Enzymy - otazky

Jaky je vyznam enzymu pro biochemické reakce?
Za jakych podminek enzymy fungu;ji?

Co je to specifi€nost enzymt?

Jak se tvofi ndzvy enzymi?

Uved'te tiidy enzymi a charakterizujte funkce enzymt zatfazenych do pfislusné tiidy.

AN

Zarad’te tyto enzymy do tfid: glukosa-6-fosfatasa, glukokinasa, ALT, pepsin,
laktatdehydrogenasa.

~

Jakou reakci katalyzuji kinasy?

8. Co jsou to kofaktory enzymd, jaky mohou mit charakter?

9. Uvedte ptiklady kofaktori , jejich funkci a vztahu k vitamintm.

10. Co jsou to metaloenzymy?

11. Charakterizujte mechanismus enzymove¢ katalyzované reakce.

12. Vysvétlete pojmy: rychlost chemické reakce, fad chemické reakce.
11. Uved’te hlavni faktory ovliviiujici rychlost enzymové reakce.

12. Charakterizujte vliv pH na pribéh enzymové reakce.

13. Vysvétlete, co je to pufr. Jak vyhledate vhodny pufr pro enzymovou reakci?
14. Pro jaké pH jsou vhodné nasledujici pufry?

HEPES neboli N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid, pxa = 7.31 pii 37°C a 7.55 pii
20 °C.

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane, pga pti 20°C je 8.3

Meg (N-methylglukamin) — pak = 9,52

Jaké jsou dalsi pozadavky na dobry pufr?

15. Co je to pocatecni rychlost reakce, jakou ma hodnotu?

16. Za jaké situace je enzymova reakce nultého fadu?

17. Co jsou to inhibitory enzymt, jak se klasifikuji?

18. Uved'te ptiklady 1éka, které pasobi jako inhibitory enzymt.
19. Co je to saturacni kiivka enzymové reakce ?

Srovnejte: kinetickd kiivka:  zavislost ..... na.....

saturacni kfivka: zavislost ..... na.....
17. Navrhnéte uspofadani pokusu, v némz Ize zjistit prubéh saturacni ktivky.
18. Co to je Michaelisova konstanta, jak se zjisti, jaky ma rozmér?

19. Ke kterému ze substratii S;, S, a S; ma enzym s Sirokou substratovou specifitou nejvyssi afinitu
(KMI =400 umol/l, Ky =1000 umol/l, Kyz =60 Lll’l’lOl/l)‘7



Kvantifikace enzymu

jednotka rozmer

Katalyticka (enzymova) aktivita katal (katy ...

mezinarodni jednotka (U, IU) Hmol/min

Katalyticka koncentrace ~ ...... ...

Hmotnostni koncentrace g/l g/l

21. Uved'te vztah pro pfepocet katalytické aktivity v pkat na IU a opacné.

22. Jaké metody stanoveni katalytické koncentrace jsou uzivany? Ktera je v praxi nejcastejsi?
24. Laktatdehydrogenasa ma katalytickou aktivitu 2 pkat. Jaké mnozstvi laktatu vznikne z pyruvatu za
1 minutu pfi nadbytku substratu? (120umol)

25. Jaké mnozstvi produktu vznikne za 10 minut pii reakci katalyzované enzymem o aktivit¢ 10 pkat?
Co je podminkou toho, aby teoreticky vypoctené mnozstvi skute¢né vzniklo? (6 mmol)
26. Do reakéni smési obsahujici substrat a pufr bylo pfidano 0,1 ml séra. Jaka je katalyticka
koncentrace enzymu, jestlize po 10 minutach méfeni metodou konstantniho ¢asu obsahovala reakéni
smés 6.10”° mmol produktu? Bude se vysledek lisit od aktivity stanovené kinetickou metodou?

