Enzym
« Biokatalyzatory ymy

* Snizuji aktivacni energii potfebnou pro chemickou reakci
* Vklinické biochemii se enzymy pouZivaji: » pro diagnostické ucely
» jako reagencie
Nazvoslovi

» triviaini / historické ~ TRYPSIN
» obecné uzivané a-AMYLASA (AMS)

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

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

casto se voli kompromis mezi optimalnimi
podminkami, cenou, technickymi pozadavky
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Enzymy jako analytickd Cinidla
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m Kineticky (vétinou metoda konstantniho &asu)
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Enzymy diagnostické markery
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Idealné: [S] = 100 Km

cena, rozpustnost, inhibice nadbytkem substratu, ...




Moznost sledovani enzymové aktivity

m Substrat & produkt dokaZzeme specificky detegovat pfimo

Pokud ne, nasleduje druha.. (obvykle opét enzymova)
detekéni (indikatorova) reakce

= Indikétorové reakce NESMI uréovat (limitovat) rychlost
vzniku/zéniku detekovaného produktu/substratu !!!

musi byt vidy ,rychlej$™ neZ primarni reakce,
kterd uréuje plvodni koncentraci substrétu ¢ aktivitu
stanovovaného enzymu
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Moznost sledovani enzymové aktivity

o Nejéastéji pouZivané (indikétorové) reakce

1) H,0, - vanika pfi reakcich oxidas (vyuZivaji k oxidaci 0,)

Substrdt+ 0, —2 .  Produkt + H,0,

H,0, + chromogen _POD " parevny produkt |

V klinické diagnostice nejéast&ji 4-aminoantipyrin I@@
+ subst. fenol = CHINONIMIN (&erveny, 555 nm) {

Moznost sledovani enzymové aktivity
2) NADH, NADPH- Warburglv opticky test 340 nm
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substrét,q + NAD*

oxidoreduktasa
(dehydrogenasa

Extinktion

produkt,, + NADH + H*




Moznost sledovani enzymové aktivity

2) vyuiiti hydrolyzovatelného chromogenniho substratu
(pro hydrolasy)

vétsinou nitrofenylderivaty = intenzivné Zluté nitrofenoly
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CH,OH
CH,0H . o.
O, o _ N . HO
-galaktosidasa
ON po ON
2-nitrofenyl-galaktosid 2uty

bezbarvy

Enzymy jako analytickd Cinidla
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Enzymy - stanoveni

1) Dvoubodové stanoveni (,,metoda zastaveného &asu “)

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

AZ_AI

t2 - t1 (potatek)

A, t, vétsinou rovny 0

AA/AL =




Enzymy - stanoveni

1) Dvoubodové stanoveni (,metoda zastaveného éasu “)
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 priubéh reakce !

t.j. rychlost reakce
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AST Reaction Profile
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