CEVA

Kreditni kurz: Enzymy

Enzymy

Enzymy jsou biologické katalyzatory (bio)chemickych reakci. V pfevazné
vétsiné jsou to bilkoviny. Donedavna se pfedpokladalo, Ze jsou to vyluéné
bilkoviny, katalyticka aktivita byla ale zjiSténa téz u jistych RNA, tzv. ribozymd,
¢ili RNA enzym ¢i katalytickych RNA (americkym védcem zajimavého jména
Thomas Cech; nositel Nobelovy ceny za chemii z roku 1989). Zda se, Ze
nukleové kyseliny byly prvnimi biokatalyzatory, teprve po nich tuto funkci

pfevzaly enzymy.

Enzymy jsou bud Cisté bilkovinné povahy (kromé& uvedené vyjimky) nebo
obsahuiji jesté nizkomolekularni skupinu, ktera miize byt pevné navazana na
bilkovinny nosi¢ (apoenzym), pak se nazyva prostetické skupina, nebo je

disociabilni, pak se nazyva koenzym (nebo téz kosubstrat).

Thomas Cech

Jak uvidime dale, jsou v laboratorni mediciné enzymy jednak pfedmétem vlastni analyzy, slouzi jako
indikatory patologickych proces(, jednak se uzivaji jako specificka €inidla pro stanoveni mnoha dalSich
analytd. Nebude proto na §kodu zopakovat si nékteré skutecnosti znamé z obecné biochemie.

Opakovani z obecné biochemie
Konstatovani, Zze enzymy jsou biochemické katalyzatory, znamend, Ze usnadnuji a urychluji pribéh
biochemickych reakci, tj. chemickych reakci probihajicich v Zivych organismech. Zplsob Géinku enzymd
spoCiva v tom, Ze snizuji tzv. aktivacni energii nutnou pro zahajeni reakce. Nasledujici obrazek uvedené ve

zjednoduSené formé ilustruje.
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Princip aktivacni energie

Sloucenina X je ve stabilnim stavu a k jeji
preméné na slouceninu Y je zapotrebi energie,
ackoliv se Y nachazi na nizsi energetické drovni
nez X. Proto se tato preména neuskutecni,
dokud sloucenina X neziskd dostatecné
mnoZzstvi aktivacni energie (energie E,, minus
energie E,) ze svého okoli, aby mohla
podstoupit preménu na slouceninu Y. Tato
energie mulZe byt ziskana zneobvyklé
energetické srazky s jinymi molekulami. Pro
obracenou reakci Y—X musi byt aktivacni
energie mnohem vétsi (energie E,, minus
energie E,); proto bude tato zpétnd reakce
probihat méné casto. Aktivacni energie jsou
vzdy kladné, ale celkova zména energie pro
energeticky vyhodnou reakci X—Y je energie E,
minus energie E,, tedy zaporné Cislo.
Katalyzatory, tedy i biologické katalyzatory
enzymy, tuto aktivacni energii snizuji a
usnadriuji tak pribéh reakci.

Situace je, samoziejmé (jako vzdycky), o néco
slozitéisi. viz obr. na str. 3.

Stejny pribéh jako na predchozim obrazku,
ale jsou zaznamenany pribéhy reakce
nekatalyzované (Cervené) a katalyzované
(modfre).
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Rychlosti chemické reakce se rozumi pfeména vychozich latek/substratu na produkt za ¢asovou jednotku a
vétSinou se méfi jako zména koncentrace vychozich latek/substratt nebo tvoficich se latek/produktl za
Casovou jednotku. Kromé jiného zavisi rychlost chemické reakce na koncentraci reagujicich molekul. V
pfipadé enzymové katalyzovanych reakci bude rychlost reakce ovlivnéna i koncentraci enzymu.

Predstavme si pokus, kdy v fadé zkumavek budeme mit stejné reakeni prostredi (stejny pufr, stejné
mnozstvi enzymu, stejné aktivatory ap.), ale v kazdé nasledujici zkumavce bude postupné vyssi a vysSi
koncentrace reagentu S. UvaZzujeme reakci, kdy se latka S méni na latku P.

Budeme méfit tvorbu produktu (napf. mé&fenim absorbance tvofici se barevné latky P) za ¢asovou jednotku.

Hodnoty rychlosti ,v“ chemické reakce vyneseme proti koncentracim ,c“ latky S do grafu.
Graf bude mit nejspi$ obdobny prubéh, jaky je uveden na obrazku.

Graf zavislosti reakéni rychlosti na koncentraci reagentu/substratu (saturaéni kfivka enzymu)

Graf nazorné ukazuje, Ze se vzrlstajici
koncentraci substratu (latky S vstupujici
do reakce a ménici se na produkt P)
reakéni rychlost nartsta pfimo umérné
této vzrlstajici koncentraci, pak se narust
rychlosti zpomaluje a nakonec zlstava
rychlost konstantni bez ohledu na hodnotu
koncentrace substratu.

Vysvétleni k rovnicim uvedenym v grafu je
dale v textu.

¢ = koncentrace substratu S
v =rychlost reakce

v
O

Zpocatku, se zvysujici se koncentraci substratu, bude rychlost reakce narlstat.
Jak je zfejmé, pUjde o pfimou zavislost, rovnice pro tento pribéh zavislosti bude rovnici pfimky:
fad reakce

-
-
-
-
-
-

v=k.c', tedyv=Kk.c,

kde v = rychlost reakce, k = rychlostni konstanta, ¢ = koncentrace reaguijici latky a mocnénec ,1“ je tzv. rad
reakce, ktery vypovida o poctu latek, na jejichz koncentraci zavisi rychlost reakce. V oblasti uvazovanych
koncentraci latky S se rychlost reakce Fidi kinetikou prvniho radu (srovnej s pribéhem kfivky v grafu).

S rustem koncentrace substratu se rychlost zvysSuje proto, Ze stale vice molekul enzymu se zapojuje do
reakce a zvySuje se mnozstvi reagujicich molekul, tedy i produktu. Se zvysujici se koncentraci
reagentu/substratu, se vSak postupné rychlost reakce zpomaluje, protoze je obsazovano stale vice molekul
enzymu, ale molekuly substratu s k nim dostavaji stale obtiznéji, az je nakonec enzym zcela substratem
nasycen/saturovan a rychlost reakce pak zavisi jiz nikoliv na koncentraci substratu, ale na schopnosti
enzymu v ¢asovém useku zpracovat substrat na produkt. Tato schopnost se nazyva Cislo premény a
nabyva hodnot v intervalu 1 — 10 000 molekul za sekundu.

Kfivka zavislosti rychlosti na koncentraci se proto od urcitych hodnot koncentraci ohyba prakticky o 90°
(rychlost dosahla limitni hodnoty, dale se jiz nezvysuje, je maximalni) a zdstava konstantni. Rovnici pro
rychlost bude vyraz:

v=k.c’ tedyv=k.1,¢&iliv=k,

vyjadieno slovy — rychlost rovna se konstanté neboli, je konstantni. Kinetika reakce se zménila na kinetiku
nultého radu. Kinetika nultého fadu je typicka pravé pro enzymové reakce s nadbytkem substratu (ale také
napf. pro fotochemické reakce). Vicemolekularni reakce vedou ke kinetikam vyssich rfada.

Poznamka: P¥i nizké koncentraci substratu probiha enzymova reakce podle kinetiky prvého fadu (viz vys), tzn. se snizujici se
koncentraci substratu, klesa rychlost reakce (s pribéhem €asu jak se méni koncentrace substratu, méni se i rychlost reakce).
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Vlastni plsobeni enzymu se vysvétluje tvorbou komplexu enzym-substrat. Podobné jako protilatky,
vyuzivaji i enzymy svou schopnost vazat jiné makromolekuly i nizkomolekularni latky - ligandy. Tyto vazby
jsou pfevazné nekovalentni, zejména se jedna o vodikové mustky. Enzym véaze ligand, zvany v tomto
pfipadé substrat, v misté zvaném aktivni centrum enzymu a vytvaii s nim komplex enzym-substrat, ktery se
nasledné vice & méné ochotné rozpada na produkty.

E+S 2 > ES > E+P

' Enzym se regeneruje a znovu vstupuje do reakce U

Pribéh reakce z energetického hlediska je o néco slozitéjsi, jak je uvedeno na nasledjicim obrazku:

pfechodny stav

Graf podrobnéji ukazuje (z energetického
hlediska) tvorbu komplexi enzym-substrat a
enzym-produkt a pfechodovych stavd.

V tomto pfipadé se jedna o reakci

6,1 kcal
fumarat + H,O S malat

Schéma ze str. 12-1 je potom podrobné;jsi:

komplex

et 15.0 kel E+S SE-S'SE-SSE-X'SE-PSE-P'SE+ P

fumarat

entalpie

42 kaal S: substrat

E: enzym

E-S”: pfechodovy stav pred tvorbou E-S
fumarat E-S: komplex enzym-substrat

3.6 keal E-X": pfechodovy stav pfed tvorbou produktu
E-P: komplex enzym-produkt

E-P*: pfechodovy stav pfed uvolnénim P

P: produkt

malat

komplex
enzym-
malét

priub&h reakce

Pevnost vazby komplexu ES je dana hodnotou rovnovazné konstanty K, které odpovida pfislusna volna

hodnoty rovnovazné konstanty komplexu ES Ize usuzovat, ktery z mnoha ptipadnych substratd je substrat
Lpfirozeny“ &i ,pravy“ — ten, ktery ma nejvyssi hodnotu K.

Pro pripad tvorby/asociace komplexu ES Ize napsat

asociace
E+S— ES rychlost asociace v, = k, {[E] — [ES]}[S]

Rychlost asociace latek E a S = rychlostni konstanta asociace x koncentrace E (skute¢na koncentrace zmensena o ubytek E do ES)
krat koncentrace S.

Pro pripad rozpadu/disociace komplexu ES Ize napsat

disociace
ES —— > E+S rychlost disociace vy = k4 [ES]

Rychlost disociace komplexu ES = rychlostni konstanta disociace x koncentrace ES.
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V rovnovaze jsou si obé rychlosti rovny: rychlost asociace = rychlost disociace
ko {[E] - [ESD}S] = kq[ES]

a po matematické upravé dostaneme vztah pro rovnovaznou konstantu K, kterd se pro enzymové reakce
definuje opacné, nez jak je v chemii zvykem, tzn., Ze je rovhovaznou konstantou disociace ES na E + S a
nazyva se substratova konstanta:

K = ka _ {E]-[ESTHS]
kg [ES]

V rovnovazném stavu se pocet nové utvorenych vazeb za ¢asovou jednotku rovna poctu disociovanych komplexu.

Ze vztahu pro substratovou konstantu Ize dale odvodit

{[E]— [ES]}[S] = KG[ES],
odtud [E][S] — [ES][S] = K, [ES]
dale [E][S] = K, [ES]+ [S][ES]
a ztoho [E][S] = [ES](K, + [S])

1(S]

aodtud [ES] =K[ET[S]

Pro rychlost tvorby produktu (a regeneraci enzymu) plati

tvorba produktu

ES > E+P rychlost reakce v = k, [ES]

Rychlost rozpadu komplexu ES urcuje celkovou rychlost reakce v; k; je rychlostni konstanta tvorby produktu a zahrnuje koncentraci
kteréhokoliv dalsiho substratu, ktery se muze reakce zucastnit.

Za predpokladu stalého udrzovani vyse popsané rovnovahy, dostaneme po dosazeni vyrazu pro [ES]
do rovnice pro rychlost reakce vyraz

[E][S]

v=k, —=
" K, + [S]
Podminkou dobrého prabéhu enzymovych reakci je podminka [S] >>[E], enzym
je v tomto pfipadé nasycen substratem, tedy je vSechen ve formé komplexu ES,
reakce bézi maximalni rychlosti V a je nultého fadu vzhledem k substratu (dalsi
zvySovani koncentrace substratu nevede ke zvySeni rychlosti enzymové
reakce). Odpovidajici vztah pro rychlost disociace, ktera urluje celkovou
rychlost enzymové reakce, je

V =k, [E]
a po dosazeni tohoto vyrazu do pfedchozi rovnice obdrzime v = KVF[]S]

Odkud plyne Maud Mentenova
kanadskd lékarka

14 :

=151~ 1) |

\
Pro v = V/2, Cili bézi-li reakce poloviéni maximalni rychlosti, vyraz pro v =) e
substratovou konstantu nabyva jednoduchého tvaru Ks = [S]. Vyjadfuje ;

zminénou skutecnost, a sice, ze pfi této koncentraci substratu bézi reakce
polovi¢ni maximalni rychlosti.

Konstanta Ks se v tomto pfipadé oznacuje K., nazyva se Michaelisovou : A
konstantou, ¢i konstantou Michaelise a Mentenové a je charakteristickou

konstantou kazdého enzymu; vyjadfuje schopnost substratu ucinné se vazat Leonor Michaelis
s enzymem, ma rozmér koncentrace. némecky biochemik,

Nazvana je podle badatelti Michaelise a Mentenové, ktefi ji poprvé pouzili (v roce — fzkélnichemikalékar

1913).
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Konstanta Michaelise a Mentenové

Y Km =S x [(VIV) —1],
po dosazeni v =V/2,
\V/ zjednodusi se zlomek na

Km =S X[ (2V/V)-1] = S,

jinymi slovy, Michaelisova konstanta je rovna
koncentraci substratu, pfi které enzym pracuje svou
poloviéni limitni rychlosti.

vi2 V tomto pfipadé plati, Ze ¢im nizSi hodnota Ky, tim

pevnegji se substrat vaze k enzymu, je to reciproka
(opacna) hodnota afinity enzymu k substratu.

Michaelisova konstanta je charakteristicka veli¢ina
kazdého enzymu a ma rozmér koncentrace [mol/l].

Pro vétsinu reakci ma Km hodnotu v rozmezi 1.10™
az 1.10° mol/l.

Km [S]

Konkrétni mechanismus uc¢inku enzymu (jakym snizuji aktivacni energii) je razny:

e molekula enzymu zméni trojrozmérny tvar substratu a uvede ho do takové polohy, Ze v ném vyvola
na pfisludné vazbé pnuti, které navic ovlivni vhodné umisténymi postrannimi fetézci aminokyselin
tak, Zze dojde k snazSimu Stépeni této vazby napf. pomoci vody (hydrolyza) &i jinym zplsobem

e v reakcich s vice ligandy vétS§inou enzym umozni reaktantim vzajemnou orientaci optimalni pro
reakci nasleduijici (1j. tvorbu produktu ¢&i produktt) a navic aktivni centrum enzymu obsahuje pfesné
umisténé atomy, které s pouzitim nabitych skupin a zménou rozdéleni elektronl v substratech tuto
reakci urychluji

e mnohé enzymy pfechodné vytvareji kovalentni vazby mezi svym postrannim fetézcem a
substratem; v nasledujicich krocich se tvofi produkt a postranni fetézec se vraci do plivodniho
stavu

Na vS8echny rozmanité akce enzymu mnohdy nesta¢i pouha molekula bilkoviny a reakce postrannich
fetézcl aminokyselin, proto si enzymy berou ,pomocniky”, se kterymi bud volné spolupracuiji jako s urcitou
formou substratu — tzv. koenzymy/kofaktory &i také kosubstraty, nebo je maji kovalentné navazany na
molekulu enzymu, kde tvofi tzv. prostetickou skuPinu a spolu s enzymem jednotny celek. Nékdy roli
,pomocnika“ zastavaji kovové ionty (Zn*, Ca** Mg™, Mn** aj., viz dale v textu ,aktivatory®), jindy jsou to
malé organické molekuly. VétSinou si tyto molekuly nemize organismus sam syntetizovat a musi jejich
prekurzory pfijimat ve formé vitamind (typické jsou vitamin A, vitaminy skupiny B a dalsi).

