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UVOD

enzymeé , v kvasinkach"

1926 J.Sumner: ureasa (bilkovinna povaha)

1. makromolekuly bilkovin
2. biokatalyzatory

shizuji aktivacni energqii potrebnou pro chemickou reakci

Enzym + -)mplex ES -rodukt + Enzym

1 burika zivych organismua obsahuje az 3000 druhd enzymu 5



|lzoenzymy

« Rada enzym0 ma stejné nebo velmi podobné
katalytickeé ucCinky, lisi se v primarni strukture
(slozenim aminokyselin).

Pokud tyto zmeny maji geneticky zaklad, tak
tyto rozdilné formy jednoho enzymu

nazyvame izoenzymy

 Lisi se fyzikalnimi, chemickymi a
Imunologickymi vlastnostmi



Makroenzymy

* Pokud jsou rozdily ve strukture zpusobené
sekundarnimi zmenami, hapr.

- glykosylaci
- tvorbou komplexu s imunoglobuliny

takove formy enzymu nazyvame
makroenzymy (nejsou to izoenzymy!)




* Podle mista pusobeni:
- extracelularni (krev, likvor,...)
- Intracelularni (cytoplazma, bunécéné organely)

* Podle formy vyskytu:
- rozpustene, volné
- Imobilizované ( napt. na buné&énych membranach)

- neaktivni proenzymy (zymogeny-napt. pepsinogen,
protrombin,...)

- Izoenzymy
- asociovaneé (multienzymové komplexy)




Slozeni enzymove molekuly

apoenzym
nebilkovinna cast

Kofaktor:
Prosteticka skupina (Mg?*, Zn?*, ): pevné vazana
Koenzym (NAD*, P5P): disociovateln molekula



Metody stanoveni

Spektrofotometricke metody
- Kinetické merici postupy

- (end-point)

(Titracni,aj.)

Imunoanalytické metody
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Kinetické merici postupy

spektrofotometricke stanoveni
kontinualnim mérenim
absorbance v zavislosti na case
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Opticky test
merime zmeny absorbance v UV-oblasti

(pfi 340 nm) zpusobené zménami koncentrace
redukovanych forem koenzymu NADH + H*

nebo NADPH + H*




e
=
=
<
>
)
4
-
>

LOIYUNX]




Vyjadrovani vysledku meéereni

» Katalyticka aktivita enzymu
jednotka katal (kat)
definice: 1 kat =1 mol/s

jednotka:

pouzivané jednotky: .at/l a nkat/l

jiné jednotky: U/l

1 it/ = 60 U/ 1 U/l =0,0167 [t ..
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Faktory ovlivnujici enzymovou reakci

1. Teplota ( 25 - 30 - 37 °C)

2. Pufr  (pH, iontova sila, typ pufru)
3. Koncentrace substratu

4. Koncentrace koenzymu

5. Moderatory enzymove aktivity

(kompetitivni a nekompetetivni)

casto se voli kompromis_mezi zjistenymi optimalnimi
podminkami, cenou reagencii a technickymi pozadavky
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Vliv casového intervalu, ve kterem meéerime
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Velmi dobra srovnatelnost vysledku

« Jak se to podarilo?
» Referencni metody IFCC

« Navaznost rutinnich metod na referencni
metody

 Certifikovany referencni material (CRM)
e Mezinarodni sit referencnich laboratori
 Existence referencnich intervalu

19



Metody IFCC a primarni CRM

GGT IRMM/IFCC 452 (ERM-AD 452)
LD IRMM/IFCC 453 (ERM-AD 453)
ALT IRMM/IFCC 454 (ERM-AD 454)
CK IRMM/IFCC 455 (ERM-AD 455)
AMS IRMM/IFCC 456 (ERM-AD 456)
AST IRMM/IFCC ,new"

VvV priprave:

ALP a LPS

20
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KALIBRACE enzymovych metod

Primarni CRM
Sekundarni CRM
Pracovni kalibratory vyrobcu

Pracovni kalibratory uzivatelu

(Kalibracni faktor vypocitany z teoretickeho
molarniho absorpcniho koeficientu nebo
stanoveneho experimentalne)
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L-aspartat + 2-oxoglutarat -<alacetét + L-glutamat

