Enzymy IT

Mechanismus enzymové reakce, metaloenzymy,
Kinetika, aktivita, enzymy v lékarstvi



Aktivni misto enzymu

V4 ’

mala cast molekuly, trojrozmeérné usporadani

hluboka stérbina, povrchova prohluben

ucastni se postranni retézce AK vzdalenych
v primarni strukture

misto je skutecnée aktivni - flexibilita proteinu umoznuje
indukované prizplsobeni konformace, ktera odpovida

substratu

substrat vazan relativne slabeée
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Mechanismy

* -priblizeni a orientace
* - acidobazicka katalyza
e pnuti a deformace (tranzitni stav, -lytické reakce)

 kovalentni katalyza (prechodna kovalentni vazba
mezi E a S1-S2)



Urcité postranni retézce AK urcuji substratovou specifitu

chymotrypsin — velkych hydrofobnich AK (Phe, Trp),
trypsin — delSich kladné nabitych retézcich (Arg, Lys),
elastasa — malych hydrofobnich skupinach (Gly, Ala).

Val 216 Val 190
Chymotrypsin Trypsin Elastase
hluboka, relativné hluboka kapsa se dva zbytky valinu
hydrofobni kapsa zbytkem Asp tvofi usti malé

(zaporny naboj) hydrofobni kapsy



CYSTEINOVE PROTEINASY

Priklady proteinas

e ruzné usporadani aktivniho s His
kathepsiny, papain
m I’Sta ASPARTATOVE PROTEINASY

* ruzna substratova specifita

e ruzny katalyticky mechanismus

SERINOVE PROTEASY

Chymotrypsin, trypsin karboxypeptidasa A, thermolysin (bakterie)
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Vazba substratu na enzym

* vazba substratu do aktivniho mista vyvola odpovidajici
konformacéni zménu molekuly enzymu — indukované prizplisobeni

 vytvori se komplex enzym-substrat (ES)

W

Substrate
4 —_—

ey

ES complex

Enzyme
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Katalyticky mechanismus zavisi na poCtu substratu

S+E S {ES..... EP} S P+ E

Sy + Sg 5 {ESpg..e.EPg} S P, +Pg+ E

: oba substraty se navazou na enzym a pak
probéhne chemicka preména a uvolnéni produktt

: typicky pro aminotransferasy,
jeden substrat se navaze, premeni a uvolni,
pak totéz s druhym substratem



Sekvencni reakce:
usporadané — substraty se vazou na E v definovaném poradi

NADH Pyruvate Lactate NAD*
Enzyme 1 1 I I Enzyme
E (NADH) (pyruvate) —— E (lactate) (NAD)
nahodilé
ATP Creatine Phosphocreatine ADP
Enzyme Enzyme
E (creatine) E (phosphocreatine)
(ATP) ~—— ADP)
Creatine ATP ADP Phosphocreatine
Ping-pongové reakce:
Aspartate Oxaloacetate o-Ketoglutarate Glutamate
Enzyme l T l T Enzyme
E == (E-NH})) =—=[ENH))]=——= (E-NH3) — E
(aspartate) (oxaloacetate) (a-ketoglutarate) (glutamate)
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Katalyticke skupiny

* k realizaci chemické premeény v aktivhim misté jsou

pouzity tzv. katalytické skupiny

* nukleofilni (cystein -SH, serin -OH)

* kyselé (Asp, Glu), bazické (His, Arg, Lys)

mozné
mechanismy

acidobazicky (transfer protonu)

pirechodna kovalentni vazba

katalyza kovovym iontem (metaloenzymy)
elektrostaticke interakce (bez vody)

deformace substratu



Priklad: aktivnhi misto chymotrypsinu

Nukleofilni atak -OH serinu na karbonylovy uhlik peptidové vazby

—> serinova proteasa

é) H zjednoduseno “
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Aktivni misto chymotrypsinu: rozstépeni
peptidove vazby
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Metaloenzymy

e obsahuji funkcni kovové ionty, které se prfimo ucastni

katalyzované reakce, ionty kovu vazany pomeérneé pevneé

(Enz-M)

* nékteré enzymy potrebuiji ionty kovu pouze k aktivaci,
v tom pripadé jsou vazany slabé (Enz ...M),
ionty dvojmocnych kovl, Ca?* (koagulacni faktory), Mg?*

(kinasy)



Kation kovu je soucasti ternarniho komplexu
* tri slozky vytvareji komplex:
enzym (Enz), substrat (S) a kationt kovu (M)

