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Stanoveni aktivity enzymu

Enzymy slouZi v Zivych systémech jako biokatalyzatory
pro reakei nezbytna ¢ast molekuly - aktivni centrum
enzymu
nékteré enzymy maji nebilkovinmou soudast - koenzym
bilkovinna &ast molekuly - apoenzym
koenzymy - asto derivaty vitamind skupiny B

Substrat -latka, jejiZ pfeménu enzym katalyzuje - je
pfemé&tiovan na produkt. Enzym vytvaii se substratem
komplex, ktery je pfemé&nén na komplex enzym-produkt,
po jeho rozitépeni se enzym uvoliiuje v piivodni podobg

Specificnost enzymové reakce:

+ substratova - enzym katalyzuje pfeménu
jen jediného substratu (glukézaoxidaza)

+ funkéni - enzym katalyzuje stejny typ
reakce u piibuznych substrat: fosfataza
$tépi rizné estery kyseliny fosforeéné,
lipaza katalyzuje hydrolyzu TAG
obsahujicich riizné mastné kyseliny

Nazvoslovi a vyjadiovani
aktivity enzymu

Nazvy enzymi jsou trojiho typu:

« trivialni (historické) - pepsin, trypsin

* obecnéuZivané - naznacujici obvykle substrat a ¢asto i typ
jeho pfemény (laktatdehydrogendza, kreatinkinaza)

« definujicizcela pi'esné substrat i produkt, byla
vytvofenarovnéZ desetinna klasifikace, kazdy enzym je
identifikovan étyfmistnym ¢islem. Prvni z nich enzym
zafazuje do jedné ze Sesti tfid: 1. oxidoreduktazy, 2.
transferdzy, 3. hydrolazy, 4 lyazy, 5.ligazy 6. izomerazy.
Dalsi ¢isla pak ur¢uji enzym podle typu reakce, koenzymu
aposledni, ¢tvrté ¢islo identifikuje substrat

* Mnoistvi enzymu - uvadi se obvykle podle
latkového mnoZstvi substratu (enzymova aktivita -
katalyticka koncentrace enzymu) a jednotkou této
veli¢iny v soustavé SI je katal. Je to takove
mmoZstvi enzymu, které katalyzuje pfeménu 1
molu substratu na 1 s, a to za definovanych
podminek (teplota, pH, pfitomnost aktivator).
Obvykle uZivana jednotka je pkat/l (. 10- kat/l).

* Drive uZivana jednotka (U, IU) byla definovana
obdobné, ale vztahovala se na pfeménu 1 molu
substratu za 1 min

* Imunochemické stanoveni enzymii - s vyuZzitim
specifické protilatky (nestanovuje se tedy
schopnost enzymu katalyzovat uréitou reakei, ale
molekula enzymu jako antigen - bilkovina) - takto
je mozné stanovit i ¢asteéné degradované
molekuly enzymi se zachovanou imunologickou
reaktivitou. Stanovuje se tedy hmotnost enzymu
("mass concentration") a jednotkou jsou g/1 (mg/l)

* Prikaz mRNA daného enzymu svéddi o
probihajici biosyntéze enzymu, v opaéném piipadé
je pricinou zvySeni aktivity enzymu jeho
vyplaveni z (poskozenych) bunék.
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urcujei tzv. Michaelisova konstanta (Km), je to takova
koncentrace substratu, piiniz probiha enzymovareakce
rychlosti, rovnajici se poloviné maximalni mozné rychlosti
Faktory ovliviiujici rychlost enzymové reakce

1. teplota - s rostouci teplotou roste rychlost pohybu molekul a
tedy i rychlost jejich pfemény - po dosaZeni optimalni teploty
(u enzymi vétsinou 37°C) viak se zvysujici se teplotou
rychlost reakce klesa

2. acidita - pH ovliviiuje aktivitu enzymu ionizaci funkénich
skupin aktivniho centra enzymu. Vétsina enzymi ma
optimum pH mezi 7-8, existuji viak vyjimky