Tzv. alosterické enzymy obsahuji dvé aktivni mista:
e jedno pro vazbu substratu,
e druhé pro vazbu regulacni molekuly.

Tato (regulacni) molekula, navazanim se na regulacni misto, zméni konformaci bilkovinné molekuly
enzymu, coz vede ke zméné jeho enzymatické aktivity. Typickou regula¢ni molekulou je fosfatova skupina —
ta se ovSem vaze kovalentné na postranni fetézec enzymu. Fosforylaci a defosforylaci podléhaji tisice
enzym( a jsou takto ovliviiovany ve své aktivité (srovnej téz kreditni kurz Hormony |, Princip druhého
pfenasece). Vazbu malé molekuly na enzym Ize pfirovnat k vypinaci: vazbou regulacni molekuly se enzym
bud ,zapne“ nebo ,vypne*, {j. projevuje i neprojevuje enzymatickou aktivitu. Takto jsou enzymy regulovany
ve své Cinnosti. VétSinou jde o negativni zpétnou vazbu, kdy produkt reakce brzdi/inhibuje funkci prvniho
enzymu v enzymovém fetézci. Ukazkou mize poslouzit pUisobeni cholesterolu na enzym f-hydroxy-g-
methyl-glutaryl CoA-reduktaza — viz kreditni kurz Lipidy). Podobny mechanismus m{ze mit i opacny ucinek,
kdy dojde k posileni €innosti enzymu a pak se hovofi o pozitivni zpétné vazbé. Toto plsobeni bude nejspis
v misté vétveni metabolickych drah a povede k ,povzbuzeni® druhé moznosti syntézy z jednoho prekurzoru.
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Kromé koncentrace substratu ovliviuji rychlost reakce i spravnou funkci enzymu dalsi faktory:

Teplota (tepelné optimum)

Se vzristem teploty vzrusta i rychlost katalyzované reakce, v priméru dojde s narGstem teploty o 1 °C

k vzrlstu reakéni rychlosti o cca 10%. Po dosazeni urcité teploty, ktera je u kazdého enzymu jina, dochazi
k denaturaci jeho bilkovinné sloZky a tim ke zpomaleni aZ zastaveni katalyzované reakce. Tepelné
optimum, tj. oblast teploty, kdy dany enzym vykazuje nejvyssi rychlost reakce, je u teplokrevnych organisma
vétdinou kolem 37 °C. V laboratorni praxi je tudiZ vétSinou teplota inkubacni 1azné pravé 37 °C.

Koncentrace protont, hodnota pH (pH optimum)

Enzymy tim, Ze jsou pfevazné bilkovinného plvodu, jsou velmi snadno ovlivnitelné zménou pH (disociaci
ionizovatelnych skupin v aktivnim centru enzymu dojde ke zméné jeho vlastnosti, pfi jiném nez optimalnim
pH muze obecné molekula proteinu zaujmout jinou konformaci, a tim rovnéz ke zméné jejich vlastnosti
apod.), pfipadné muze dojit k ovlivnéni rychlosti reakce disociaci funkénich skupin substratu.

VétSina enzym0 ma pH optimum v neutralni ¢i slabé kyselé oblasti. V'yjimkou jsou travici enzymy Zaludku
(pepsin, pH optimum 1,5 — 2,5) a pankreatu (trypsin 7,5 - 10, pankreaticka lipaza 8,0).

V laboratorni praxi je optimalni pH reakce zajisténo dstojnym roztokem (pufrem).

Efektory (aktivatory a inhibitory)
Enzymovou katalyzu si je tfeba pfedstavit jako regulérni chemickou reakci mezi katalyzatorem a substratem
(viz schéma reakce vy$). Tato reakce je rovnéz ovliviiovana tzv. efektory, které v daném kontextu
nazyvame v pripadé kladného ucinku (podpora katalyzy) aktivatory, v ptipadé opacném inhibitory
(zpomaleni €i zastaveni reakce)
e aktivatory - ionty potfebné pro aktivitu uréitého enzymu (napf. Zn**, Mn** a Co?* jsou duileZité pro
ginnost peptidaz, CI" aktivuji amylazy a Mg®* je nutny pro enzymy vyuZivajici jako kosubstrat ATP)
V komer¢nich diagnostickych soupravach jsou pfitomny v optimalnim mnozstvi.
¢ inhibitory - mohou poskodit enzym nevratné (ireverzibilni inhibice) nebo ho pouze zablokovat
(reverzibilni inhibice)

Reverzibilni inhibice
- nekompetitivni: inhibitor ovlivni aktivni centrum tak, Ze se substrat jesté vaze, ale priibéh reakce se
zpomaluje
- kompetitivni ¢ili soutéziva: inhibitor soutézi se substratem o vazbu na aktivnim centru (podobné muze
reagovat i samotny substrat &i produkt reakce (inhibice substratem ¢&i produktem)
- alostericka: inhibitor se vaze na enzym (v jiném misté nez v aktivnim centru) a zplGsobuje takovou
zménu konformace jeho molekuly, Ze znesnadni &i zcela znemozni vazbu substratu

lontova sila (fedéni biologického materialu)
lontova sila je definovana vztahem
p= "%z,

kde c; je koncentrace i-tého iontu a z; je jeho mocenstvi.

Strucné se da fict, Ze pro zdarny pribéh reakce je potfeba zachovat také optimalni koncentraci iontd v
prostfedi. U enzymové katalyzovanych reakci mGze hrat roli stupen nafedéni plvodniho vzorku - dojde
napf. k nepfiméfenému nafedéni efektord a tim k ovlivnéni rychlosti reakce. Mnohdy hraje roli i charakter
iontu, ktery je soucasti pufru (napf. zda se jedna o vinan, jable€nan apod.).

Substrat

Kazdy enzym vykazuje, mimo jiné, tzv. substratovou specifitu, (s nékterym substratem bézi reakce lépe jak
s jinym, s nékterym bézi nejlépe - k tomuto substratu vykazuje enzym nejvyssi afinitu a pfedpoklada se, ze
se jedna o substrat pravy). Jak jiz bylo uvedeno, kvantitativné se da vyjadfrit afinita enzymu k urcitému
substratu Michaelisovou konstantou Ky,. V pfedchozim textu byl rovnéz zdiraznén vyznam koncentrace
substratu. Dale vykazuji enzymy tzv. specifitu ucinku, tzn. jedna latka, jeden substrat muze byt pfeménén
na rtzné produkty.

Interkonverze

Dalsi skute€nosti, ktera maze ovlivnit enzymovou katalyzu, je interkonverze. Je to fyziologicky
mechanismus, kterym se zapojuji a odpojuji enzymy z reakcnich sledd a slouzi hlavné jako regulacni
mechanismus metabolickych pochod (viz vys).

Optimalizace metod pro stanoveni enzymovych aktivit

Z vySe uvedeného vyplyva, ze analytické postupy slouzici ke stanoveni enzym{, pfipadné vyuzivajici

enzymatickou aktivitu ke stanoveni substratd, by mély probihat za optimalnich podminek pro dany enzym,
6
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tj. mélo by byt optimalni pH prostfedi, iontova sila prostfedi, charakter iontd tvoficich pufr, koncentrace
substratu a jeho druh, typ a koncentrace koenzymu, efektoru, optimalni teplota. Reakce by také méla
probihat po optimalni dobu, aby jednak probé&hla kvantitativhé, ale aby nedochazelo nap¥. k inhibici reakce
produktem, k tepelnému rozkladu enzymu, k podpofe vedlejSich soutézivych reakci apod. Standardizaci
podminek a vybér vhodnych postupl propracovava skupina expertt IFCC (International Federation of
Clinical Chemistry).

Diagnostické soupravy

Komeréni soupravy (mnohde nazyvané kity) pouzivané v klinickych laboratofich (a vyuZivajici enzymy) se
vétdinou na standardy IFCC odvolavaji, tzn., Ze jsou usporadany v souladu s poZadavky IFCC. Z hlediska
metodiky ziskani vysledku byvaji uspofadany nasledujicimi zplsoby:

e metoda probiha do koncového bodu (end point): po urcité inkubacni dobé dojde k rovnovaze,
rychlost tvorby produktt se vyrovna rychlosti pfemény produktd na pavodni analyty, rychlost reakce
je ustalena a po definovanou dobu se neméni; pfedpokladem spravné laboratorni prace je dodrzet
inkubaéni podminky a dobu uréenou pro zméreni absorbance produktl; pfikladem takové metody je
napf. stanoveni glukézy metodou GOT/POD

e kinetické stanoveni (rate = rychlost): rovnovazny stav nenastane, reakce bézi dostateéné rychle,
aby bylo mozno ur€it zménu absorbance za ¢asovou jednotku, nejastéji za 1 minutu = AA/At,
resp. AA/min; pokud se pracuje manualn&, méfi se obvykle absorbance za 3 asové useky (3 x 1
minuta) a vysledkem je prameér tfi méfeni; pfikladem metody je napf. stanoveni transaminaz

e stanoveni v konstantnim Case (fixed time): reakce probiha definovanou dobu a pfesné po uplynuti
této doby je zastavena inhibitorem — méfi se absorbance za tuto dobu; pfedpokladem spravné
laboratorni prace je presné dodrzeni asového intervalu; prikladem metody je stanoveni alkalické
fosfatazy (kde ovdem lze pracovat jak metodou konstantniho ¢asu, tak kineticky)

e stanoveni dvoubodové, ve dvou bodech (two point, 2P): reakce se necha urc€itou dobu bézet, pak
se zméf¥i (v prvnim ¢asovém bodé) pocatecni hodnota absorbance a po uplynuti definovaného
Casoveého useku se (ve druhém Casovém bodé) zméri kone€na hodnota absorbance a vypocita se
rozdil; toto stanoveni ma oproti napf. metodé konstantniho ¢asu tu vyhodu, Ze se odecita slepa
zkouska (tzv. sérovy blank); protoze se jedna o diferenéni méreni, nevadi v tomto pfipadé zakalena
Ci zabarvena séra (pochopitelné v ramci urcité intenzity a pokud nevadi chemii reakce)

Poznamka I: Podrobnéjsi popis téchto analytickych usporadani je uveden v kreditnim kurzu ,,Analyticka faze”

Poznamka |l. Pri praci s automatickym analyzatorem (i programovatelnymi fotometry) jsou definované ¢asové useky presné
dodrzovany (s pfesnosti zlomk( sekund) a nemusi byt nutno reakci zastavovat inhibitorem (fixed time). Pri manualni praci, zvl. pri
zpracovani vétsich sérii to nutné je, a to i v pfipadé dvoubodového provedeni.

Vyjadiovani hodnot enzymovych aktivit

Mezinarodni jednotka IU (International Unit), resp. U (Unit)
Je aktivita enzymu, ktera katalyzuje pfeménu jednoho mikromolu substratu za 1 minutu (tj. 60 sekund)
[zzmol/min] = [mol/60s]

Katal (SI)

Je aktivita enzymu, ktera katalyzuje pfeménu jednoho molu substratu za 1 sekundu [mol/s]

Poznamka: enzym s aktivitou jednoho katalu pfeméni za 60x kratsi dobu 1 0° x (milionkrat!) vétsi latkové mnozZstvi (substratu) nez
enzym s aktivitou jedné mezinarodni jednotky .

Jetedy U:60 = pkatal ¢ili 0,01667 U = pkatal a 60 ukat =U; pro mens$i nasobky plati U x 16,67 = nkat; nkat x 0,06 = U.

Katalyticka koncentrace

Je veli€ina, ktera predstavuje aktivitu enzymu v jednotkovém mnozstvi plasmy, séra, moci i jiné télni
tekutiny, a to za definovanych podminek (teplota, pH, efektory, atd.). Je tfeba si uvédomit, ze se jedna o
schopnost katalyzy uréenou mnozstvim enzymu (jak fika sam nazev — katalyticka koncentrace), a ze
naruast Ci pokles aktivity enzymu je zplsoben zménou jeho koncentrace, tedy jeho mnozstvi. Jednotkou je v
mezinarodni soustavé jednotek Sl [kat/l] nebo [IU/l] resp. [U/l]. ProtozZe se jedna o pfilis velkou jednotku,
uzivaji se v praxi hodnoty mensi - [ukat/l], [nkat/I].

Pro pfepocty mezi jednotkami koncentraci plati tyto vztahy: U/l : 60 = U/l x 0,01667 = pkat/l; pkat/l x 60 = U/I

Hmotnostni koncentrace (mass concentration)

[vyslov: mas konsntrejsn] je hmotnost enzymu uvadéna v [g/l], pfipadné v [ug/l]. Stanovuje se
imunochemicky, nevyjadfuje katalytickou aktivitu ¢i schopnost enzymu katalyzovat, ale jeho mnoZstvi.
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Pomoci specifické protilatky Ize stanovit velmi mala mnozstvi enzymu, pfipadné i jeho ¢astecné
degradované molekuly. Metoda je nezavisla na pFitomnosti aktivatord ¢i inhibitort a podiéha stejnym
pravidlim, jako jina imunochemicka stanoveni (viz kapitola 10).

Kalibrace enzymovych analyz
Kalibrovat Ize
e produktem reakce nebo pouzitim
e enzymového kalibratoru.

Kalibrace produktem reakce

Pfipravi se sada standardnich roztoku tak, ze se (barevny) produkt reakce naredi na koncentrace
odpovidajici podle stechiometrie reakce pfislusnym aktivitdm daného enzymu. Fotometricky se proméfi a
namérené absorbance se vynesou do kalibra¢niho grafu (analytické kfivky), ktery vyjadfuje zavislost
absorbance na aktivité enzymu.

Poznamka: V soucasnosti se tento postup doporucuje napt. pfi kalibraci metody pro stanoveni sérove ALP (alkalické
fosfatazy), a to i na automatickych analyzatorech: Substratem je p-nitrofenylfosfat, produktem reakce je odstépeny p-
nitrofenol (a kyselina fosforec¢na, resp. fosfat), latka zluté barvy, fotometrovatelna v oblasti 400 — 410 nm. Ze
stechiometrie reakce Ize vypocitat koncentraci p-nitrofenolu odpovidajici pfislusnym aktivitam ALP, tyto koncentrace
pfipravit a sestrojit kalibracni graf.

Kalibrace s pouzitim enzymového kalibratoru

Pouzije se enzymovy standard (enzymovy kalibrator), tj. sérum s deklarovanou hodnotou aktivity
prislusného enzymu. Toto sérum se zpracuje stejné jako vzorek a ze zjisténé hodnoty absorbance se
pfimou Umérou vypocita aktivita enzymu v neznamém vzorku (resp. automaticky analyzator si sestroji
kalibra¢ni graf ze dvou bod( — nulové hodnoty a hodnoty kalibratoru).

Klasifikace enzymi
Enzymy se podle mezinarodni klasifikace a nazvoslovi déli do Sesti tfid.

