Enzymy

Enzymy jsou bilkoviny, které ptisobi jako biologické katalyzatory. Podobn¢ jako ostatni katalyzatory
snizuji aktivacni energii chemické reakce a tim urychluji jeji pribéh. Enzymy neovliviiuji hodnotu
rovnovazné konstanty reakci, pouze zpusobuji, Ze systém dosihne rovnovéhy rychleji. Uginkem
enzymdu jsou tak umoznény déje, které by jinak za normalnich teplot viibec neprobihaly.

Vétsina reakci probihajicich v Zivych organismech probiha za ucasti enzymu. Latky, které podléhaji
preméndm v enzymovych reakcich, se nazyvaji substraty. Pfi enzymové reakci se substrat (S)

prechodné vaze k enzymu (E) za vzniku komplexu enzym-substrat (ES).
E+S S ES-E+P

K vazbé¢ substratu na enzym dochazi v tzv. aktivhim centru, coz je specificka oblast bilkovinného
tetézce, kterd vznikéd piiblizenim postrannich skupin urcitych aminokyselin (v fetézci Casto i dosti
vzdalenych). Vazba mezi enzymem a substratem v aktivnim centru je zpravidla nekovalentni
(vodikové mustky, elektrostatické a hydrofobni interakce), ziidka mtize byt i kovalentni. V aktivnim
centru dochéazi k mistnimu zvySeni koncentrace substratii a jejich optimalni orientaci, coz vede ke
zvySeni reakeni rychlosti. Po skoncCeni reakce je produkt (P) uvolnén z aktivniho mista enzymu.
Katalyticky uc¢inek nékterych enzyml zavisi také na neproteinové slozce, nazyvané obecné jako
kofaktor. Kofaktory pevné vazané na strukturu enzymut se oznacuji jako prosteticke skupiny (napft.
ionty kovi Mn®*, Mg®>", FMN, FAD), kofaktory vézané voln&ji jako koenzymy (napi. NADH).
Kofaktory jsou Casto derivaty vitamind.

Enzymy jsou vysoce specifické, katalyzuji vzdy pouze urcCity typ chemické pifeméeny, plsobi
specificky na jediny substrat (nebo na skupinu strukturné blizce ptibuznych latek).

Enzymy jsou regulovatelné. Rizenou proteosyntézou miize byt ovlivnéno mnozstvi enzymu, které méa
bunka k dispozici a tim i mnozstvi produktli enzymové reakce. Dalsi Groven regulace enzymové
aktivity spocCiva v aktivaci a inaktivaci enzymua (napi.ptisobenim aktivatorii a inhibitorti, ¢asteCnou

proteolyzou, kovalentni modifikaci).
Nazvoslovi enzymii

V nazvoslovi enzyml se nejvice uplatiuji trividlni nazvy. Jsou nejCastéji utvofeny pfipojenim
koncovky —asa k ndzvu substratu (amylasa, lipasa, sacharasa), pfipadné¢ je v ndzvu zahrnut i typ
katalyzované reakce (laktatdehydrogenasa, pyruvatdekarboxylasa). U nékterych enzymu pretrvavaji
nazvy historické, napft. trypsin, pepsin, trombin, rennin).

V soucasné dobé je vypracovan zcela jednoznacny systém nomenklatury enzyml Mezinarodni biochemickou
unii (IUB). Pro kazdy enzym je zde uveden systémovy nazev a doporuceny trivialni nazev. Napf. enzym
katalyzujici transaminacni reakci mezi alaninem a 2-oxoglutardtem ma systémovy nazev L-alanin:2-oxoglutarat-
aminotransferasa, jeho doporuceny nazev je alaninaminotransferasa.

Rozdéleni enzymii
Podle zasad nomenklatury IUB se enzymy se rozdéluji do zékladnich tfid, z nichz kazda ma své podtiidy. Kazdy
enzym ma své kodové ¢islo (EC), ze kterého plyne jeho zatazeni do tiidy, podtiid a jeho specifické oznaceni.