* ruzné typy (mustkovych) komplexu Enz-S-M, Enz-M-S,
nekdy vznikaji cyklické komplexy

mozné
mechanismy

T

* do vakantnich orbitalii mohou pfijimat elektronovy par nukleofilu za
vzniku o-vazby

* mohou tvofit chelaty s vhodnymi skupinami enzymu ¢i substratu =

deformace struktury = nap¢ti, které usnadnuje chemickou preménu

* koordinacni sféra kovu puisobi jako trojrozmérny templat =

stereospecificka kontrola



Molybden

* Soucast nekterych oxidoreduktas
* Soucast kofaktoru — molybdopterin
(xanthin — kys. mocova)

(HSO,” — SO,2")

Zdroje Mo: lusténiny, celozrnné obilniny

Biochemie_3 2 enzymy 2

14



Zinek

* Mnoho enzymi
(ethanol + NAD* — acetaldehyd + NADH+H?*)
(H,0 +CO, S H,CO,)
(Stépeni polypeptidu od C-konce)

(cytosolova izoforma)
O, +2H* -» O, + H,0,)

Zdroje Zn: Cervené maso, korysi, lusténiny, slunecnicova a dynova
seminka, celozrnné obilniny

(2



v /
Meéed
* Cetné oxidoreduktasy
* Ceruloplazmin (ferrooxidasa) (Fe?* — Fe3*)

» Cytochrom-c-oxidasa (DR, pfenos el. na 0,)

* Monoaminooxidasy (MAO, inaktivace biogennich amind,
vznika H,0,, LCH Il s. 60, Harper s. 565)

* Dopaminhydroxylasa (dopamin — noradrenalin)

* Lysyloxidasa (vyzravani kolagenu, Lys — allys)

Zdroje Cu: jatra, maso, kakao, lusténiny, orechy

Biochemie_3 2 enzymy 2

16



Mangan

* Cetné hydrolasy, dekarboxylasy, transferasy
(mitochondrialni izoforma)
(Arg — mocovina + ornithin)

» Syntéza proteoglykanu + glykoproteinu

Zdroje Mn: lusténiny, celozrnné obilniny, ofechy

Biochemie_3 2 enzymy 2
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/elezo

* Hemové enzymy, nehemoveé prenasece
(hem, H,0, — H,0 +%0,)

(hem, neutrofily)
+Cl"+ H* = HCIO + H,0

(hem, pfenadele elektrond v DR)

(nehem, pfenos elektrond v DR)

Zdroje Fe: vyrobky z veprové, husi, kachni krve, (Cervené) maso, jatra,
zloutek, orechy

H,0,



Selen

* Nékolik enzymu (redoxni reakce), Se je vzdy v selenocysteinu

(2
GSH + H,0, —» 2 H,0 + G-5-5-G)

(thyroxin T4 — trijodthyronin T3)
(ribosa — deoxyribosa)

(plazma, antioxidacni funkce ?)

Zdroje Se: hlavonozci, morské ryby, lusténiny



Zakladni pojmy z kinetiky

* reakce: S > P (S = substrat, P = produkt)

* definice reakéni rychlosti:

V =

AlS] A[P] 0 [mol
At At l.s

Pozndmbka: takto je definovana primérna reakéni rychlost,

]

okamzita rychlost: d[S]/dt (derivace, podil dvou nekonecné malych Cisel)



Na cem zavisi rychlost reakce?

* na koncentraci substratu [S]
* na teploté

* na pritomnosti efektoru (katalyzatoru, inhibitoru)

e koncentrace enzymu [E]

opH



Kineticka rovnice pro reakci S — P

v = k[S] = k[S]! = reakce 1. radu

k = rychlostni konstanta v

Biochemie_3 2 enzymy 2
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TEST

Koncentrace substratu béhem reakce
klesd = kineticka krivka

[S]

z kinetické krivky se
zjistuje rychlost




Reakce 0. radu je zvlastni pripad
* rychlost reakce nezavisi na koncentraci substratu

ev = k[S]° = k.1= k = konstanta

* nastava pri velkém nadbytku S, takze jeho ubytek je

prakticky zanedbatelny "

u enzymovych reakci
pouze v laboratornich
podminkach

[S]



Pocatecni rychlost v,

rychlost zmeérena drive nez vznikne vyznamneéjsi mnozstvi

produktu
nejvyssi hodnota rychlosti
yvirtualni velicina®

neni ovlivnéna ubytkem substratu ani vratnou preménou

produktu

stanovuje se z kinetickych krivek



Zavislost v, na koncentraci substratu

* rovhice Michaelise a Mentenové
* pro jednosubstratoveé reakce

VO — Vmax [S]
[S1+K,

Vmax - maXimallni ryChIOSt (pro danou koncentraci enzymu)

K., = Michaelisova konstanta

Biochemie_3 2 enzymy 2
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TEST

Grafickym vyjadrenim predchozi rovnice je
saturacni krivka

Vo

\ enzym nasycen

substratem

27



Jestlize [S] << K .

