STANOVENI KATALYTICKOE
KONCENTRACE ENZYMU

Enzym
+ Biokatalyzatory ymy

+  Snizuji aktivacni energii potfebnou pro chemickou reakci
+ V klinické biochemii se enzymy pouzivaji: » pro diagnostické Ucely
» jako reagencie
Nazvoslovi

» trividni / historické ~ TRYPSIN
» obecné uzivané o-AMYLASA ( AMS)

» védecké  1,4-a-D-glukanglukanohydrolasa EC 3.2.1.1.

»  faktory ovliviiujici enzymovou reakci :
TEPLOTA, pH, koncentrace SUBSTRATU, koE,...

casto se voli kompromis mezi optimalnimi
podminkami, cenou, technickymi pozadavky

Enzymy - stanoveni

Rovnice Michaelis-Mentenové: v
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Idealné: [S] > 100 Km

cena, rozpustnost, inhibice nadbytkem substratu, ...




Enzymy - stanoveni

1) Dvoubodové stanoveni (,metoda zastaveného casu “)

fotometrické sledovani zmény absorbance (pfirustek produktu
nebo Ubytek substratu) za ¢asovou jednotku (nevime, co se v
reakéni smési déje !), vétSinou v daném Case zastavujeme
enzymovou reakci (napf. denaturace a kolorimetrické
vybarveni produkt()

AA/AL = A - A A,, t; vétsinou rovny 0

t2 - tl (pocatek)

Enzymy - stanoveni

1) Dvoubodové stanoveni (,,metoda zastaveného ¢asu *)
fotometrické sledovani zmény absorbance (A) za ¢asovou
jednotku

2) ,, KINETICKA stanoveni (,,metoda tangent*)

fotometrické sledovani tvorby produktu nebo Ubytku
substratu v ase (dA/dt)

podminka:
» konstantni rychlost ( kinetika 0.fadu)
» vZdy kontrolovat pribéh reakce !

t.j. rychlost reakce

[FiexRate Description (AST Examples) |

AST Reaction Profile
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Enzymy - stanoveni
2) , KINETICKE“testy nejcastsji fotometrické s vyuzitim

» optického testu (Warburgiv) (NADH + H*) 340 nm

» chinoniminové reakce (kfenova peroxidasa)

POD
H,0, + 4-aminoantipyrin + subst. fenol = chinonimin (Cerveny, 555 nm)

KATALYTICKA KONCENTRACE ENZYMU  pikat/l
(dFive, ale jeSté napf. v Némecku,USA U/l ) 1 pkat/l = 60 U/l

Extinktion

260 300 1339 [ 400 nm

334
Wellenldnge

Enzymy - stanoveni
1a2) ,, KINETICKE* a ,,dvoubodové*“ metody
fotometrické sledovani ¢asové zmény absorbance (A)

t.j. rychlost reakce
jednotky ukat/l

3) IMUNOCHEMICKE metody
stanovujeme hmotnostni koncentraci enzymu

jednotky g/l




ALT
Klinicky vyznam:
eonemocnéni jater ( akutni virova hepatitida)
eonemocnéni zlu¢ovych cest

*dekompenzované srdecni vady (venostasa v jatrech)

Je obsazena v cytoplasmé vSech bunék ( zvlasté
hepatocytl)

ALT
+ L-alanin + 2-oxoglutarat --> pyruvat + L-glutamat
¢ pyruvat + NADH + H* --> [ -laktat + NAD*

¢ pyruvat + NADH + H* --> | -laktat + NAD*

endogenni

+ pyridoxal-5-fosfat + ApoALT --> ALT*
+ doporucuije se pfedinkubace 10 min pfi +37°C
+ start : 2-oxoglutarat ( 2 inidlova metoda)
« start: sérum (1 €inidlova metoda)
+ kalibrace: enzymovy kalibrator nebo teoreticky faktor

AST
Klinicky.vyznam:

* onemocnéni myokardu (nekroza, AIM)
» onemocnéni kosterniho svalstva

* jaterni choroby

Je obsaZena v cytoplasmé&(30%) a v
mitochondriich(70%) vSech bunék ( zvlasté
hepatocyt,bunék srdec¢niho svalu, ledvin a
kosternich sval()




AST

+ L-aspartat + 2-oxoglutarat --> oxalacetat + L-glutamat
+ oxalacetat + NADH + H* --> L-malat + NAD*

*  pyruvat + NADH + H* --> L-laktat + NAD*

endogenni

* pyridoxal-5-fosfat + ApoAST --> AST*
+ doporucuije se predinkubace 10 min pfi +37°C
+ start: 2-oxoglutarat ( 2 Cinidlova metoda)
o start: sérum (1 Cinidlova metoda)
+ kalibrace: enzymovy kalibrator nebo teoreticky faktor

LD
Klinicky vyznam:
* onemocnéni srde¢niho svalu (infarkt myokardu)
* onemocnéni svall

* dalsi choroby (hemolyticka anémie, leukémie,
onemocnéni jaterniho parenchymu,...hemolyza)

LD je cytoplasmaticky enzym, katalyzuje
reakci anaerobni glykolyzy, to vysvétluje nalez
LD prakticky ve vSech tkanich.

