Enzymy (cvicenie z biochémie)

Enzymy su katalyzatory biochemickych procesov prebiehajucich v Zivych organizmoch, a preto su ¢asto nazyvané
biokatalyzatory. KedZe ide o latky bielkovinovej povahy, vznikaju rovnako ako iné proteiny proteosyntézou, ktora je
regulovana podla poziadaviek bunky a organizmu. Enzymy su Stiepené proteindzami a maju svoj biologicky polcas
zivota. Molekuly enzymu maju definované priestorové usporiadanie - konformaciu. Td umoznuje, aby urcité boc¢né
retazce aminokyselin sa dostali do vzajomnej blizkosti a vytvorili tzv. aktivne miesto enzymu. Na toto miesto sa
viaze substrat (S) (latka, ktord sa mé premienat), vznika labilny medziprodukt - komplex enzym - substrat (ES),
ktory sa samovolne rozpada na produkt (P) reakcie a enzym (E). Enzymy urychl'uju ustalenie chemickej rovnovahy
reakcie znizenim aktiva¢nej energie - E, (obr. 1).
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Aktivaéna energia hypotetickej reakcie bez enzymu - nekatalyzovane] reakcie a v pritomnosti
enzymu - katalyzovanej reakcie. Porovnajte velkost aktivanych energii.
S=substrit P=produkt E=enzym ES=enzym-substritovy komplex X=tranzitny stav

Enzymy obsahuju ¢asto aj nebielkovinovl zlozku, prosteticku skupinu alebo koenzym (obr. 2). Bielkovinova
zloZka enzymu (holoenzymu) sa nazyva apoenzym. Koenzym sa slabo viaze na apoenzym a mo6ze od neho
oddisociovat. Prostetickd skupina sa z apoenzymu neuvolTiuje, ale je na neho pevne naviazana. V sucasnosti sa
¢asto pouziva vSeobecnejsi pojem kofaktor, ktory nerozliSuje spdsob vazby.

Enzym (holoenzym) = apoenzym + kofaktor (prosteticka skupina, koenzym)
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Rozdelenie a katalyticka aktivita enzymov

V nasledujlcej tabulke (tab. 1) sU prehladne uvedené jednotlivé triedy enzymov a schematicky zobrazené ich
ucinky (typ reakcie, ktoru jednotlivé enzymy katalyzuju). V tabul'ke si uvedené aj priklady niekolkych konkrétnych

kofaktorov.
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Vyjadrenie enzymovej aktivity

Aktivity enzymov su vyjadrované v jednotkdch podla medzindrodnej sustavy jednotiek (Systeme International d
“Unides - Sl) a doporucenia IFCC (International Federation of Clinical Chemistry). Jednotkou na vyjadrovanie
enzymovej aktivity v sistave Sl je katal (kat), ktory je naj¢astejsie pouzivany v prepocte na 1 liter biologickej
tekutiny.

Definicia: 1 kat je takd aktivita enzymu, ktord premeni 1 mol substratu za 1 s.

V odbornej biochemickej ako aj medicinskej praxi sa stale stretdvame s medzindrodnou jednotkou U, ktora sa
oficidlne pouzivala do roku 1980. Medzindrodnou jednotka U bola definovanéa ako aktivita enzymu, ktord premeni 1
pMmol substratu za 1 min pri 25 °C. Kedze sa stale pouziva uvadzame zdkladny vzajomny prepocet tychto jedotiek:

1 kat = 1 mol - s71 = 60 mol - min~! = 60,106 mmol - min~! = 6,107 U '

Kinetika enzymovych reakcii

Michaelisova konstanta (K,,,) je definovana ako koncentréacia substratu, pri ktorej je rychlost enzymovo
katalyzovanej reakcie polovi¢na. K, je zdkladnou kinetickou konstantou, ktord je pri danych podmienkach (pH,

teplota, zloZzenie reakénej zmesi a pod.) pre kazdu dvojicu enzym - substrat charakteristicka. Je vyjadrend vztahom
upravenej rovnice Michaelisa-Mentenovej:

K =[] [522]

Stanovenie Km

Km mozeme stanovit (obr. 3):

= 7z grafického zndzornenia zavislosti reak¢nej rychlosti od koncentracie substratu, pricom urcitd tazkost
sposobuje ur¢enie maximalnej rychlosti s dostato¢nou presnostou

