátglutamát

pyruvátpyruvát ++ NADH + HNADH + H++ ⇒⇒ LL--laktát + NADlaktát + NAD++pyruvátpyruvát ++ NADH + HNADH + H++ ⇒⇒ LL--laktát + NADlaktát + NAD++

LDLDLDLD

SPEKTROFOTOMETRICKY - pokles absorbance NADH při 340 nmSPEKTROFOTOMETRICKY - pokles absorbance NADH při 340 nm

•• pyruvátpyruvát + + NADH + HNADH + H++ ⇒⇒ LL--laktát + NADlaktát + NAD++•• pyruvátpyruvát + + NADH + HNADH + H++ ⇒⇒ LL--laktát + NADlaktát + NAD++

•• koenzym:  koenzym:  pyridoxalpyridoxal--55--fosfátfosfát + ApoALT + ApoALT ⇒⇒ ALT*ALT*•• koenzym:  koenzym:  pyridoxalpyridoxal--55--fosfátfosfát + ApoALT + ApoALT ⇒⇒ ALT*ALT*

•• doporučuje se předinkubace 10 min při +37doporučuje se předinkubace 10 min při +37ooCC

•• start : start : 22--oxoglutarátoxoglutarát ( 2 činidlová metoda)( 2 činidlová metoda)•• start : start : 22--oxoglutarátoxoglutarát ( 2 činidlová metoda)( 2 činidlová metoda)

•• start :  sérum            ( 1 činidlová metoda)start :  sérum            ( 1 činidlová metoda)
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Alfa-amyláza (AMS)Alfa-amyláza (AMS)
štěpí štěpí αα--1,4 glykozidické vazby1,4 glykozidické vazby

Polysacharidy Polysacharidy ⇒⇒ Oligosacharidy Oligosacharidy ⇒⇒ MaltózaMaltóza

AMS je sekreční enzym vytvářený pankreatem a AMS je sekreční enzym vytvářený pankreatem a 
slinnými žlázami, (část vzniká v játrech, plících)slinnými žlázami, (část vzniká v játrech, plících)slinnými žlázami, (část vzniká v játrech, plících)slinnými žlázami, (část vzniká v játrech, plících)

Sérum obsahuje přibližně stejnou katalytickou Sérum obsahuje přibližně stejnou katalytickou 
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Sérum obsahuje přibližně stejnou katalytickou Sérum obsahuje přibližně stejnou katalytickou 
koncentraci pankreatického a slinného izoenzymu.koncentraci pankreatického a slinného izoenzymu.



AMS AMS AMS AMS 
Klinický  významKlinický  významKlinický  významKlinický  význam

• onemocnění pankreatu onemocnění pankreatu (akutní pankreatitida)(akutní pankreatitida)• onemocnění pankreatu onemocnění pankreatu (akutní pankreatitida)(akutní pankreatitida)

•• onemocnění slinných žláz ( parotitis)onemocnění slinných žláz ( parotitis)•• onemocnění slinných žláz ( parotitis)onemocnění slinných žláz ( parotitis)

•• přítomnost makroamylasového komplexupřítomnost makroamylasového komplexu•• přítomnost makroamylasového komplexupřítomnost makroamylasového komplexu

•• onemocnění jateronemocnění jater•• onemocnění jateronemocnění jater

•• ledvinná nedostatečnostledvinná nedostatečnost
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Doporučená metoda IFCCDoporučená metoda IFCCDoporučená metoda IFCCDoporučená metoda IFCC

substrát : substrát : EPSEPS--G7G7--PNP (EPS)PNP (EPS)substrát : substrát : EPSEPS--G7G7--PNP (EPS)PNP (EPS)
4,64,6--ethyliden(G7)ethyliden(G7)--44--nitrofenyl(G1)nitrofenyl(G1)--αα--(1,4)(1,4)--DD--maltoheptaosidmaltoheptaosid4,64,6--ethyliden(G7)ethyliden(G7)--44--nitrofenyl(G1)nitrofenyl(G1)--αα--(1,4)(1,4)--DD--maltoheptaosidmaltoheptaosid
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� MaltoheptaosidMaltoheptaosid ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ 7 glukóz7 glukóz

��+ + αα--GlukosidázaGlukosidáza��+ + αα--GlukosidázaGlukosidáza

�� substráty značené 4substráty značené 4--nitrofenolemnitrofenolem na konci molekuly na konci molekuly 

ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ��ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ��

�� na opačném konci molekuly substrátu navázána např. na opačném konci molekuly substrátu navázána např. 
ethylidenová skupina ethylidenová skupina ⇒⇒ „blokovaný“ „blokovaný“ substrátsubstrátethylidenová skupina ethylidenová skupina ⇒⇒ „blokovaný“ „blokovaný“ substrátsubstrát