NAZEV SKUPINY TYPY REAKCI KATALYZOVANYCH PRISLUSNOU TRIDOU ENZYMU
1. Oxidoreduktazy redoxni reakce mezi dvéma substraty
2. Transferazy prenos skupin mezi dvéma substraty
3. Hydrolazy hydrolytické Stépeni kovalentni vazby
4, Lyazy Stépeni kovalentni vazby bez ucasti vody
5, Isomerazy intramolekularni pfesuny (skupin) atomu
6. Ligazy syntéza vazeb C-C, C-S, C-N, C-O

Systematické oznaceni pfislusného enzymu sestava z dvou pismen a Ctyr €islic a nazvu - napf.:
EC 3.1.3.1. Fosfohydrolaza monoestert kyseliny trihydrofosfore¢né (alkalické optimum), Alkalicka fosfataza

Vysvétleni symbolu:
Enzyme Comission Classification System

éé X.X.X.X. — poradové Cislo v podpodttidé
l » podpodtrida

» podtrida

» tfida

Kromé tohoto systematického Ci védeckého nazvoslovi se bé€Zné uziva nazvoslovi obecné uZivané —
laktatdehydrogenaza, kreatinkinaza, amylaza apod. (toto nazvoslovi ukazuje obvykle substrat reakce a
pfipadné i zpUsob jeho pfemény) a nazvoslovi trivialni - pepsin, trypsin apod.

Prehled typt nazvoslovi enzymu:
o systematické (védecké): EC XXXX
e obecné uzivané: kreatinkinaza.
e trivialni: pepsin...
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Vyznam enzymu a enzymologie v mediciné
1. Znalost enzymologie je dllezita pro pochopeni normalnich a patologickych pochodu v organismu

2. Praktické vyuZiti

a. enzymy slouzi jako indikatory patologickych procest (stanovuji se katalytické koncentrace
konkrétnich enzymd, z jejichz hodnot soudi [ékaF na diagnosu &i prubéh terapie, pficemz
pochopitelné vyuziva i dalsi informace plynouci z procesu tzv. zakladniho ¢i specialniho vySetfeni
pacienta)

b. enzymy slouzi jako specificka &inidla pro stanoveni rdznych analyti (pomoci enzym( se specificky
stanovi koncentrace latek, z jejichz hodnot Iékaf soudi na diagnosu, jeji spravnost, prabéh [écby
atd., viz vys)

C. enzymy se pouzivaji k Ié¢bé (napf. travici enzymy)

Pro praktické pouZiti uvedené v bodé 2.a. se vzhledem ke své relativné snadné dostupnosti (odbér krve ze
Zily) vyuzivaji nejCastéji plasmatické (sérové) enzymy, €asto i enzymy obsazené v moci (amylaza). Enzymy
slouzici jako specificka €inidla (bod 2.b.) jsou sou¢asti komeréné pfipravenych diagnostickych souprav.

Déleni plazmatickych enzymu
Plasmatické (sérové) enzymy je mozno rozdélit do dvou skupin:

Enzymy bunééné

Vykonavaji svou funkci v misté svého vzniku, tj. uvnitf buriky (intracelularné). Objevuji se v okamzitych
mnozstvich v plazmé jako odpadni produkty bunék, ale jejich koncentrace miize enormné vzrlst v pfipadé
buné&ného poskozeni &i nekrdzy - pfi poSkozeni bunék se tyto enzymy uvolfiuji a dostavaji se do krevniho
obéhu, kde Ize naméit jejich zvySenou aktivitu. Patfi sem vétSina enzymu uzivanych v klinicko-biochemické
diagnostice (ALT, AST, CK, LD, GGT aj.)

Sekre€ni enzymy
Enzymy vyluGované (secernované) do vnéjSiho prostfedi exokrinnimi Zzlazami. Plsobi v misté odlisném od
mista svého vzniku.

Déli se dale na

e Enzymy produkované velkymi zlazami gastrointestinalniho traktu
(slinné zlazy, pankreas); tyto enzymy se pfislusnymi vyvody dostavaji do GIT, hydrolyzuji zde
bilkoviny, lipidy a Skrob z potravy; pfi onemocnéni produkujiciho organu se tyto enzymy dostavaji ve
zvySené mife do krevniho obéhu. V pfipadé snizeni funkce organu, ktery enzym vylu€uje, dojde v
plazmé ke snizeni, pfipadné vymizeni pfislusného enzymu (pankreaticka amylaza)

e Enzymy produkované hepatocyty
a secernované do krve, kde se uplatriuje jejich funkce (vétsina koagulaénich faktor(, cholinesteraza)

Dalsi moznosti déleni enzymu

Déleni podle rizného obsahu ve tkanich (organech)

e enzymy orgdnové specifické — napf. sorbitoldehydrogenazu |ze najit pouze v hepatocytech — jeji
zvySené aktivity v séru znamenaji jednoznacné poskozeni jater

e enzymy s Fadovym rozdilem jejich obsahu v riiznych organech — AST pFevaZzuje ve svalech,
erytrocytech a jatrech, ALT v jatrech, CK ve svalech a ACP v prostaté — v laboratorni praci je nutno
s touto skute€nosti pocitat: napf. nalez zvySené hodnoty aktivity AST v hemolytickém séru miize byt
(ale nemusi) zpGsoben pouze lyzou erytrocytd, zvySena hodnota aktivity CK v krevnim séru maze
byt zplsobena predchazejici resuscitaci pacienta, masazi, t€lesnou aktivitou apod.

e enzymy ubikviterni, tj. enzym se nachazi ve vétSiné tkani téla

Déleni podle subcelularni lokalizace

Cytoplazma: LD, ALT

Mitochondrie: GMD, mAST

Ribozomy: CHS, koagulacni faktory (proteazy)
Lyzosomy: ACP, peptidazy a jiné hydrolazy

Bunécna membrana: GGT, ALP



CEVA Kreditni kurz: Enzymy

RUzny stupen poskozeni buriky vede k vyplaveni riznych enzym(i do krevniho séra — napf. leh&i poSkozeni
hepatocytll vede k vyplaveni ALT a cytoplazmatické AST, tézké poskozeni, tj. poSkozeni véetné
mitochondrii, vede ke zna¢né zvySenym aktivitam pfedevSim AST, zplUsobenych vyplavenim
mitochondrialni AST do krevniho séra.

Déleni podle biologického polo¢asu
Jednotlivé enzymy krevni plazmy se znacné lisi svym biologickym polo¢asem, tj. dobou, za kterou by jejich
aktivita klesla na polovinu, kdyby nebyl enzym do plazmy doplfiovan ze tkani:

AMS 3 — 6 hodin Biologicky polocas urcuje dobu, po
AST 17 hodin kterou’ bu’de ak’tlwta, enzymu v
krevnim séru zvy$ena (po infarktu
ALT 2 dny myokardu bude v krvi pfetrvavat
LD, 3 dny déle aktivita LD1 nez AST, u
LDs 10 hodin rekonvalescenti  po  hepatitidé
ALP 10 dni klesa rychleji aktiviia AST nez
ALT).
CHS 10 dni

lzoenzymy a makroenzymy

Izoenzymy (Ize se setkat i s pojmem izozymy/isozymy) jsou molekuly enzym, které katalyzuji stejnou
reakci, ale jejichz bilkovinna molekula se li8i primarni strukturou a tedy i fyzikalné-chemickymi viastnostmi
(rozdilna elektroforeticka pohyblivost, odlisSna termostabilita, rizna citlivost k inhibitorim, rozdilné reakce se
specifickou protilatkou apod.). Praktické vyuzZiti je napf. tam, kde enzym mlze pochazet z vice zdroju (tkani)
a jednotlivé tkané se liSi pomérem izoenzymu — typicky pfiklad je LD, pfipadné kazda tkar obsahuje typicky
organoveé specificky izoenzym, pfipadné izoformu (ALP).

Alelozymy jsou produkty alelického genu, ¢asto se nazyvaji také izoenzymy. Ptiklad téchto ,izoenzymu*
viz na str. 26.).

Izoformy enzymu (nepravé izoenzymy) — jejich odliSnost je dana riznym obsahem glycidd v molekule
(modifikace produktu stejného genu, posttransla¢ni zmény).

Makroenzymy jsou polymery enzymd, pfipadné vznikaji vazbou imunoglobulinu (IgG, IgA) na molekulu
enzymu. Od ,normalnich” enzymu se li$i jak velikosti molekuly, tak biologickym polo¢asem (rychlosti
odbouravani), ktery je delSi (v séru mohou pretrvavat zvySené aktivity pfisluSného enzymu, coz muize vést
k nespravnym interpretacim pfi neznalosti této problematiky). Pfic¢ina vzniku je neznama. Typickym
prikladem je nalez makroamylazy, pfipadné makro CK.

Prehled
Izoenzymy rozdily v primarni strukture, produkty rdznych gent
Alelozymy rozdily v primarni strukture, produkty stejnych gent existujicich ve vice mutacich,

alelach

Izoformy enzym  primarni struktura stejna, modifikace molekuly (napf. stupen glykace), produkty
stejného genu

Makroenzymy polymery enzymU nebo komplex enzymu s imunoglobulinem, pfi¢ina vzniku
neznama

Jedno stanoveni enzymti nestaci, hladina enzymi v plazmé totiz zavisi na nékolika faktorech:
- narychlosti, s jakou se enzym v plazmé objevi
- narychlosti eliminace (odstranovani) enzymu z plazmy (modi, Zlu€i, odbouranim — biologicky poloc¢as)
- na celkovém objemu plazmy, ktery se mze ménit

Je zfejmé, Ze tyto faktory budou rdzné u riznych jedinc(, ale i u jednotlivel se mohou ménit v zavislosti
napf. na denni dobé, stavu organismu, poloze pacienta, dennim reZimu atd. atd.
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Specialni enzymologie
Oxidoreduktazy

Laktatdehydrogenaza

EC 1.1.1.27; L-laktat: NAD" oxidoreduktaza
LD, LDH

Starsi nazev: Laktikodehydrogenaza

Enzym objeveny v roce 1919 Mayerhofem; tetramerni enzym (sloZeny ze &tyf podjednotek) s relativni
molekulovou hmotnosti 140 000 (4 x 35 000); enzym vykazuje absolutni specifitu na ,L-, formu substratu.

Vyskyt v burnce
Cytozol

Vyskyt v organismu

Laktatdehydrogenaza se nachazi prakticky v kazdém organu (i v erytrocytech — hemolyzal) — pfi jeho
poskozeni se dostadva do krevniho ob&hu. Problém je v tom, Ze se prakticky neda urcit, ktery organ byl
poskozen a je zdrojem enzymu. Proto je cenngjsi vySetfovat jednotlivé izoenzymy (viz dal) nez celkovou
aktivitu LD.

Hladina v séru
2,30 — 4,80 pkat/l (pro soupravu Dialab, opticky test)

Izoenzymy LD
Laktatdehydrogenaza je enzym slozeny ze Ctyf

LD1 LD2 LD3 LD4 LD5
podjednotek (protomert, monomert) dvou typa, které
maji pavod v rliznych tkanich: :: :: :: :: ”
e H: heart [vyslov: hart] — srdce (vyskyt
prevazné v myokardu) H4 H3M H2M2 HM3 M4
e M: muscle [vyslov: masl] — svaly (vyskyt

prevazné ve svalech a v jatrech)
Poznamka: spermie obsahuji LD sloZzenou z jinych podjednotek

Kombinaci podjednotek vznika pét izoenzymu, které Ize délit elektroforeticky:

Izoenzym Slozeni Smér ELFO Vyskyt v organismu
z podjednotek
LD, H4 + v organech s prevladajici aerobni glykolyzou
myokard, erytrocyty, ledviny
LD, H3M1 (inhibice oxaldtem)
LD; H2M2 slezina, plice, lymfatické uzliny, trombocyty,
endokrinni zlazy
LD, HiM3 = v organech s prevladajici anaerobni glykolyzou
jatra, kosterni svalstvo
LDs M4 (inhibice mocovinou)

LD; obsahuje 10x vice Asp a 5x miri Arg jak LD5

LDy, LDs jsou termolabilni — zahrivani pri 65 °C po dobu 5 minut vede ke 100% inaktivaci
LD; + LD, = a-HBD (prvni dva izoenzymy se nazyvaji a-hydroxybutyratdehydrogenaza)
Podil LD stabilni vu¢i mocoviné tvori 60 — 80% celkové aktivity LD

Uloha LD v organismu
Laktatdehydrogenaza katalyzuje reverzibilni oxidaci laktatu na pyruvat (viz rovnici na nasledujici strané).
Je pfitomna ve vSech tkanich, vZzdy pfitomna v bunééné cytoplazmé.

Metody stanoveni celkové aktivity LD vychazeji z rovnice na nasledujici strané (existuji postupy pro oba
sméry: L (laktat) —» P (pyruvat) i P (pyruvat) — L (laktat).

Od 1. ledna 2006 je zavazna metoda, ve které je laktat preménovan na pyruvat (IFCC).
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Princip stanoveni LD

+2,4-DNPH = barevny hydrazon

O~ _OH LD e} OH
\C/ §C/
| < Z— > [
CH C
PN —
HO CHs /\\ o~ \CH3 Barevny test —reakce s pyrohroznanem I
(L-)kyselina NAD' NADH +H" kyselina pyrohroznova
mlécnd (pyruvat)
(laktat) Opticky test, UV oblast, + jodnitrotetrazoliova violet = cerveny formazan

kinetické méreni
Nérlst absorbance

) _NH,
Barevny test 7, ™
Kyselina pyrohroznova (pyrohroznan) muze reagovat A"
- 2,4-dinitrofenylhydrazinem (2,4-DNPH) na barevny hydrazon
- jodnitrotetrazoliovou violeti na ¢erveny formazan I
07 o

Byvala diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: LD50,
tvorba ¢ervenych formazan(, fotometrie v pasmu 500 — 530 nm; norma hodnot 0,66 — 2,66 ukat/| 2,4-dinitrofenylhydrazin

(2,4-DNPH)

Opticky test
Vyuziva se pfechodu mezi oxidovanou a redukovanou formou NAD.

Priklady diagnostickych souprav

Laktdatdehydrogenaza LDH-P ,,Diakit“ od firmy DIALAB; ,P“ v ndzvu soupravy oznacuje, Ze reakce probiha (podle rovnice uvedené
vy$) zprava doleva, pyruvat je redukovan na laktat, tzn., je vyuzivano pfechodu z redukované formy NAD na formu oxidovanou,
smérnice pfimky je tedy se zapornym znaménkem .

Diagnostické soupravy Erba Lachema s.r.o.:
Laktdtdehydrogenasa Liquid 100 (LD L 100), tvorba laktatu, referenéni hodnoty 3,5 — 7,7 ukat/l
Laktatdehydrogenasa —L Liquid 100 (LDH-L L 100), tvorba pyruvatu, referenéni hodnoty — muzi <4,13 ukat/l, Zeny <4,12 ukat/I.

Stanoveni jednotlivych izoenzymi
o Elektroforéza (agarovy, agarézovy, polyakrylamidovy, Skrobovy gel, CAF —félie z acetylované
celulézy, Hydragel)
e Inaktivaci ¢&i inhibici |ze eliminovat jednotlivé izoenzymy. Vyuziva se teplotni inaktivace (LD, a LDs),
¢i inhibice mocovinou (LD5) nebo Stavelanem (LD;)
e |lonexova chromatografie — chromatografické déleni na ionexech

Elektroforéza je ziejmé nejobvyklejSim postupem: po rozdéleni izoenzymu ve stejnosmérném homogennim elektrickém
poli nasleduje ponor félie ¢i desky s rozdélenymi izoenzymy do barviciho roztoku, dojde k tvorbé barevnych formazanu
a nasleduje denzitometrie.

Je mozno ziskat 3 elektroforetické typy

LD, LD LDs LD. LDs Elektroforeticky typ | Komentar

k elektroforetickému

déleni
‘ ‘ o normaini L
Normaini:

celkova aktivita neni
zvysena

‘ ‘ o o srdecni Srdec¢ni:
LD, je zvySeno pfi
infarktu myokardu,
e ® o0 o

hemolytické a
perniciézni anémii
4 ———mmmmmm e oo - START
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Dynamika LD pFi infarktu myokardu

po pfihodé 8 - 12 hodin zvyseno
48 — 25 hodin maximum
8 — 12 dni navrat do plvodniho stavu

Jaterni izoenzym: LDs je zvySeno u akutni i chronické hepatopatie a pfi poskozeni svalstva.