LD
pyruvat + NADH + H* --> L-laktat + NAD*

Je to TETRAMER skladajici se ze 2 podjednotek: M ( muscle)
H (heart)

Kombinaci vznika_5 isoenzymu : LD1 H4
LD2 H3M
LD3 H2Mm2
LD4 HM3
LD5 M4




l1zoenzymy LD

Elektroforeticky:
DETEKCE

l-laktat + NAD* --> pyruvat + NADH + H*

NADH + H* + tetrazoliova sll --> NAD* + FORMAZAN
NBT,INT nerozpustny

Rozdilna substratova specifita:
HBD
2-OXOBUTYRAT + NADH + H* --> 2-HYDROXYBURYRAT + NAD*

CK
Klinicky.vyznam:

eonemocneéni kosterntho svalstva

eonemocnéni srdecniho svalu (infarkt myokardu)

CK
KREATINFOSFAT + ADP --> KREATIN + ATP
ATP + D-GLUKOSA --> ADP + D-GLUKOSO-6-FOSFAT
D-GLU-6-P + NADP* --> D-GLUKONAT-6-P +NADPH+H*

REAKTIVACE: doporucuje se N-ACETYL CYSTEIN ( NAC)

Je to DIMER skladajici se ze 2 podjednotek: M ( muscle)
B (brain)

Kombinaci vznikaji 3 izoenzymy : CK-MM, CK-MB, CK-BB
CK- makro

CK-MB mass (hmotnostni koncentrace) IMUNOCHEMICKY




ISOFORMY isoenzymiit CK-MM a CK-MB

What are CK-MB Isoforms? * 2lysiny CKMM3
« 1lysin CKMM2

« Olysin CKMM
E « 1lysin CKMB2
lsoenzymes ; '- + 0lysin CKMB1
+ myokard

+ karboxypeptidasa

MM, MM, MM, M, MG

Two CK subunits, M and B, combine to form
the CK isoenzymes: MM, MB and BB. Two CK-
MB isoforms, variants of CK-MB, have been
detected: MB; and MEB,. In AMI, CK-MB;, the
tiszue form, is releated into circulation from the
damaged heart and is converted to MB, by
carboxypeptidase-I.

1zoenzymy CK

CK-MM M (M M M

CK-MB M |B | +anTim M |B

CK-BB |B [B
PFedpoklad: CK-BB v séru nepfitomen (=0)
Potom: CK-B x 2 =CK-MB

ALP
Klinicky.vyznam:
eonemocnéni jater

eonemocnéni zlucovych cest
eonemocnéni kosti
fyziologicky zvySené hodnoty: déti
a zeny (3 trimestr t€hotenstvi)

V séru dospélych zdravych osob prevazuji jaterni

isoenzymy, u zdravych déti kostni isoenzym, u
téhotnych Zen placentarni isoenzym a u osob s krevni

skupinou 0 a B stopy stfevniho isoenzymu.




ALP
monoestery kyseliny o-fosfore¢né + H,0

0

alkohol / fenol + fosforeénan

4-NITROFENYLFOSFAT + H,0--> 4-NITROFENOL+ fosforeénan

ALP a izoenzymy
METODY

+ N-methyl-D-glucamin (MEG) (v CR stand.metoda)

+ 2-amino-2-methyl-1-propanol (AMP) (IFCC metoda)

+ Diethanolamin (DGKC)

+ IMUNOCHEMICKY ( kostni izoenzym)

+ ELEKTROFOREZA

+ INAKTIVACNE - INHIBICNI metody

¢ srazeni LEKTINEM ( kostni izoenzym)

ALP v rozpusténych lyofilizatech je
nutné reaktivovat ( 2h pfi lab.teploté)

GMT
Klinicky.vyznam:
* onemocnéni jater
* obstrukce zlucovych cest
* sekundarni nadory jater
» monitorovani chronického alkoholismu

GMT je vazana na cytoplasmatické
membrany.

V krvi dokazatelny enzym je jen
jaterniho plvodu.