��-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ-- ΟΟ--��
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1 molekula EPS1 molekula EPS
4,64,6--ethyliden(G7)ethyliden(G7)--44--nitrofenyl(G1)nitrofenyl(G1)--αααααααα--(1,4)(1,4)--DD--maltoheptaosidumaltoheptaosidu4,64,6--ethyliden(G7)ethyliden(G7)--44--nitrofenyl(G1)nitrofenyl(G1)--αααααααα--(1,4)(1,4)--DD--maltoheptaosidumaltoheptaosidu

7 molekul7 molekul glukózy + 1 molekulaglukózy + 1 molekula 44--nitrofenolunitrofenolu7 molekul7 molekul glukózy + 1 molekulaglukózy + 1 molekula 44--nitrofenolunitrofenolu

SPEKTROFOTOMETRICKY:SPEKTROFOTOMETRICKY: ABSORBANCE 4ABSORBANCE 4--NITROFENOLUNITROFENOLU

405 nm405 nm405 nm405 nm
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� druhý doporučený substrát:druhý doporučený substrát:
(CNP(CNP--G3 G3 také Cltaké Cl--G3G3--PNP)PNP)(CNP(CNP--G3 G3 také Cltaké Cl--G3G3--PNP)PNP)

22--chlorochloro--44--nitrofenylnitrofenyl--αα--DD--maltotriosidmaltotriosid22--chlorochloro--44--nitrofenylnitrofenyl--αα--DD--maltotriosidmaltotriosid
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Izoenzymy AMSIzoenzymy AMS

• SLINNÝSLINNÝ• SLINNÝSLINNÝ
•• PANKREATICKÝPANKREATICKÝ•• PANKREATICKÝPANKREATICKÝ

(geneticky podmíněný polymorfismus)

� MAKROAMYLÁZOVÝ komplexMAKROAMYLÁZOVÝ komplex = komplexy komplexy 
glykosylovaných izoenzymů s imunoglobulíny a glykosylovaných izoenzymů s imunoglobulíny a glykosylovaných izoenzymů s imunoglobulíny a glykosylovaných izoenzymů s imunoglobulíny a 
jinými bílkovinami v sérujinými bílkovinami v séru
Mr = 400 000 až 2 000 000 Mr = 400 000 až 2 000 000 Mr = 400 000 až 2 000 000 Mr = 400 000 až 2 000 000 
⇒⇒ způsobujezpůsobuje zvýšení hodnot AMS v krevním zvýšení hodnot AMS v krevním 
séruséruséruséru
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Metody stanoveníMetody stanoveníMetody stanoveníMetody stanovení
1.1. Selektivní INHIBICE isoenzymů monoklonálními Selektivní INHIBICE isoenzymů monoklonálními 1.1. Selektivní INHIBICE isoenzymů monoklonálními Selektivní INHIBICE isoenzymů monoklonálními 

protilátkami, např. stanovení pankreatické AMSprotilátkami, např. stanovení pankreatické AMS

2.2. ELEKTROFORÉZAELEKTROFORÉZA2.2. ELEKTROFORÉZAELEKTROFORÉZA

3.3. CHROMATOGRAFIE CHROMATOGRAFIE 

4.4. IZOELEKTRICKÁ FOKUZACEIZOELEKTRICKÁ FOKUZACE4.4. IZOELEKTRICKÁ FOKUZACEIZOELEKTRICKÁ FOKUZACE

5.5. INHIBIČNÍ metodyINHIBIČNÍ metody5.5. INHIBIČNÍ metodyINHIBIČNÍ metody
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ALPALP

monoestery kyseliny o-fosforečné + H Omonoestery kyseliny o-fosforečné + H2O
bbbbbbbb

alkohol / fenol + fosfátový anion

Vyskytuje se prakticky ve všech tkáních, je Vyskytuje se prakticky ve všech tkáních, je 
součástí buněčných membránsoučástí buněčných membrán
V séru V séru dospělých zdravých osobdospělých zdravých osob převažují převažují jaterní a kostní jaterní a kostní 

součástí buněčných membránsoučástí buněčných membrán

izoenzymy izoenzymy (přibližně 1:1)

u dětí je zvýšena aktivita u dětí je zvýšena aktivita kostního izoenzymu,kostního izoenzymu,

u těhotných žen je detekovatelný u těhotných žen je detekovatelný placentární izoenzymplacentární izoenzym aau těhotných žen je detekovatelný u těhotných žen je detekovatelný placentární izoenzymplacentární izoenzym aa
u osob s krevní skupinou 0 a B jsou přítomny stopy u osob s krevní skupinou 0 a B jsou přítomny stopy střevního střevního 

izoenzymu.izoenzymu.
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HydrolýzaHydrolýza

RR--OPO(OH)OPO(OH)22 + H+ H22O O →→ RR--OH + HOH + H33POPO4422 22 33 44

Transfosforylace Transfosforylace (přenos fosfátové skupiny na jiný alkohol (přenos fosfátové skupiny na jiný alkohol 
za vzniku esteru)za vzniku esteru)za vzniku esteru)za vzniku esteru)

RR--OPO(OH)OPO(OH) + R+ R´́--OH OH ↔↔ RR--OH + ROH + R´́--OPO(OH)OPO(OH)RR--OPO(OH)OPO(OH)22 + R+ R´́--OH OH ↔↔ RR--OH + ROH + R´́--OPO(OH)OPO(OH)22
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Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:
•• onemocnění jateronemocnění jater
•• onemocnění žlučových cestonemocnění žlučových cest•• onemocnění žlučových cestonemocnění žlučových cest
•• onemocnění kostíonemocnění kostí•• onemocnění kostíonemocnění kostí
•• fyziologicky zvýšené hodnotyfyziologicky zvýšené hodnoty: rostoucí děti a : rostoucí děti a 

těhotné ženy (max. 3 trimestr těhotenství)těhotné ženy (max. 3 trimestr těhotenství)těhotné ženy (max. 3 trimestr těhotenství)těhotné ženy (max. 3 trimestr těhotenství)
•• zánětlivé střevní chorobyzánětlivé střevní choroby•• zánětlivé střevní chorobyzánětlivé střevní choroby
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Metody stanovení:Metody stanovení:

Substrát:Substrát: 44--NITROFENYLFOSFÁTNITROFENYLFOSFÁT

44--NITROFENYLFOSFÁT + HNITROFENYLFOSFÁT + H22O O →→44--NITROFENOL+ NITROFENOL+ 
fosforečnanfosforečnanfosforečnanfosforečnan
SPEKTROFOTOMETRICKY: ABSORBANCE 4-NITROFENOLU při 405 nm
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•• pufr AMP ( 2pufr AMP ( 2--aminoamino--22--methylmethyl--propanol)propanol)

•• pufr MEG ( Npufr MEG ( N--methylglukamin)methylglukamin)•• pufr MEG ( Npufr MEG ( N--methylglukamin)methylglukamin)
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Izoenzymy ALPIzoenzymy ALP

1.1. ImunochemickyImunochemicky ( kostní izoALP)( kostní izoALP)

2.2. ELEKTROFORÉZAELEKTROFORÉZA2.2. ELEKTROFORÉZAELEKTROFORÉZA

3.3. INAKTIVAČNĚ INAKTIVAČNĚ -- INHIBIČNÍ metodyINHIBIČNÍ metody3.3. INAKTIVAČNĚ INAKTIVAČNĚ -- INHIBIČNÍ metodyINHIBIČNÍ metody

4.4. srážení LEKTINEMsrážení LEKTINEM ( kostní izoenzym)( kostní izoenzym)

61



Kreatinkináza (CK)Kreatinkináza (CK)
EC 2.7.3.2 AT:kreatin-N-fosfotransferázaEC 2.7.3.2 AT:kreatin-N-fosfotransferáza

KreatinfosfátKreatinfosfát + ADP + ADP ↔↔ Kreatin + ATPKreatin + ATPKreatinfosfátKreatinfosfát + ADP + ADP ↔↔ Kreatin + ATPKreatin + ATP

V cytoplazmě a mitochondriích buněk V cytoplazmě a mitochondriích buněk 
kosterního svalstva, srdce, mozku a hladké kosterního svalstva, srdce, mozku a hladké 
svalovině svalovině (Poznámka: erytrocyty neobsahují CK)(Poznámka: erytrocyty neobsahují CK)svalovině svalovině (Poznámka: erytrocyty neobsahují CK)(Poznámka: erytrocyty neobsahují CK)

v myokardu:v myokardu: 80% CK80% CK--MM a 20% CKMM a 20% CK--MBMBv myokardu:v myokardu: 80% CK80% CK--MM a 20% CKMM a 20% CK--MBMB
v kosterním svalstvu:v kosterním svalstvu: 98% CK98% CK--MM a 2% CKMM a 2% CK--MB(!)MB(!)
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Klinický význam: Klinický význam: Klinický význam: Klinický význam: 

•• onemocnění kosterního svalstvaonemocnění kosterního svalstva•• onemocnění kosterního svalstvaonemocnění kosterního svalstva

•• onemocnění srdečního svaluonemocnění srdečního svalu (infarkt myokardu)(infarkt myokardu)•• onemocnění srdečního svaluonemocnění srdečního svalu (infarkt myokardu)(infarkt myokardu)

•• onemocnění centrální nervové soustavy onemocnění centrální nervové soustavy (CNS)(CNS)•• onemocnění centrální nervové soustavy onemocnění centrální nervové soustavy (CNS)(CNS)
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Metody stanovení: Metody stanovení: IFCC (37IFCC (37°°C)C)Metody stanovení: Metody stanovení: IFCC (37IFCC (37°°C)C)