Poznamka: dfive hojné vyuzivané stanoveni aktivity LD, véetné izoenzymd, u infarktu myokardu je v sou¢asné dobé na
ustupu, protoze existuji jiné markery infarktu myokardu (IM), zejména troponiny, myoglobin apod.

Elektroforeogram izoenzymu laktatdehydrogenazy na agarosovych foliich Hydragel ISO CK“LD 15/30 firmy Sebia

HYDRAGEL 1SO CK/LD 15/30 sebia

16 17 18 13 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 Q0
— -— - e e e ~¢—LDH1
e e D e GED e G e - -LDH2

- - e o -« LDH3

- — - -~ —LDH4

- Y - - LDH5

Klinické poznamky

Vysetfeni laktatdehydrogenazy se indikuje pfi podezieni na plicni embolizaci, pfi diferenciaci Zloutenek, u
podezieni na hemolytickou anemii, u diagnéz organového poskozeni (pomoci kvantitativni analyzy
izoenzym(), u nemoci kosterniho svalstva, u intravaskularni hemolyzy,pfi diagnéze (a nasledné) malignich
onemocnéni, pfi hepatopatii a sledovani terapie vSech uvedenych onemocnéni.

Celkova aktivita v plazmé zavisi na podilu konkrétniho izoenzymu uvolfiovaného do plazmy z tkani a na
rychlosti eliminace izoenzymu a jeho podjednotek. Tak napfiklad jaterné specificka LDs (M4) ma biologicky
polo¢as 8 — 12 hodin, coz je asi desetina biologického polo¢asu izoenzymu LD; (H4) typického pro srde¢ni
sval a erytrocyty. Enzymové rozdéleni typické pro jaterni onemocnéni je tak patrné podstatné kratsi dobu,
nez enzymové rozdéleni typické pro hemolyzu ¢&i poSkozeni myokardu, které tak mize byt méfeno po
mnohem delSi ¢asové obdobi.

Laktatdehydrogenaza nachazena v séru pfi Duchennové muskularni dystrofii sestava prevazné

z izoenzymU LD, az LDs a ne z izoenzymu LDs pfislusného zdravym skeletalnim svalim. Je to
pravdépodobné zplisobeno geneticky podminénou neschopnosti jedince tvofit dostatecné mnozstvi
podjednotky M.

Pomér LD/AST se pouziva pro rozliSeni mezi prehepatalni a hepatalni Zloutenkou. Pro hepatalni ikterus

svéd¢i hodnoty > 5. Tyto hodnoty se mohou objevit i u metastatickych onemocnéni jater a u infekeni
mononukleosy.
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Enzymy

alfa - Hydroxybutyratdehydrogenaza
(LD, + LD,); HBD, HBDH; jsou to prvni dva izoenzymy LD

Vyskyt v organismu
Srdce, mozek, erytrocyty

Princip stanoveni aktivity HBD optickym testem

o )
/ 4 -

HO—C HBD HO—C Opticky test, UV oblast,
\ = ya—~ > Y=o kinetické m&feni
/C:O ;T

H,C HZC\ Smeérnice je zdporna,
\ CHs absorbujici latka NADH+H"
CHg NADH + H NAD' v reakéni smési ubyva

kyselina 2-oxomaselna kyselina 2-hydroxymaselna

Klinické poznamky
Stanovuje se pfi infarktu myokardu (viz ,Poznamka®)

Poznamka: v souc¢asné dobé se stanoveni aktivity HBD prakticky nepoZaduje — existuji jiné markery IM (infarktu myokardu), napf.

troponiny.

Glutamatdehydrogenaza
EC 1.4.1.3; L-glutamat:NAD(P)" oxidoreduktaza, deaminuijici; GMD, GLD

Vyskyt v bunce
Vyhradné v mitochondriich

Vyskyt v organismu

Jaterni burika; za normalnich okolnosti je jeji aktivita v séru zanedbatelna, objevuje se v ném jako vyraz

nekrézy jaternich bunék

Uloha GMD v organismu 05;';'21:::“
kinetické
o o) o méreni
// // //
HO_C\ HO_C\ HO_C\ Smérnice je
CH-NH, GMD C=NH +H,0 c=0 kladna,
H C/ < — - H C/ / absorbujici
2% > 2% —— LY latka
/CHz / \ /CHz NH; CH, NADH-+H"
HO—C HO—C Ho—C vreakent
\\O NAD' NADH + H* \\O \\O smési pribyva
kyselina glutamova kyselina a-oxoglutarova

Glutamatdehydrogenaza katalyzuje oxidacni deaminaci kyseliny glutamové (pfes pfislusnou ketoiminovou kyselinu)

Klinické poznamky
Glutamatdehydrogenaza je indikovana k laboratornimu vysetfeni pfi hodnoceni zavaznosti a rozsahu
akutniho poskozeni jaterniho parenchymu a pfi diferencialni diagnostice jaternich chorob.
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Transferazy

Alaninaminotransferaza
EC 2.6.1.2; L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferaza; ALT, ALAT

Vyskyt v burnce
Pouze v cytosolu (pfevazné v hepatocytu) = indikator poskozeni buné€né membrany

Vyskyt v organismu
V jatrech, v pficné pruhovaném svalstvu (10x méné jak v jatrech)

Hladina v séru (plati pro kinetické UV stanoveni): nizka — u muzt do 0,8 pkat/l a u Zen do 0,6 pkat/l

Uloha ALT v organismu — transaminace:

O (0]
Ho—¢’ Ho—¢
HO .=° \ HO_ _O
f£=0 <|3 ALT (CH-NH, ~cF
H.C + ¥ > H,C |
2 "oH H3C/CH\NH2 i “cH ' X
/ 2 / 2 H3C (@]
HO—C HO—C
\\ \
O (0]
kyselina a-oxoglutarova L-alanin kyselina glutamova kyselina pyrohroznova

Stanoveni aktivity ALT

Barevny test: end point, Reitman-Frankel; substratem je kyselina o-oxoglutarova a L-alanin, vytvorena
kyselina pyrohroznova reaguje s dinitrofenylhydrazinem na dinitrofenylhydrazon kyseliny pyrohroznove,
jehoz vybarveni se stabilizuje alkalizaci prostfedi (pfida se NaOH). Metoda byla svého €asu velmi rozsifena,
v souCasné dobé je opusténa a pro rutinni vySetfeni aktivity ALT se nedoporucuje.

Byvala diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: ALT 360, resp. ALT-AST 180; norma hodnot byla do 0,42 ukat/|

Opticky test
Kinetické stanoveni; princip stanoveni je zfejmy z nasledujici reakce Opticky test, UV oblast,
kinetické méreni
HOOC LD

N R HOOC\ Smeérnice je kladna nebo
C=0 = ~= /CH'OH zéporna? (Absorbuijici latka

H,C HsC NA?HTH, v reakcn! srne5|

pribyva nebo ubyva?)
NADH + H* AD*
kyselina pyrohroznova kyselina mlécna (laktat)

Vytvorena kyselina pyrohroznova je redukovana pomoci laktatdehydrogenazy (LD )na kyselinu mlé¢nou,
pfitom dochazi k oxidaci NAD. Tato zména je sledovana v UV oblasti (nejcastéji 340 nm). Méfi se zména
absorbance za ¢asovou jednotku (1 minutu). Smérnice pfimky ma negativni znaménko.

Obecny priubéh zavislosti absorbance na ¢ase pfri stanoveni katalytické koncentrace ALT

Azso

-k (smérnice pfimky)

Priklady diagnostickych souprav Erba
Lachemas.r.o.

ALT UV 10x100 P
ALT UV 6x100 P
T (8as) ALT UV L 250_500
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Klinické poznamky

T Vzestup hladiny v séru:
- infarkt myokardu: 3-6 dnd po pfihodé, diky nasledné jaterni anoxii
- jaterni onemocnéni: vzestup jiz v prodromalnim stadiu; u zanétu jater (hepatitis) je de Ritistv kvocient
po dobu 1-2 mésicl mensi nez 1 (uvoliuje se pouze cytozolova AST; vysvétleni viz u AST)
- svalova dystrofie

Aspartataminotransferaza
EC 2.6.1.1; L-aspartat:2-oxoglutarat-aminotransferaza; AST, ASAT

Vyskyt v bunce
Burka obsahuje 2 izoenzymy, které davaji celkovou aktivitu
- vcytosolu, cAST (indikator poSkozeni bunétné membrany)
- v mitochondriich, mAST (indikator poskozeni mitochondrialni membrany)

Vyskyt v organismu
- v myokardu
- vjatrech
- vmozku
- Vv pfiéné pruhovaném svalstvu
- vledvinach
- v membrané erytrocytl (pfi hemolyze dochazi k vzestupu katalytické koncentrace AST v krvil)

Referenéni hodnoty v séru (plati pro kinetické UV stanoveni): nizké — do 0,85 pkat/l u muzd a do 0,6 pkat/l
uzen

Uloha AST v organismu — transaminace:

” P
// H
HO—C\ ?H HO—C\ c])
£=0 HoN_ .Cyo CH-NH, 20
H,C CH o / |
€ + | AST HaC O~ _CH
CH O /CH2 e E—— CH + §C%‘ 2
;2 e B s | ~. spontanni
HO—C | pyridoxal-5-fosfat  HO—C >~  dekarboxylace
DS OH - i\ OH -
HofFL:o = o
kyselina a-oxoglutarova kyselina L-asparagova K&OH kyselina glutamova kyselina oxaloctova
=
N CHj

Poznamky: AST ke své cinnosti vyZaduje pyridoxal-5-fosfat, pfijeho nedostatku v organismu mazZe dojit k fale$né niz§im nalezam..

Stanoveni aktivity AST

Barevny test: End point, Reitman-Frankel; substratem je kyselina a-oxoglutarova a kyselina L-asparagova,
vytvorena kyselina pyrohroznova (po spontanni dekarboxylaci kyseliny oxaloctové) reaguje

s dinitrofenylhydrazinem na dinitrofenylhydrazon kyseliny pyrohroznové, jehoz vybarveni se stabilizuje
alkalizaci prostfedi (pfida se NaOH). Vysledné zbarveni je hnédocervené. Metoda byla svého asu velmi
rozSifena, v sou€asné dobé je opusténa a pro rutinni vySetfeni aktivity AST se nedoporucuje

Byvala diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: AST 360, resp. ALT-AST 180; norma hodnot byla do 0,56 pkat/I

Kvalitativni barevny test pro rozliSeni zvySenych a normalnich hodnota AST v séru darctl krve je zalozen na reakci
barviva Fast violet B (diazoniova sl 6-benzamido-4-metoxy-m-toluidinu) s kyselinou oxaloctovou, kdy vznika slouc¢enina
Zlutohnédé barvy. Tento test byl svého €asu uzivan na transfuznich oddélenich (stanicich) pro vylou€eni nevhodnych
darcu. V soucasnosti se pouziva stanoveni obou transaminaz kvantitativné optickym testem.

Opticky test: kinetické stanoveni; princip stanoveni je ziejmy z nasledujici reakce — kyselina oxaloctova je
redukovana malatdehydrogenazou (MD) na kyselinu jableénou (malat). Sleduje se ubytek absorbance pfi
340 (366) nm za Casovou jednotku

Priklady diagnostickych souprav Erba Lachemas.r.o.:
AST UV 10x100 P, AST UV 6x100 P, AST UV L 250_500
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Princip stanoveni

or . or
o _C = = > HO. .C
§?/ Xo / \ \?H Xo
OS2 + + OS2
| NADH + H NAD |
OH OH

kyselina oxaloctova L )
kyselina jable¢na (malat)

Poznamka: pro stanoveni aktivity AST podle pravidel IFCC je nutno vzorek séra (plazmy) pfedem inkubovat (preinkubovat)
s pyridoxal-5-fosfatem

Stanoveni izoenzymt AST
e puvodné pro dynamické sledovani pribéhu infarktu myokardu , dnes se uz nevyuziva
e u tézkych hepatitid (de Ritistv kvocient >1)

1. Elektroforéza (agar, agaréza, Skrob, folie acetylované celuldzy...)

cAST mAST
a-globuliny v-globuliny

Chromatografické metody
Imunologie (imunochemicky)
Kineticka diferenciace
Isoelektricka fokusace

arLN

Klinické poznamky

Vzestup hladiny v séru
- jaterni onemocnéni : (virova hepatitida, nealkoholicka steatohepatitida u obéznich) - vzestup jiz
v prodromalnim stadiu, navrat k normé do 1 — 2 mésicl
- poskozeni pfiéné pruhovaného svalstva
- poskozeni myokardu: vzestup 6 - 12 hodin po pfihodé, maximum 24 — 48 hodin po pfihodé a navrat
k pvodnim hodnotam po 4 — 6 dnech

De Ritistiv kvocient = AST/ALT; muze nabyvat hodnot vétsich jak 1, mensich jak 1 nebo muze byt roven
1. U téZzkych hepatitid je hodnota kvocientu >1 (uvolfiuje se mitochondrialni AST po destrukci mitochondrii).

Gamaglutamyltransferaza

EC 2.3.2.2; y-glutamyl-peptid:aminokyselina y-glutamyltransferaza; GGT, GGT, y-GT, GGTP, GTP
Jiny nazev: gama-glutamyltranspeptidaza.

Povaha molekuly
Glykoprotein, relativni molekulova hmotnost cca 90 000, byl objeven v roce 1950 v ov€ich ledvinach

Vyskyt v bunce
Mikrosomy

Vyskyt v organismu
Ledviny, pankreas, jatra (zejména epitelialni vystelka zZlu¢ovodu)

17



CEVA Kreditni kurz: Enzymy

Télni tekutiny
- Zluc: asi 100x vyssi aktivita jak v séru (pavod: ZluGovody a jaterni buriky)
- moc: asi 2 — 6x vysSi aktivita jak v séru (ptvod: tubularni buriky)
- sérum: nizka hladina (pavod: jatra);

Referencni hodnoty v séru: pro metody s rozpustnym substratem (viz dal) plati hodnoty pro muze 0,18 —
1,13 pkat/l a pro Zzeny 0,11 — 0,86 ukat/l (BLT: GMT KIN 100)

Uloha GGT v organismu
Pfenos y-glutamylového zbytku na vhodny akceptor (viz dale rovnice pro stanoveni aktivity GGT).

Stanoveni aktivity GGT

Metody se substratem L-y-glutamyl-4-nitroanilidem

V reakci je pouzit synteticky substrat L-y—glutamyl-4-nitroanilid, ze kterého enzym pfenasi y-glutamylovy
zbytek na glycylglycin, ktery sou€asné slouZzi jako pufr; substrat je nutno rozpoustét za tepla a b&hem
analyzy udrzovat pfi teploté alespon 37 °C, aby nevykrystalizoval.