V nasledujicim piehledu je uvedeno zjednodusené rozdéleni enzymu do 6 hlavnich tfid, podle typu katalyzované
reakce.



1. Oxidoreduktasy katalyzuji oxida¢né redukéni reakce. PrendSeji vodik, elektrony, pfipadné vestavuji do
molekul substratu kyslik.

2. Transferasy prendsi skupiny atomd z jednoho substratu na druhy. Na zaklad¢ charakteru pienaSenych skupin
se rozdéluji do podtiid napf. aminotransferasy, acyltransferasy, fosfotransferasy atd.

3. Hydrolasy katalyzuji hydrolytické Stépeni substratd. Podtiidy se oznacuji podle typu Stépené vazby, napt.
esterasy, glykosidasy, peptidasy. K hydrolasam patii vétSina travicich enzymu, napf. pepsin, trypsin jsou
peptidasy, dale amylasa, sacharasa, maltasa jsou glykosidasy a lipasy jsou esterasy.

4. Lyasy katalyzuji nehydrolytické odstépeni malé skupiny ze substratu nebo adici malé skupiny na dvojnou
vazbu. Pfi téchto reakcich se $té€pi nebo tvoii vazby C-C (napi. dekarboxylasy nebo karboxylyasy), vazby C-O
(napt. karbonatdehydratasa) nebo vazby C-N. (V pfipad¢, ze katalyzuji syntézu vétsi molekuly ze dvou mensich
se oznacuji také jako synthasy).

5. Isomerasy katalyzuji intramolekuldrni ptesuny vazeb nebo skupin v substratech (dochazi k tzv. isomeraci
substratll). Na zakladé typu isomerace se déli do podtiid napf. epimerasy, racemasy, cis-trans isomerasy.

6. Ligasy (synthetasy) katalyzuji vznik vazby mezi dvéma substraty za soucasné hydrolyzy ATP, ktera poskytuje
energii pro vznik nové vazby.

Aktivita enzymi

Pfi analyze biologického materidlu je casto potfeba vyjadfit mnozstvi enzymu, které je v ném
obsazené. Ponévadz koncentrace enzymu jsou obecn¢ velmi nizké, neni béznymi metodami mozné
zjistit jejich latkovou nebo hmotnostni koncentraci. Namisto koncentrace se uvadi tzv. katalyticka
aktivita enzymu, kterd hodnoti rychlost, jakou je v enzymové reakci pfeménovan substrat na produkt.
Jednotkou katalytické aktivity je katal (kat). Aktivita 1 kat odpovida takovému mnozstvi enzymu,
jehoz ucinkem se pfemeéni 1 mol substratu za 1 sekundu. V bézné praxi se pouzivaji jednotky mensi
napi. pkat, nkat. Katalytickd aktivita enzyml v biologickych tekutinach se obvykle vztahuje na

jednotku objemu napt. pkat/l.
Faktory ovliviiujici rychlost enzymovych reakei

Rychlost enzymové reakce mtize byt ovliviiovana fadou faktort, k nejdulezitéjsim patii nasledujici.
Teplota. Rychlost enzymové reakce stoupa se zvySujici se teplotou (zvySeni teploty o 10 °C zvySuje
rychlost pfiblizné na dvojnasobek). Pfi vysSich teplotach se vSak zacina uplatiiovat tepelnd denaturace
enzymu a pii teplotach kolem 60 °C se vétSina enzymu stava inaktivnimi.Pro kazdy enzym existuje
teplotni optimum, pfi kterém je aktivita enzymu je nejvyssi, pro enzymy lidského organismu je
v oblasti kolem 37 °C.

pH. Koncentrace H' iontll ovliviiuje disociaci ionizovatelnych skupin enzymu a substratu. Hodnota
pH, pii které enzym vykazuje nejvyssi aktivitu, se oznacuje jako pH optimum. Pro vétSinu enzymu lezi
jejich pH optimum v blizkosti neutralni oblasti. Vyjimkou je napf. pepsin v zaludku, jehoz pH
optimum je kolem 1,5.