(100 pkat/1)

29. Jak se vyuziva NAD" ke stanoveni aktivity enzym?

Opticky (UV, Warburgiiv) test

R NAD(P)" NAD(P)H +
S (/: P _ A
L katalyticki koncentrae ~ —>22

' Y;
NAD(P)H+H" NAD(P)"

ZEn '

340 A (nm) 30. Jak se bude nfuit absorbance pti 34078 pii
stanoveni laktatu v séru s vyuzitim optického

testu?



Enzymy v klinické diagnostice

31.Enzymy, které se nachazi v krvi délime na enzymy podle mista vzniku a G¢inku. Doplnte tabulku:

32.
33.
34.
35.
36.

37.
38.

. Enzymy se specifickou _ o
Enzymy v krvi i . Sekreéni enzymy Bunééné enzymy
funkei v plazmé
Priklady
Misto vzniku pankreas, parotis
Misto ptisobeni . v misté vzniku

Zména aktivity v krvi

pfi poskozeni organu

Uved'te rozdily mezi sekre¢nimi, bunénymi a specifickymi enzymy plazmy.

Jaky vliv bude mit vazné poskozeni jater na hemokoagulaci?

Pro¢ se i u "zdravych" lidi daji zjistit nizké aktivity intracelularnich enzymi v plazmé?
Napiste rovnice reakci (vCetné vzorctl), katalyzovanych enzymy: a) ALT; b) AST; ¢) LD;

Dopliite v tabulce nazvy enzymi a na zaklad¢ rozdilného zastoupeni enzymu v tkanich ptifad’te
v tabulce k enzymim organy ¢i tkané s jejich prevladajicim vyskytem: jatra, myokard, sval,
ledviny, kosti, prostata, pankreas, parotis, Zlu¢ovod, erytrocyty.

Enzym Nazev enzymu | Prevazujici lokalizace — organ , tkan

AST

ALT

LD

LD,

CK

GMT

ALP

ACP

AMS

LPS

CHS

Které enzymy nelze vyuzit pro diagnostické ucely pfi jejich stanoveni v hemolytickém séru?

Uved'te, které enzymy se uvolnuji pti a) lehkém; b) tézkém poskozeni jaterni bunky. Vysvétlete.




39. Pokuste se odhadnout velikost poméru aktivit enzymit AST/ALT v plazmé pii: a) lehkém
poskozeni hepatocyti; b) t€Zkém poskozeni hepatocyti.
40. Uvedte vyznam stanoveni isoenzymi v klinické diagnostice.

41. Vysvétlete diivod zvySeni hladin nékterych enzymi v krvi a) pii télesné namaze; b) v obdobi
téhotenstvi.

42. Které enzymy se bézné sleduji pii podezieni na akutni pankreatitidu?

43. Ktery enzym je velmi snadno indukovatelny a je vhodnym testem chronické konzumace
alkoholu?

44, Ktery enzym lze stanovit nejen v séru, ale i v moci?

45. Ktery enzym je mozné hodnotit jako ukazatel jaterni proteosyntézy. Jak se méni jeho aktivita?

Principy laboratornich stanoveni

Stanoveni katalytické koncentrace ALT v séru

Alaninaminotransferaza (L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferaza) katalyzuje reakci:

ALT
L-alanin + 2-oxoglutarat = Ppyruvat + L-glutamat

~

Princip: Stanoveni aktivity ALT je zaloZeno na méfeni rychlosti tvorby pyruvatu z alaninu.
Vznikajici pyruvat je ve sprazené enzymové reakci katalyzované laktatdehydrogenazou (LD)
(ptidanou spolu s NADH do reak¢éni smési) ihned redukovan na laktat:

LD
pyruvat + NADH + H" -~  L-aktit + NAD"

~

Ubytek NADH se projevi poklesem absorbance reakéni smési pii 340 nm, rychlost poklesu je
umérna aktivité ALT. Stanoveni je piikladem kinetické metody méteni katalytické aktivity —
béhem prvnich minut reakce se zaznamenava rychlost tvorby reakéniho produktu (pomoci
optického testu, tzn. rychlost ubytku NADH).