COOH

NH,

H,N
NO,
GMT /©/ —
NH H,N +

/©/ O
2 HN
COOH 4-nitroanilin 2
(@ Jmmm
lycylglycin -
glycylgly _— <NH

COOH iy

fotometrle ;
~~..‘ . J‘ COOH

y-glutamylglycylglycin

L-y-glutamyl-4-nitr(o)anilid

Metody s karboxylovanym substratem

COOH

H,N
COOH COOH
NH,
Y e T, &
NH HN
J\/ COOH kyselina 2-nitro-5-amino-benzoova

glycylglycin s NH

COOH B

L-y-glutamyl-3-karboxy-4 -nitr(o)anilid o ) COOH

fotometrle >

y-glutamylglycylglycin
Zkracené:.
GGT
y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid + glycylglycin +=== y-glutamyl-glycylglycin + 5-amino-2-nitrobenzoat

Karboxylovany substrat y-glutamyl-3-karboxy-4-nitroanilid (doporuc¢en IFCC) je snadno rozpustny ve vodé
za laboratorni teploty a umoZnuje pouZiti automatického analyzatoru a kinetické méfeni, coz vede ke
zcitlivéni a zpfesnéni metody.

Diagnosticka soupravy Erba Lachema s.r.o.
Prvni reakce: GGT 100; substrat y-glutamyl-4-nitroanilid, rozpousti se 1 min za varu ve vodé, po ochlazeni se pfida pufr
(glycylglycin); analyza se provadi s kontrolnim vzorkem (,vlastni slepy vzorek®), ktery eliminuje Zluté zabarveni séra,
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reakce probiha pfi 37 °C a je zastavena zfedénou kyselinou octovou. Fotometrie se provadi v pasmu 400 — 430 nm,
metoda je linearni do cca 5 pkat/l.

Referenéni hodnoty v tomto provedeni jsou pro muze 0,25 — 1,77 pkat/l a pro Zzeny 0,17 — 1,10 pkat/l

Druha reakce: GMT KIN 100, reagencie (pufr + karboxylovany substrat) se pfed pouZzitim rozpusti v destilované vodé;
referenéni hodnoty v tomto provedeni jsou u muzd 0,17 — 1,10 ukat/l a u Zen 0,06 — 0,65 pkat/|

Druha reakce, karboxylovany substrat: GMT L 250, referenéni hodnoty pro muze 0,18 — 1,02 pkat/l a pro zeny 0,15 —
0,65 pkat/l.

Poznamka I: pfirozenym substratem GGT mdze byt napi. GLUTATHION, coz je y-glutamylcysteylglycin

Poznamka Il: GGT ma také izoenzymy, nazory na jejich vyznam se zna¢né rozchazeji — nenasly se specifické zmény
ve spektru izoenzym( svédcici pro urcity druh onemocnéni.

Klinické poznamky
T Zvyseni hladiny v séru
- jaterni choroby: jakékoliv porucha bunééné membrany — citliva, ale malo specificka metoda; nejlepsi
indikator jaternich metastaz — dochazi k 10 az 20 nasobnému zvyseni nad normal
- Zlucové cesty: obstrukce (prekazka v cesté, napf. Zlu¢ovy kdmen) — dochazi k vysokému nardstu
aktivity, az 6x vySSimu nez je narust ALP
- chronicky alkoholismus: mikrosomalni hepatalni indukce (zpusobuji i jiné noxy)
- ledviny: nadory a zanéty
- choroby slinivky brfisni (pankreatu)

Poznamka: enzym je inhibovan oxalaty (Stavelany), citraty (citronany) a fluoridy (antikoagulacni ¢inidla)!

Kreatinkinaza
EC 2.7.3.2; Adenosintrifosfat:kreatin N-fosfotransferaza; CK

Enzym o rmh 81 000, obsahuje dvé aktivni centra, reaktivni SH-skupiny, je to dimerni enzym tvofeny dvéma
podjednotkami:

e M (muscle, ¢ti masl, sval) — lokus na chromozomu ¢&. 19

e B (brain, ¢ti brejn, mozek)- lokus na chromozomu €. 14

Vyskyt v burice
- cytozol
- asociovan s myofibrilarnimi strukturami
- mezi vngjSi a vnitfni mitochondrialni membranou, ale zde je Ctvrta forma enzymu (Ctvrty izoenzym),
CK-Mt a napft. v srdci predstavuje zhruba 15% z celkové aktivity CK

Vyskyt v organismu
- pfiéné pruhované svalstvo (nejvyssi aktivita)
- myokard
- mozkova klra, hladké svalstvo, stitna zlaza, ledviny, jatra

Hladina v séru

U zdravého jedince je nizka, zvySuje se jakymkoliv poSkozenim svalstva (bez ohledu na to, zda jde o pfi¢né
pruhované svalstvo ¢i myokard) — napf. u degenerativnich a zanétlivych onemocnéni, ale i vnitrosvalovou
(intramuskularni) injekci, masazi srdce, fibrilaci atd.

Referenéni hodnoty: u muzu do 3,0 pkat/l a u Zen do 2,4 pkat/l.

Izoenzymy
e MM (svalovy) CK-3
e MB (myokardialni) — nachazi se skoro vyhradné jen v myokardu, néco malo v tubulech, v séru je
méné jak 5% celkové aktivity, CK-2
BB (mozkovy) CK-1
e jak bylo vySe zminéno, existuje vedle forem CK-1 az CK-3 dalsi forma CK-Mt, odliSujici se od
ostatnich imunologicky a elektroforetickou pohyblivosti; jeji struktura je ur€ena lokusem na
chromozomu €.15

Makroenzym
makro CK, nachazi se u asi 6% hospitalizovanych pacientd, pouze mala ¢ast z nich ma zvySené hodnoty
aktivity CK. Existuje ve dvou formach, typ 1 a typ 2. Typ jedna je obvykle CK-1 v komplexu s IgG, existuji i
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jiné komplexy, napf. CK-3 s IgA. Typ 2 je oligomerni mitochondrialni CK. Oba typy jsou tepelné odolné. Oba
typy mohou zapficinit faleSné vyssi odecitani CK-2 (CK-MB), pokud byla pouzita elektroforeticka metoda
stanoveni izoenzymd, pfipadné iontové-vyménna chromatografie nebo metody na bazi imunoinhibice. Typ 1
se vyskytuje u nékterych chorob (gastrointestinalnich, cévnich, srde€nich, v€etné karcinomu) a je spojen

s vySSi umrtnosti (mortalitou) pacientd

Uloha CK v organismu
(srovnej s kapitolou vénovanou kreatininu)
Kinazy jsou enzymy, které vyuzivaji jako kosubstrat ATP a ADP, tzn., Ze jsou pfenaseci makroergickych skupin.

N NH, N NH
Hsc/ \”/ / \ Hsc/ \”/ “POSH,

NH ATP ADP NH

COOH CK COOH

kreatin kreatinfosfat

Metody stanoveni aktivity CK

Barevny test
Vychazi z ulohy enzymu v organismu (viz rovnice uvedena vys v textu):

kreatin + ATP «<— kreatin~P + ADP

Je mozno stanovit
- uvolnény kreatin: dava barevnou reakci s diacetylem a a-naftolem
- fosfatovy anion: uvolnény hydrolyzou kreatinfosfatu se po deproteinaci stanovuje jako Zluty roztok
kyseliny molybdato-vanadato-fosfore¢né

Byvala diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: Kreatinkindza

Enzymové stanoveni (opticky test) vyuziva téchto reakci:

kreatin < kreatin ~®
CK (kreatinkinaza)
ATP ADP
HK (hexokindza)
glukosa > glukosa-6~ NADP*

glukosa-6-fosfat dehydrogenaza

6-(P) - glukonat NADPH + H*
J— e
Sleduje se néarust absorbance v UV e,

oblasti

Diagnostické soupravy Erba Lachema s.r.o.
CK NAC L 100, CK NAC L 250, referen¢ni hodnoty muzi 0,40 — 3,16 ukat/l, Zeny 0,40 — 2,83 pkat/l;

Principy stanoveni izoenzymu

elektroforéza

ionexova chromatografie

vyuziti rozdild v kinetickych vlastnostech

vyuziti rdzné aktivace SH-skupin

imunochemické metody: imunoprecipitace, imunoinhibice, stanoveni mass concentration

Moderni metody stanoveni CK-MB (CK-2) jsou zaloZeny na bazi imunochemie (mass concetration).
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Diagnosticka souprava Erba Lachema s.r.o.: I DRAGEL [S0CK/LD 15/30 T e
Kreatinkinasa MB Liquid 100. Princip reakce je stejny 17 18 19 20 21 2 2 24 25 2% 27 2% 23 3
jako u stanoveni celkové katalytické koncentrace
kreatinkinazy, ale za pfitomnosti protilatek proti
enzymovym podjednotkam CK-M. Tyto protilatky uplné
inhibuji aktivitu podjednotek CK-M, ale neovliviuji aktivitu
podjednotek CK-B. UrCuje se tedy jen katalyticka
koncentrace podjednotek CK-B. Vypocetni faktor bere < CKMB
zietel na to, ze skute€na aktivita izoenzymu CK-MB je

dvakrat vy3si, ne? aktivita podjednotky CK-B. Referenéni e —as —eas A
hodnoty s timto setem: do 0,40 pkat/I.

- - - | CKBB

Klinické poznamky

T Zvysené hodnoty aktivity CK v séru
Svalova ’onemcv)cnven/: hla'dma 'alftN'ty CK’ ) Elektroforeogram isoenzym( CK na agarosovych foliich
mnohonasobné prekrauje aktivity nachazené u Hydragel 1ISO CK/LD 15/30 firmy Sebia
infarktu myokardu

Poskozeni myokardu: nejCastéjSim pfipadem je infarkt

Dynamika: 6 hodin po pfihodé - zac¢atek narlstu aktivity CK
24 hodin po piihodé - maximum
3 — 5 dn0 po pfihodé — navrat na plvodni hodnoty

V tomto pfipadé je zvySena aktivita zplsobena zvySenym mnozZstvim izoenzymu MB (CK-2), jehoz aktivita
se zjistuje samostatnég, pfipadné se zjiStuje jeho ,mass concentration®. Aktivita CK-MB vy$si jak 6% celkové
aktivity CK svédci pro infarkt myokardu. Neni-li k dispozici stanoveni troponinu (viz kreditni kurz Biomarkery) , je
indikovano a doporuceno pravé stanoveni CK-MB (mass concentration). Vzhledem k polo¢asu troponinu je CK-MB
rovnéz vhodna k diagnostice reinfarktu. | tuto roli vSak postupné zacinaji pfebirat vysoce senzitivni troponiny (hsTn).

Onemocnéni CNS: dojde-li k poruse cévniho aparatu dojde k uvolnéni izoenzymu BB (CK-1) a ke zvySeni
katalytické koncentrace CK. Tato skute¢nost nema diagnosticky vyznam

Hydrolazy

Alkalicka fosfataza
EC 3.1.3.1; Fosfohydrolaza monoesterl kyseliny orthofosfore¢né [alkalické optimum]; ALP

Byla objevena v séru v roce 1924. Metaloenzym,jedna molekula obsahuje 4 atomy Zn, rmh 200 — 300 000.
Vyskytuje se v nékolika formach (izoenzymy, izoformy) a celkova aktivita pfedstavuje soucet aktivit vSech
téchto mnohodetnych forem.

Vyskyt v bunce
buné&na membrana (viz dal Vyskyt v organismu)

Vyskyt v organismu
- soucast buné&nych membran
- kartaCovy lem sliznice tenkého stfeva, placenta
- povrchova membrana zluovych kanalkd, sinusové prostory jater, membrany osteoblastu, epitelie
laktujici prsni zlazy, proximalni tubulus (ledvinny), granulocytarni leukocyty

Vesmeés se jedna o absorpéni a sekrec¢ni povrchy: ALP se zu€astni na aktivnim pfenosu pfes membrany
(hlavné jde o transport lipidd).

Hladina v séru

je stabilni, b&hem roku kolisa méné jak o 10%. Cirkulujici ALP je ziejmé bez fyziologické funkce. Do modi
se vylu€uje 1/5 az 1/10 celkové ALP, mezi zvySenim v séru a vyluCovanim do moc€e neni vztah. PoloCas
ALP je 3 -7 dni.
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Izoenzymy a izoformy
V soucasnosti jsou znamy Ctyfi geny, které koduji izoenzymy v lidskych tkanich. Tyto izoenzymy jsou
e placentarni, kbdovany genem z placenty
e stfevni, kédovany genem z tenkého stieva
e (3.) izoenzym obsazZeny v kostech, jatrech a ledvinach, kédovany tkanové nespecifickym genem,
nachazejicim se v kostech, jatrech a ledvinach; tento tfeti typ izoenzymu ALP se v rliznych
organech lisi nestejnym obsahem sacharid v molekule, takzZe Ize dale rozlisit izoformy tohoto
izoenzymu: kostni, jaterni a enzym z ledvin (v krvi se nevyskytuje). O téchto izoformach se bézné
jako o izoenzymech (izoenzym kostni, stfevni).
e |zoenzymy
z varlat, thymu a
plic, kédované Gen z placenty

. Placentarni
genem g \Ay
zarodecnych
bunék.

Dale existuje ALP podobna Gen z tenkého streva »  Stfevni ALP
placentarnimu izoenzymu

(placenta-like izoenzym)

produkovana zejména >  kostech | N 3. izoenzym
karcinomy ALP kostni

gastrointestinalniho ustroji.

Existuji i dalSi mnohocetné o

formy (napF. jaterni | centisionenespecitcryv TR S M
fosfatazy), komplexy (napf.

lipoproteinu) s ALP apod.

I1zoformy 3. izoenzymu ALP

Pr! |vzoel’ektr|c_kve foku§aC| lzoenzymy a ledvinach 3. izoen%ym’
muze byt rozliSeno az 17 . ALP ledvinny
. izoformy ALP

izoforem.

zoenzymy

I
’ . Gen zarodecnych bunék > zvarlat, thymu a
Uloha ALP v organismu i

neni znama detailné.

Predevsim je to lipidovy

transport ve stfevé a kalcifikaCni proces v kostech.

Enzym katalyzuje hydrolyzu téméF vSech typl monoesterl na anorganicky fosfat a odpovidajici alkohal,
fenol, glycid apod. Nehydrolyzuje vazby P — C. Pfirozeny substrat neni znam. V pfipadé fosfatovych

monoester( katalyzuje hydrolyzu esteru (rovnice 1) i pfenos fosfatové skupiny (rovnice 2).

S0 H
Vo | ALP
(1) R-0=— P-OH + 0 - R-OH + HsPO,
e | ACP
OH H
o Ry 0
o \ ALP ll
(2) R-O0—— P-OH + O - R-OH + R,—O— P-OH
™. \ |
¥ oH H OH

Metody stanoveni aktivity ALP

Principy vétsiny v sou€asnosti pouzivanych metod stanoveni aktivity ALP v krevnim séru (plazmé) vychazeji
z hydrolytického uvolnéni fosfatové skupiny [reakce (1)]. Obsahuje-li pufr urcité aminoalkoholy, ma to vliv na
aktivitu enzymu. Pouzivaji se 2-amino-1-propanol (AMP), diethanolamin (DEA), ethylaminoethanol (EAE),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) a N-methyl-D-glukamin (MEG, coz je €s. patent ing. V. Chromého,
Lachema Brno). Zasadni vyznam pro funkci enzymu maji kationty Zn*, potencujici ucinek maji
pravdépodobné kationty Mg**, (vliv efektort je odvisly od metody). Enzym méa pH optimum v alkalické
oblasti.
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HO
\ O
. P
7\ OH
4 OH
ALP
H,O + — > + H;3PO4
+ +
N N
0" o ~o

4-nitrofenylfosfat (p-nitrofenolfosfat)

4-nitrofenol (p-nitrofeol)

Pokud se mé&fi manualné, v konstantnim ¢ase, zastavi se reakce inhibitorem, ktery obsahuje NaOH a

EDTA, uvolnény 4-nitrofenol je v alkalickém prostfedi Zluty

Hodnoty v séru MEG AMP
Muzi: 0,73 — 2,60 pkat/l 0,67-2,15
Zeny: 0,62 — 2,40 pkat/l 0,58 — 1,74
Déti (chlapci do 14 let, divky do 12 let) 2,35 — 8,00 pkat/l -

Déti (chlapci 13 - 17 let): - <6,15

Déti (dévcata 13 — 17 let): - <3,11
Novorozenci: 1,90 — 7,00 pkat/l <4,17

Poznamka: Hodnoty pro BLT soupravy Erba Lachema s.r.o. (viz dale u metod stanoveni) z pribalovych letakd souprav.