S] V 1
v, =V =2 [S]=K[S
Vi o = [S]=KIS]

m m

Pri nizkych koncentracich substratu se reakce
ridi kinetikou 1. radu



Jestlize [S] >> K

Vo = Vi oy, DLy e
S+, ™[]

Pri vysokych koncentracich substratu se
reakce ridi kinetikou 0. radu



Dve oblasti v saturacnim grafu

kinetika

1. radu

srovnejte se snimky 19 a 21

kinetika 0. radu

enzym nasycen
substratem

[S] mol/l
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Jestlize [S] =

PREVIR - BV 7
SI+[S] ™ 2AS] 2

Biochemie_3 2 enzymy 2




Biochemicky vyznam K

* koncentrace substratu, pri niz reakce probiha polovinou
maximalni rychlosti

* pri této koncentraci je enzym z 50 % nasycen

* K ma rozmér koncentrace (mol/l)

* K_ je nepfimo umeérna afinité enzymu pro dany substrat

* existuje-li vice strukturné podobnych substratd, ten ktery ma

nejmensi K., se povazuje za nejprirozenejsi pro dany enzym

Biochemie_3 2 enzymy 2 32



Jak se ziska saturacni krivka?

[P] S,

\':,0 4-/" VO 3/[//’\/0 2

[Ssl
[S,]

[S,]

t

* sada pokusu, konstantni koncentrace enzymu,
* rlizné koncentrace substratu, rozpéti 2-3 rady
* z jednotlivych kinetickych kfivek se stanovi v,

* v, se graficky vynesou proti pfislusSnym [S]

» vznikne hyperbolicka saturacni krivka

Biochemie_3 2 enzymy 2

33



Rozlisujte

Kineticka krivka

e €asovy zaznam

jedné reakce

.« [P]=f (1)

Saturacni krivka

e zavislost ziskana
z mnoha stejnych reakci

(viz predchazejici sn.)

¢ v, = £ ([S])



Hodnoty V... a K charakterizuji kinetické
vlastnosti enzymu

* snadno se zjisti z linearizovaného grafu
* Lineweaver-Burk
 dvoji reciproké vyneseni

* 1/v_ se vynasi proti 1/[S]



VI

V. =
0] MmaXx [S]—I—Km

[S] K,

1 [S]+K, 1 (
o S Vi

[S] [S]

J



Reciproky vztah je rovnice primky

_ L m

- — |

VO Vmax Vmax [S]

1/v, oo zavisle proménna

1/[S] ...counnnenenn. nezavisle proménna
K IV oy eeeeenne smeérnice pFfimky

1/V oy ceeennveeeens usek na ose zavisle proménné



Linearizovany graf: 1/v_ jako funkce 1/[S]

1V,

pd

7

|

11K,

1/[S]

Biochemie_3 2 enzymy 2
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Koncentrace enzymu [E]

také ovlivhuje rychlost

nasyceny enzym: v, = k [E], = k [ES]
[E], je celkova (totalni) koncentrace enzymu

[E], = [E] + [ES]......... obecné

Biochemie_3 2 enzymy 2
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Saturacni krivky pro ruzné koncentrace enzymu

% [E3] > [Ez]

[E)] > [E]

[E4]

[S]

K\, se nemeni, V__, se zvysuje



Jak zjistit mnozstvi enzymu
v biologickém materialu?

e velmi obtizné

* nizké (stopové) koncentrace enzymu

e pritomno mnoho dalsich bilkovin

e bézné chemické reakce jsou nepouzitelné

* nejsou specifické pro odliseni jednotlivych enzymu



Mnozstvi enzymu v biologickém materialu lze
stanovit dvojim zpusobem

katalyticka koncentrace * hmotnostni koncentrace
pkat/I * pg/l

stanovi se produkt * stanovi se enzym

enzymové reakce (jako antigen, imunochemicky)
vétsina klinicky * jen nékteré, napfr. tumorové

vyznamnych enzymdi markery
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Katalyticka aktivita enzymu