3. aktivatory - jsou to latky umoZiiujici nebo urychlujici enzymovou
reakei (napf. ionty dvojmocnychkovii (Ca* ionty jsou nezbytné
pro aktivitu koagulaénich faktort, Zn?* potfebuje pro svou
¢innost alkalicka fosfataza)

4. inhibitory - jsou to latky, které zpomaluji nebo zastavuji
enzymovou reakci, mohou byt kompetitivni (struktura molekuly
je obdobné jako struktura molekuly substratu) nebo
nekompetitivni (obvykle chemicky zcela odli§né od substratu,
pevné se viZou na struktury aktivniho centra enzymu)

5. koncentrace substratu - je-li dostate¢né vysokd koncentrace
substratu, probiha enzymovéareakce podle kinetify nulitého Fdadu
- zévislost rychlosti (pfiristku koncentrace produktu)na ¢ase je
linearni. Pii nizké koncentraci substratu se rychlost reakce sniZzuje
spolu s klesajici pravdépodobnosti, Ze pii stale mensi koncentraci
substratu se jeho molekula potka s enzymem. Zavislost ma potom
tvar paraboly - kinetika prvniho Fddu

Déleni enzymu podle mista
vzniku a uéinku
bunééné - které vykonavaji svou funkei
intracelularné, tedy v misté svého vzniku, pfi
poskozeni bunék se z nich tyto enzymy uvoliiuji a
dostavaji do krevniho obé&hu. Do této skupiny patii
vétiina enzymd uZivanych pro klinicko-
biochemickou diagnostiku (AST, ALT, CK, LD,
GMT)
sekre¢ni - plisobi v mist$ odlisném od mista svého
vzniku -enzymy produkované ve velkych Zlazach
GIT (slinné Zlazy, pankreas) nebo enzymy
produkované hepatocyty a secernované do krve
(napf. cholinesteraza)

Déleni enzymu podle ruzného
obsahu ve tkanich

organové specifické enzymy - napi. sorbitoldehydrogenéza
je lokalizovana pouze v hepatocytech, zvyseni aktivity
tohoto enzymu znamend jednoznaéné poskozeni
hepatocyti

enzymy s i‘adovym rozdilem jejich obsahu v riznych
orgénech - nej¢astéjsi piipad - napi. AST pfevazuje ve
svalech, erytrocytech a atrech, ALT v jatrech, CK ve
svalecha ACP v prostaté

ubikviterni - enzym nachézime ve vétsing tkani téla
(laktatdehydrogenazaje jako kone¢ny enzym anaerobni
glykolyzy obsaZena prakticky ve viech tkanich)

Déleni podle subcelularni
lokalizace

* Enzymy mohou byt lokalizovany ve zcela odlisnych
‘bunéénych organelach - rizné typy poskozeni butiky mohou
véstk tomu, Ze se do krevniho ob&huuvoliiujijen enzymy z
urcité subcelularni struktury. Pfikladem jsou aminotransferazy
vhepatocytu. ALT je vyhradn cytoplasmaticky enzym, AST
je kroms cytoplasmy i v mitochondriich. Pro hodnoceni tize
jaterniho poskozeni se d4véa do poméru akvitita obou
aminotransferaz v séru - AST/ALT. Piilehkém jaternim
poskozeni je tento pomér nizky, pii téZkém poskozeni spojené
s vyplavenim mitochondrialni frakce AST dochazi ke vzestupu
tohoto poméru.

Déleni podle biologického
polocasu

+ biologicky polodas - doba, za kterou by
aktivita enzymu poklesla na polovinu,
kdyby nebyl do enzym do plazmy
dopliiovan z tkani (amylaza 3-6 hodin, AST
17h, ALT 2 dny, LD 5-10 dni, ALP, CHS
10 dni). Z tohoto diivodu pietrvava v krvi
po IM déle aktivita LD nez AST a po
hepatitidé klesa rychleji AST nez ALT.
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Izoenzymy jsou molekuly enzymi, které katalyzuji
stejnou reakei, ale jejich bilkovinna molekula se
1i§i primarni strukturou (pofadim aminokvselin) a
tedy i fyzikalné chemickymi vlastnostmi

Izoformy enzymd - jejich odli¥nost je dana liznynl
obsahem glycidd v molekule - jde tedy o
posttransla¢ni modifikaci produktu téhoZz genu.