Koncentrace substratu. Se zvysujici se koncentraci substratu se zvySuje rychlost enzymové reakce.
Pii dostatecné vysoké koncentraci substratu dochdzi k nasyceni enzymu substratem a dalsi zvySovani
koncentrace substratu jiz nema na rychlost reakce vliv. Reakce pak probiha maximdlni rychlosti (za
dané koncentrace enzymu).

Aktivace a inhibice. Katalytickou aktivitu enzymli mtZze ovlivnit navazani nékterych

nizkomolekularnich latek.. Aktivatory jsou latky zvysujici aktivitu enzymu, inhibitory aktivitu snizuji.



Jako aktivatory puisobi ¢asto ionty kovii (napt.Mg”"), jako inhibitory vystupuji riiznorodé latky (napf.
slouceniny podobné strukturou substratim enzymt, ionty tézkych kovii). Vazba inhibitord k enzymim
miize byt vratna nebo nevratna. Utinek fady 16¢iv (napf. sulfonamidy, acetylsalicylova kyselina,
allopurinol) i toxickych latek (napt. kyanidy, oxid uhelnaty, ionty tézkych kovii) je zalozen na jejich
inhibi¢nim plsobeni na néktery enzym.

Nékteré enzymy mohou byt aktivovany i odStépenim casti své molekuly. Neaktivni forma téchto
enzymu ze oznacuje jako proenzym (zymogen), do aktivni formy se dostdva odstépenim casti
peptidového fetézce. Timto zplisobem jsou aktivovany napt.pepsin v Zaludku, trypsin v tenkém stieve,
enzymy kaskady krevniho srazeni a dalsi.

Aktivita nékterych enzymd mutze byt ovlivnéna také fosforylaci (katalyzované proteinkinazami) nebo

defosforylaci (katalyzované proteinfosfatazami).
Izoenzymy

Nekteré enzymy se mohou vyskytovat ve vice formach, které vykazuji tentyz katalyticky ucinek. Lisi
se vSak nekterymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi (vlivem malych rozdilti v aminokyselinovém
sloZeni daném genetickym koédem). Tyto riizné formy enzymu se nazyvaji izoenzymy. Lze je od sebe
rozlisit fyzikalné-chemickymi metodami (napt. elektroforézou). Izoenzymy daného enzymu se Casto
nachazi v riznych typech tkéni, cehoz se nékdy uziva k diagnostickym uceltim v lékatstvi. V klinické

biochemii jsou bézné napt. izoenzymy laktatdehydrogenasy, alkalické fosfatasy, kreatinkinasy.
Enzymy v diagnostice

Enzymy v plazmé

Enzymy vyskytujici se v plazmé lze rozdélit do dvou typd. Jsou to jednak enzymy normalné pfitomné
v plazmé, které zde maji svou ulohu (napf. enzymy kaskady krevniho srazeni nebo cholinesterasa) a
dale enzymy uvoliiované z bunék rGznych tkani, které nemaji v plazmé Zadnou funkci, jejichz

koncentrace je za fyziologickych okolnosti nepatrna.

Bunééné enzymy a sekrecni enzymy

Bunééné enzymy jsou enzymy bunéénych metabolickych dé&ji. V bufice jsou bud rozpustény
v cytoplazmé nebo v bunéénych organelach, napf. mitochondrie, anebo jsou na bunééné struktury
vazané. Jako sekre¢ni enzymy jsou oznaCovany enzymy secernované builkami Zzlaz do
extracelularniho prostoru, nikoliv vSak do plazmy (typicky trdvici enzymy). U ,zdravych" lidi
nachazime v krvi velmi nizka mnoZstvi obou typti enzym, v buiice je koncentrace fadové 10°—10%krat

vy$si. Nalez malych mnozstvi téchto enzymt v plazmé je dusledkem pfirozené obmény bunék.

Priciny zvySené aktivity bunéénych enzymii v plazmé

Patologické uvoliiovani enzymli z buncék je nejcastéji disledkem zvysSené permeability bunécné
membrany (poskozeni napt. chemickymi latkami, anoxie, hypoxie, zanét, viry), které miize vést az k

degradaci bunék. Pii odumirani buniky se aktivuji fosfolipasy a odbourani fosfolipidii cytoplazmatické



membrany vede k jejimu ,,prodéravéni". Dusledkem je priinik makromolekul z cytoplazmy do
extracelularniho prostoru a odtud do krve.