Diagnostické soupravy Erba Lachema s.r.o.:
Alkalicka fosfatasa MEG Liquid 500 (ALP-MEG L 500), pouziva N-methyl-D-glukaminovy pufr (MEG pufr) o pH 10,1,
37 °C, substratem je 4-nitrofenylfosfat, disodna sul, fotometrie 405 — 430 nm, doporué¢eno 420 nm (je potlacena

absorbance substratu).

Alkalicka fosfatasa AMP Liquid 500 (ALP-AMP L 500): v souc¢asné dobé je preferovano stanoveni optimalizovanou metodou
IFCC v 2-amino-2-methyl-1-propanolovém pufru,( tj. v AMP) o pH 10,4, substrat je stejny.

Stanoveni izoenzymU ALP

1. Elektroforeticky

2. Inaktivaci teplem, €i inhibici 1-fenylalaninem, 1-homoargininem, mocovinou, EDTA
Priklad: kostni izoenzym (izoforma 3. izoenzymu) je termolabilni, inaktivuje se 30 zahrivanim pfi 53 °C,
1-fenylalanin inhibuje strevni izoenzym

3. Imunochemickymi metodami
4. Gelovou chromatografii

RozliSeni izoforem
ALP

je obtizné — nejcast§ji
je potreba odlisit
jaterni a kostni
izoformu (pro poznani
organového puvodu

zvy$ené ALP v séru) a et—Flacental |
prave tyto formy jsou vesiva 5 () |

si strukturné - . - |« Ll
nejpodobné;jsi — ntestinal Il __ L -__

metody stanoveni:
vazba kostni ALP na
specialni lektin,
imunochemicky.

HYDRAGEL ISO - PAL

® *"p. =

sebia ®

-g—Liver | + Bone

ELFO ALP, agarosovy gel, Hydragel ISO-PAL, firma Sebia
Intestinal = strevni: liver = jaterni: bone = kostni: placental = placentdrni
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Klinické poznamky

T Pfic¢iny zvy$ené aktivity ALP

Kostni onemocnéni (— dochazi k narlistu katalytické koncentrace kostniho izoenzymu; zvySena aktivita ALP
je pfiznakem poruchy ristu (kontrola I&éCby &i indikator nové ataky), pfestavba matrix (u kostnich nemoci
spojenych s prestavbou matrice tudiz dochazi vzdy k narlstu aktivity ALP), u déti v puberté, osteomalacie,
kostni nadory a rizné jiné kostni choroby; endokrinopatie; nefropatie

Choroby jater a Zlu¢ovych cest — cholestasa, nadorové metastazy v jatrech. U necholestatickych jaternich
onemocnénich dochazi k typickému narustu aktivity = mensi diagnosticky vyznam (nutno kombinovat napf.
s nalezem aktivity GGT). Vzrust aktivity neni zptisoben zvy$enim poctu molekul enzymu (zvySenim syntézy
Jaterniho izoenzymu), ale zvySenim katalytické aktivity!

Cholestasa bez mechanickeé pfi€iny, cholestasa s intrahepatalni mechanickou pficinou (primarni bilidrni
cirrhosa, zanét Zlucovych cest), cholestasa z obstrukce mimojaternich Zlu¢ovodu, akutni a chronicka
hepatitida, steatosa jater, alkohol, toxické poSkozeni jater (jiné nez z alkoholu), t€hotenska Zloutenka,
cirrhosa jater (vyskytuje se stievni izoenzym, jatra ho neodstrariu;ji).

Strevni onemocnéni - poruchy vstiebavani (malabsorpce), celiakie.

Jind onemocnéni - plicni infarkt, krevni choroby (ALP z erytrocyt(), degenerativni onemocnéni kloubl
(hepatotoxické pusobeni 1é€iv).

Néadory - atypické varianty tvofené nadorovou tkani — rizné typy, marker prlibéhu malignich onemocnéni.

| Piiginy snizené aktivity ALP
Hypotyreosa (kretenismus), skorbut, nemoc z ozareni, tézké anemie, imunosupresivni Ié€ba, vrozené
familiarni hypofosfatemie, snizena aktivita kosti, ledvin, jater (vrozené poruchy metabolismu).

Kysela fosfataza
EC 3.1.3.2; fosfohydrolaza monoesteru kyseliny orthofosfore¢né [kyselé optimum]; ACP

Pod nazvem kysela fosfataza se skryvaiji vSechny fosfatazy s optimailni aktivitou pod pH 7,0. Nazev tedy
spiSe popisuje celou skupinu podobnych nebo pfibuznych enzym( nez jeden zvlastni enzym. Klinicky
nejdulezitéjsi je fosfataza z prostaty, s pH optimem mezi 5 — 6

Vyskyt v burice
- cytosol: zde se nachazi rozpustna, tzv. erytrocytarni ACP
- lyzosomy: obsahuji nerozpustné, tzv. tkariové ACP

Vyskyt v organismu
erytrocyty, kosterni a srde€ni sval, prostata, placenta, ledviny, jatra, slezina, plice, mozek, fibroblasty, leukocyty, lymfocyty

Isoenzymy
e cytosolova, tzv. erytrocytarni ACP (nachazi se i v jinych tkanich, v erytrocytech je ji
nejvice):rozpustna ACP, ma gen na kratkém raménku chromosomu €. 2, lokus je polyalelicky
e lyzosomalni, tzv. tkanové ACP, maji lokusy na chromosomu &.11, Ize rozlisit pét izoenzyma
tkanovych fosfataz, znacenych pismeny A, B, C, D a F. Fosfatazy z rliznych organt davaji pfi
elektroforetickém déleni riizné obrazce, s typickym zastoupenim téchto izoenzymd.

Priklad: Placentarni fosfataza se déli (od katody k anodé) na izoenzymy C, B a A, fosfataza z lymfocytd na dva
izoenzymy D a A, plicni na C a A, fosfatazy z polymorfonuklearnich lymfocytd na izoenzymy A a F (F je nejrychleji
putujici izoenzym, tj. putuje k anodé jesté rychleji nez A)

Ze tkanovych fosfataz ma diagnosticky nejvétsi vyznam prostaticky izoenzym, kterého se vyuziva
k diagnose velkych karcinom ) prostaty a ke sledovani pribéhu karcinomu prostaty. Prostaticky izoenzym
je inhibovan vinanem (tartaratem).

YP¥i karcinomu prostaty se zvySuje uvolriovani tohoto enzymu do obéhu, ale v plazmé se nachézeji nizkomolekularni
inhibitory prostatického izoenzymu, takZe celkova aktivita ACP a ACP-P se zvySuje aZ po generalizovani nadoru nebo
Jeho metastazovani
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Stanoveni aktivity ACP

Kyselé fosfatazy jsou nestabilni, pfedevsim pfi teplotach nad 37 °C a pfi pH nad 7,0. Nékteré z forem
enzymu pfitomnych v séru, zvl. prostaticky enzym, jsou obzvlasté labilni a pfi pokojové teploté mize byt
béhem 1 hodiny ztraceno az 50% puvodni aktivity ACP pfitomné ve vzorku. Doporucuje se vzorek okyselit
(napf. citronanem sodnym) na pH pod 6,5.

Princip stanoveni je stejny jako u ALP (viz tam), mGze byt pouZit i stejny substrat, ale jiny pufr o pH cca 5.

Stanoveni aktivity prostatického izoenzymu
V jednom vzorku se stanovi celkova aktivita ACP, ve druhém vzorku stejného pacienta se stanovi aktivita
ACP za pfitomnosti vinanu (ij. aktivita neprostatické formy).

Vypocet: prostaticka forma (ACPP, PACP) = celkova aktivita — aktivita v pfitomnosti vinanu

Byvalé diagnostické soupravy PLIVA - Lachema Diagnostica:
o Kysela/prostatickal fosfatasa 90 [ACP/ACP-P 9x10], kinetické stanoveni s 1-naftylfosfatem jako substratem:
odstépeny 1-naftol reaguje s Fast Red TR na Zluté azobarvivo vhodné k fotometrii, sleduje se pfirlistek absorbance za
¢as); inhibice prostatické formy vinanem; pH pufru 5,0; fotometrie pfi 405 nm; reakéni smés obsahuje 1,5-pentadiol,
ktery urychluje reakci
Referencni intervaly: muzi do 108 nkat/l

zeny do 83 nkat/l

ACP-P do 43 nkat/l
o Kysela fosfatasa ACT [ACP 60], kinetické stanoveni s 4-nitrofenylfosfatem a aktivatory prostatického isoenzymu,
fotometrie pfi 405 — 420 nm

Klinické poznamky

T Zvyseni aktivity v séru
Karcinom prostaty (zvySuje se zvl. aktivita prostatické formy), hematologické choroby, Pagetova choroba,
hyperparathyreoidismus s ovlivnénim skeletu, kostni nadory a metastasy nadort do kosti.

Alfa-amylaza

a-amylaza: E.C. 3.2.1.1; 1,4-a—D-glukan-glukanhydrolaza,, AMS
B-amylaza: E.C. 3.2.1.2

y-amylaza: E.C. 3.2.1.3

Amylazy jsou hydrolazy, stépi Skrob a glykogen na maltosové jednotky, pfipadné az na glukosu.
e B-amylaza: nachazi se v rostlinné fisi
e y-amylaza: kysela a neutralni, jatra, sliznice tenkého stfeva, exoamylaza, tzn., ze $tépi glykogen
na glukosu
e a—amylaza: M, cca 60 000, biologicky polo¢as 2 hod, sekre€ni enzym, pouze asi 1% celkového
mnozstvi se vylu€uje do krevniho obéhu; ¢ast enzymu se vylu€uje moci pfes bazalni membranu,
coz umoznuije jeho relativné nizka molekulova hmotnost

Vyskyt a-AMS v organismu

Amylaza je produkovana zlazami gastrointestinalniho Ustroji
o slinnymi zlazami
o slinivkou bfisni (pankreas)
e av mensSi mife i jinymi organy (jatry, vajecniky, prsni zlazou).

Izoenzymy
presnéji se jedna o izoformy AMS — slinnou (S) a pankreatickou (P) amylazu — které se od sebe liSi
cukernou slozkou.

Vyznam stanoveni izoenzymu/izoforem
- zdravi lidé maji aktivitu obou izoenzymu/izoforem (S a P) zhruba stejnou
- akutni pankreatitida: P-amylaza tvofi az 90% celkové aktivity AMS, jeho aktivita je zvySena, i kdyz
celkova aktivita je v mezich normy
- chronicka pankreatitida: snizena aktivita P-amylazy (nedostatecnost — insuficience - slinivky bfisni)
- parotitida: zvySena aktivita S-izoenzymu
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Uloha a—AMS v organismu

Amylaza Stépi polysacharidy na oligosacharidy se 6 — 7 glukosovymi jednotkami a dale na disacharidy —
maltosu a isomaltosu; maltosa je dale maltasou (a-D-glukosidaza) $tépena na glukosu, isomaltosa je
Stépena amylazou na glukosu; je to endoamylaza, tzn., Ze $tépi polysacharidy od stfedu molekuly

Metody stanoveni a-AMS

Metody se substratem na bazi Skrobu
= Sacharogenni metody: substratem je pfirozeny Skrob, po jeho Stépeni se stanovuji Stépné
produkty = redukujici cukry

=  Amyloklastické metody: $t&penim se méni optické vlastnosti Skrobu, coZ |ze sledovat
turbidimetricky, nefelometricky, pfipadné se vyuZziva barvitelnosti Skrobu jédem

= Chromogenni metody: substratem je synteticky Skrob s navazanym barvivem, které se pfi Stépeni
Skrobu enzymem uvolfiuje a pfechazi do roztoku, jeho koncentrace je Umérna aktivité enzymu

Byvaly Spofa-test alfa-Amylaza: umély Skrob obsahoval remazolovou brilantni modf, reakce probihala pfi 37 °C po
dobu 15 minut, vysledky se odecitaly z tabulky pfilozené ke kazdé Sarzi testu. Referencni hodnoty touto metodou:
krev 1,2 —5,0 ukat/l

mo¢ 2,7 — 33,3 pkat/l

Tato metoda byla az donedavna velmi rozSifena v klinicko-biochemickych laboratofich.

Predchldcem byl Svédsky Phadebas alfa-amylaza — daval vy$si vysledky, protoZe zde reaguje i y-amylaza.

Metody tohoto typu jsou jiz opustény a nahrazeny metodami s rozpustnym/kapalnym substratem.

Metody s definovanym substratem
Vychazeji z poznatku, Ze hydrolyza malych oligosacharid( katalyzovana a-amylazou dava Iépe definované
produkty nez hydrolyza Skrobu.

4-nitrofenyl-glykosidové substraty: prikladem substratu mize byt
4-nitrofenyl-a-D-hepta (1—4) glukopyranosid 4-nitrofenyl-a-D-maltoheptaosid

OH
H OH Cl
H

OH H 0 CH 0

i +

[ HO O}Qw ch/ X HO N,
AN -

H OH 7 0 O
4-nitrofenyl-a-D-maltoheptaosid Ethyliden 2-chloro-4-nitrofenol

Existuje nékolik substrat lisicich se jednak poétem glukosovych zbytk (tri- az heptaosidy, tj. index vpravo dole u
zavorky = 3 — 7, jednak blokujici skupinou, &i indikacni skupinou. Blokujici skupiny (EPS = Ethylidene Protected
Substrates, tj. substraty chranéné ethylidenem, blokujici skupinou je ethyliden; blokujici skupinou muze byt i
oxobutyliden aj.) jsou kovalentné navazany na neredukujici konec molekuly a brani pomalé hydrolyze substratu
zpUsobené ve vzorku pfitomnou a—glukosidasou, €ili zvySuji stabilitu substratu. Nékteré nevyhody 4-nitrofenolu (4-NP)
jako indikagni skupiny odstrariuje pouziti B-2-chloro-4-nitrofenolu (CNP). V praxi se Ize setkat s riznymi zkratkami
substratt — napf. 4-NP-G7 (pro molekulu uvedenou ve vzorci vys), CNP-G7 (heptaosid s indikacni skupinou CNP) atd.,
kde GX oznacuje pocet glukosovych zbytkd v oligosacharidu, dale jsou
uvedeny blokujici, pfip. indika¢ni skupiny. Na obrazku vlevo je uveden
EPS-4-NP-G7 (Ethyliden-4-nitrofenyl-maltoheptaosid).

Uvedené substraty jsou rozpustné a Ize je snadno pouzit

v automatickych analyzatorech. Metody s témito substraty se

v rutinnich klinicko-biochemickych laboratofich v sou¢asné dobé
uzivaji prakticky vyhradné.