K diferenciaci izoenzymi se zpravidla uZiva rizna
pohyblivost pii elektroforéze, iontoméni¢oveé nebo
afinitni chromatografii, odli$né termostability nebo
rezistence k inhibitortim.

Makroenzymy

* jsou polymery enzyml nebo East&ji vznikaji
vazbou imunoglobulinu (IgG, IgA) na
molekulu enzymu. Odlisuji se velikosti
molekuly ale i rychlosti odbouravani a tedy
biologickym polo¢asem. Mohou se projevit
dlouhodobé pietrvavajici zvy§enou
aktivitou enzymu v krevnim séru. Pii¢iny
vzniku makroenzyml nejsou znamy.
Nejznaméjsi je nalez makroamylazy .

Vyuziti enzym1 pii stanoveni
substratl

« Je-li substratem enzymu latka dileZita pro diagnostiku, mize

Specialni klinicka enzymologie

byt enzym s vyhodou uZit ke stanoveni jeji koncentrace v J A TRA

biologickém materidlu. VyuZiva se obvykle méfeni zabarveni

produktu nebo se navaZe dalsi enzymovareakce, ktera vede ke SVALY

vzniku zabarveni (vyuZiti glukézaoxidézy a peroxidazy ke

stanoveni glukdzy, ureaza ke stanoveni mocoviny, KR

cholesterolesteraza ke stanoveni cholesterolu). Vyhodou téchto PAN EAS

metod je jejich vysoka specifi¢nost, neni nutné uZivat KOSTI

agresivni ¢inidla, var nebo deproteinaci, reakce obvykle

probiha pii fyziologickém pH, metody jsou vhodné k

automatizaci. Nevyhodou je vyssi cena.

AT Aminotransferazy
ALT * katalyzuji pfenos aminoskupiny z aminokyseliny
AST na ketokyselinu a naopak. Existuje fada
aminotransferaz, specifickych pro jednotlivé
GMT, GMD aminokyseliny. V diagnostice se uziva stanoveni

ALP

NTP (5-nukleotidaza)
Glutathion-S-transferaza
cholinesteraza

aktivity dvou aminotransferaz:
- alaninaminotransferazy (ALT)
- aspartataminotrasferazy (AST)
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hepatocytech.

AST se vyskytuje nejen v jatrech, ale i v kosternim a srde¢nim
svalu, méné v jinych parenchymatéznich organech, pomérngé
vysoka aktivita AST je v erytrocytech. Jaterni buiikama jen
asi 35 % AST v cytoplasmé, zbytek je v mitochondriich.
Cytoplasmaticka frakce se snadno uvoliiuje do krve i pfi
mirném poskozeni hepatocytd, mitochondridlni AST piechazi
dokrve aZ pii nekréze jaterni buiiky.

Pomér AST/ALT ma vyznam pro urceni vaZnosti 1éze hepatocyti,
pro interpretacije dileZity i fakt, Ze ALT ma delsi biologicky
polocasneZz AST.

Pfi¢iny zvyseni aktivity v séru:

poskozeni jater - akutni virova hepatitida (zvyseni aktivity jiz
tyden pied ikterem), infek¢ni mononukleéza, toxické poskozeni
jater, sepse, cholangoitida, biliarni kolika, chronicka aktivni
hepatitida, dekompenzovanajaterni cirh6za, srde¢ni selhani.
Pomér AST/ALT vyssineZ 1,0 byvau pacientt s aktivni cirhdzou
ametastazami do jater

onemocnéni myokardu - srde¢ni infarkt, stoupa-li soucasné ALT,
jde o znamku srde¢niho selhani s méstnanim v jatrech, vzestup
AST nastavai po operaci srdce, po resuscitaci, u anginy pectoris

onemocnéni kosternich svalii - stoupa hlavné AST - napf. v
¢asném stadiu svalové dystrofie, po zhmoZdéni svali

Gama-glutamyltransferaza
(GMT)

* katalyzuje pienos y-glutamylového zbytku
na vhodny peptid nebo bilkovinu. Podili se
na metabolismu glutathionu. GMT je
obsaZena piedeviim v jatrech a burikach
ZluGovodl - v bunééné membrang a v
tubularnich burikach ledvin. V krvi viak 1ze
prokazat jen enzym jaterniho pivodu.