Material: : pracovni roztok obsahujici Tris pufr 110 mmol/l, pH 7,3; pyridoxal-5-fosfat 0,1
mmol/l, L-alanin 550 mmol/l; LDH = 21,7 pkat/l; NADH 0,198 mmol/l; 2-
oxoglutarat 16,5 mmol/l (pfipravi se z cCinidel soupravy dle navodu). Vzorek
krevniho séra.

Vysvétlete vyznam vSech reagencii.

Provedeni (manuelni): Kyvetu fotometru naplnte destilovanou vodou a pii vinové délce 340
nm fotometr vynulujte. Vodu z kyvety vylejte.



Do kyvety predehiaté na 37 °C odmeéite 1 ml pracovniho roztoku. Kyvetu vlozte do kyvetového
prostoru fotometru a nechejte 5 min pfedehiat (tuto dobu je nutné dodrzet!).

Ptidejte do kyvety mikrodavkovacem 0,1 ml vzorku séra a ty¢inkou opatrné promichejte. Tim je
zahajena prvni enzymova reakce, v ndvaznosti na ni probihéa ihned reakce druhd. Zaznamenejte
¢as v okamziku smichani a v intervalech po 15 s zapisujte absorbance vzorku v kyveté po dobu
5 minut.

Namétfené hodnoty vyneste do grafu. Z ptimkové c¢asti grafu vypocitejte primérnou rychlost
poklesu absorbance AAj4/min (viz obr.):
A

a 1

Vypocet: Katalytickd koncentrace ALT v séru:

in V,
DA 349 / min O .CELK [.|1_ [10° = AA,,, /min.29,10 pkat/I
60

katalyticka koncentrace ALT =
8NADH VVZ

Vysvétlete vyznam vSech slozek vztahu pro vypocet katalytické koncentrace.

Proc¢ pocatecni ¢ast grafu neni primkova?

Hodnoceni

Pro zdravou populaci je referen¢ni interval katalytické koncentrace ALT v rozmezi 0,15-0,9
pkat/l. Z lidskych organd je nejvétsi aktivita ALT v jatrech. ZvySeni katalytické koncentrace
ALT v séru tak indikuje pfedevsim porusSeni integrity cytoplazmatické membrany hepatocytt.
Zvyseni ALT je ¢asto prvnim ndlezem v ¢asné fazi akutni hepatitidy.

Stanoveni katalytické koncentrace ALP v séru

Alkalické fosfataza (orthofosfatmonoester-fosfohydrolaza) $tépi pti svém pH-optimu 10,2
fosfatové estery. ALP méa pomérné Sirokou substratovou specifitu. Pro svoji maximalni
aktivitu vyzaduje ionty Mg*" a Zn*".

Princip: ALP §tépi synteticky chromogenni substrat 4-nitrofenylfosfat na 4-nitrofenol a
fosfat. Mirou aktivity je ve zvolené¢ metod¢ mnozstvi uvolnéného nitrofenolatu, stanovené
fotometricky po 10 minut trvajici reakci a zastaveni reakce inhibitorem enzymu.



ALP
Zn2+pH 10,2
—_—

+ Hpo =—————= + ®

NO2 NO2

V alkalickém prosttedi je 4-nitrofenolat intenzivné zluty, méii se absorbance pti 400420 nm.
Tento zpiisob méfeni enzymové aktivity se oznacuje na rozdil od kinetické metody jako
metoda konstantniho casu. Ke kalibraci stanoveni je pouzit kalibra¢ni roztok 4-nitrofenolu.

Material: Pufr (N-methylglukamin pH 10,2; 427 mmol/l), kalibra¢ni roztok 4-nitrofenolu (2,4
mmol/l), roztok substratu (4-nitrofenylfosfat, disodnd stl 91,5 mmol/l), inhibitor
(roztok NaOH 1 mol/l s Chelatonem 3, 30 mmol/l), vzorky krevnich sér.