Kreatinfosfát + ADP Kreatinfosfát + ADP ⇒⇒⇒⇒⇒⇒⇒⇒ Kreatin + Kreatin + ATPATPKreatinfosfát + ADP Kreatinfosfát + ADP ⇒⇒⇒⇒⇒⇒⇒⇒ Kreatin + Kreatin + ATPATP
ATP + DATP + D--Glukóza Glukóza ⇒⇒⇒⇒⇒⇒⇒⇒ ADP + DADP + D--GlukózoGlukózo--66--fosfátfosfát

HexokinázaHexokinázaHexokinázaHexokináza

DD--GLUGLU--66--P +P + NADPNADP++⇒⇒ DD--GlukonátGlukonát--66--P+P+NADPH+HNADPH+H++
G6PDG6PD

SPEKTROFOTOMETRICKY -nárůst absorbance NADPH při 340 nm

Reaktivace: N-ACETYL CYSTEIN  ( NAC)
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Izoenzymy CKIzoenzymy CKIzoenzymy CKIzoenzymy CK

CK se skládá ze 2 podjednotek CK se skládá ze 2 podjednotek (dimer; Mr=40 000)(dimer; Mr=40 000)::CK se skládá ze 2 podjednotek CK se skládá ze 2 podjednotek (dimer; Mr=40 000)(dimer; Mr=40 000)::

M M ( muscle)  a ( muscle)  a BB (brain)(brain)M M ( muscle)  a ( muscle)  a BB (brain)(brain)

kombinací vznikají kombinací vznikají 3 3 izoenzymyizoenzymy::CKCK--MM,MM, CKCK--MBMB,, CKCK--BBBBkombinací vznikají kombinací vznikají 3 3 izoenzymyizoenzymy::CKCK--MM,MM, CKCK--MBMB,, CKCK--BBBB

je možné detekovat i je možné detekovat i makroenzymmakroenzym:   CK:   CK-- makromakro

IzoformyIzoformy izoenzymů: izoenzymů: vznikají odštěpením koncových vznikají odštěpením koncových 
lysinových molekullysinových molekullysinových molekullysinových molekul

CKCK--MB1 MB1 (žádný lysin)(žádný lysin) a CKa CK--MB2 MB2 (1 lysin)(1 lysin)CKCK--MB1 MB1 (žádný lysin)(žádný lysin) a CKa CK--MB2 MB2 (1 lysin)(1 lysin)

CKCK--MM1 MM1 (žádný lysin)(žádný lysin), CK, CK--MM2 MM2 (1 lysin)(1 lysin) a a 
65

CKCK--MM1 MM1 (žádný lysin)(žádný lysin), CK, CK--MM2 MM2 (1 lysin)(1 lysin) a a 
CKCK-- MM3 MM3 (2 lysiny)(2 lysiny)



Metody stanovení:Metody stanovení:Metody stanovení:Metody stanovení:
1.1. IMUNOCHEMICKYIMUNOCHEMICKY1.1. IMUNOCHEMICKYIMUNOCHEMICKY

CKCK--MB massMB mass (hmotnostní koncentrace)CKCK--MB massMB mass (hmotnostní koncentrace)

CKCK--MB mass: zvyšuje se asi o 1h dříve než CKMB mass: zvyšuje se asi o 1h dříve než CK--MB aktivitaMB aktivita

je kardiospecifickýje kardiospecifickýje kardiospecifickýje kardiospecifický

vyšší analytická citlivost stanovenívyšší analytická citlivost stanovení
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2. IMUNOINHIBIČNĚ2. IMUNOINHIBIČNĚ
(s protilátkou proti Mprotilátkou proti M--podjednotkám CK)podjednotkám CK)

CK-MM  M    M  M  M  
 
 

(s protilátkou proti Mprotilátkou proti M--podjednotkám CK)podjednotkám CK)

CK-MM  M    M M M

CK-MB  M    B  M  B  

CK-BB  B     B  

 
+ANTI-M  

B  B  CK-BB  B     B  B  B  

   

   

Předpoklad:Předpoklad: CKCK--BB v séru nepřítomen  (=0)BB v séru nepřítomen  (=0)

potom:potom: pokud CKpokud CK--BB = 0 (nepřítomen)BB = 0 (nepřítomen)   potom:potom: pokud CKpokud CK--BB = 0 (nepřítomen)BB = 0 (nepřítomen)

a CKa CK--MM = 0 ( inhibice)MM = 0 ( inhibice)

   

a CKa CK--MM = 0 ( inhibice)MM = 0 ( inhibice)

stanovíme aktivitu CKstanovíme aktivitu CK--B (tj.polovinu přítomného CKMB)B (tj.polovinu přítomného CKMB)
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CKCK--MB = 2 x CKMB = 2 x CK--BB



Izoenzymy CKIzoenzymy CK
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Laktátdehydrogenáza (LD)Laktátdehydrogenáza (LD)

•• Cytoplasmatický enzym, který katalyzujeCytoplasmatický enzym, který katalyzuje
reakci reakci anaerobní glykolýzyanaerobní glykolýzy, to vysvětluje , to vysvětluje reakci reakci anaerobní glykolýzyanaerobní glykolýzy, to vysvětluje , to vysvětluje 
přítomnost LD přítomnost LD ve všech tkáníchve všech tkáních..