Je obsazena v cytoplasme(65%) a v
mitochondriich(35%) vsech bunék ( zvlaste
hepatocytu,bunék srdecniho svalu, ledvin a
kosternich svalu)
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AST

Klinicky vyznam

* onemocneni myokardu (nekroza, AIM)
* jaterni choroby

e onemochneéeni kosterniho svalstva

24



AST

L-aspartat + 2-oxoglutarat -<alacetét + L-glutamat
oxalacetat + — L-malat + NAD*
MDH

SPEKTROFOTOMETRICKY - pokles absorbance NADH pfi
340 nm

- pyruvat + NADH + H* [JHaktat + NAD*
koenzym: + ApoAST -ST*
doporucuje se predinkubace 10 min pri +37°C
start : 2-oxoglutarat ( 2 Cinidlova metoda)

start . sérum ( 1 Cinidlova metoda)

25




L-alanin + 2-oxoglutarat ‘ruvét + L-glutamat

Je obsazena v cytoplasme vSech bunek,
zvlasté hepatocytu, bunék srdecniho svalu,
ledvin a kosternich svalu
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ALT

Klinicky vyznam

* onemocneni jater (infekCni virova hepatitida,
mononukledza, chronické jaterni choroby,...)

* onemocneni zlucovych cest

* dekompenzovane srdecni vady (venostaza
Vv jatrech)

» poSkozeni svalstva

vy



ALT

L-alanin + 2-oxoglutarat ‘ruvét + L-glutamat
pyruvat + B aktat + NAD*
LD

SPEKTROFOTOMETRICKY - pokles absorbance NADH pri 340 nm

pyruvat + NADH + H* [JHaktat + NAD*
koenzym: + ApoALT LT
doporucuje se predinkubace 10 min pri +37°C
start : 2-oxoglutarat ( 2 Cinidlova metoda)

start : sérum ( 1 Cinidlova metoda)
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stepi . 4 glykozidické vazby

POLYSACHARIDY PLIGOSACHARIDY [BALTOZA

AMS je sekrecCni enzym vytvareny pankreatem a
slinnymi zlazami, (Cast vznika v jatrech, plicich)

Serum obsahuje priblizné stejnou katalytickou
koncentraci pankreatickeho a slinného izoenzymu.
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doporucena metoda |IFCC: substrat
(EPS-G7-PNP)
4,6-ethyliden(G7)-4-nitrofenyl(G1 )-.1 ,4)-D-maltoheptaosid
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1 molekula EPS
4-nitrofenyl(G1)-Jl1,4)-D-maltoheptaosidu

/ molekul glukdzy + 1 molekula 4-nitrofenolu

SPEKTROFOTOMETRICKY: ABSORBANCE 4-NITROFENOLU
405 nm
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AMS

Klinicky vyznam

e onemocneni pankreatu (akutni pankreatitida)
* onemocneni slinnych zlaz ( parotitis)
 pritomnost makroamylasoveho komplexu
e onemocneni jater

e ledvinna nedostatecnost
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|lzoenzymy AMS

 SLINNY
« PANKREATICKY

(geneticky podmineény polymorfismus)

» MAKROAMYLAZOVY komplex = komplexy

glykosylovanych izoenzymu s imunoglobuliny a
jinymi bilkovinami v seru

Mr =400 000 az 2 000 000

Il Csobuje zvyseni hodnot AMS v krevnim
séru
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Metody stanoveni

1. SELEKTIVNI INHIBICE isoenzym(i
monoklonalnimi protilatkami, napr. stanoveni
pankreaticke AMS

ELEKTROFOREZA
CHROMATOGRAFIE
IZOELEKTRICKA FOKUZACE
INHIBICNI metody

O = W o

34



TRI- a DIACYLGLYCEROLY + H,O0 — GLYCEROL + 3-,2 MK

Vyskyt: pankreaticka lipaza
jaterni lipaza
Ipoproteinova lipaza,...
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3. CHROMOGENNI (fotometrické)
Stépeni syntetickych substratu

a) substrat : 1,2-DIGLYCERID

1,2-diglycerid + H,0O - 2-monoglycerid + mastna kyselina

2-monoglycerid + H,0O — + mastna kyselina

glycerol + ATP — glycerol-3-fosfat + ADP
Glycerol-3-fosfat+ O, — dihydroxyacetonfosfat +