Vysvétlete vyznam vSech reagencii

Provedeni

&  (Odméfujte roztoky do 6 zkumavek podle schématu. Porovnavaci roztok pro vzorek musi
byt pfipraven pro kazdy vzorek séra, aby se odstranil vliv Zlutého zbarveni séra.

Zkumavka ¢. 1 2 3 4 5 6
Reagencie (ul) Vzorek 1 Porovnavaci | Vzorek2 | Porovnavaci | Standard | Porovnavaci
roztok pro roztok pro roztok pro
vzorek 1 vzorek 2 standard
Pufr 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000 1 000
Sérum 1 20 - - - - -
Sérum 2 - - 20 - - -
Kalibraéni roztok - - - - 20 -
Demi-voda - - - - - 20

Obsah zkumavek promichejte a preinkubujte 5 az 10 min pii 37 °C, pak ptidejte substrat a demi-vodu
ve 30sekundovych intervalech

Roztok substratu | 200 | 200 | 200 | 200 | - | -

Demi-voda | - | - | -] - | 200 | 200

Promichejte a inkubujte pfesné 10 minut od pfidani substratu pti 37 °C, pak pridejte inhibitor
v 30sekundovych intervalech.

Inhibitor 500 500 500 500 500 500
Sérum 1 - 20 - - - -
Sérum 2 - - - 20 - -

Obsah zkumavek promichejte a do 30 min pfi vinové délce 420 nm zméite absorbance* obou vzorkl
(4x), porovnavacich roztokl pro vzorek (4,) a standardu (4srp) proti porovnavacimu roztoku pro
standard (zkumavka €. 6).

*Pfi méteni absorbance postupujte podle piilozenych ndvodu ke spektrofotometriim, pouzijte pfislusny software.

Vypocet katalytické koncentrace ALP:
Koncentrace 4-nitrofenolu v kalibra¢nim roztoku (2400 pumol/l) pti inkubaci 10 min (600
s) odpovida katalytické koncentraci ALP (2400/600) 4 pkat/l. Pomér absorbanci vzorkl a




standardu odpovida poméru katalytickych koncentraci, z ¢ehoz pro katalytickou
koncentraci ALP ve vzorku ziskdme vztah:

ALP (ukat/l) = =40 4

STD

Hodnoceni

Referen¢ni hodnoty katalytické koncentrace ALP v séru jsou pro dospélé 0,66-2,2 pkat/1, pro
déti do 8 pkat/1. Na téchto hodnotéch se podili zejména jaterni, stievni a kostni izoenzymy.

Vyznam stanoveni ALP v diagnostice hepatobilidrniho poSkozeni

Podstatna ¢ast jaterni ALP se nachdzi v bunéénych membranach bunék vystelky zluCovych
cest. Pfi cholestaze dochdzi k naruseni membran jednak mechanickymi vlivy, jednak
detergencnim uc¢inkem zlucovych kyselin. Uvolnéna ALP se pak dostava do krve. Vedle
uvedené¢ho mechanismu existuji jeSte dalsi, napt. zvySeni jaterni syntézy ALP. Vysoka
hodnota ALP s ptevahou jaterniho izoenzymu je charakteristickd pro cholestazu a obstruk¢ni
ikterus. Vzacné&ji mize provazet infekéni mononukledzu. Mirné zvyseni ALP mtize byt
pruvodni znamkou fady jaternich onemocnéni bez vyraznéjsi cholestatické slozky. U
n¢kterych nemocnych s jaterni cirhdzou pievazuje stievni izoenzym, coz se vysvétluje jeho
snizenym vychytavanim v jatrech. Hodnoty ALP je tfeba vzdy posuzovat v kontextu s
ostatnimi ukazateli obstrukce, zejména s GMT.

Vyuziti enzymu jako analytickych ¢inidel.