↔↔pyruvát + NADH + H+ pyruvát + NADH + H+ ↔↔ laktát + NAD+laktát + NAD+

•• Zvýšení jeho aktivity v krvi není orgánově Zvýšení jeho aktivity v krvi není orgánově 
specifickéspecifickéspecifickéspecifické
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Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:

••onemocnění srdečního svalu  (infarkt onemocnění srdečního svalu  (infarkt ••onemocnění srdečního svalu  (infarkt onemocnění srdečního svalu  (infarkt 
myokardu, myokarditida)myokardu, myokarditida)

••onemocnění svalůonemocnění svalů••onemocnění svalůonemocnění svalů

••hemolytická a perniciozní anémiehemolytická a perniciozní anémie••hemolytická a perniciozní anémiehemolytická a perniciozní anémie

••onemocnění jaterního parenchymuonemocnění jaterního parenchymu••onemocnění jaterního parenchymuonemocnění jaterního parenchymu

••maligní choroby (tumory, leukémie)maligní choroby (tumory, leukémie)

Zvýšení jeho aktivity v krvi není orgánově Zvýšení jeho aktivity v krvi není orgánově Zvýšení jeho aktivity v krvi není orgánově Zvýšení jeho aktivity v krvi není orgánově 
specifické specifické → stanovení dnes slouží spíše k → stanovení dnes slouží spíše k 
vyloučení onemocněnívyloučení onemocnění
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Metody stanovení:Metody stanovení:

1.1. IFCC (37IFCC (37°°CC))1.1. IFCC (37IFCC (37°°CC))
Substrát: LSubstrát: L--laktátlaktát

LL--laktát + NADlaktát + NAD++ →→→→→→→→ pyruvát +pyruvát + NADH + HNADH + H++LL--laktát + NADlaktát + NAD++ →→→→→→→→ pyruvát +pyruvát + NADH + HNADH + H++

SPEKTROFOTOMETRICKY -nárůst absorbance NADH při 340 nmSPEKTROFOTOMETRICKY -nárůst absorbance NADH při 340 nm

2.2. Substrát: pyruvátSubstrát: pyruvát2.2. Substrát: pyruvátSubstrát: pyruvát
pyruvát + NADH + H+ →→→→ L-laktát + NAD+

SPEKTROFOTOMETRICKY SPEKTROFOTOMETRICKY --pokles absorbance NADH při 340 nmpokles absorbance NADH při 340 nm
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Izoenzymy LDIzoenzymy LDIzoenzymy LDIzoenzymy LD

•• Aktivní enzym je tetramér Aktivní enzym je tetramér -- skládá se ze   skládá se ze   
4 podjednotek4 podjednotek4 podjednotek4 podjednotek

•• Existují 2 druhy podjednotek:Existují 2 druhy podjednotek:•• Existují 2 druhy podjednotek:Existují 2 druhy podjednotek:
M( muscle/sval) a H (heart/srdce)M( muscle/sval) a H (heart/srdce)M( muscle/sval) a H (heart/srdce)M( muscle/sval) a H (heart/srdce)

• Kombinací vzniká 5 izoenzymů :• Kombinací vzniká 5 izoenzymů :
LD1LD1 H4H4
LD2LD2 H3MH3MLD2LD2 H3MH3M
LD3LD3 H2M2H2M2
LD4LD4 HM3HM3
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Izoenzymy LDIzoenzymy LD
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Detekce izo LD na elektroforeogramuDetekce izo LD na elektroforeogramuDetekce izo LD na elektroforeogramuDetekce izo LD na elektroforeogramu

LL--laktát + NADlaktát + NAD++ →→→→→→→→ pyruvát + NADH + Hpyruvát + NADH + H++LL--laktát + NADlaktát + NAD →→→→→→→→ pyruvát + NADH + Hpyruvát + NADH + H
NADH + HNADH + H++ ++ tetrazoliová sůltetrazoliová sůl →→→→→→→→ NADNAD++ ++ FORMAZANFORMAZAN

NBT,INT nerozpustnýNBT,INT nerozpustný
+ PMS (fenazinmetosulfát)
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GGTGGT