Horni hranice normalnich hodnot s témito substraty se pohybuji v séru

Fig. 1. 4,6-Ethylidene-(Gy)-1-4-nitrophenyl-(G,)-u-D-malto- kolem 1,5 pkat/l a v moci kolem 8,2 pkat/l.
heptaoside (M, 1300)
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Reakce probiha podle nasledujiciho schématu

a-amylasa

4-NP-(glukosa); >  4-NP-(glukosa)ss3, + (glukosa)sa s

a-glukosidasa

4-NP-(glukosa)s s 2 > 4-NP-(glukosa); + x-glukosa + 4-NP

Narust uvolnéného nitrofenolu (4-NP) Ize sledovat fotometricky (kineticka metoda)

Diagnostické soupravy Erba Lachema s.r.o.: alfa-Amylasa Liquid 100 (AMS L 100), alfa-Amylasa Liquid 250 (AMS L 250)
Substratem je 4,6-ethyliden-4-nitrofenyl-a-D-maltoheptaosid.

Jiné definované substraty
- v analyzatoru aca firmy Du Pont je hydrolyzovana maltopentaosa postupné az na glukosu, ktera reaguje s ATP
s vyuzitim hexokinazového systému (viz stanoveni glukosy), tzn., Zze kinetika reakce je sledovana optickym
testem (NAD/NADH)
- metoda Beckman DS pouziva jako substrat maltotetraosu ze které vznika sledem reakci glukosa-6-P, ktery je
pomoci glukosa-6-P-dehydrogenasy (G6PD) dehydrogenovan na 6-P-glukonolakton; koenzymem G6PD je NAD,
tedy i zde je vyuzito optického testu (NAD/NADH)

Klinické poznamky

T Pficiny zvys$eni aktivity v séru
— Poskozeni produkujicich zlaz a vyplaveni enzymu do krve (v moCi se zvySi aktivita enzymu o
nékolik hodin pozdéji)
— Onemocnéni slinnych Zlaz (parotitida, sialolitiaza, trauma, nador)
— Onemocnéni pankreatu (akutni pankreatitida, penetrujici zaludecni vied, pretlak ve Zlu¢ovych
cestach pfi biliarni kolice ¢i po podani opiatd, Uraz nebo operace pankreatu)

Snizené vylucovani amylazy ledvinami (v séru je zvySena aktivita AMS, v moci snizena)
- Renalni insuficience (snizena glomerularni filtrace - potvrdi napf. clearance endogenniho kreatininu)
- Makroamylazémie — enzym je vazan na IgG ¢i IgA a v krvi se hromadi vznikly makromolekularni
komplex, ktery nemuze projit glomerulem; byva u nadoru.

Cholinesteraza

Acetylcholinesteraza (,prava“ cholinesteraza, cholinesteraza |): EC 3.1.1.7. Acetylcholin acetylhydrolaza
Acylcholinesteraza (benzoylcholinesteraza, cholinesteraza Il); EC 3.1.1.8. Acylcholin acylhydrolaza; CHS,
CHE, ChE, SChE

Oba (podobné) enzymy maji schopnost hydrolyzovat acetylcholin, liSi se vSak v substratové specifité i
v citlivosti k inhibitoram.

Acetylcholinesteraza hydrolyzuje pouze estery cholinu (nazyva se proto téz specificka cholinesteraza),
neatakuje arylestery a alkylestery.

Acylcholinesteraza, enzym nachazejici se v séru, kromé acetylcholinovych estert reaguje i s estery
benzoylcholinu, butyrylthiocholinu a s arylestery a alkylestery (nazyva se proto téz nespecificka
cholinesteraza).

Oba enzymy jsou inhibovany nékterymi alkaloidy obsahujicimi kvartérni dusik (kompetitivni inhibice) a
irreverzibilné nékterymi organofosfaty (mj. se jedna o postfiky proti hmyzu, bojové latky sarin, tabun =
nervové jedy, intoxikace mize skongit smrti), dale mnoha jinymi latkami, jako jsou morfin, chinin, terciarni
aminy, fenothiaziny, pyrofosfaty, soli Zlu€¢ovych kyselin, citronany, fluoridy a boraty.

Vyskyt cholinesterazy v organismu

Acetyicholinesteraza: erytrocyty, plice, slezina, Seda kira mozkova, nervova zakonceni. V plazmé se
nenachazi.
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Acylcholinesteraza: prakticky vdechny buriky, kromé erytrocyt(; jatra (zde se syntetizuje v ribozomech
hepatocytu paralelné s albuminem, syntéza téchto proteinl je vSak vzajemné nezavisla), stfevni sliznice,
pankreas, srdce, bila mozkova hmota, krevni sérum/plazma. Je nutno si uvédomit, ze ,sérova
cholinesteraza“ = pseudocholinesteraza! V moci se nenachazi.

Acylcholinesteraza (sérova cholinesteraza)

je tetramerni enzym tvofeny dvéma dimery; ma celkovou molekulovou hmotnost 348 000. Na kazdé ze ¢&tyr
identickych podjednotek se nachazi aktivni centrum. Obsahuje sacharidové fetézce. Elektroforeticky Ize
rozdélit na vice frakci (7-12), jedna se pravdépodobné o agregatry sloZzené z rizného mnozstvi stejného
z&kladniho enzymu. Biologicky polo¢as je 10 dni.

Isoenzymy (genetické varianty, alelozymy)

Syntéza sérové CHE je kontrolovana genem na lokusu E;, ktery se nachazi na dlouhém raménku
chromosomu €. 3. Existuje nékolik alel, znamy jsou alely znadené U, A, S, F, H, J, K, které jsou zodpovédné
za syntézu zhruba 28 rGznych fenotypl. Néktefi jedinci maji na zmifiovaném genu vice nez jednu mutaci,
takze ne vzdy odpovida fenotyp genotypu. Nékteré tyto varianty cholinesterazy (isoenzymy, alelozymy) maji
shiZzenou plazmatickou aktivitu a nehydrolyzuji sukcinylcholin a jsou pfi¢inou prodlouzené zastavy dechu pfi
chirurgickych zakrocich s pouzitim myorelaxancii sukcinylcholinového typu. (Sukcinylcholin inhibuje
acetylcholinesterazu, za normalnich okolnosti je vSak rychle rozloZzen pseudocholinesterazou, coz se nedéje
v pfipadé zminovanych variant CHE). Z klinického hlediska je dlleZité v téchto pfipadech védét, jaky typ
CHE pacient ma. Biochemicky Ize typ CHE urcit podle jeji citlivosti k inhibitoru dibucainu (lokalni
anestetikum) nebo fluoridu &i inhibitoru zna¢eného Ro 2-0683, kdy normalni CHE je inhibovéna ve vy$si
mire nez atypické formy (atypické formy jsou vuci témto inhibitorim odolnéjsi nez normalni CHE).

Normaini aktivitu v séru ma produkt genu/alely U (usualy), tj. E1” v homozygotni formé (E1" E1"). Vice nez 70% aktivity
této formy cholinesterazy je inhibovano dibucainem. [V tabulce vpravo niz zelené pole].

DalSi tfi varianty alely produkuji cholinesterazu s pozménénou katalytickou aktivitou.

Atypicky gen A (atypical; ElA) ovlada syntézu cholinesterazy se snizenou aktivitou v séru a zvySenou odolnosti vici
dibucainu (zejména v homozygotni formé E.* Ev®; u bilé populace se této formy, podobné jako formy E." E1", nachazi
pouze 0,3 — 0,5 %). Dibucainem. je inhibovano méné nez 30% aktivity tohoto enzymu.

Oznaceni F (Elp) nese alela, jejiz produkt, cholinesteraza, je odolny vici inhibici fluoridem, ale je vyznamné inhibovan
dibucainem.

Tzv. tichy“ gen oznageny S (E;°) produkuje cholinesterazu neschopnou hydrolyzovat vazby cholinovych estert.
Kombinaci téchto Ctyf alelickych gen( Ize ziskat jednu normalni a devét atypickych variant cholinesterazy. [V tabulce
vpravo rlzové pole].

TFi dalSi varianty gen(, alely J, K a H maji sice zakddovany enzym s normaini aktivitou, ale diky nestabilité enzymu Ci
nedostatecné syntéze se v plazmé nachazi pomérné malo molekul enzymu, tudiz vysledna enzymova aktivita je
sniZena, a to u varianty K o 33% proti béznym hodnotam, u varianty J 0 66% a u varianty H dokonce o 90%.
[Kombinace K aH s A a U v tabulce vpravo Sedé pole].

Nékteré
genotypy ChE
Rozklad inhibitoru ——
f q . 1 E E
Myorelaxancia pseudocholinesterazou, : :
sukcinylcholinového typu tuto reakci pokud se nejedné o variantu, 2 E’ B4
ktera to ,,neumi”
3 B E
inhibice W o
Y A F
Acetylcholin ) l:ydrolyza 5 (B B
aye cholinesterazou . . P P
el > Cholin + acetat 6 E E,
z acetylcholinového = z
receptoru 7 E E
8 &' E
Aby cholinergni neuron mohl obdrzet dalsi impuls, musi se acetylcholin z ptislusného receptoru uvolnit, 9 EA ES
coZ je mozné tehdy, je-li koncentrace acetylcholinu v okoli receptoru dostatecné nizka. Uvolnény
P s " . . .. Yy o . . s s
acetylcholin musi byt proto bezprostredné po uvolnéni rozlozen, coz se déje za prispéni cholinesterazy. 10 E, E;
Pokud je tato inhibovana (nap¥. myorelaxancii sukcinylcholinového typu), prestanou se prenaset nervové A K
y L PR M ) . y 11 E Ey
vzruchy. Za normalnich okolnosti je zminény inhibitor rozloZzen pseudocholinesterazou. Pokud vsak
jedinec disponuje variantni cholinesterdzou, ktera zmifiovanou latku nerozlozi, nebo alespon ji nerozlozi 12 E’ .~
dostatecné rychle, je rozklad acetylcholinu blokovan a nervové impulsy se neprenaseji. 3 £l EH
1 1
14 E* E"

Klasickou metodou biochemické genotypizace plazmatické CHE je vyuziti
inhibi¢nich testd s dibucainem a fluoridem.
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Uréeni dibucain rezistentni CHE
RozliSovacim kritériem je tzv. Dibucainové cislo D, definované :
D=1-(A/A)), Cli D= 1- (aktivita inhibovaného enzymuy/aktivita neinhibovaného enzymu)

Hodnoceni nalezu Dibucainové cislo [D]
Normalni nalez 0,9-0,6
Heterozygotni atypicka CHE 0,6-0,3
Homozygotni atypicka CHE <03

Poznamka: Nékteré prameny uvadéji mirné odlisné hodnoceni:

D>0,7 = homozygotni forma normélni CHE
D =(0,7-0,4) = heterozygotni forma CHE
D<0,3 = homozygotni forma atypické varianty CHE

Fluoridové ¢islo: postupuje se obdobné jak u dibucainu, do reakéni smési se pfidava fluorid o koncentraci 5 x 10°
mol/I

Ro 2-0683 ¢islo: Ro 2-0683 je specifictéjsi inhibitor nez dibucain, ktery prakticky kompletné inhibuje normalni CHE
(E1"), zatimco atypickou variantu (E;%) prakticky neinhibuje

Uloha acetycholinesterdzy v organismu
Degradace acetylcholinu uvolnéného v nervovém zakon&eni. Je to reakce nutnd pro pfenos nervového
signalu.

CHj,
o= OH
O
cholinesteraza
- i + CH3C02H
H3C_ N\_ CH3 CH3
CH3
acetylcholin cholin kyselina octova

Uloha acylcholinesterdazyv organismu je nezndma.
Enzym hydrolyzuje estery podle nasledujici rovnice

R
O:<
o OH
g pseudocholinesteraza g
- + RCO,H
+ +
HaC—N—CHj H,0 HaC—N—CH,
CHs CH,
acylcholin cholin organicka kyselina

Jak bylo uvedeno vy$§, enzym je schopen hydrolyzovat i jiné estery, nez estery cholinu.
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Metody stanoveni aktivity (pseudo)cholinesterazy

CHj
SH
pseudocholinesteraza
_ - +  CH5(CH,),CO.H
@) S H,O I/
H3C_N\_CH3
. CH,
[
butyrylthiocholinjodid thiocholinjodid kyselina maselna

Cholinesteraza stépi butyrylthiocholinjodid na kyselinu méselnou a thiocholin. Ten reaguje s bezbarvou
kyselinou di-thio-bis-nitrobenzoovou (DTNB) na tzv. smiSeny disulfid a na kyselinu 5-merkapto-2-nitro-
benzoovou (5-MNBA), ktera je barevna a fotometrovatelna pfi 410 nm. Pouzivaji se i jiné chromogeny
(napt. dithiopyridin):

thiochinolinovy ion + DTNB (bezbarvd) = smésny disulfid + 5-MNBA (barevna)

Diagnosticka souprava Erba Lachema s.r.o.
Cholinesterase (CHE 50). Substratem je butyrylthiocholinjodid a chromogenem DTNB, referen¢ni hodnoty 76 — 230 pkat/I.

Klinické poznamky

! P¥iginy snizeni aktivity (pseudocholinesterazy) v séru: dochazi k souéasnému snizeni aktivity enzymu
i koncentrace albuminu: hepatitida, cirrhosa, jaterni metastazy, malnutrié¢ni stavy

T Priciny zvyseni aktivity (pseudocholinesterazy) v séru: obezita, nefréza (vzrist proteinové syntézy pro
kompenzaci ztrat albuminu vede ke vzrastu obsahu cholinesterazy, ktera se neztraci ledvinami)

Lipaza
EC 3.1.1.3.; Triacylglycerol acylhydrolaza; LPS

Lidska lipaza je glykoprotein o molekulové hmotnosti 48 000, s isoelektrickym bodem kolem 5,8. Pro plnou
katalytickou aktivitu a nejvyssi specifitu vyzaduje pfitomnost zlu€ovych soli a kofaktor, tzv. kolipazu.
Kolipaza je peptid o 95 aminokyselinach. Sama o sobé& nema enzymovou aktivitu. Lipazu je mozno aktivovat
i in vitro kolipazou z jinych druh(l (napf. kolipazou z prasat), ¢ehoz se vyuziva v dg soupravach pro
stanoveni lipazy.

Zluéové kyseliny

(o}

HsC
HsC

HO OH HO

HO OH
kyselina cholovd kyselina chenodeoxycholova kyselina deoxycholova kvselina lithocholova

Vyskyt lipazy v organismu
Lipaza a kolipaza jsou syntetizovany v acinarnich (= nachazejici se v laltccich zlazy) pankreatickych
burikach a jsou vylu€ovany pankreatem ve zhruba ekvimolarnich mnozstvich kolem 10 umol/l (kolipaza je
vyluCovana ve formé neaktivni prokolipazy, peptidu slozeného ze 101 aminokyselin, je aktivovana
trypsinem, ktery z ni odstépuje hexapeptid enterostatin, vyrazné inhibujici pfijem tukd). Tento vzajemny
pomér se udrzuje i v séru, i kdyz mensi molekulova hmotnost kolipazy (cca 11 000) umoznuje, aby byla
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vyluovana ledvinami. Obtize nastavaiji pfi akutnim zanétu pankreatu, kdy dochazi k poklesu poméru
kolipazallipaza a je prakticky nemozné stanovit skute¢nou aktivitu lipazy. Vétsina lipazové aktivity v séru ma
zdroj ve slinivce, mensi ¢ast pochazi z lipazy produkované v podjazykovych Zlazach a v Zaludedni, plicni a
stfevni mukoze; lipazovou aktivitu Ize zjistit i v leukocytech, v tukovych tkafovych burfikach, v miéku.