= (pravou rovnice Michaelisa-Mentenovej, v ktorej hyperbolicka zavislost je premenend na priamkovu,
ziskavame presnejsi vztah pre vypocet Km. NajbeZnejsia je Uprava podla Lineweavera a Burka, v ktorej sa
vyhodnocuju prevratené hodnoty rychlosti a koncentracie substratu.
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(Vmax - maximalna rychlost, Km - Michaelisova konstanta - predpokladom je, Ze [E] = konst.)
Typy inhibicie enzymovej aktivity

Enzymy sa vyznacuju vysokou Specifickostou voci substratu (substratovéd Specifickost) i typu katalyzovanej reakcie
(Ucinkova Specifickost). Ich aktivita sa méze rychlo menit v zavislosti od potrieb bunky i celého organizmu.
Aktivatory stimuluju a inhibitory inhibuju rychlost enzymovych reakcii. Inhibicia mo6ze byt reverzibilnd a
ireverzibilna. Pri reverzibilnej inhibicii sa jednd na rozdiel od ireverzibilnej inhibicie o nekovalentnu vazbu inhibitora,
pricom pozndme inhibiciu kompetitivhu, nekompetitivhu a akompetitivnu. Na obr. 4 je zndzornené rozliSenie medzi
kompetitivhym a nekompetitivnym inhibitorom.
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Na nasledujicom obrazku (obr. 5) je vplyv koncentrdcie substratu (S) na rychlost (v) enzymovej reakcie v zavislosti
od inhibitora a zavislost Km od typu inhibicie:
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Faktory ovplyvnujuce rychlost enzymovej reakcie

V zivej bunke su enzymy usporiadané tak, aby jednotlivé reakcie na seba plynulo nadvazovali, takze Casto
vytvaraju tzv. multienzymové komplexy. V porovnani s anorganickymi katalyzatormi st enzymy omnoho Ucinnejsie,
ale aj citlivejSie na vonkajSie vplyvy (teplotu, pH a pod.). Enzymovo katalyzované reakcie prebiehaju v zivom
organizme (i v skimavke) réznou rychlostou, ktord zavisi od:

koncentréacie substratu

koncentracie enzymu

teploty

reakéného prostredia (pH)
pritomnosti aktivatorov a inhibitorov

Koncentracia substratu

Koncentracia substratu, pri ktorej reak¢na rychlost enzymom katalyzovanej reakcie zodpoveda polovi¢nej hodnote
maximalnej rychlosti sa nazyva Michaelisova konstanta - K,,, enzymu danej reakcie (obr. 3).

Koncentracia enzymu

Pre rychlost Vimax €nzymovej reakcie pri vysokych koncentraciach substratu plati:

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

VSetky experimenty pre zistenie vplyvu koncentracie enzymu na rychlost reakcie sa musia robit pri nadbytku
substratu, kedy uZ reakcia nie je zavisla na vplyve jeho koncentracie.

Vplyv teploty na aktivitu enzymov

Dal&im vyznamnym faktorom, ktery ovplyvfiuje katalytick( aktivitu enzymu je teplota (obr. 6). So zvySovanim
teploty sa zvysuje aktivita enzymov (v rozmedzi od 20-50 °C) priblizne dvojnasobne. Pri vyssich teplotach sa
postupne rychlost reakcie znizuje, pretoze enzymy denaturuji (az na vynimky - napr. enzymy termostabilnych
baktérii). Teplota, pri ktorej enzym vykazuje maximalnu aktivitu sa nazyva teplotné optimum enzymu. Pre
vacsinu enzymov je teplotné optimum v rozmedzi 35-45 °C. Pri teplotach okolo bodu mrazu reakcie takmer
neprebiehaju. K uchovavaniu biologického materidlu sa vyuziva hlbokého zmrazenia na —20 °C, kedy sa enzymové
reakcie Uplne zastavuju.

