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Az enzimek biokémial
sajatsagai
Enzimek - Fehérjék
AKktivitas: poszttranszlacios modosulasok
prosztetikus csoportok
aktivacios mechanizmusok
(proteolizis, karboxilacio, stb)

inaktivacios mechanizmusok

(proteolizis, antiproteaz, stb)



A vérplazma enzimeli eredetuk
szerint

Eredet: sejtalkoto (transzaminaz, glikolizis,
kreatin kinaz, stb)
termek (alvadasi faktorok, pszeudo-
kolinészteraz, amilaz, stb)

AKktivitas valtozasa szoveti karosodaskor
sejtalkoto - emelkedés

termek - csokkenés



Miért vannak enzimek a
vérplazmaban?

* Funkciot toltenek be (termékek)

 Normalis sejt turnover (apoptozis,
ujdonképzodés) soran keriilnek bele

(termék + sejtalkoto)



A maj mikro-szerkezete,
a bekeriulés utjai




Mitol fugg a referencia
tartomany?

* Szintézis sebessége - szekreécio
* Vérellatas

« Sejt turnover - életkor!

* Izoenzimek jelenléte

* Terhesség
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Enzimek felosztasa

Oxidoreductases (EC Class 1)
Transfer electrons (RedOx reactions)\

Transferases (EC Class 2)
Transfer functional groups between molecules
Hydrolases (EC Class 3)
Break bonds by adding H20
Lyases (EC Class 4)
Elimination reactions to form double bonds
Isomerases (EC Class 5)
Intramolecular rearrangements
Ligases (EC Class 6)

Join molecules with new bonds



Az enzimek kimutatasi
lehetoségei

Enzimek - Fehérjék
Fehérje - specifikus antitest (tomeg/térfogat)
nem mond semmit az aktivitasrol!
AKktivitas - funkcionalis proba (szubsztrat,
detektalo reakcio, IU/1 v. kat/])

nem mond semmit a koncentraciorol!



EgQy “egyszeri” enzim reakcio
C&FF5.6

woyj €002 ®

YIOMSPEB - UOS!

N
>~
—
. -
O
o
—_—
v
>
g
~
et
o=
—
O
]
&

p—Nitrophenylacetate ——>
concentration [S

A plot of velocity, v, versus substrate A plot of velocity, v, versus enzyme
[S] is a rectangular hyperbola (may ~ concentration, ['Sft] Is linear —we say
be sigmoidal for a complex enzyme)  the reaction is 1% order in E




v versus [S] enzim reakcioban

© 2003 Thomson - Wadsworth
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Zero-order kinetics
(rate does not depend
on concentration

of substrate)

First-order kinetics
(rate depends on
concentration of
substrate)
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Substrate concentration |S| ——
[E] i1s held constant. Shows how nature of kinetics changes
as [S] increases



A Michaelis-Menten egyenlet

K., IS the Michaelis constant.
V.. IS the maximum velocity

[S] Is the substrate concentration
Fits the hyperbolic shape of curve



A Km értelmezése egyszerien
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« Look at what happens

when v=V_./2:
B Vmax/ 2 = Vmax [S]/ (Km + [S]
— orK,_ +[S] =2[S]
i Km = [S]
 |In other words we may
think of K as the substrate
concentration at half

maximal velocity
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A Michaelis-Menten egyenlet
ertelmezese

Combination of 0-order and 1st-order kinetics
« When [S] is low, the equation for rate is 1st order in S —
linear relation between [S] and v
— V= (V../K)[S] = constant x [S]
* When [S] is high, the equation for rate is 0-order in S: v
IS Independent of [S]

— V=V, = constant
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Enzimaktivitas mérésének
kovetelményei

Aktivitas mérése: optimalt, kinetikus modszerrel!
S>>K,, (kb.20x)

pH, kofaktorok, homeérséklet

indikator reakcio, kapcsolt reakcio

kinetikus detektalas, linearitas ellenorzese

0-ad rendu reakcio!



Plazma enzimaktivitas
mérésének célja
Szoveti karosodas jelzése
Szoveti karosodas mértékének becslése

Szoveti karosodas eredetének vizsgalata

Inhibitorok, gyogyszerek, mérgek
hatasanak Kimutatasa

Egy-egy szerv allapotanak megitélése
Terapia kovetése



Termék enzimek vizsgalata

* Véralvadasi faktorok: bonyolult kaszkad,
funkcionalis/aktivacios proba/monitoring
» Pszeudo-kolinészteraz: szintézis valtozas
inhibicio (mérgezés)
 Emészto enzimek (lipaz, amilaz, tripszin)

A hasnyalmirigy paradoxon!



A hasnyalmirigy paradoxon!

Akut karosodas

Szoveti karosodas jelzése? - igen

Szoveti karosodas mertéke? - nem

Szoveti karosodas eredete? - IS
izoenzim vizsgalat!

Terapia kovetése? - IS

Kiegészito vizsgalatok? - sziikségesek

Vizelet vizsgalata? - is, makroamilaz



Sejtalkoto enzimek vizsgalata

Szoveti karosodas jelzése? - igen

Szoveti karosodas mértéke? - igen/nem

Szoveti karosodas eredete? - részben
izoenzim vizsgalat!

Terapia kovetése? - igen

Kiegészito vizsgalatok? - sziikségesek

Mintavétel idozitése - fontos

Szerv funkciojanak megitélése - részben



Mitol fugg a referencia
tartomany?

* Szintézis sebessége - szekreécio
* Vérellatas

« Sejt turnover - életkor!

* Izoenzimek jelenléte

* Terhesség
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Referencia tartomany valtozasa
egeszsegesekben: alkalikus foszfataz

upper limit of
—— adultnormal
range




Mitol fugg a sejtalkoto bekeriulésének
sebessége patologias allapotban?

« Sejt turnover (pl. daganat)

* Sejt energetikai allapota (oxigénhiany,
metabolikus blokk, stb)

* Szovet vérellatasa

 Enzimek sejten beliili kompartmentalizacioja



Szoveti karosodas monitorozasa:
szivinfarktus

serum enzyme =z :
activity (x upper Szivizom troponinek!!

limit of normal)

e L EF I 3
T 2845686 7 89510

time after onset of chest pain (days)

— creatine kinase-MB ... creatine kinase—total
aspartate transaminase — «- hydroxybutyrate dehydrogenase




Alkalikus foszfataz 1zoenzimek
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Izoenzim vizsgalatok analitikai
lehetoségei

Elektroforetikus elvalasztas - elohivas

Szubsztrat preferencia Kihasznalasa
Specifikus gatlas: antitesttel (CK-MB)
hovel, lektinnel (AP)
Kvantitativ fehérje meghatarozas:
immunoesszé (AP, PSA, NSE)