Isoenzymy a isoformy

Lipaza muze prostupovat glomerulem, ale v tubulech je totalné reabsorbovana, tudiz v mo¢i neni normainé
detekovana. Protoze v3ak v nékterych pfipadech tomu tak neni, soudi se, Ze lipaza existuje minimalné ve
dvou izoformach, jejich podstata v8ak neni znama. Jedna izoforma oznacena L-2 byla nalezena ve

vSech sérech pacientl s akutni pankreatitidou, byla vSak nalezena i u nékterych pacientt s chorobami, které
nesouvisely se slinivkou bfisni

Hodnoty v séru se liSi podle pouzité metody stanoveni

Acidimetrie s olivovym olejem jako standardem 0,5 — 3,9 pkat/l
s trioleinem jako standardem 0,6 — 4,3 pkat/l

Turbidimetrie 0,5 — 3,2 pkat/l

Enzymové metody Reagents Applications 0,12— 1,0 pkat/l
Wako 0,17- 1,0 pkat/l
Sentine/ < 0,5 pkat/l

Poznamka: Reagents Applications, Wako a Sentinel jsou nazvy firem vyrabéjicich/dodavajicich pfislusné reagencie.

Uloha LPS v organismu: hydrolyza triacylglycerolti podle nasledujici rovnice

-CH,OMK * CH,OH CH,OH CH, OH CH, OH

\ LPS | LPS | izomeraza | LPS |

CHOMK~ — > CHOMK'~ —— > CHOMK'~ ~—— > CHOH ~—— > CHOH

\ HOH; OH' \ HOH; OH' \ | HOH; OH’ |

CH,OMK""* CH,OMK " "’ CH,0OH CH,OMK "’ CH,OH
triacylglycerol a,B-diacylglycerol B-monoacylglycerol o-monoacylglycerol glycerol

+ MK’OH + MK" " "OH + MK "OH
(mastna kyselina I) (mastna kyselina III) (mastna kyselina II)

Poznamky k priabéhu reakce:
e Lipaza zprvu hydrolyticky stépi pouze esterové vazby mastnych kyselin (MK) na krajnich uhlicich (a-poloha), tj. na
uhlicich 1 a 3. Esterova vazba na uhliku ¢. 2 (f-poloha) ziejmé kvuli sterickym zabranam atakovana neni. V prvni

fazi se tak z jednoho molu substratu uvolriuji 2 moly mastnych kyselin a jeden mol (o) yia
monoglyceridu. Tento monoglycerid sice vzdoruje hydrolyze lipazou, ale dochazi ke \‘S/\/ NH;
spontanni izomeraci na o~ formu (3-acylglycerol) a rovnéz treti mastna kyselina je HO~ \b

nakonec lipazou odstépena, i kdyZz mnohem pomaleji

e Lipaza pusobi pouze ve vrstvé mezi vodou a substratem, tzn., Ze substrat musi byt
v emulgované formé, rychlost reakce pritom zavisi na velikosti povrchu
emulgovaného substratu: (zde se uplatriuje emulgacni schopnost zlucovych soli, tj.
sodnych a draselnych soli Zlu¢ovych kyselin; tyto soli jsou konjugovany s glycinem
nebo taurinem; primarni Zlu¢ové kyseliny = kyselina cholova a chenodeoxycholova, vznikaji pfeménou cholesterolu;
sekundarni Zlucové kyseliny = kyselina deoxycholova a lithocholova, vznikaji z primarnich zlu¢ovych kyselin
bakterialni pfeménou ve stfevé); povrch substratu musi byt pritom bez dalSich proteint véetné lipolytickych enzymu
(1. lipoproteinové lipazy)

o Kolipaza se uplatriuje tak, Ze se spoji se Zlu¢ovymi Kyselinami do komplexu, ktery se pripoji na povrch substratu.
Toto uskupeni vaze s vysokou afinitou lipazu a umozriuje tak lipaze cinnost. Je to umoznéno tim, Ze kolipaza ma
tvar plochého c&tyruhelniku, pricemz jedna strana je hydrofobni a druha strana je hydrofilni. Mize se tak stat
soucasti obalu micely a spojit oba “protichtidné svéty”.

Taurin
(kyselina
aminoethansulfonova)

Metody stanoveni katalytické koncentrace lipazy

Titraéni metody: smés triacylglyceroll je hydrolyzovana lipazou ve zkoumaném vzorku a po urcité dobé
jsou uvolnéné mastné kyseliny titrovany louhem na fenolftalein, nebo thymolftalein. Metody jsou rizné
modifikovany s cilem zkratit inkubacni €as, ktery trva mnohdy az nékolik hodin, vSechny tyto metody vSak
jsou komplikované a ¢asové naro¢né

Turbidimetrické metody: Cinnosti lipazy (ve zkoumaném vzorku) je projasnovana emulse tuk( ve vode,
ktera ma mlécné zabarveni; rychlost reakce je méfena jako pokles turbidance roztoku
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Byvala diagnosticka souprava PLIVA-Lachema Diagnostika: Lipasa (LIP UV 2x20); sérova lipaza katalyticky $tépi triolein na
monoacylglycerol a kyselinu olejovou. Pokles absorbance substratu, ktery je ve formé emulze, a ktery je umérny katalytické
koncentraci lipazy, se méfi fotometricky (kinetickou metodou) v oblasti 330 — 360 nm; norma hodnot — do 3,16 pkat/|

Fotometrické metody:

¢ VoIné mastné kyseliny uvolnéné lipolyzou z reak&ni smési se pfevedou na své médnaté soli a
znovu se extrahuji do organické faze obsahujici diethyldithiokarbamat (DTC); vytvori se komplex
soli mastnych kyselin s DTC, ktery ma hnédou barvu a je snadno fotometrovatelny

e Firma KODAK ve svém analyzatoru EKTACHEM (sucha chemie)vyuziva jako substrat 1-oleoyl-
2,3-diacetylglycerol, k jeho emulgaci pak dodecylbenzensulfonat; ve slozitém fetézci reakci je
kone¢nym produktem peroxid vodiku a jeho nasledné stanoveni Trinderovou (& obdobnou) reakci

e Firma Sentinel CH., Milano, Itélie (téZ i jiné firmy) ma tuto metodu:

1,2-O-dilauryl-rac-glycero-3-glutarova kyselina-(6 “-methylresorufin)-ester
LPS |OH™

1,2-O-dilauryl-rac-glycerol + glutarova kyselina-6 "-methylresorufin-ester (nestabilni)

spontanni reakce

N
=
kyselina glutarova + CHaO/@omo methylresorufin

Aktivita lipazy se zjistuje z rychlosti tvorby methylresorufinu fotometrii pfi 580 nm.
Enzymové stanoveni aktivity LPS
- Metoda firmy Ragents Applications, Inc., San Diego, California, USA):Pankreaticka lipaza a kolipaza
pfi pH 8,7 pfevedou 1,2-diacylglycerol na 2-monoacylglycerol a mastnou kyselinu. 2-monoacylglycerol
je potom Stépen monoglycerolovou lipazou na glycerol a mastnou kyselinu. Glycerol je pfeveden za
pFispéni dalSich enzymu (2 reakce) na dihydroxyaceton fosfat a peroxid vodiku, ktery se stanovi
Trinderovou (& obdobnou) reakci

lipdza
1,2-diacylglycerol + H,0 > 2-monacylglycerol + mastna kyselina
monoglycerolovd lipdza
2-monacylglycerol + H,0 > glycerol + mastna kyselina
glycerolkindza
glycerol + ATP > glycerol-3-fosfat + ADP
glycerolfosfat oxiddza
glycerol-3-fosfat + O, > dihydroxyaceton-fosfat + H,0,
peroxiddza
2 H,0,+ 4-aminoantipyrin + TOOS > chinoniminové barvivo + 4H,0
H3C
CH3
O-CF
TOOS/EHST = sodné sl \-&ﬂ
S—OH

N-ethyl-N-(2-hydroxy-3- o
sulfopropyl)-m-toluidinu © 1 d

- Metoda firmy Wako Chemicals USA, Inc., Richmond, VA: Pankreaticka lipaza a kolipaza pfi pH 8,4
prevedou 1,2-dilinoleoylglycerol na 2-monolinoleoylglycerol a kyselinu linolenovou, ktera je dale
metabolizovana sledem enzymové katalyzovanych reakci pfevzatych z f-oxidace mastnych kyselin.
Vysledkem reakce je produkce jedné molekuly D-3-hydroxykaproyl-CoA, péti molekul acetyl-CoA a
péti molekul NADH + H" na jednu molekulu kyseliny linolenové; rychlost reakce se sleduje zménou
absorbance pfi 340 nm (narUst absorbance, opticky test)

- Firma Wako dodava i fotometrické (kolorimetrické) stanoveni lipazy, tzv. Lipase L-Type, kdy je
pankreatickou lipazou $tépen substrat pfirodniho typu 1,2-diacylglycerol, vznika 2-monoacylglycerol,
ktery je hydrolyzovan monoacylglycerol lipazou na glycerol a mastnou kyselinu. Glycerol je pfeménén
glycerol kinazou na glycerol-3-fosfat, ktery pomoci glycerolfosfatoxidazy uvolfiuje peroxid vodiku, ktery
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reaguje s 4-aminoantipyrinem a EHST [sodna sUl N-etyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-m-toluidinu] za
pFispéni peroxidazy na chinonové barvivo. Rychlost vzriistu absorbance se méfi pfi 550 nm. (Srovnej
popsanou reakci s reakci na stanoveni triacylglycerolt v kapitole 11, str. 11-6.)

Poznamka: firma Wako je pavodem firma japonska

Imunostanoveni

Bylo popsano mnoho zpusobU pro stanoveni lipazy imunochemicky, pouze vSak nékteré se dockaly
komer&niho zavedeni — napf. Merck Lipase IMAC je citliva a specificka imunometoda zaloZzena na
sandwichové technice

Klinické poznamky

Stanoveni lipazy v séru, plazmé, pleuralni tekuting, vypotcich je provadéno s umyslem odkryt chorobu
slinivky bfisni, obvykle pankreatitidu. VétSinou se sleduje spolu s aktivitou a—amylazy, zde je potieba dat
pozor na akutni parotitidu, protoZe a-amylaza se nachazi jak ve slinnych zlazach, tak v pankreatu, ale lipaza
se ve slinnych Zlazach nenachazi, proto pfi parotitidé se jeji sérova aktivita neméni.

Proteazy

Mezi hydrolazy patfi velka skupina enzym0 $tépicich bilkoviny, tzv. proteaz. Bilkoviny mohou byt Stépeny
bud od koncu proteinovych fetézcl (exopeptidazy) nebo zevnitf peptidického fetézce (endopeptidazy).

Z hlediska metabolismu jsou vyznamné zejména endoproteazy, kam patfi znaéna ¢ast travicich enzymu, ale
také napf. vétsina koagulacnich faktord. Endopeptidazy se déli do skupin podle aminokyseliny vyskytujici se
v aktivnim centru enzymu. Jednu skupinu tvofi metaloproteazy, u kterych se v aktivnim centru vyskytuje
kovovy ion, velmi ¢asto Zn*. Existuje i dali zptsob &lenéni proteaz (rodiny, klany). Zajimavou skupinou
cysteinovych protedz je rodina kaspaz (angl. caspase = cysteinyl aspartate-specific protease), které jsou
.exekutory“ apotptdzy, programované bunééné smrti, ale Uc¢astni se i procest vzniku zanétu a odumirani
tkani , coz je nekrdza.

EC - kéd Skupina proteaz Priklady

3.4.21 Serinové proteazy: Chymotrypsin, trypsin, trombin, plazmin, enterokinaza; kromé faktor
V, VIII, XllI a fibrinogenu sem patfi vSechny koagulacni faktory

3.4.22 Cysteinové proteazy: Katepsin B, papain, bromelin; kaspazy

3.4.23 Aspartatové proteazy:  Pepsin

3.4.24 Metaloproteazy: Karboxypeptidaza A (s obsahem zZn“"), prokolagen-N-proteinaza
Pfirozenymi inhibitory proteaz jsou bilkoviny ze skupiny a.- a a,-globulin(, dale napf. antitrombin a dalsi.
Inhibitorem cysteinovych proteaz jsou cystatiny.

Podrobnéji k protedzdm napf. na adrese: http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/cd_ds4/hypertext/KZAAA.htm

Doplnky k tématu ENZYMY

Dynamika nékterych enzym po infarktu myokardu

Enzym Zacatek narastu Maximum Navrat k pivodnimu stavu
[hodiny] [hodiny] [den]
CK 4 -8 16 - 36 3. - 6.
AST 4 - 8 16 - 48 3. - 6.
LD 6 -12 24 - 60 7. —15.
HBD 6 -12 30 - 72 10. — 20.

Zdroj: Kleineenzymfibel, Boehringer Mannheim, firemni material
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Enzymové soubory

Jaterni poruchy
Akutni virova hepatitita

Alkoholické poskozeni
jater

Steatosa jater

Chronicka hepatitida

Obstrukcni ikterus

Jaterni tumor

AST, ALT
GGT

ALT, CHE
AST, CHE
ALT, ALP, GMD
AST, GGT, GMD

Pankreas

Dynamika AMS a LPS

AMS, AMS v modi, LPS

narlst po 3 - 6 hodinach po klinickych symptomech, maximum za 20 — 30
hodin, navrat po nékolika dnech

Krev

LD — diferencialni diagnostika anémii, rozliSeni hemolytického a
hepatogenniho ikteru, kontrola leukos

Kosterni svalstvo

CK, ALD (= aldolaza), ALT, AST, LD, HBD

Tumory

ALP, ACP, GGT

Zvyseni GGT, termostabilni isoformy ALP (placentarni), tartarat labilni
isoenzym ACP
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Kontrolni otazky
Jesté pred absolvovanim zavérecného testu si zkuste odpovédét na nasledujici otazky a provést naznacené

ukony.

1.

o oA WD

© © N

11.

12.
13.

14.

15.

Uvédomte si, co jsou to katalyzatory a jaka je jejich funkce. Jakou chemickou povahu maji
biokatalyzatory? Je to jednotna skupina latek? Jak funguji? V jakém vztahu jsou nékteré vitaminy
k enzymim?

Jaky je vyznam enzymu v laboratorni mediciné?

Jak je to s nazvoslovim, fazenim do enzymovych tfid atd.?

Co je to Michaelisova konstanta? Za jakych podminek je definovana? Co vyjadiuje?

Co jsou to allosterické enzymy? Kolik maji aktivnich mist? K éemu?

Vite, co vSechno ovliviiuje aktivitu enzymu? Umite to vyjmenovat? Chapete praktické disledky
téchto skute€nosti v laboratorni praxi klinické mediciny?

Co je to allostericka inhibice? Co se pfi této inhibici déje s enzymem?

Jak se vyjadfuji hodnoty aktivity enzymu? Jaka je Sl jednotka? Existuji i jiné jednotky?

Co si pfedstavujete pod pojmem ,katalyticka koncentrace“? Jaka je Sl jednotka? Jsou i jiné?

. Jaky je pfevazujici mechanismus narGstu katalytické koncentrace néjakého enzymu (napf. ALT)

v télni tekutiné, zejména v plazmé/séru?

Umite rozdélit plazmatické enzymy do skupin (ne do tfid!)? Ma toto tfidéni n&jaky prakticky
vyznam? Pokud ano, jaky?

Chapete rozdil mezi ,izoenzymem®, ,izoformou enzymu* a ,alelozymem®? Umite to vysvétlit?

Ma néjaky prakticky vyznam stanoveni aktivit izoenzymu/izoforem? Pokud ano, umite uvést alespon
jeden piiklad?

A co tfeba dimerni enzymy? Co ten pojem znamena? Jsou i tfeba tetramerni enzymy? Pokud ano,
které?

O které skupiné (plazmatickych) enzym( se ucite i v hematologii (tam se nazyvaji jinak nez

v klinické biochemii)? Co je to za enzymy?
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