aktivita denaturacia | aktivita

20 0 °c t-fas >
Vplyv pH na aktivitu enzymov

Jednim z faktorl, ktery vyrazné ovlivriuje aktivitu enzymu je hodnota pH prostredi. PouZitie silne kyslych alebo
silne alkalickych roztokov méze zapricinit az denaturaciu enzymu a tym stratu biologickych vlastnosti. Menej
drastické zmeny pH prostredia ovplyviuju aktivitu zmenou stupfia disociacie funkénych skupin enzymu a substrétu,
pripadne k zmenou konforméacie molekuly enzymu. To zmeni schopnost substratu viazat sa s enzymom. Vacsina
enzymov vykazuje maximalnu aktivitu v rozmedzi hodnét pH 5-8 a tato oblast sa nayyva optimum pH.
Pochopitelne existuju vynimky a niektoré enzymy maju pH-optimum pri znacne odlisSnych hodnotdch, napr. pre
pepsin je to pH 1,5-2,5 alebo pre alkalickl fosfatdzu 9,5-9,7. Graficky vyjadrena zavislost rychlosti reakcie od pH
ma obvykle tvar zvonovitej krivky s vrcholom pri optimélnom pH (obr. 7).
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Katalyticku aktivitu enzymu taktiez ovplyviiuje zmena iénovej sily roztoku a zlozenie pufru, oxidoredukéné
podmienky, ionizujlce zZiarenie alebo pridavok inhibitorov &i aktivatorov.
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Enzymy v klinickej diagnostike

Enzymy v bunkach ovplyvnuju biologické pochody tym, Ze sa zUcCastnuju reguldcie metabolickych a funkénych
procesov. PoSkodenie buniek moZze viest k zmenam v aktivitdch enzymov a po poskodeni buniek sa enzymy mézu
uvolnit do krvi. Z hladiska samotnych biochemickych metdd je u pacienta potrebné hodnotit dynamiku zistenych
zmien a nie je mozné sa spoliehat len na posUdenie jedného vysetrovaného parametra.

Izoformy enzymov

Stanovenie izoenzymov md vyznam pre zvySenie diagnostickej Specifity. RozliSujeme pravé izoenzymy, ktoré su
kédované réznymi Struktirnymi génmi a pseudoizoenzymy, ktoré maju rovnaky geneticky zaklad, ale liSia sa
posttranslacnymi Gpravami (posttranslac¢né varianty napr. ALP - pseudoizoenzymy ZI¢ovych ciest, nddorovych
buniek). Pravé izoenzymy vznikaju:

= modifikaciou génov v réznych lokusoch (rovnaké u vsetkych ludi, vznikli v priebehu evollcie), napr. izoenzymy
AST - mitochondriadlne, cytoplazmatické alebo ALP - ¢revné, tkanivovo nesSpecifické (pecen, kost, oblicky),
placentarne, fetélne;

= modifikaciou génov v rovnakom lokuse, réznej alely (vrodené varidcie génu), napr. glukéza-6-P-
dehydrogendza bola z erytrocytov réznych l'udi izolovana vo viac ako 150 izoformach;

= ako tzv. hybridné izoenzymy kombinaciou minimalne 2 podjednotiek kédovanych odliSnymi Struktdrnymi
génmi, napr. laktatdehydrogendaza (LD, obr. 8) obsahujlca podjednotky H (heart) a L (muscle) alebo
kreatinkindza (CK, obr. 9) zloZzend z podjednotiek B (brain) a M (muscle).
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Vyuzitie stanovenia izoenzymov v sére

Izoenzymy katalyzuju rovnaku reakciu, ale ich molekuly sa liSia svojimi fyzikdlno chemickymi, kinetickymi a
imunologickymi vlastnostami. Tieto rozdiely sa mézu prejavit napriklad vztahom izoenzymov k inhibitorom, v
Specificite katalyzovanych reakcii, v r6znej odolnosti voci denatura¢nym vplyvom, majud ré6zne pH optima a liSia sa v
bielkovinovej zlozke.

Enzymy v krvi

Stanovenie aktivit enzymov v sére patri spolu s dalsSimi metédami klinickej biochémie medzi dblezité vysetrenia,
ktoré pomdhaju lekarovi urcit ¢i potvrd it diagndzu a informuju o priebehu ochorenia. Aby boli spravne
interpretované hodnoty enzymovych aktivit, je potrebné poznat faktory, ktoré ich aktivitu v sére ovplyvnuju a ktoré
urcuju aj vhodnost vysetrenia urcitych enzymov v priebehu ochorenia.

Faktory ovplyviujuce aktivitu enzymov v krvi

Po6vod a tloha enzymov

Enzymy, ktoré sa nachadzaju v plazme mézeme rozdelit na sekrécne a bunkové. Sekréc¢ne enzymy sa uvolnuju
do prostredia a mozeme ich rozdelit na:

= funkéné enzymy plazmy - ich Ulohou je katalyzovat reakcie prebiehajice v krvnom riecisti. Patria sem napr
enzymové komplexy zlcastnujlce sa na zrazani krvi. Niektoré z tychto enzymov vznikaju v peceni a preto ich
aktivita v plazme pri jej poSkodeni klesa.