Priciny zvySeni aktivity v séru:

- onemocnéni jater, zejména toxicka 1éze
(alkohol, 1éky), cirhdza nebo steatdéza jater

- obstrukce Zlu€ovych cest

- sekundarni nadory jater

- zvy$ena hodnota byva téZ u obéznich
jedinca, ziejmé v dusledku steat6zy jater

Glutamatdehydrogenaza
(GMD)

+ Katalyzuje oxidativni deaminaci kyseliny
glutamové. GMD je obsaZena Vv jaternich
burikach, a to vyhradné v mitochondriich. V
séru se objevuje pii nekrdze jaternich
bundk.-

Cholinesteraza (CHS)

* Rozeznavame acetylcholinesterazu
(ACHS), ktera hydrolyzuje pouze
acetylcholin - vytvaii se v synapsich
cholinergnich nervil a v nervosvalovych
ploténkach, je obsaZena i v erytrocytech a
pseudocholinesterazu, ktera s$tépi ijiné
estery cholinu - vznika v ribosomech
jaternich bunék a je secemovana do krve.
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- porucha proteosyntézy piit&Zké hepatopatii nebo pii
proteinové malnutrici (chronické hladovéni, nadorovakachexie)
- intoxikace organofosfaty, které piedstavuji nekompetitivni
inhibitory tohoto enzymu
- familiarni idiopaticka acholinesterazémie - dédicny defekt
syntézy je bez klinickych pfiznakii, po podani skucinylcholinu
hrozi apnoicka pauza (myorelaxans je §tépeno cholinesterazou)

Priciny zvySeni aktivity v séru
- u nemocnych s vystupiiovanou proteosyntézou (nefroticky
syndrom), ve fazi upravy po hepatitidé, u alkoholismu - nema
zasadni diagnosticky vyznam

Alkalicka fosfataza (ALP)

Je to enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu riiznych monoesterti
kyseliny fosfore¢né v alkalickém prostiedi. Jeji vyznam v
organismu neni zcela objasnén, enzym produkovany
osteoblasty se uplatiiuje pii mineralizaci kostni tkang.

Rozlifujeme tii izoenzymy ALP, liici se primérni strukturou
(tedy i kodované odlisnymi geny): placentarni, stievnia
izoenzym obsaZeny v kostech, jatrech a ledvinach. Tieti
typ izoenzymu se v riznych organech li§i nestejnym
obsahem sacharidii - izoformy ALP. Jaterni a kostni
izoforma ALP jsou strukturné nejpodobnéjsi (1ze je
stanovit imunochemickoumetodou)

Priciny zvySeni aktivity v séru:

- onemocnéni jater a ZluCovych cest - extra a intrahepatalni
cholestdza, cholangoitida, metastizy do jater, biliarni a méng
C¢asto 1 portdlni cirrhéza

- onemocnéni kosti - rachitis a osteomalacie, primérni a
sekundérni kostni nadory, ostitis deformans (Pagetova choroba).
U primarni osteoporézy, hojeni zZlomenin a mnohocetného
myelomu je aktivita ALP normalni

- fyziologické zvyseni aktivity - u déti jako vyraz osteoblastické
aktivity pii ristu kosti

- ve ti‘etim trimestru t&€hotenstvi se na celkové aktivité podili
placentérni izoenzym

o I .
Priciny sniZeni aktivity v séru:

_ hypofosfatazémie - autosomélné recesivné dediéné onemocnéni se zvygenym
vylu¢ovanim fosfoetanolaminu moéi

SVALY

CK
LD
aldolaza
glykogen fosforylaza

Kreatinkinaza (CK)

Katalyzuje vratnou fosforylaci kreatinu - mé vyznam pro energeticky
metabolismus svalu. Kreatinkindzaje dimer, ktery se skladaze dvou
podjednotek. Podjednotky jsou dvojiho typu M (musle)a B (brain).
Kombinaci téchto podjednotek vznikaji tii izoenzymy CK: MM,

MB, BB.