» zavedena jednotka katal, 1 kat = mol/s

 jeden katal je katalyticka aktivita enzymu, pri které se

v reakci premeéni jeden mol substratu za sekundu

mezinarodni jednotka IU (international unit)
11U = umol/min

Prevodni vztahy:

1 pkat =60 1U

11U = 16,6 nkat

Biochemie_3 2 enzymy 2 43



Katalyticka koncentrace enzymu

e aktivita je vztazena na objem biologickeé tekutiny

(krevni sérum)

* jednotky mkat/I, ukat/I

44



Metodika stanoveni ALT (viechny slozky jsou bezbarvé)

Alanin + 2-Oxoglutarat

Pyruvat + NADH + H®

7/

—_—

opticky test
Seminare, s.18

|

krevni sérum
(obsah. ALT)

Pyridoxalfosfat

LD

» Pyruvat + Glutamat

> Laktat + NAD®

pri reakci klesa absorbance

AA/ M

Legenda:
slozky reak¢ni smeés
vzorek s enzymem




Stanoveni katalytické aktivity v laboratofri

e optimalni podminky (teplota, pH, kofaktory)
* meri se A[S] nebo A[P] v urcitém casovém intervalu

* kinetika 0. fadu, [S] >> K_, = nasyceny enzym,

rychlost je konstantni, blizise V. __,



Dveé metody pro zjisteni katalytické koncentrace

Charakteristika

Kineticka metoda

Metoda konstantniho Casu

Co se méeri

[S] nebo [P]

[P]

Jak kontinualné po ur€. ¢ase (napf. 10 min)
(napf. po 10 s) je reakce inhibovana
Kineticka kiivka
ano ne
hodnocena

Co se stanovi / pocita

pocatecni rychlost v,

prumeérna rychlost

Zhodnoceni metody

presna

mene piesna




Uvedomte si, ze

katal. koncentrace enzymu = rychlost chemické reakce

[kat/I] = [mol/l.s]



Inhibice enzymu (snizeni aktivity)

* inhibitor pevné vazan * inhibitor volne vazan
na enzym (akt. misto) * rovnhovaha E+| < E-|
* organofosfaty * inhibitor Ize odstranit (dialyza,
* jonty t&zkych kovd gel. filtrace)
e kyanidy * dva zakladni typy:

kompetitivni, nekompetitivni



Priklad irreversibilni inhibice

CHsx
CH3 CH3
i H\%CHZ’
F P o
—— OH sy o/
Ser + o=\ — /P\ + F- + H*
o) O
/é O
H
CH
3 H CHs
CHs CHs
Acetylcholin- DIPF Inactivated
esterase enzyme

Diisopropylfluorofosfat DIPF (organofosfat) inhibuje

acetylcholinesterasu fosforylace serinového zbytku

Biochemie_3 2 enzymy 2
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Kompetitivni inhibice

* inhibitor je strukturné podobny substratu

e vaze se do aktivhiho mista

e soutézi s prirozenym substratem o vazebné misto



Prirozeny substrat vs. kompetitivni inhibitor

COQP 5
| COO
CH> |
| CH,
CH, | =
| COO
COO®@
sukcinat malonat

malonat je inhibitorem sukcinatdehydrogenasy



Otrava methanolem se |éci ethanolem

alkoholdehydrogenasa

CH3OH A ~ H—COOH
A

CH5CH,OH

Vznik toxickych produktt je inhibovan ethanolem, ktery vytésni methanol z
vazebného mista enzymu — kompetitivni inhibice dehydrogenace
methanolu



Kompetitivni inhibice

* maximalni rychlost je dosazena az za vyssich hodnot [S]

* V. .. Senhemeni Vinax

* K. sezvysuje

Ko, K, i [SImol/l



Kompetitivni inhibice

1,

1/[S]
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Nekompetitivni inhibice

* Inhibitor se vaze mimo aktivni centrum na E i na komplex E-S
* K., se nemeéni (aktivni misto je volné pro substrat)

* V_., sesnizuje, protoze klesa koncentrace funkéniho komplexu E-S

[S]mol/l




Nekompetitivni inhibice

1N,

1 leaxinh —

«— 1/V,,

I 1/[S]
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o TEST

écCiva jsou inhibitory enzymu

Mnoha

* Acetylsalicylova kyselina (cyklooxygenasa)

* |buprofen (cyklooxygenasa)

