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Vliv pH na aktivitu enzymu

pH optimgm

*Hodnota pH ovliviiuje 1onizaci
enzymu, substratu a komplexu
enzym-substrat.

*Obvykle reaguji pouze
lonizovan¢ formy enzymu a
substratu

pH nastavujeme pomoci
pufrua




Pozadavky na dobry pufr

Faktory chemické a biochemické.

Chemicke faktory:

»dobra rozpustnost ve vod¢, Spatna rozpustnost v org.
rozpoustédlech

»ne komplexace nebo srazeni iontua Mg?*, Ca**, Mn?*,
Zn**, Fe?* ad.

»ne reakce se slozkami studovaného systému (vazba
bilkovin na boritany)

»ne nachylnost k bakteridlni kontaminaci (glycin, citraty,
fosfaty)

»ne silna ionizace

»spektralni charakteristika




Biochemicke faktory:

»ne ovliviiovani aktivity enzymu
»rezistence vici enzymove aktivité

»ne schopnost prechazet pfes membrany
»ne interference s oxidacni fosforylaci
»ne reakce s kofaktory reakci

Goodovy pufry:




Vliv teploty na aktivitu enzymu
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Se zvysovanim
teploty se rychlost
enzymove reakce
zvySuje aZ k hodnoté
maxima, pak se
zaCina projevovat
tepelna denaturace
enzymu




Vliv teploty na aktivitu enzymu

Se zvysujici se teplotou vzrusta poCatecni

rychlost enzymové reakce, enzym je vSak
[P] rychleji inaktivovan.,
Q,, - faktor
udavajici kolikrat se
40° zvysi rychlost
“3()° enzymove reakce,
pi1 zmén¢ teploty o
S0° 10°C (obvykle
60° hodnota 2)
20°
700
cas
Enzymy z termofilnich organismu - odliSné optimalni teploty. 6
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Kvantifikace enzymu




Mnozstvi enzymu v biologickém materialu lze
vyjadrit dvojim zpusobem

Nepiime stanoveni Piim¢ stanoveni

 katalyticka koncentrace e hmotnostni koncentrace

* pkat/l G— * pgll G—

 stanovi se produkt  stanovi se molekula enzymu jako
enzymove reakce antigen (1imunochemicky)

 vétSina klinicky * jen nékter€ enzymy v extrémné
vyznamnych enzymu nizkych koncentracich

e napf. tumorove markery




Katalyticka aktivita enzymu

« zavedena jednotka katal, 1 kat = mol/s

 jeden katal je katalyticka aktivita enzymu, pri1 které se v

reakci pfemeéni jeden mol substratu za sekundu

mezinarodni jednotka IU (international unit)

1 IU = umol/min

Prevodni vztahy:
1 ukat =60 IU
1 IU = 16,6 nkat




Katalyticka koncentrace enzymu

 aktivita je vztazena na objem biologickée tekutiny (krevni
s€rum)

 jednotky mkat/l, pkat/l ....
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Stanoveni katalytické aktivity

optimalni podminky (teplota, pH, pufr, kofaktory)
m¢eii se pocatecni rychlost reakce
meii se A[S] nebo A[P] v uréitéem Casovém intervalu

kinetika 0. fadu, [S] >> K = nasyceny enzym, rychlost je

konstantni, blizi se V..
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Dvé metody stanoveni katalytickeé koncentrace

cnzymu
Kineticka Konstantniho ¢asu
e prubézné se méii [S] nebo [P] StarSi metoda

e fada méfeni (nebo méfi se [P] po probéhnuti

kontinualng) reakce
« zjisti se v, z kinetické kiivky e jedno méfeni
e pfesna metoda e zjisti se prumérna rychlost
A[P]/At

 meéné presna, zaloZena na
predpokladu, Ze reakéni
rychlost je konstantni
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[P]

Moznosti stanoveni kvantity enzymu

Metoda kineticka Metoda konst.¢asu

5 10 15
t (min)
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Zavislost koncentrace na ¢ase v enzymove
reakci

Lag

[P] [S]

~ SniZzeni rychlosti

Pocatecni rychlost
Pocatecni rychlost

SniZeni rychlosti

Cas (s) Cas (s)

Bezprosttedné po piidani vzorku obsahujiciho enzym do reakéni smeési
probiha perioda ekvilibrace, béhem které se enzym a substrat misi. Tato doba

se nazyva lag-faze (s- min). Béhem lag faze nelze métit aktivitu enzymu. 14




Priklad 1

Pt1 enzymové reakci byl do roztoku substratu v pufru pridan
vzorek obsahujici enzym (0,1 ml).

Po 5 min bylo stanoveno 0,2 mmol produktu.