= funkéné enzymy GIT (Specifické) - katalyzuju reakcie prebiehajdce v GIT a tym umoziuju trdvenie a
vstrebavanie zloziek prijatej potravy. Do tejto skupiny patria napr. pankreatické enzymy (napr. amylaza,
lipdza, trypsin). Pri prekdzke v cestach, ktorymi sa tieto enzymy dostdvaju do traviacej rdry, alebo pri va¢som
poskodeni buniek v ktorych sa tvoria, aktivita tychto enzymov v sére stlpa.

Bunkové enzymy predstavuju velkd skupinu enzymov, ktoré maju svoju Glohu v metabolizme buniek a do
krvného riedista sa dostavaju pri ich rozpade alebo poskodeni. Vyrazne stlpa ich aktivita v sére pri poSkodeni
organov z ktorych pochadzaju. Patria sem napr. tranamindzy, kreatinkindza, glutamatdehydrogenaza. Mala Cast
tychto enzymov sa uvolnuje do krvného riecista aj za fyziologickych podmienok.
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Aktivity jednotlivych enzymov v bunkach Specifické Glohy orgénov a buniek tzko suvisia s ich metabolizmom.
Rozli¢né organy a bunky preto obsahuju aj rozdielne mnozstva enzymov (tab. 2). Rozli¢né aktivity enzymov v
orgdnoch patria medzi hlavné faktory, od ktorych zavisi aj zmena ich aktivit v sére. Vzhladom na neustalu
prestavbu orgdnov, mozeme ich aktivitu v sére dokéazat aj za fyziologickych podmienok.

Tab. 2 Aktivity vybranych enzymov

Enzym Pecen Srdce Kostrovy sval Erytrocyty Sérum

nkat.g-1 nkat.ml-1
AST 980 870 600 13,34 0,4
ALT 580 48 57 1,7 0,4
LD 2 420 2 068 2 450 600 4
CK 12 5830 33 840 <0,1 0,83
GMD 630 18 8 <0,1 0,06
Aldoldza |95 82 800 16,7 0,07

Dal$im faktorom, ktory vplyva na hladinu enzymov v krvi je rychlost uvoliovania enzymov do séra, ktord méze
byt ovplyvnend predovsetkym vazbou enzymu na bunkové Castice, fyzikdlno chemickymi vlastnostami molekuly
enzymu a lokalizdciou enzymu v bunke. Enzymy, nachadzajlce sa v cytoplazme sa pri poSkodeni bunkovej
membrany moézu uvolnit do prostredia skor ako napr. enzymy viazané v mitochondridch. Enzymy sa do krvného
riecista dostavaju nielen pri rozpade bunky, ale aj po jej poskodeni napr. nedostatkom kyslika, ¢i Skodlivymi
latkami. Tieto procesy mozu zvysit priepusnost bunkovej membrany a za tychto podmienok zohravaji dolezitu
Ulohu aj vel'kost, naboj a tvar bielkovinovej molekuly enzymu ako aj jeho lokalizacia.

K rozhodujlcim faktorom, ktoré ovplyvnujd Uroven aktivity enzymu v sére a Cas trvania jej vzostupu po uvolneni do
krvi, patria inaktivacia a eliminacia enzymov.Obidva faktory zavisia od vlastnosti molekul enzymov a systémov,
ktoré enzymy eliminujd. Na vyjadrenie poklesu aktivity enzymov v sére pouzivame ako ukazovatel rychlost
inaktivacie alebo eliminacie - biologicky polcas rozpadu enzymu (t;,5), ktory vyjadruje za aky Cas poklesne
aktivita enzymu na polovi¢nu hodnotu. Biologicky polcas patri medzi faktory, ktoré bezprostredne vplyvaju na
diagnostické vyuzitie jednotlivych enzymov (vhodnost ich vySetrenia v priebehu ochorenia). V nasledujlcej tabulke
sU uvedené vybrané polcasy eliminacie niektorych délezitych enzymov v sére.

