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Miert nem alakul at minden Uncatalyzed Reaction Catalyzed Reaction
anyag a szamara legalacsonyabb R e ' o ey
energiju, legstabilabb J
allapotaba? g eactants

[_1r1 e

course of reaction course of reaction

Az enzimek ezt az aktivacios energiagatat csokkentik.



Enzimdiagnosztika
A rutin Klinikai kemiai eljarasok 1/3-a

12000-13000 ismert enzim—sebbdl 15-20 enzimet szokas mérni

Normalis élettani koriilmeények kozott a testfolyadékokban kevés
enzim talalhato

cellularis

emesztoszervi

Csak koros kortulmeények kozott jelennek meg



Jelentéség: sajat enzimaktivitas reven hatarozhato meg
- szerv
- SZovet

- sejt-kompartimentum specifikus fehérje

A meghatarozasnal fontos gyakorlati szempontok

-az enzimek a sejtbol kijutva denaturalodhatnak
- 1doben linearis-e?

- aranyos-e a sejtpusztulassal?



1zoenzimek

Enzim izoformak

Az izoenzimek diagnosztikai jelentosége oriasi

Leggyakrabban végzett izoenzim vizsgalat: CK-MB, CK-MM

Szelektiv mérese a CK-MM aktiv centrumahoz kapcsolodo
monoklonalis antitesttel lehet



Enzimaktivitas merése optimalis kortlmenyek kozott

- optimalis szubsztratum koncentracio

- optimalis pH

- optimalis ionkoncentracio

- optimalis koenzimkoncentracio (ha szikseges)

- standard homérséklet



»A postasnak is csak két keze van.”
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Szubsztratkoncenztracio




A Michaelis-Menten modell

Maud Menten Leonor Michaelis

E+S —— ——~ E+P

K4

Kiindulasi feltetelek, egyszerusitesek:
1. Azelsd Iépés gyors ekvilibriuma

2. A masodik lepés irreverzibilis

3. Kezdeti sebességet vizsgalunk

4. E<<[S]




ES fogyas = ES keépz0dés
K4[ES] + K,[ES] = ky [E][S] k.

[E]=[Eol - [ES]

[ES] = [E][S] * ki/(k 1 + k;) = ([Eo] - [ESDI[S] * ky/(k 1 + ky)

K = (K + Kp)/ Ky
[ES] = ([Eo] - [ESD[S]* 1/ K,
[ES] Ky + [ES][S] = [Eo] [S]

[ES] = [Eo] [S]/ (K, + [S]) V = Ky[ES]

V=K,y[Eo] [S]/ (K, + [S]) V = Viay = Ko[Eg]

V= Vina[S]/ (K + [S])



V = Vil ST/ (K + [S])

Kn+ [S]~S
V = Viax 0. rendu

V = 0,9V
0,5 Vimax = [S]Vmax/ [S] +KM
[S] +Ky=2 [S]

Kw= [S]
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Szubsztratkoncentracio




Akkor linearis az enzimreakci0, ha 0. rendi szakaszban mériink.

Ha nem linearis, akkor a mert enzimaktivitas nem aranyos a fehérje
mennyisegevel

Hogyan tudjuk ezt biztositani:

-Kelléen magas szubsztratkoncentracio (fél, egy nagysagrenddel a
Ky erték felett)

- a reakciotermek mennyisége meg eészrevehetoen ne befolyasolja a
reakcidsebességet



PH optimum: in vitro ervényes pH optimumot jelent

Pl.. alkalikus foszfatazoknal pH=10

Optimalis iondsszetétel: pH allando érteken tartasa miatt
pufferelni kell. Léteznek természetes pufferek (ezeket is magasabb
koncentracioban alkalmazzak)

Biztositani kell az aktivitashoz sziikséges ionok jelenlétet

Optimalis koenzimkoncentracio: Mindig az adott reakcio esetén
kell megtalalni az optimumot



A pH ¢s a homérséklet hatasa az
enzimreakciok sebessegere : Hédenaturacio

Optimal temperature for  Optimal temperature for

typical human enzyme enzyme of thermophilic
(heat-tolerant
bacteria

Rate of reaction —»
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(a) Optimal temperature for two enzymes

hémérséklet

Optimal pH Optimal pH
for pepsin for trypsin

Rate of reaction —»
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(b) Optimal pH for two enzymes

Copynight @ Fearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings




Optimalis homeérséklet

Kezdetben 25°C-ra allitottak az 6sszes enzimreakciot

~ kétszer lassabb reakci10, mint testhomérsékleten

-iddautomatika nelkiili fotométereknel eldny (3x1 perc)

- alacsonyabb koenzimkoncentracio

- alacsonyabb szubsztratkoncentracio

Hatrany: lassusag



Napjainkban 37°C-ra allitjak az automatakat

gyorsabb > lgy gyorsulnak a mérések tobbségét
kitevd szubsztratmeghatarozasok

Egyszerubb kivitelezni csak egytéle
hdmérsekleten kell mérni

Ez a legmagasabb meg denaturacié mentes mérési homerseklet.