Jaka je katalyticka koncentrace enzymu ve vzorku?
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Priklad 1 - ReSeni

t=5mm=5.60s=300s
za 300 s ... vzniklo 0,2 mmol produktu
za 1s...x=0,2/300 = 6,7 .10* mmol / na 0,1 ml vzorku

na 1 litr vzorku = 6,7 . 104 . 10* = 6,7 mmol/l.s = 6,7 mkat/l
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Priklad 2

Reak¢ni smés obsahovala:

2,5 ml pufru

0,2 ml roztoku koenzymu NADH (opticky test)
0,1 ml krevniho séra

0,2 ml roztoku substratu

Po 60 s byl pokles absorbance koenzymu A4 = 0,03. € = 6220

I/mol.cm, Sitka kyvety [ = 1 cm. Jaka je katalyticka koncentrace

enzymu?
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Priklad 2 - ReSeni

Vzorek sera byl zfedén: V. /V . = 3,0/0,1 = 30
Lambertuv-Beeruv zakon: AA = € Acl /zaur€. Cas At =

z toho odvodime zménu koncentrace za 60 s:

Ac_ A4 _ 003 _¢10-8 mol/l s

At €UIAF 62200160

Nutno nasobit ziedénim: 30 .8 .108% = 2.4 .10°mol/l.s =
2.4 .10 kat/l = 2,4 pkat/I
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Absorp¢ni spektrum oxidované a redukované
formy NAD™ - princip ,,Warburgova optického

Oxidovana forma NAD" ma
jediné absorp¢ni maximum pii
260 nm, redukovana forma
NADH ma absorp¢ni maxima pfi
260 a 340 nm

M¢fenim zmen
absorbance pi1 340 nm

1ze sledovat prirustek
nebo ubytek NADH

260 340 Vlnova délka (nm)
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Lze téZ méfit fluorescenci pi1 450 nm (pouze redukovana forma).




Princip méreni aktivity laktatdehydrogenasy
LD

LD
Pyruvat + NADH + H® > Laktat + NAD®

(. J
Y

opticky test l

pri reakci klesa absorbance
AA/At

20




Volba substratu pri stanoveni
enzymové aktivity

Prirodni nebo synteticke substraty.

Syntetickeé — Casto vySsi rychlost enzymoveé reakce.
Synteticky substrat (obvykle levnéjsi, stabilné;jsi, dobie
rozpustny, 1épe definovany...)
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Inhibitory a aktivatory
enzymu
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Aktivatory enzymu
Pro svou aktivitu enzymy ¢asto vyzaduji pfitomnost
dalSich latek — aktivatorq.

Jsou to napr. nizkomolekularni latky (meziprodukty,
produkty).

Rada enzymi vyzaduje pfitomnost iontii — ¢asto Mg2*
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Inhibice enzymu (snizeni aktivity)

Ireverzibilni

 1nhibitor pevné vazan
na enzym (akt. misto)

e organofosfaty

 1onty tézkych kovi

e kyanidy

Reverzibilni

inhibitor volné vazan
e rovnhovaha E+]I < E-I

 1nhibitor Ize odstranit (dialyza,

gel. filtrace)

» dva zakladni typy:

kompetitivni, nekompetitivni
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Kompetitivni inhibice

inhibitor je strukturné podobny substratu
vaze se do aktivniho mista
soutézi s fyziologickym substratem

vazebné misto
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Prirozeny substrat vs. kompetitivni inhibitor

COoQP 5
| COO
CH-
| CH,
CH-
| COQP
CO0O®

sukcinat malonat

Malonat je inhibitorem sukcinatdehydrogenasy -




Kompetitivni inhibice

« maximalni rychlost je dosazena az za vysSich hodnot [S]
* V. . S€ nemeni

K _sezvySuje
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Kompetitivni inhibice

[S] mol/l
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Nekompetitivni inhibice

 Inhibitor se vaze mimo aktivni centrum na E 1 na komplex
E-S

* K _ se neméni (aktivni misto je volné pro substrat)

« V_.. sesniZuje, protoze klesa koncentrace funkéniho

komplexu E-S
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Nekompetitivni inhibice

vmax inh

K. [S] mol/l
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Inhibitory a aktivatory pri
enzymovych stanovenich

Mohou byt obsazeny ve vzorku, Cinidle, pufru, skle
apod. Inhibovat muze i produkt.

Napr. EDTA inaktivuje ALP protoze komplexuje Zn,
ktery je v jeho aktivnim centru.

Na™ slouzi jako aktivator ALP

Viz téz:

http://www.worthingtonbiochem.com/index/manual.html




Mnoha léciva jsou inhibitory enzymu

Acetylsalicylova kyselina (cyklooxygenasa)

Ibuprofen (cyklooxygenasa)

Statiny (HMG-CoA reduktasa) — hypolipidemika, snizuji
syntézu cholesterolu (lovastatin)

Inhibitory ACE (angiotensin konvertujici enzym) — 1é¢ba
hypertenze (enalapril)

Rev. inhibitory acetylcholinesterasy (neostigmin) —

nervosvaloveé choroby, pooperacni atonie stiev

Selektivni inhibitory mozkové acetylcholinesterasy (rivastigmin,

galantamin) - Alzheimerova choroba
32




Antibiotika inhibuji enzymy nutné pro urcity
zivotni déj bakterii

e Peniciliny — inhibuji transpeptidasy (vystavba bunééne
stény)
» Tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol — inhibice

proteosyntezy

* Fluorovan¢ chinolony (ciprofloxacin) — inhibice bakterialni
gyrasy (topoisomerasy II) (rozplétani DNA béhem
replikace)