Enzym |t12 |Enzym |t3p2

amyldza |3-6 h |ALT 47 h
lipadza 3-6 h |LD1 113 h
LD5 10h |HBD 113 h
CK 15h |GMT 3-4 dni
AST 17h |ALP 3-7 dni
GMD 18 h |CHS 10 dni

Nie zanedbatelny vplyv na aktivitu enzymov v krvi ma aj charakter chorobného procesu. Féza a rozsah
poskodenia tkaniva chorobnym procesom urcuje i mnozstvo uvolnenych enzymov z buniek do plazmy. Tento
pochod méze byt ovplyvneny stupriom cievneho zdsobenia v mieste patologickych zmien, rychlostou cirkulacie v
tejto oblasti a pritomnostou/chybanim zdpalovej bariéry, ktord ohranicuje poskodenu c¢ast tkaniva od okolia.

Pri interpretdcii zvySenych hladin enzymov v sére je dblezité posudit aj dalSie faktory ako su napr. vek, pohlavie,
telesna aktivita, bilancia tekutin, lieky, alkohol, ale aj interferencia z hl'adiska orgdnovych zmien, Ci interferencie z
metodickych pricin - tzv. neSpecifické ovplyviiovanie aktivity enzymov.

Diagnosticky vyznamné enzymy

V nasledujlcej tabulke su uvedené vybrané klinicky vyznamné enzymy.



Enzym (skratka)
Alaninaminotransferdza (ALT)

Alkalickéa fosfatdza (ALP)

Amylaza (AMS)

Aspartataminotransferaza
(AST)

Elastdza

3-
hydroxybutyratdehydrogenaza
(HBDH)

Glutamyltransferdza (GMT)

Cholinesteraza (CHS)

Kreatinkinaza (CK)

Kysla fosfatdza (ACP)
Laktatdehydrogenaza (LD)
Lipaza (LPS)

Trypsin

Tymidinkinaza
Vacsina koagula¢nych
faktorov

Zvysené hodnoty
rézne ochorenia pecene

fyziologické v obdobi rastu a v gravidite, ochorenia pecene a zl¢ovych
ciest, ochorenia kosti, rekonvalescencia po zlomeninach, niektoré nadory

zapal pankreasu, zapal gl. parotis, r6zne ochorenia orgdnov v brusnej
dutine

ochorenia pecene, poskodenie prie¢ne pruhovaného svalu, poskodenie
srdcového svalu

ochorenia pankreasu
sledovanie priebehu ochorenia infarktu myokardu

ochorenie zI€ovych ciest a pecene (najma toxické poskodenie - lieky,
alkohol)

infarkt myokardu (CK-MB), ochorenia kostrového svalstva,
intramuskularne injekcie, telesna aktivita (CK-MM), ochorenia mozgu,
niektoré nadory (CK-BB)

nadprodukcia parathorménu, nédory prostaty, nddory kosti

infarkt myokardu, anémie (LD1,2), pldcne embdlie (LD3), ochorenia
pecene, ochorenia kostrového svalstva (LD4,5), néddory (LD3-5)

zapal pankreasu
ochorenia pankreasu
nadory, virusové infekcie

poruchy koagulacie

Distribucia diagnosticky vyznamnych enzymov v tkanivach

Znizené hodnoty

znizena funkcia stitnej zlazy,
Wilsonova choroba, nedostatok
zinku

zlyhanie pecene

ochorenia pecene, intoxikacia
organofosfatmi,
hyperkatabolizmus

juvenilny diabetes, cystickd
fibréza

poruchy koagulacie

V nasledujucej tabulke je uvedena distriblcia vybranych klinicky vyznamnych enzymov.

ACP
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Enzym ALP
Erytrocyty
Kosti *
Kostrovy sval
Myokard
Oblicky
Pankreas

k%

Pecen
Prostata ok

ZI¢ové cesty *ok

AMS ALT AST CK |GMT |CHS LD LPS
* *
* * *kk *
* k% *
* * * *
ok * ok ok
* * k%% k%% *

LD je prikladom enzymu, ktory sa vyskytuje nielen v tkanivdch schopnych anaerébneho metabolizmu (erytrocyty,
svaly), ale aj v orgdnoch, v ktorych dochadza k oxidacii laktatu cez pyruvat a acetylCoA (srdce, neurdny) alebo
glukoneogenéze (pecen). Zvysend hladina LD v plazme moze indikovat poskodenie takéhoto organu, ¢o mézeme
vyuzit v diagnostike. CK séra pochadza z 96 % z kostrového svalstva a 4 % z myokardu. Pri poskodeni kostrového
svalstva stupa celkové aktivita CK. Pri podozreni na infarkt myokardu je dolezité vylucit poskodenie kostrového

svalstva.