Katalyzuje Katalyzuje přenos přenos γγ--glutamylového zbytkuglutamylového zbytku zz
γγ--glutamylglutamylpeptidůpeptidů nana jiný akceptor (napřjiný akceptor (např. peptid. peptidγγ--glutamylglutamylpeptidůpeptidů nana jiný akceptor (napřjiný akceptor (např. peptid. peptid
nebo aminokyselinu)nebo aminokyselinu)nebo aminokyselinu)nebo aminokyselinu)

GMT je vázána na cytoplasmatické membrány GMT je vázána na cytoplasmatické membrány GMT je vázána na cytoplasmatické membrány GMT je vázána na cytoplasmatické membrány 
epitelu žlučových cest,epitelu žlučových cest, ledvinných tubulů, jater, ledvinných tubulů, jater, epitelu žlučových cest,epitelu žlučových cest, ledvinných tubulů, jater, ledvinných tubulů, jater, 
pankreasu, střeva, erytrocytů,…)pankreasu, střeva, erytrocytů,…)

V krvi dokazatelný enzym je převážně  V krvi dokazatelný enzym je převážně  
75jaterního původu.jaterního původu.



Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:

•• onemocnění jateronemocnění jater•• onemocnění jateronemocnění jater

•• obstrukce žlučových cestobstrukce žlučových cest•• obstrukce žlučových cestobstrukce žlučových cest

•• sekundární nádory jater sekundární nádory jater •• sekundární nádory jater sekundární nádory jater 

•• monitorování chronického alkoholismu monitorování chronického alkoholismu •• monitorování chronického alkoholismu monitorování chronického alkoholismu 
(poškození jater alkoholem)(poškození jater alkoholem)
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1.1. IFCC (37IFCC (37°°C)C)1.1. IFCC (37IFCC (37°°C)C)
Substrát: 
γ-L-glutamyl-3-karboxy-4-nitranilid (GLUCANE)γ-L-glutamyl-3-karboxy-4-nitranilid (GLUCANE)

GLUCANEGLUCANE + Glygly + Glygly →→ GLUGLU--Glygly + Glygly + 55--AA--2NB2NBGLUCANEGLUCANE + Glygly + Glygly →→ GLUGLU--Glygly + Glygly + 55--AA--2NB2NB
55--AMINOAMINO--22--NITROBENZOÁTNITROBENZOÁT

Glygly = GLYCYLGLYCINGlygly = GLYCYLGLYCIN

77



LPSLPS

TRI- a DIACYLGLYCEROLY + H O → GLYCEROL + 3-,2 MKTRI- a DIACYLGLYCEROLY + H2O → GLYCEROL + 3-,2 MK

Výskyt:Výskyt: pankreatická lipázapankreatická lipázaVýskyt:Výskyt: pankreatická lipázapankreatická lipáza
jaterní lipázajaterní lipázajaterní lipázajaterní lipáza
lipoproteinová lipáza,…lipoproteinová lipáza,…
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Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:

•• detekce a vyloučení akutní pankreatitidy detekce a vyloučení akutní pankreatitidy •• detekce a vyloučení akutní pankreatitidy detekce a vyloučení akutní pankreatitidy 
(4(4--6 h, maximum 24h, 86 h, maximum 24h, 8--14 d normalizace)14 d normalizace)

•• chronická pankreatitida ( relapsující)chronická pankreatitida ( relapsující)

•• obstrukce pankreatického traktuobstrukce pankreatického traktu•• obstrukce pankreatického traktuobstrukce pankreatického traktu
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1.1. TURBIDIMETRICKÉTURBIDIMETRICKÉ::1.1. TURBIDIMETRICKÉTURBIDIMETRICKÉ::
štěpení emulze trioleinu lipasou za přítomnosti štěpení emulze trioleinu lipasou za přítomnosti 
kolipasy a deoxycholanu, měří se úbytek kolipasy a deoxycholanu, měří se úbytek kolipasy a deoxycholanu, měří se úbytek kolipasy a deoxycholanu, měří se úbytek 
absorbance (snížení zákalu) při 340 nm (UVabsorbance (snížení zákalu) při 340 nm (UV--
oblast)oblast)oblast)oblast)