2 H,0O, + 4-AAP + deriv.fenolu — 4 H,0O +

36



b) substrat : 1,2-0-DILAURYL-rac-GLYCERO-3-
GLUTARIC ACID-(6 -METHYLRESORUFIN) ESTER
DGGR (patent Roche)

DGGR —
1,2-0-DILAURYL-rac-glycerol +
GLUTARIC ACID-6 -METHYLRESORUFIN ESTER

GLUTARIC ACID-6 - METHYLRESORUFIN ESTER -
GLUTARIC ACID + METHYLRESORUFIN
chromogen

SPEKTROFOTOMETRICKY: ABSORBANCE METHYLRESORUFINU
pri 580 nm

37



monoestery kyseliny o-fosforecne + H,0O

X

alkohol / fenol + fosfatovy anion

Vyskytuje se prakticky ve vsech tkanich, je
soucasti bunecnych membran

V seru dospelych zdravych osob prevazuiji jaterni izoenzymy,
u deti je zvysena aktivita kostniho izoenzymu,

u tehotnych zen je detekovatelny placentarni izoenzym a

u osob s krevni skupinou 0 a B jsou pritomny stopy strevniho
izoenzymu.
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Klinicky vyznam:

* onemocneni jater

* onemocneni zlucovych cest

* onemocneni kosti

* fyziologicky zvysene hodnoty: rostouci deti a
tehotne zeny (max. 3 trimestr tehotenstvi)

 zanetlivé strevni choroby

39



Metody stanoveni:

Substrat:

4-NITROFENYLFOSFAT + H,0 —4-NITROFENOL+

fosforeCnan
SPEKTROFOTOMETRICKY: ABSORBANCE 4-NITROFENOLU pfi 405 nm

40



* pufr AMP ( 2-amino-2-methyl-propanol)
* pufr MEG ( N-methylglukamin)
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|lzoenzymy ALP

IMUNOCHEMICKY ( kostni ALP)

ELEKTROFOREZA
INAKTIVACNE - INHIBICNI metody
srazeni LEKTINEM ( kostni izoenzym)

42



KREATINFOSFAT + ADP [REATIN + ATP

V cytoplazme a mitochondriich bunéek
kosterniho svalstva, srdce a mozku.

v myokardu: 80% CK-MM a 20% CK-MB
v kosternim svalstvu: 98% CK-MM a 2% CK-MB(!)
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Klinicky vyznam:

* onemocneni kosterniho svalstva
* onemocneni srdecniho svalu (infarkt myokardu)

* onemocneni centralni nervove soustavy (CNS)

44



Metody stanoveni:

1. IFCC (37 C)

KREATINFOSFAT + ADP BREATIN +

ATP + D-GLUKOSA JBRDP + D-GLUKOSO-6-FOSFAT
HEXOKINASA

D-GLU-6-P + B GLUKONAT-6-P+
G6PD
SPEKTROFOTOMETRICKY -narust absorbance NADPH pfi 340 nm

REAKTIVACE: doporucuje se N-ACETYL CYSTEIN ( NAC)

45



|Izoenzymy CK

CK je DIMER skladajici se ze 2 podjednotek:
M ( muscle) a B (brain)
kombinaci vznikaji 3 izoenzymy:CK-MM, CK-MB, CK-BB

je mozné detekovat i makroenzym: CK- makro

|zoformy izoenzymu: CK-MB1 a CK-MB2
CK-MM1, CK-MM2 a CK-MM3



Metody stanoveni:
1. IMUNOCHEMICKY

CK-MB mass (hmotnostni koncentrace)

CK-MB mass: zvysSuje se asi o 1h drive nez CK-MB aktivita
je kardiospecificky

vyssSi analyticka citlivost stanoveni

47



2. IMUNOINHIBICNE
(s protilatkou proti M-podjednotkam CK)

E

o o

Predpoklad: CK-BB v séru nepfitomen (=0)

potom: pokud CK-BB = 0 (nepfitomen)
a CK-MM = 0 ( inhibice)
stanovime aktivitu CK-B (tj.polovinu pfitomnéeho CKMB)
CK-MB =2 x CK-B 48



|lzoenzymy CK

HYDRAGEL 7 ISO CK/LD

49



» Cytoplasmaticky enzym, ktery katalyzuje
reakci anaerobni glykolyzy, to vysvétiuje
pritomnost LD ve vsech tkanich.