Enzymy mohou byt rovnéz vyuzity k méteni koncentrace substratu. Pii stanoveni musi byt zachovany
stejné obecné pozadavky pro optimalni prubéh enzymové reakce. Jediny rozdil je v tom, Ze rychlost
reakce je limitovana koncentraci substratu (reakce prvniho fadu viici substratu), zatimco koncentrace
enzymu musi byt takova, aby nelimitovala rychlost reakce. Na rozdil od reakci, pti nichz se méfi
enzymova aktivita, reakce vyuzivajici enzymy ke stanoveni koncentrace substratu jsou obvykle
kalibrovany paralelni analyzou substratu o znamé koncentraci. Podobné jako u enzymovych eseji
mohou byt vyuzivany sprazené reakce.

44—
S ——» SP ——» P

VO = Vmax B&
Ky +[8S]

:elého prubehu reakce — do koncového bodu,
musi byt rychld a kvantitativni. Koncentrace

K [S] (mol/)



substratu jsou casto nizké, [S] <<Ky;, koncentrace enzymu musi byt dostate¢né vysoka.
Meéii se vysledné mnozstvi produktu po probéhnuti reakce do konce (<99%)

Priklad:
Enzymové stanoveni glukosy v séru

Glukosa se oxiduje vzdusnym kyslikem za katalyzy glukosaoxidazou (GOD) na d&-lakton

glukonové kyseliny a peroxid vodiku: GOD

[-p-glukopyranosa + O, D D-glukono-1,5-lakton + H,O,

Vznikly peroxid vodiku za katalyzy peroxidazou (POD) oxiduje chromogenni substrat na
cervené zbarveny produkt:
POD
H,0, + H,A ~ = 2H, O+ A

I
O
/
0 N
NH, HO .
N\ + | 3
CH

3

Pti dodrzeni piedepsanych podminek je mnozstvi produktu timérné koncentraci glukosy

v analyzovaném vzorku.

Vzorky séra nebo plazmy oddélené ihned po odbéru se ke stanoveni nijak neupravuji. Pokud
se krev hned nezpracuje, musi se stabilizovat: nejjednodussi zptisob je zchlazeni krve, nebo
pfidavek mannosy (alternativni substrat pro hexokinazu, piisobi okamzit¢), ptipadné ptidavek
NaF (inhibice glykolyzy v erytrocytech, ale az se difuzi dostane do bunék, tj. asi po 2 h).

Material: Cinidlo-glukosa (obsahujici fenol 11 mol/l; 4-aminofenazon 0,77 mol/l;
glukosaoxidazu 300 pkat/l; peroxidazu 18,3 pkat/l), kalibrator-glukosa (koncentrace
je uvedena na Stitku), vzorek krevniho séra a moci.




Vysvétlete vyznam vsech slozek reakéni smési:

Provedeni

@ Ke stanoveni v nehemolytickém krevnim séru nebo plazmé neni nutna deproteinace. Do
¢istych, oznacenych zkumavek se odmétuje podle schématu:

Reagencie (ul) Slepy pokus Vzorek Standard
Cinidlo-glukosa 2 000 2000 2000
Demi-voda 20 - -
Sérum - 20 -
Kalibrator-glukosa - - 20

Obsah vsech zkumavek dobte protiepejte (vysvétlete proc).
Inkubujte 30 min pfi laboratorni teploté (nebo 15 min ve vodni 1azni pti 37 °C).

Inkubacni smé&s musi byt chranéna pted pfimym svétlem!

Zm¢ite absorbance™® vzorkl Ay a standardu Astp pii 495 nm proti slepému pokusu béhem
40 minut.

:Odvod’te vztah pro vypocet koncentrace glukosy:

* Lze pouzit i kinetickou metodu. Vyuziva se v automatickych analyzatorech.

[S] <K vy =V, O
Ky +13K”

Vo—K[S]  reakce probiha kinetikou prvniho fadu

Pro koncentraci produktu plati Ac = konst. X ¢q

(koncentrace produktu narlista v ¢ase linearng)

Hledana koncentrace analytu je pfimo imérna odectu analytického signalu ve dvou ¢asech.
Totéz plati 1 pro standardni roztok. Mirou koncentraci je opét absorbance
AA

o X

Cy —
AASTD

X Cgp