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

* Inhibitory ACE (angiotensin konvertujici enzym) — Iécba
hypertenze (enalapril)

e Reverzibilni inhibitory acetylcholinesterasy (neostigmin) —

nervosvalové choroby, pooperacni atonie strev

e Selektivni inhibitory mozkové acetylcholinesterasy (rivastigmin,

galantamin) - Alzheimerova choroba



Antibiotika inhibuji enzymy
nutné pro urcity zivotni dej bakterii

* Peniciliny — inhibuji transpeptidasy (vystavba bunécné

stény)

* Tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol — inhibice

proteosyntézy

e Fluorované chinolony (ciprofloxacin) — inhibice
bakterialni gyrasy (topoisomerasy |l) (rozplétani DNA

béhem replikace)



Regulace enzymové aktivity
(tri obecné zpusoby)

1. Regulace mnozstvi molekul enzymu
2. Regulace biologické aktivity enzymu

3. Dostupnost a koncentrace substratu a/nebo

kofaktoru (in vivo méné vyznamny faktor)



Regulace mnozstvi enzymu

konstitutivni a indukova exprese genu, regulace
rychlosti transkripce, posttranskripcnich dprav RNA,
regulace rychlosti translace a posttranslacnich uprav

specifické intracelularni proteinasy — urcuji rozdilné

biologické poloCasy enzymu



Regulace biologicke aktivity enzymu

* [zoenzymy (jeden typ reakce je regulovan odlisSné v

riznych tkanich)

* Aktivace enzymu castecnou a nevratnou

proteolyzou
* \Vratna kovalentni modifikace enzymu

* Allostericka regulace



|lzoenzymy

* katalyzuji stejnou reakci, ale liSi se primarni strukturou

a tedy fyz.-chem. a kinetickymi vlastnostmi
* maji Casto ruznou tkanovou distribuci
e stanovuji se elektroforézou

— obecnégjsi termin (zahrnuji jesté

pseudoizoenzymy, posttranslacni varianty)



Kreatinkinasa (CK) je dimer a tvofri tfi izoenzymy

Izoenzym Vyskyt Procento celk. aktivity ZvySeni

CK-MM  svaly 94-96 % svalové trauma
CK-MB srdce do 6 % Infarkt

CK-BB mozek stopy poranéni mozku




Aktivace enzymu castecnou proteolyzou

e Aktivni enzym vznika nevratnym odstépenim urcité

sekvence z molekuly proenzymu
* Proteinasy v GIT (pepsinogen — pepsin)
* Faktory krevniho srazeni

* Proteinasy (kaspasy) aktivované v prubéhu

apoptozy



Reverzibilni kovalentni modifikace enzymu

* fosforylace, katalyzuji kinasy,
prenos fosforylu -PO,% z ATP na -OH skupinu

enzymu (Ser, Thr, Tyr)

 vratny déj (defosforylaci) katalyzuji fosfatasy,

hydrolyza esteroveé vazaného fosfatu

* Jiné modifikace: karboxylace, acetylace, ...



Fosforylace a defosforylace enzymu

ATP ADP

O

I
Enzym—Seri n—O—P—0F

e

Enzym—Serin—OH

H,O




Priklad

Glykogenfosforylasa

e Katalyzuje stépeni glykogenu
anorg. fosfatem

* Fosforylovany enzym je

aktivni

e Defosforylovany enzym je

neaktivni

Glykogensynthasa

e Katalyzuje syntézu
glykogenu z UDP-glukosy

* Fosforylovany enzym je

neaktivni

» Defosforylovany enzym je

aktivni



Allosterické enzymy jsou oligomerni

* vice podjednotek, ¢asto 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



Allosterické enzymy jsou oligomerni

Allosteric
Actwe site Substrate

S| ite
Actiue s __, Product
form formation
Regulatory Catalytic
subunit subunit
| ) MNO
na;:twe S— — — product
orm formation

Allosteric MActive

cite site Allosteric inhibitor
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Saturacni krivka allosterickych enzymu je
sigmoidni

bez
efektoru

iInhibice

[S]
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Kooperativni efekt

* u oligomernich enzymu a proteinu
* vice podjednotek => vice vazebnych mist

* navazani substratu (nebo jiné latky) na jednu
podjednotku indukuje zmény konformace u
ostatnich, ze se dalsi molekuly vazou snadnéji
(obtiznéji)

* priklad: hemoglobin x myoglobin



Troji vyuziti enzymu v lékarstvi
1. enzymy jako patologického stavu
2. enzymy jako v klin. biochemii