Izoenzym BB se vyskytuje v mozku a vzhledem k existenci HE bariéry
je v sérujen velmi vzacné. MiZe viak byt produkovan tkéani
nékterych nadort.

Izoenzym MM nachézime v kosternim i srde¢nim svalu. Hybridni
izoenzym MB je rovnéZ obsaZen v obou typech pii¢né pruhovaného
svalu, ty se viak li#i jeho podilem na celkové aktivits enzymu. Cim
vys#ije podil hybridniho izoenzymu CK-MB na celkové aktivité
CK v séru, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze je kardidlniho piivodu.
Empiricky uréena hranice je 6 %.

Pfi¢iny zvy$eni aktivity v séru

+ onemocnéni kosternich svalli - progresivni
svalova dystrofie, polymyozitida, urazy se
zhmozdénim svald, intramuskularni injekcee,
krvaceni do svalli, resuscitace, $ok,
dlouhotrvajici svalovy vykon

+ onemocnéni srde¢niho svalu - infarkt
myokardu, operace myokardu - vyhodngjsi je
stanovovat CK-MB mass neZ aktivitu enzymu
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Katalyzuje reverzibilni pfeménu pyruvatu nalaktat

Jde o posledni reakci anaerobni glykolyzy, enzym se vyskytuje
prakticky ve vech tkénich. Strukturou je LD tetramer tvofeny
podjednotkami dvou typi H (heart) a M (musle). Jejich
kombinaci vzniké pét izoenzymii LD. Dokonalé rozligeni
viech izoenzymi umoziiuje elektroforéza, izoenzymy (H,,
H:M, HM,, HM;, M,) jsounazyvany LDl az LD3, LDI se
pohybuje nejrychleji k anodg, LD5 ke katod€. Izoenzymy LD
jsou obsaZeny prakticky ve viech tkanich, odlisny je viak
jejich pomér, izoenzym H4 pfevaZuje v myokarduav
erytrocytech, M, pievaZuje v jatrech a v kosternim svalu.

Pfi¢iny zvy$eni aktivity v séru

- hemolyza (i arteficialni) - stoupa izoenzym H,
- infarkt myokardu - stoupa izoenzym H,
- onemocnéni jaterniho parenchymu - elevace

izoenzymu M,

- onemocnéni svalil
- pernicidzni anemie, generalizované tumory,

leukémie, embolizace do plicnice, nélezy viak
nejsou typicke

PANKREAS

amylaza
lipaza
trypsin+TAP
chymotrypsin
elastaza-1

Alfa-amylaza (AMS)

« Katalyzuje §tépeni skrobu, resp. a-1,4-glykosidickych

vazeb mezi molekulami glukézy ve skrobu. Vysledkem
této hydrolyzy je vznik oligosacharidi, dalsi $t€peni aZ na
glukézu jiz amylaza nekatalyzuje. Amylaza je
produkovana Zlazami GIT (slinné 714zy, pankreas).
Enzymy tvofené slinnymi Zldzami a pankreatem se od sebe
ligi cukernou slozkou -jde o izoformy AMS.
Elektroforeticky nebo precipitaci pomoci specialni
protilatkylze od sebe odlisit slinnou (S) a pankreatickou
(P) amylazu. Amyliza ma pomérné malou molekulu (m.h.
je 50 tisic) a protoji lze prokazat v moci. Vzhledem k
zahusténi moci byva aktivita AMS v moc¢i vy$si neZ v séru.