* Sulfonamidy — blokuji syntézu folatu

33




1zoenzymy

katalyzuji stejnou reakci, ale 1i8i se primarni strukturou a

tedy fyz.-chem. a kinetickymi vlastnostmi
maji casto ruznou tkanovou distribuci
stanovuji se elektroforézou

izoformy — obecnéjsi termin (zahrnuji jeste

pseudoizoenzymy, posttranslacni varianty)
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Kreatinkinasa (CK) je dimer a tvori tri izoenzymy

Izoenzym Vyskyt Procento celk. aktivity ZvySeni

CK-MM svaly 94-96 % svaloveé trauma

CK-MB srdce do 6 % infarkt

CK-BB mozek stopy poranéni mozku
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Allosterické enzymy jsou oligomerni

vice podjednotek, Casto regulacni a katalyticka

na enzym se vaze efektor strukturné odliSny od substratu,

casto produkt
vaze se do allosterického mista — jiné nez aktivni misto

vazba vyvola zménu konformace enzymu = zmeéna aktivity -

allostericka aktivace nebo inhibice
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Allostericka aktivace a inhibice

aktivace

bez
efektoru

iInhibice

[S] 3




Kooperativni efekt

u oligomernich enzymu a proteinu

vice podjednotek = vice vazebnych mist
odliSna kinetika

saturacni graf je sigmoidni

navazani substratu (nebo jin¢ latky) na jednu podjednotku
indukuje zmény konformace u ostatnich, ze se dalsi
molekuly vazou snadnéji (obtiznéj1)
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Sigmoidni saturacni graf

substrét,
samotny sigmoidni
krivka

substrat + alloster. inhibitor

[S]

(srov. saturacni kiivku hemoglobinu a myoglobinu)
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Vyuziti enzymu v lékarstvi

enzymy jako indikatory patologickeho stavu:

pi'1 poSkozeni bun€k se zvySuje aktivita intracelularnich

enzymu v extracelularni tekuting

enzymy jako analyticka Cinidla v klin. biochemuii

enzymy jako léCiva
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Priklady enzymu v klinické diagnostice

Enzym Referencni hodnoty” Interpretace zvySeni

ALT do 0,9 pkat/l hepatopatie

CK do 4 pkat/l myopatie, infarkt myokardu
PSA do 5 ng/l karcinom prostaty

NSE do 13 g/l bronchogenni karcinom

4V krevnim séru, hodnoty pro muze nad 15 let
ALT alaninaminotransferasa, CK kreatinkinasa,

PSA prostaticky specificky antigen, NSE neuron specificka enolasa .




Enzymy jako analyticka Cinidla

Enzym Puvod enzymu Stanoveni
Glukosaoxidasa Aspergillus niger glukosa
Peroxidasa kien glukosa

Lipasa Candida sp. triacylglyceroly
Cholesteroloxidasa  Pseudomonas sp. cholesterol
Urikasa Candida sp. kyselina mocCova
Bilirubinoxidasa Myrothecium sp. bilirubin

Ureasa bob (Canavalia sp.) mocovina

Laktatdehydrogenasa Pediocus sp. ALT, AST
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Enzymové stanoveni glukosy

lukosagxidasa

glukosa + O, — glukonolakton + H,O,

neroxidasa

H,0, + H,A - 2H,0 +A
bezbarvy barevny produkt
chromogen (m¢éfi se absorbance)

Princip stanoveni glukosy v analyzatorech
43




Pankreatické enzymy v terapii

smes enzymu (lipasy, amylasy, proteinasy) ziskana z
veprovych pankreatu
indikace: sekreni nedostateCnost pankreatu ruzné

etiologie, cysticka fibroza

uzivani: 3 x denn¢ pit1 jidle : : ,
acidorezistentni

fada pripravku voln€ prodejnych tobolky,

rozpadaji se

az v duodenu
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Asparaginasa v terapii leukémie

Katalyzuje hydrolyzu amidové skupiny asparaginu
Asn +H,O - Asp+ NH,4
L-asparagin je nezbytny pro proteosyntézu nékterych

nadorovych bunék
Hydrolyza Asp vede k omezeni proliferace

Indikace: akutni lymfoblasticke leukemie
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Enzymova fibrinolytika

1éC1va, ktera rozpoustéji krevni sraZzeniny v cévach
streptokinasa (bakteridlni), urokinasa (lidska)

Stépi plazminogen na plazmin — ten vyvola degradaci fibrinu

a trombolyzu

indikace: Zilni trombdza, plicni embolie, akutni IM
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Proteasy v lokalni terapii

fibrinolyzin, chymotrypsin, kolagenasa

po lokalni aplikaci vedou k 1yze nekrotické tkané,
nepoSkozuji zdraveé bunky

hlavni indikace v chirurgu

hnisave rany, bércove viedy, diabetické gangrény,

dekubity, pooperacni rany apod.
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