Az automatak ma mar elore programozhatoak ¢s 10-15-20 sec-0s
meéresi 1d0kozokkel rendelkeznek.



Reakc101do: A legrovidebb 1d0, amely alatt a normalis felsd
hataranak megfeleld enzimaktivitasok még jol mérhetok.

-Linearis

- abszorbanciavaltozas hibahataron belil megadhato

Régen: 3x1 perc, ma joval révidebb, pl.: 10-15-20 sec



Kreatin-kinaz

Dimer szerkezetu: kb. 82 kDa

A monomerek nem rendelkeznek enzimaktivitassal

3 altipus:
1. lzom (M)

2. Agy (B)
3. Mitokondrialis (Mi)

M és B szabadon alkothatnak parokat, mindegyik aktiv



Vérplazma: dontd része MM tipusu, vazizom ertedetli

CK-BB: idegrendszeri, nincs igazan diagnosztikus ereje

Kiemelt szerep: CK-MB

A szivizomra jellemzd: szivinfarktus jellegzetes markere az
elzarodast koveto 3., 4. oratdl kezdve (azt megeldzoen szintje
alacsony)



Meghatarozasa

Kretin-foszfat + ADP -« = - Kreatin + ATP
~ hexokinaz ) )
ATP + glukoz - > glukoz-6-foszfat + ADP
Glukoz-6-foszfat + NADP™ < £9:7 D10 glukonsav-6-foszfat +
NADPH + H*

A =340 nm

Fontos: az enzim aktivitasahoz SH csoportjat redukaltan kell tartani
(a reagens redukalt tiolvegyuletet tartalmaz)



A CK-MB szelektiv meghatarozasa

CK-M alegyseg aktiv centruma elleni monoklonalis antitesttel

—

Aktivitas: CK-MB
CK-BB

A CK aktivitas 95%-a a CK-MM-tol szarmazik

|

lzomsérulés esetén igen magas is lehet



Szivinfarktus klinikai tiineteinek jelentkezését kovetoen 8-24
ora kozott az dssz-CK merese igen fontos

Kétszeres referenciaértek infarktus
mellett szol (300 U/l felett)

Kétséges eredmeny esetén kotelezo a
CK-MB izoenzim meghatarozas



y-kolinészteraz

Szerep: kolinerg szinapszisokban acetilkolin hidrolizise

|

gyors lecsenges

0sszetevol, €lettani szerepiik nem ismert

Maj pszeudokolin-eszteraz y Az extracellularis tér fiziologias
Szérum kolinészteraz

Gyakori 6rokletes hiénaKneAm jar egyutt klinikai jelekkel

Nagy sziuikseg nem lehet ra



Alkalikus foszfataz

pH optimum 10 kordl

Minden sejtben megtalalhato

Elettani szerep: csak sejthetd, szénhidtat, aminosav
transzportfolyamatban

Harom izoenzim:
- Intestinalis
- placentaris

- nem specifikus (csont, maj, vese granulocyta)



Onmagéaban nem értékelhetd
Normalisan emelkedett szintje fokozott csonteptiles eseten
Ertékelés gond nélkiil: mar diagnosztizalt esetekben
-cholestasis
-Paget-kd nyomon kovetes

Egyes esetekben elkertlhetetlen az izoenzimek meghatarozasa



Jelentdség: Narkotikumok mellett szukcinil-kolint alkalmaznak
Izomrelaxansként

Ezt az y-kolinészteraz bontja el

Enzim hianyaban, vagy alacsony szintje esetén az izomrelaxans
hatasa elh(zodik

\

1€gz01zmok benulasat okozhatja



ASAT, ALAT

ASAT: aszpartat-aminotranszferaz

ALAT: alanin-aminotranszferaz
Lokalizaciojuk

ASAT: mitokondrium, citoszol

ALAT: citoszol

ASAT/ALAT arany fontos diagnosztikai parameter
- >1 majsejt szétesés

- <1 permeabilitas fokozodas

T

llyenkor a mitokondrialis ASAT nem szabadul fel



ASAT
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Meghatarozas: a ketosavak redukciojaval



piruvat + NADH > L-laktat + NAD*

oxalacetat + NADH L-malat + NAD*

A =340 nm



Laktat dehidrogenaz, LDH

piruvat + NADH > laktat + NAD+

A =340 nm

51zoenzim

140 kDa
4 db 35 kDa alegység (2 kulonfele)
Sziv (H)

5 féle tetramer képzddik belole
Izom (M)

A vvt tele van LDH-val, hemolizalt mintabol nem lehet meghatarozni



Minden szovetsertles eseten emelkedik az LDH (szivinfarktus,
majsejt szétesés, hemolitikus anémia stb.)

Kuldnosen magas mononucleosis infectiosaban