Pfi¢iny zvy$eni AMS v séru

- poskozeni produkujicich 714z a vyplaveni enzymu do krve,
po n€kolikahodinach se zvysuje rovnéZ aktivita amylazy v
moci(onemocnéni slinnych 74z - parotitida, sialolithiaza,
trauma, nador, onemocnéni pankreatu - akutni
pankreatitida, akutni exacerbace chronické pankreatitidy,
1iraz, operace pankreatu, pfetlak ve Zlu¢ovych cestach)

- sniZeni vyluéovani amylazy ledvinami - v tomto piipadéje
v séru aktivita AMS zvysend, v modi sniZend (rendlni
insufficience, makroamylazémie - enzym j e navazin na
imunoglobulin a v krvi se hromadi tento makromolekularni
komplex, tento stav byva doprovazen ob¢asnymi bolestmi
v biise)

Lipaza (LPS)

Katalyzuje v tenkém stfevé §tépeni triacylglycerold
na monoacylglyceroly amastné kyseliny. Jde o
sekre¢ni enzym, produkovany pankreatem.

Pri¢iny zvyseni aktivity v séru

- pfi onemocnéni pankreatu, zejména u akutni
pankreatitidy, nedochazi ke vzestupu aktivity u
onemocnéni slinnych Zlaz ani u selhani ledvin
(neni filtrovana glomeruly). Jeji aktivita roste
obvykle paralelng s amylazou.
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kostni ALP
tartarat rezistentni ACP

Kysela fosfataza (ACP)

 Katalyzuje stejnou reakei jako ALP, ale v kyselém
prostiedi.

« v osteoklastech se uplatiiuje pii kostni resorpei

* je dale obsazena v erytrocytech a trombocytech a
nejvyssi aktivita je v prostate.
Na zakladé resistence k tartaratu se déli na tartarat
stabilni ACP (vétSina kostniho izoenzymu, ACP z
erytrocytl a trombocytl) a tartarat-labilni ACP
(predevsim prostaticka ACP). Ke stanoveni ACP je
vhodnéjsi plasma neZ sérum (v séru je ACP vySsi
kvlili enzymu z rozpadlych trombocytil)

Pric¢iny zvyseni aktivity v séru (plasme):

- karcinom prostaty (zejména generalizovany),
benigni hyperplasie prostaty ma normalni ACP
- tartarat - rezistentni frakce stoupa u
onemocnéni kosti jako vyraz zvy§ené
osteoklastické aktivity

- trombéza vétsiho rozsahu nebo
tromboembolickd nemoc (ACP z trombocytll)

Méné ¢asto stanovované enzymy

- Aldolaza (ALD) - je obsaZena v jatrech a jinych
parenchymatosnich organech

- Leucinarylamidaza (LAS) - je v jatrech a buitkach
ugovodit

- Sorbitoldehydrogenaza (SD) enzym specificky pro
jaterni buitky, zvy¥eni aktivity u onemocnénijatemiho
parechymu

- S-nukleotidaza zvy¥eni aktivity pii bilidrni obstrukei

- Thymidinkinaza (TK) zvy¥eni aktivity u nékterych
karcinomi, malignich lymfomd a leukémii, marker
buné&né proliferace

- Proteolytické enzymy - renin, prostaticky specificky
antigen, aktivované sloZky komplementu, koagula¢ni
faktory

Stanoveni aktivity enzymu v ruznych
typech biologického materiilu
Moté
- stanoveni amylazy - po priniku glomerulem
- GMT nebo N-acetyl-p-D-glukosaminidaza v mo¢i -
ukazuji na pokozeni epitelu tubulll (nefrotoxické
latky nebo pii velké proteinurii)
MozkomiSni mok
- zvySeni CK a AST po traumatu nebo po cévni
piihodé mozkové (maly diagnosticky vyznam)
- prostaglandin-D-syntaza — specificky marker
likvoru (dif dg oto-rhinorhoe)
Sekrety GIT
- stanoveni chymotrypsinu ve stolici

Vypotek
- vypotek karcinomatézniho plivodu miiZe mit
vysokou aktivitu LD
- vysoka aktivita adenozindeaminazy (ADA) byva ve
vypotku tuberkulézni etiologie

Erytrocyty
- acetylcholinesteraza v erytrocytech klesa pri otraveé
organofosfaty
- enzymy dileZité pro antioxidaéni ochranu
organismu -superoxiddismutaza (SOD), katalaza
(CAT), glutathionperoxidaza (GPx),
glutathionreduktaza (GR)