KOLIPASAKOLIPASA je protein secernovaný z pankreatu, váže se s je protein secernovaný z pankreatu, váže se s 
lipasou 1:1 ke žlučovým kyselinám na povrchu lipasou 1:1 ke žlučovým kyselinám na povrchu lipasou 1:1 ke žlučovým kyselinám na povrchu lipasou 1:1 ke žlučovým kyselinám na povrchu 
emulgovaných kapének TG, emulgovaných kapének TG, umožňuje štěpení TG umožňuje štěpení TG 
působením lipasypůsobením lipasypůsobením lipasypůsobením lipasy
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2. Chromogenní2. Chromogenní
štěpení syntetických substrátůštěpení syntetických substrátů

a) substrát : 1,2-DIGLYCERIDa) substrát : 1,2-DIGLYCERID

1,2-diglycerid + H O → 2-monoglycerid + mastná kyselina1,2-diglycerid + H2O → 2-monoglycerid + mastná kyselina
2-monoglycerid + H2O → glycerol + mastná kyselina
glycerol + ATP → glycerol-3-fosfát + ADPglycerol + ATP → glycerol-3-fosfát + ADP
Glycerol-3-fosfát+ O2 → dihydroxyacetonfosfát + H2O2

2 H O + 4-AAP + deriv.fenolu → 4 H O + barevný derivát2 H2O2 + 4-AAP + deriv.fenolu → 4 H2O + barevný derivát
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b) substrát : 1,2b) substrát : 1,2--oo--DILAURYLDILAURYL--racrac--GLYCEROGLYCERO--33--
GLUTARIC ACIDGLUTARIC ACID--(6(6´́--METHYLRESORUFINMETHYLRESORUFIN) ESTER) ESTER
DGGRDGGR (patent Roche) (patent Roche) DGGRDGGR (patent Roche) (patent Roche) 

DGGR →  DGGR →  DGGR →  DGGR →  
1,21,2--oo--DILAURYLDILAURYL--racrac--glycerol + glycerol + 
GLUTARIC ACIDGLUTARIC ACID--66´́--METHYLRESORUFIN ESTERMETHYLRESORUFIN ESTERGLUTARIC ACIDGLUTARIC ACID--66´́--METHYLRESORUFIN ESTERMETHYLRESORUFIN ESTER

GLUTARIC ACIDGLUTARIC ACID--66´́-- METHYLRESORUFIN ESTER METHYLRESORUFIN ESTER ⇒⇒GLUTARIC ACIDGLUTARIC ACID--66´́-- METHYLRESORUFIN ESTER METHYLRESORUFIN ESTER ⇒⇒
GLUTARIC ACID + GLUTARIC ACID + METHYLRESORUFINMETHYLRESORUFIN

chromogenchromogenchromogenchromogen
SPEKTROFOTOMETRICKY:SPEKTROFOTOMETRICKY: ABSORBANCE METHYLRESORUFINUABSORBANCE METHYLRESORUFINU

při 580 nmpři 580 nm
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Cholinesterázy (CHE)Cholinesterázy (CHE)

estery CHOLINUestery CHOLINU + H+ H O O →→ CHOLINCHOLIN + příslušná kyselina+ příslušná kyselina
hydrolýza

estery CHOLINUestery CHOLINU + H+ H22O O →→ CHOLINCHOLIN + příslušná kyselina+ příslušná kyselina

• AcetylcholinesterázyAcetylcholinesterázy
acetylcholin + acetylcholin + H O → CHOLIN + CH COOHacetylcholin + acetylcholin + H2O → CHOLIN + CH3COOH

jsou obsaženy v erytrocytech, mozku, plících,jsou obsaženy v erytrocytech, mozku, plících,
štěpí přednostně acetylcholin (nervová zakončení)štěpí přednostně acetylcholin (nervová zakončení)štěpí přednostně acetylcholin (nervová zakončení)štěpí přednostně acetylcholin (nervová zakončení)

•• PseudocholinesterázyPseudocholinesterázy ((butyrylcholinesterázybutyrylcholinesterázy))•• PseudocholinesterázyPseudocholinesterázy ((butyrylcholinesterázybutyrylcholinesterázy))
pocházejí z pocházejí z ribosomůribosomů jaterních buněk jaterních buněk →→ krevkrev
→→ sérum a plazmasérum a plazma
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Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:

Patologické je především Patologické je především snížení aktivitysnížení aktivity..Patologické je především Patologické je především snížení aktivitysnížení aktivity..

•• poruchy poruchy proteosyntézyproteosyntézy•• poruchy poruchy proteosyntézyproteosyntézy
-- těžké těžké hepatopatiehepatopatie
-- hladovění organismuhladovění organismu-- hladovění organismuhladovění organismu

•• otravyotravy organofosfáty organofosfáty a karbamáty  a karbamáty  •• otravyotravy organofosfáty organofosfáty a karbamáty  a karbamáty  
((nekompetetivnínekompetetivní inhibitory inhibitory cholinestrázcholinestráz))

•• vrozené chybění, atypické variantyvrozené chybění, atypické varianty
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Metody stanovení:

butyrylthiocholinbutyrylthiocholin + H+ H22O O →→ thiocholinthiocholin + butyrát+ butyrát

thiocholin thiocholin + DTNB+ DTNB⇒⇒ 55--merkaptomerkapto--22--nitrobenzoová nitrobenzoová 
kyselinakyselinakyselinakyselina