GMT / GGT
Katalyzuje pfenos y-glutamylového zbytku z
y-glutamylpeptidd na jiny akceptor ( napf. peptid nebo
aminokyselina)

METODY
*y-L-glutamyl-3-karboxy-4-nitranilid (GLUCANE)
*y-L-glutamyl-4-nitranilid (GLU-4-NA)

GLUCANE + Glygly --> GLU-Glygly + 5-A-2NB
5-AMINO-2-NITROBENZOAT

GLU-4-NA + Glygly --> GLU-Glygly + 4-NA
4-NITROANILID

AMS
Klinicky.vyznam:

sonemocnéni pankreatu (akutni pankreatitida, 5-12h)
sonemocnéni slinnych z1az ( parotitis)

spiitomnost makroamylasového komplexu
MAKROAMYLASOVY komplex = komplexy glykosylovanych isoenzymi s imunoglobuliny a
jinymi bilkovinami v séru Mr = 400 000 az 2 000 000

*AMS je sekrecni enzym vytvareny pankreatem,
slinnymi zlazami, ¢ast vznika v jatrech, plicich.

Sérum obsahuje pfiblizné stejnou katalytickou
koncentraci pankreatického a slinného izoenzymu.

AMS

* POLYSACHARIDY--> OLIGOSACHARIDY--> MALTOSA
Stépi o-1,4 glykosidické vazby

* METODY

* AMYLOKLASTICKE
SKROB --> OLIGOSACHARIDY --> MALTOSA
+ roztok jodu
modré zbarveni

+ CHROMOLYTICKE
Substrat = nerozpustny Skrob s kovalentné vazanym
barvivem




AMS
s MOLEKULARNE DEFINOVANYMI SUBSTRATY

» substraty znacené 4-nitrofenolem na konci definovaného
oligosacharidu
a-glukosidasa
Maltosa + H,0 --> 2 Glc

» metoda IFCC
1 molekula 4,6-ethyliden(G7)-4-nitrofenyl(G1)-a -(1,4)-D-
maltoheptaosidu

7 molekul glukosy + 1 molekula 4-nitrofenolu

» 2-chloro-4-nitrofenyl-a-D-maltotriosid

LPS

Klinicky.vyznam:

detekce a vylouceni akutni pankreatitidy
schronicka pankreatitida ( relapsujici)

sobstrukce pankreatického traktu

LPS
TRI- a DIACYLGLYROLY + H,0 --> GLYCEROL + 3-,2 MK

METODY

* TITRACNI ( stanoveni MK)

+ TURBIDIMETRICKE ~ ( snizeni zakalu)

+ ,fotometrické“ ( stanoveni glycerolu)
GLYCEROL + ATP --> GLYCEROL-3-FOSFAT + ADP
Glycerol-3-fosfat+ O,--> dihydroxyacetonfosfat + H,0,

2H,0, + 4-AAP + deriv.fenolu --> 4H,0 + barevny derivat

micelarni komplexy ,nerozpustny substrat-kolipasa-
ZluCova kyselina (pH 9)
pozndmka: LPS pankreaticka a jaterni, lipoproteinova LPS
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ACP
Klinicky.vyznam:
* onemocnéni prostaty ( karcinom)
* n¢ktera kostni onemocnéni (tumory a metastasy)
* chronicka ledvinna nedostatecnost

*V séru Ize dokazat prostaticky a kostni isoenzym, dale
malé mnozstvi jaterniho, erytrocytarniho a
trombocytarniho isoenzymu.

ACP neni v séru/plazmé stabilni !

ACPRP je pro dg.ca prostaty nahrazovano
imunochemickym stanovenim PSA

ACP
METODY
*pH<7,0
* 4-NITROFENYLFOSFAT + H,0--> 4-NITROFENOL+ fosforeénan

+1-NAFTYLFOSFAT + H,0--> 1-NAFTOL + fosforecnan
1-NAFTOL + diazoniova sul --> azobarvivo

+ detekce prostatického izoenzymu:
ACP - ACP inhibovana vinanem

CHE
Klinicky.vyznam:

CHE vznika v ribosomech jaternich bunék a
je secernovana do krve. Patologické je
predevSim snizeni aktivity.
*poruchy proteosyntézy
tézké hepatopatie
hladovéni organismu

sintoxikace organofosfaty
nekompetitivni inhibitory

svrozené deficity, atypické varianty
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CHE
estery CHOLINU + H,0 --> CHOLIN + pfisluSna kyselina

Sérum / plazma

*ACETYLCHOLINESTERASA (substrat: acetylcholin)
je obsazena v Ery, mozku
*PSEUDOCHOLINESTERASA
pochazi z ribosom0 jaternich bunék

thioestery cholinu + H,0 --> thiocholin + butyrat
thiocholin + DTNB -->5-merkapto-2-nitrobenzoova kyselina
DTNB=kyselina 5,5 dithio-bis-nitrobenzoova Zluta

Enzymy v mogéi

1. NAG ( N-acetyl-beta-glukosaminidasa)
TUBULARNI postizeni LEDVIN

2. GMT
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