Pfic¢inou zvySené hladiny enzymu v krvi mize byt také jejich zvySena syntéza. Napi. pii zvySené
aktivit¢ osteoblastli pfi rastu kosti se v krvi zvySuje hladina alkalické fosfatasy. Proto u déti jsou
referencni hodnoty ALP v séru 3—7krat vyssi nez u dospélych. Nekteré 1éky a také alkohol indukuji
zvySenou syntézu jaternich enzymi GGT a ALP.

V nékterych piipadech nastava zvySené uvolfiovani enzymti z bunék, aniz by bylo spojenou s
bunéénou smrti nebo zvysenou syntézou. Napft. ethanol zplsobuje expresi mitochondrialni AST, jeji
presun na povrch hepatocyti a nasledné uvolnéni do krve. Piijem potravy indukuje uvolnéni stfevni
alkalické fosfatasy do lymfy a nasledné mize byt doasné zvy$ena hladina enzymu i v krvi. Rada
jaternich enzymi (ALP, GGT, 5'-nukleotidasa, leucinaminopeptidasa) je vazana na povrchu
hepatocytti, které¢ jsou v kontaktu se Zlucovymi kanalky. ZvySena koncentrace ZluCovych soli pfi
zadrzeni odtoku zlu¢e miize vyvolat uvolnéni membranovych fragmentd s navdzanymi enzymy do
cirkulace.

V nekterych pfipadech mtize byt zvysena hladina enzymu v plazmé vyvolana jeho nedostatecnym
odstranovanim z cirkulace. Napf. malé enzymy, amylasa a lipasa, jsou z ob¢hu odstranovany
glomerularni filtraci. Renalni selh&ni zvySuje jejich hladinu v krvi. Proti nékterym enzymtim se v krvi
vytvaii protilatky a dochazi ke tvorbé komplext enzym-protilatka (tzv. makroenzymy). Polocas téchto
enzymu v krvi potom kopiruje polocas imunoglobulinu (3 tydny).

Subcelularni lokalizace nékterych enzymi v jaterni buiice

cytoplazma — napt. ALT, LD, cAST (30 % AST)

mitochondrie — napt. GMD, mAST (70 % AST)

Golgiho komplex, endoplazmatické retikulum (CHS, AMS)

lyzosom (ACP)

" bun&¢nd membrana (GGT, ALP)

Hlavni diagnostické enzymy jaterni bunky jsou lokalizovany v riznych oblastech hepatocytu. ALT a
cytoplazmaticky izoenzym AST se nachazi v cytoplazmé. Pi#i membranovém poskozeni (napf.
virovém, nebo chemickou latkou) jsou tyto enzymy uvolnény a dostavaji se do sinusoidu. Diisledkem
je zvySeni hladiny v plazmé. Mitochondrialni AST je primarné uvolnéna pfi poskozeni mitochondrii,
napf. pii pisobeni alkoholu. ALP a GGT se nachazi na kanalikularnim povrchu hepatocytti a uvoliuji

se zejména pii cholestaze v dasledku ptisobeni zlucovych kyselin na membranu. GGT se nachazi



rovnéz v mikrosomech, kde je indukovana né¢kterymi Iéky. Podavani téchto 1€kt pak zvysuje hladinu
GGT v plazmé.

Vyuziti enzymi v klinické diagnostice

V klinické diagnostice je stanoveni enzymi pozadovano z dvodu:
- detekce poskozeni urcité tkang,

- identifikace pocatku poskozeni tkan¢,

- stanoveni rozsahu poskozeni,

- odhad zavaznosti poskozeni bunék,

- diagnozy zékladnich onemocnéni,

- diferencialni diagndzy onemocnéni v ramci poskozeného organu.