pyruvat + NADH + H+ [Jlktat + NAD+

« Zvyseni jeho aktivity v krvi neni organove
specificke

) ~ GOOH
LD |
+ NADH + H *+ HO—C—H +NAD*+

Ha H3

Kys.pyrohroznova kys.L-mlé&na 50




Klinicky vyznam:

*onemocneni srdecniho svalu (infarkt
myokardu, myokarditida)

eonemocnéni svalu

*hemolyticka a perniciozni anemie
eonemocneni jaternino parenchymu
*maligni choroby (tumory, leukemie)

Zvyseni jeho aktivity v krvi neni organove
specificke — stanoveni dnes slouzi spise k
vylouceni onemocneni

51



Metody stanoveni:

1. IFCC (37 C)
Substrat: L-laktat

L-laktat + NAD* - pyruvat +
SPEKTROFOTOMETRICKY -narust absorbance NADH pfi 340 nm

2. Substrat: pyruvat
pyruvat + - L-laktat + NAD+

SPEKTROFOTOMETRICKY -pokles absorbance NADH pri 340 nm
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|lzoenzymy LD

« Aktivni enzym je tetramer - sklada se ze
4 podjednotek

» Existuji 2 druhy podjednotek:
M( muscle/sval) a H (heart/srdce)

 Kombinaci vznika J izoenzymui :
D1 H4
D2 H3M
D3 H2M2
D4 HM3
D5 M4
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Metody stanoveni:
1. ELEKTROFOREZA

detekce elektroforeogramu

L-laktat + NAD* -» pyruvat + NADH + H*
NADH + H* + - NAD* +
NBT,INT
+ PMS (fenazinmetosulfat)

55



|lzoenzymy LD

HYDRAGEL 7 PROTEIN(E) HYDRAGEL 7 1SO CK/LD
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Katalyzuje prenos mlutamvlového zbytku z
Iglutamylpeptidtl na jiny akceptor (napf. peptid
nebo aminokyselinu)

GMT je vazana na cytoplasmaticke membrany

epitelu zluCovych cest, ledvinnych tubulu, jater,
pankreasu, stfeva, erytrocytu,...)

V krvi dokazatelny enzym je prevazne
jaterniho puvodu. 57



Klinicky vyznam:

e onemocneni jater
 obstrukce zlucovych cest
» sekundarni nadory jater

* monitorovani chronického alkoholismu
(poskozeni jater alkoholem)
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1. IFCC (37 C)
Substrat:
B_-glutamyl-3-karboxy-4-nitranilid (GLUCANE)

GLUCANE + Glygly - GLU-Glygly +

5-AMINO-2-NITROBENZOAT

Glygly = GLYCYLGLYCIN
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hydrolyza
estery CHOLINU + H,O - CHOLIN + prislusna kyselina

acetylcholin + H,O — CHOLIN + CH;COOH

je obsazena v erytrocytech, mozku, plicich,
stepi prednostné acetylcholin (nervova zakonceni)

pochazi z ribosomu jaternich bunek — krev

— Sérum a plazma
60



Klinicky vyznam:

Patologicke je predevsim snizeni aktivity.

e poruchy proteosyntezy
- tezke hepatopatie
- hladoveni organismu

« oftravy (intoxikace) organofosfaty
(nekompetetivni inhibitory)

* vrozené chybéni, atypické varianty
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Metody stanoveni:

butyrylthiocholin + H,O - + butyrat
thiocholin -merkapto-Z-nitrobenzoové
Kyselina

Zlute zbarveni

DTNB =  kyselina 5,5 dithio-bis-nitrobenzoova
Ellmanovo Cinidlo
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Metody stanoveni:

+ H,0O - thiocholin + acetat

thiocholin + DTNB [l merkapto-2-nitrobenzoova
Kyselina
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Enzymy v moci

1. AMS

2. NAG ( N-acetyl-beta-glukozaminidaza)
TUBULARNI postizeni LEDVIN
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Tumorove markery

NSE
neuronspecificka enolaza

cytoplazmaticky, glykolyticky izoenzym enolazy
(katalyzuje pfeménu 2-fosfoglyceratu na fosfoenolpyruvat)

TK

thymidinkinaza
enzym podilejici se na syntéze DNA
ukazatel bunécéné proliferace

65