3. enzymy jako



Priklady enzymu v klinické diagnostice

P¥i poskozeni bunék se zvy3uje aktivita intraceluldrnich enzymi v extraceluldrni
tekuting

Enzym Referencni hodnoty  Interpretace zvySeni

ALT do 0,9 ukat/I hepatopatie

CK do 4 ukat/I myopatie, infarkt myokardu
PSA do 4 ug/I karcinom prostaty

ALT alaninaminotransferasa, CK kreatinkinasa, PSA prostaticky specificky antigen



Enzymy jako analyticka Cinidla

Enzym Puvod enzymu Stanoveni
Glukosaoxidasa Aspergillus niger glukosa
Peroxidasa kien (Armoracia sp.)  glukosa

Lipasa Candida sp. triacylglyceroly

Cholesteroloxidasa
Urikasa
Bilirubinoxidasa
Ureasa
Laktatdehydrogenasa
Tag polymerasa

Pseudomonas sp.
Candida sp.
Myrothecium sp.
bob (Canavalia sp.)
Pediocus sp.
Thermus aquaticus

cholesterol
kyselina mocova
bilirubin
mocovina

ALT, AST

PCR metoda




Enzymove stanoveni glukosy

glukosaoxidasa

> glukonolakton + H,0O,

glukosa + O,

peroxidasa

H,0, + HA > 2H,0 +A
bezbarvy barevny produkt
chromogen (méri se absorbance)

Princip stanoveni glukosy v analyzatorech



Osobni glukometry

e urcené pro osobni kontrolu u diabetiku
 glukosaoxidasa je zakotvena na pevné fazi

* vznikajici H,0, se stanovuje jinym zpusobem

(pomoci Pt-elektrody)

* na displeji se ukaze koncentrace glukosy (mmol/l)



Osobni glukometr
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Pankreaticke enzymy v terapii

* smés enzymu (lipasy, amylasy, proteinasy)
ziskana z veprovych pankreatu

* indikace: sekrecni nedostatec¢nost pankreatu rtizné
etiologie, cysticka fibroza

acidorezistentni
tobolky,

* fada pripravku volné prodejnych rozpadaiji se

az v duodenu

* uzivani: 3 x denné pri jidle




Asparaginasa v terapii leukémie

Katalyzuje hydrolyzu amidové skupiny asparaginu
Asn + H,0 — Asp + NH,

L-asparagin je nezbytny pro proteosyntézu nékterych nadorovych
bunék, Hydrolyza Asp vede k omezeni proliferace

Indikace: akutni lymfoblastické leukemie, viz Seminare str. 19

1&¢iva, ktera rozpoustéji krevni srazeniny v cévach
streptokinasa (bakterialni, neni enzym), urokinasa (lidska)
Stépi plazminogen na plazmin — ten vyvola degradaci fibrinu a trombolyzu

indikace: Zilni trombdza, plicni embolie, akutni IM



Proteasy v lokalni a systéemove terapii

fibrinolyzin, chymotrypsin, kolagenasa

* po lokalni aplikaci vedou k lyze nekrotické tkané, neposkozuji zdravé buriky

(obsahuji inhibitory proteas)
* hnisavé rany, bércové vredy, diabetické gangrény, dekubity apod.

Trypsin, chymotrypsin, rostlinné proteasy - papain (papaya),

bromelain (ananas)

* nékteré studie naznacuji protizanétlivy ucinek, ovlivnéni imunity u autoimunitnich

onemochéni

* indikace: pomocna lécCiva pri revmatoidni artritide, traumatické zanéty a otoky,

lymfedémy, zanéty zil apod.

* volné prodejné pripravky (Wobenzym, Phlogenzym aj.)






Priklad 1

Pri enzymoveé 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?



Piiklad 1 - ReSeni

t =5min=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 . 10%. 10%* = 6,7 mmol/l.s = 6,7 mkat/I



Priklad 2

Reakéni smeés 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 AA = 0,03.
Euoy = 0220 |/mol.cm, Sirka kyvety / =1 cm.
Jaka je katalyticka koncentrace enzymu?



Priklad 2 - Redeni

Vzorek séra byl zfedén: VvV, /V,,, = 3,0/0,1 = 30

puv

Lambertlv-Beerav zakon: AA = g Acl /za uré. ¢as At =

z toho odvodime zménu koncentrace za 60 s:

Ac_ AA _ 003 =8.10-8 mol/l.s

At el-At 6220160

Nutno ndsobit zredénim: 30.8.108 = 2,4.10° mol/l.s =

2,4 .10° kat/l = 2,4 pkat/I



