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Stanoveni vybranych enzymu

Roman Kandar
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o TakZe prvn é malé opakovani

e ENZYM
Protein (RNA) s katalytickou aktivitou
Protein (RNA) + kofaktor (prostheticka skupina, koenz ~ ym)

Jaky je vlastn é rozdil mezi prosthetickou skupinou a koenzymem ?

» Prostheticka skupina
— stabilni sou €asti enzymu

* Koenzym
— snadno disociuje
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— Priklady kofaktor :

 NAD*, NADP*, FMN, FAD, lipoat, benzochinony (CoQ ,,), biopterin, hem,
glutathion, PLP, koenzym A, TPP, biotin, THF, methy Ikobalamin, SAMe, ATP,

PAPS, Ac-CoA, ...

* To je zkratek, takze p Fipomenout, zopakovat
¢ Musime um ét vzorce t éch kofaktor a ?

— Netreba, ale poznat byste je m éli!

— Takze zkuste si to
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*  Nyni k diagnosticky vyznamnym enzym  am

- ACP
e ALT

« ALP

« AMS
« AST
e CHS
« HBD
« CK

« LD

« LPS

*  Princip stanoveni ?
— Vyuzivame reakci, které katalyzuji

— Je vSak zapot Febi, aby substrat nebo produkt vyznamn  é absorbovaly v blizké UV nebo
Vis

— Nyni si jednotlivé reakce, katalyzovany nami stanov  ovanymi enzymy, probereme
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. ALT, AST
Jedné se o aminotransferasy, vzpome nte na odbouravani aminokyselin

Hlavn é se ty reakce neu €te nazpam ét’, pak to pletete
Je to jednoduché, nejd Five obecn é

2 -0Oxokyselin a + Aminokysel ina

!

Aminokysel ina + 2-Oxokyselin a 0Of"rM 9

A

ALT (alaninaminotransferasa)

L—-Alanin + 2-Oxoglutarat 0O MTPTIOM"Tr . Pyruvat + L -—Glutamat

H

"o on 0 °
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« Z&dny z produkt G ani substrat G vyznamn & neabsorbuje v blizké UV nebo Vis
oblasti!

— Proto nasleduje dalSi reakce, kde bu  d substréat, produkt nebot Feba kofaktor
absorbuje. Zde je to redukovana forma NAD (NADH+H ), siln & absorbuje
kolem 340 nm !

— Ve vysledku je aktivita ALT um érn& poklesu absorbance NADH+H +

Pyruvat + NADH+H* O™t . Laktat + NAD®
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— AST (aspartataminotransferasa)

L — Apartat + 2 —Oxoglutarat O fPTPET PP . Oxalacetat + L — Glutamat
Oxalacetat + NADH+H" O Y4 PI91r - Malat + NAD*

« Jak vidite, jedn& se o analogickou reakci, jako p  Fi stanoveni ALT, z aspartatu vznika
odpovidajici 2-oxokyselina (oxalacetat), ten je pak  za katalyzy malatdehydrogenasy

redukovan na odpovidajici 2-hydroxykyselinu (malat) a op ét sledujeme ubytek
NADH+H*

— ALP (alkalicka fosfatasa)

4 —Nitrofenylfosfat + H,O O fif - 4 —Nitrofenol + Fosfat

» ALP katalyzuje hydrolyzu ester U kyseliny fosfore €né

» Zde je pouzit 4-nitrofenylfosfat, protoZze produkt (  4-nitrofenol) vyznamn & absorbuje
kolem 405 nm !

e, —L
I\K% Y
N \
e
I j — Univerzita
AIN OP Vioblvani Pardubice
EVROPSKA UNIE i . -



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

— CK (kreatinkinasa)

Kreatinfosfat + ADP [0 fFfrt _, Kreatin + ATP
ATP + Glukosa O TP _, Glukosa —6 - fosfat + ADP
Glukosa — 6 —fosfat + NADP* O S8 B T99e1%F . 6 —Fosfoglukonat + NADPH +H*

Aktivita CK je Um érna pFirastku absorbance NADPH+H *
Zde mizeme pouzit i obracenou reakci, tedy:

Kreatin + ATP O ff7MTF _ Kreatinfosfat + ADP
ADP + Fosfoenolpyruvat O PT'E? . Pyruvat + ATP
Pyruvat + NADH+H* O B eMPyere? . Laktat + NAD*

Zde naopak je aktivita CK im érna poklesu absorbance NADH+H *
Nyni k jednotlivym reakcim:
— Reakce katalyzovana hexokinasou je prvnim krokem gly  kolysy

— Reakce katalyzovana glukosa-6-fosfatdehydrogenasou je prvnim krokem
pentosového cyklu

— Reakce katalyzovana pyruvatkinasou je poslednim krok  em glykolysy
— Reakce katalyzovana laktatdehydrogenasou je reakcia  naerobni glykolysy

— Jetrebase néco ucit?
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— LD (laktatdehydrogenasa)

Pyruvat + NADH+H" O BT M ey _ Laktat + NAD*

e To uz tu n ékolikrat bylo, Ze ?
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« No ajakto budeme m érit ?
— Kineticky !
e Tudiz to man éco spole éného s éasem
 Nemérime tedy okamzitou absorbanci, ale jeji zm énu v €éase (nej€astéji za minutu,
tedy AA/min)

» Vjakych jednotkach jsou uvad éné vysledky ?
— kat/l (tedy spiSe ukat/l nebo nkat/l)
— Jedna se tedy o katalytickou koncentraci

e U nékterych enzym G se uvadi hmotnostni koncentrace (napft. pg/l), co to
znamena?

— To znamena, Ze nem éFime aktivitu toho enzymu, ale jeho mnozstvi pomoci
imunochemickych metod (specificka protilatka proti bilkovinné ¢asti
enzymu)

« Acojevlastn éten katal ?
— Definice:

» Enzym ma katalytickou aktivitu 1 kat, pokud je scho pen p Fi nasyceni
substratem za definovanych podminek (teplota, pH, s  lozeni,
koncentrace) za p Fitomnosti aktivator @ a nepfFitomnosti inhibitor
prom énit 1 mol substratu za 1 sekundu

» Tedy rozm ér v Sl jednotkach je mol/s
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» Jaké pristroje k m éreni Ize pouzit ?
— Minény ty, které jsou na KBBV

— Tento spektrofotometr nelze, pon évadz nema vyh Fivany (37 ) kyvetovy
prostor

— Navic je zapot febi stopek, a to uz se dostdvame n ékam do hodn é daleké
minulosti

<
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— Velmi drahy spektrofotometr s diodovym polem, vhodn
vyzkumné u cely

spiSe pro

— Devitikanalovy fotometr LabSystem, nas favorit
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Biochemické analyzatory Cobas Mira Plus a Olympus A U640
Samozrejmé nejvhodn é;si, ale k vyukovym G ¢€eltim mén é vhodné
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o JeSté nékolik poznamek
— Nefrikejte, Ze enzym stanovujeme enzymaticky
— Krom é kinetického m éreni Ize pouziti tzv. ,end-point* metodu
e Ocosejedna?

— Nemérime zménu absorbance v €ase, ale kone €énou absorbanci produktu,
tudiz reakce se zastavi

— Priklad:

L — Alanin + 2 -Oxoglutarat O 1 — Pyruvat + L — Glutamat
+2,4-DNPH O - Hydrazon
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