žluté zbarvení

DTNB = kyselina 5,5´dithio-bis-nitrobenzoová
Ellmanovo činidloEllmanovo činidlo
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Metody stanovení:

acetylthiocholin acetylthiocholin + H+ H22O O →→ thiocholinthiocholin + acetát+ acetát

thiocholin thiocholin + DTNB+ DTNB⇒⇒ 55--merkaptomerkapto--22--nitrobenzoová nitrobenzoová 
kyselinakyselinakyselinakyselina
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ACPACP
monoestery kyseliny omonoestery kyseliny o--fosforečné + Hfosforečné + H OOmonoestery kyseliny omonoestery kyseliny o--fosforečné + Hfosforečné + H22OO

bbbb

alkohol / fenol + fosforečnanalkohol / fenol + fosforečnan

ACP katalyzuje stejnou chemickou reakci jako ALPACP katalyzuje stejnou chemickou reakci jako ALPACP katalyzuje stejnou chemickou reakci jako ALPACP katalyzuje stejnou chemickou reakci jako ALP

optimální pH je optimální pH je < 7,0< 7,0optimální pH je optimální pH je < 7,0< 7,0

V séru lze dokázat V séru lze dokázat prostatický a kostní izoenzymprostatický a kostní izoenzym, dále , dále V séru lze dokázat V séru lze dokázat prostatický a kostní izoenzymprostatický a kostní izoenzym, dále , dále 
malé množství malé množství jaterního,erytrocytárního a jaterního,erytrocytárního a malé množství malé množství jaterního,erytrocytárního a jaterního,erytrocytárního a 

trombocytárního izoenzymu.trombocytárního izoenzymu.

ACP není v séru/plazmě stabilní !ACP není v séru/plazmě stabilní !
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Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:Klinický význam:

• onemocnění prostaty ( karcinom)• onemocnění prostaty ( karcinom)

• některá kostní onemocnění (tumory a metastázy)• některá kostní onemocnění (tumory a metastázy)

• chronická ledvinná nedostatečnost• chronická ledvinná nedostatečnost

ACPP je pro dg.ca prostaty nahrazeno imunochemickým     ACPP je pro dg.ca prostaty nahrazeno imunochemickým     
stanovením PSAstanovením PSAstanovením PSAstanovením PSA
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ACPACPACPACP
Metody stanovení:Metody stanovení:Metody stanovení:Metody stanovení:

1.1. Substrát:Substrát: 44--NITROFENYLFOSFÁTNITROFENYLFOSFÁT1.1. Substrát:Substrát: 44--NITROFENYLFOSFÁTNITROFENYLFOSFÁT
44--NITROFENOL v kyselém prostředí není barevný,NITROFENOL v kyselém prostředí není barevný, pro pro 
stanovení používalo manuální provedení (endstanovení používalo manuální provedení (end--point) po point) po stanovení používalo manuální provedení (endstanovení používalo manuální provedení (end--point) po point) po 
zastavení enzymové reakce např. roztokem NaOHzastavení enzymové reakce např. roztokem NaOH

2.2. Substrát:Substrát: 11--NAFTYLFOSFÁTNAFTYLFOSFÁT2.2. Substrát:Substrát: 11--NAFTYLFOSFÁTNAFTYLFOSFÁT

1-NAFTYLFOSFÁT + H2O ⇒ 1-NAFTOL + fosforečnan2

1-NAFTOL + diazoniová sůl ⇒ azobarvivo
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Enzymy v močiEnzymy v močiEnzymy v močiEnzymy v moči

1. AMS1. AMS

2. NAG ( N2. NAG ( N--acetylacetyl--betabeta--glukózaminidáza)glukózaminidáza)
TUBULÁRNÍ postižení LEDVINTUBULÁRNÍ postižení LEDVINTUBULÁRNÍ postižení LEDVINTUBULÁRNÍ postižení LEDVIN
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Enzymy Enzymy --Tumorové markeryTumorové markeryEnzymy Enzymy --Tumorové markeryTumorové markery

NSE (NSE (neuronspecifická enoláza)neuronspecifická enoláza)

cytoplazmatický, glykolytický izoenzym enolázy cytoplazmatický, glykolytický izoenzym enolázy 
(katalyzuje přeměnu 2(katalyzuje přeměnu 2--fosfoglycerátu na fosfoenolpyruvát)fosfoglycerátu na fosfoenolpyruvát)

TK TK ((thymidinkináza)thymidinkináza)TK TK ((thymidinkináza)thymidinkináza)

enzym podílející se na syntéze DNAenzym podílející se na syntéze DNAenzym podílející se na syntéze DNAenzym podílející se na syntéze DNA
ukazatel buněčné proliferaceukazatel buněčné proliferace
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