Tkanova distribuce diagnosticky vyznamnych enzymi

Poskozena tkan muze byt diagnosticky nepiimo lokalizovana bud’ ze stanoveni aktivity tkanoveé
specifickych enzymt nebo izoenzymt v krvi. Tkanoveé specifické enzymy se vyskytuji prednostné
v urCité tkani nebo maji v dané tkani vysokou aktivitu. Ptiklady tkanove specifickych enzymi jsou
uvedeny v nasledujici tabulce.

Organ AST ALT LD LD; CK GGT" ALP ACP AMS LPS CHS
Jatra X XX X XXX X XXX
Myokard X X X XX XX

Sval X X X XX

Zlugovod XX

Ledviny X X X X X

Kosti XX X

Erytrocyty* X X X XX

Prostata XXX

Pankreas X XX XX XXX
Parotis XX

* v erytrocytech 100krat vice LD nez v plazmé
+ s 4 . . ey . ,
nizka organova specifi¢nost, snadno indukovatelny

Exprese izoenzymi je vétSinou pro kazdou tkani urena geneticky. Proto stanoveni izoenzymi v krvi
umoziuje identifikovat poskozenou tkan, z které pochazeji (napt. pankreaticka lipasa, CK-MB, LDy).



Klinicky vyznamné enzymy

AST  aspartataminotransferasa

ALT alaninaminotransferasa

pomér AST/ALT>1
AST/ALT <1

LD laktatdehydrogenasa

HBD  hydroxybutyratdehydrogenasa

GGT gama-glutamyltransferasa

ALP  alkalicka fosfatasa

ACP  kyseld fosfatasa

CK kreatinkinasa

AMS amylasa (M, ~ 50 000)

LPS lipasa

PSA  prostaticky specificky antigen

CHE cholinesterasa

Piiciny zvySené aktivity v séru
infarkt myokardu;
hepatopatie;

krevni choroby; svalova poskozeni

hepatopatie;

srde¢ni onemocnéni;

alkoholické jaterni choroby, infarkt myokardu
virova hepatitida

LD, ; — infarkt myokardu, hemolytické anemie;
LD;— plicni embolie;

LD, s — hepatopatie, nemoci kosterniho svalstva
aktivita podjednotek H (LD, ), infarkt myokardu

hepatopatie (zanét, alkohol, 1éky);
test chronické konzumace alkoholu;
cholestaza

jaterni izoenzym — nemoci zZlucovych cest;
kostni izoenzym — nemoci kosti (Pagetova choroba,
rachitis, nadory), fyziologicky zvysen v obdobi riistu

prostaticky izoenzym — tumory prostaty;
kostni izoenzym — metastazy tumori do kosti,
marker osteopordzy

CK-MB - ptedevsim infarkt myokardu;
ale téz pti regeneraci kosternich svald, chronickych svalovych
onemocnéni a akutnim renalnim selhani;

CK-MM - nemoci kosterniho svalstva,
intramuskularni injekce, télesna aktivita
pankreaticky izoenzym — akutni pankreatitida;
slinny izoenzym — parotitida

akutni pankreatitida;

akutni zvrat chronické pankreatitidy

karcinom prostaty

P#iciny sniZené aktivity v séru

chronické hepatopatie,

alkoholicko-toxicka hepatitida (intoxikace organofosfaty);
ukazatel jaterni proteosyntézy



Enzymy jako 1é¢iva. Enzymy mohou byt vyuzivany také jako léciva. Nedostatek travicich enzymi
v tenkém stfevé mulize byt nahrazen preparaty na bazi extraktl z vepfového pankreatu, které¢ obsahuji
lipasu, trypsin a amylasu. Lékova forma musi byt takova, aby chranila u¢innou latku pted rozkladem
v kyselém prostiedi zaludku (denaturace) a umoznila jeji postupné uvolnéni az v alkalickém prostiedi
duodena. Dalsim piikladem je vyuziti enzyml streptokinasy a urokinasy jako fibrinolytik. Tyto
enzymy po aplikaci intraven6zné (piip. intraarterialn€) maji fibrinolyticky ucinek, tj. rozpoustéji

krevni sraZzeniny v cévach.



