Enzymy



Cele ksztatcenia

» Zapoznanie z wiasciwosciami enzymow i
iIch znaczeniem dla prawidiowego
metabolizmu oraz diagnostyki klinicznej

» zapozhanie z witaminowymi
koenzymami i ich znaczeniem dla
prawidtowego dziatania enzymow



Efekty ksztatcenia

» Umiejetnosc wykorzystania wiedzy
enzymologicznej dla diagnostyki
laboratoryjnej — interpretacja uzyskanych
wynikow

» Zrozumienie metabolicznych

konsekwencji zmian aktywnosci enzymow

» Zrozumienie znaczenia witaminowych
koenzymow dla metabolizmu



Definicja
Swoiste biokatalizatory o budowie biatkowej,
ktore obnizajg energie aktywacji substratu

umozliwiajgc lub przyspieszajgc tym samym
przebieg reakdci



Podziaty

» ze wzgledu na budowe:

- proste
- 710Z0Nne — z grupg prostetycznag
- Z koenzymem



Podziaty.

» ze wzgdledu na funkcje:
/ Klas



Klasa 1

Oksydoreduktazy katalizujg reakcje
oksydo-redukcyjne. Transportujg elektrony i
protony pomiedzy utleniaczem i reduktorem



Klasa 2

Transferazy katalizujg przenoszenie
okreslonych grup funkcyjnych (-SH, -NH,,

-CH; pomiedzy poszczegolnymi zwigzkami



Klasa 3

Hydrolazy katalizujg rozktad roznych
Wigzan z udziatem czgsteczki wody:



Klasa 4

Liazy katalizujg odtgczenie grup od
substratu bez udziatu wody



Klasa 5

Izomerazy katalizujg reakcje
[zomeryzacji — przebudowa w obrebie
czgsteczki



Klasa 6

Ligazy (SYNTETAZY) — katalizujg
wytwarzanie wigzan pomiedzy atomami w
czgsteczkach substratow



Klasa 7

TRANSLOKAZY — biatka wspomagdajgce
przenoszenie jonow. lub czasteczek przez

btone komorkowa lub w jej zakresie (syntaza
ATP)



Nazewnictwo

» czterocyfrowy numer
» nazwy systematyczne tworzone wedtug katalizowanej
reakdji

OKsydoreduktaza alkohol:NAD

» Nazwy robocze (zwyczajowe)
dehydrogenaza alkoholowa

» nazwy historyczne



numer



Swoistosc enzymow

» Wzgledem katalizowanej reakcji

» wzgledem substratu



1.

4,

Mechanizm katalizy: enzymatycznej

Zetkniecie czgsteczek substratow z powierzchnig
czgsteczek enzymu

Oddziatywanie elektrostatyczne substratu z
enzymem prowadzgce do powstania wzbudzonej
formy kompleksu enzym — substrat

Zajscie reakcji enzymatycznej — kompleks enzym-
substrat ulega przeksztatceniu w enzym — produkt

Uwalnia sie produkt i wolny enzym



Kompleks enzym - substrat



Budowa centrum katalitycznego (aktywnego)

» miejsce wigzania substratu — grupy pomocnicze
(kontaktowe)
» miejsce katalityczne — grupy katalityczne



Modele centrum aktywnego

» Wg Fischera — , klucz i zamek™
» Wg Koshlanda — ,reka I rekawiczka™
» aktualny - posredni



Czynniki wptywajace na szybkosc reakcji
enzymatycznej

» temperatura
» stezenie jonow wodorowych
» potencjat oksydo-redukcyjny
» modulatory



Kinetyka enzymatyczna

Zajmuje sie zagadnieniami zwigzanymi z szybkoscig |
mechanizmem reakcji

Szybkosc reakcji v mierzymy zmiang stezenia ¢ reagujgcych
substancji (substratow lub produktow) w. jednostce czasu t.

Stata szybkosci reakcji (stata proporcjonalnosci k) —
zalezy od rodzaju reakcji chemicznej, warunkow jej
przebiegu i jest charakterystyczna dla danej temperatury.
Liczbowo rowna jest szybkosci takiej reakcji, w ktorej
stezenia wszystkich reagujacych substancji sg rowne 1
mol/l. Jest wyznaczana doswiadczalnie.



Reakcja wyrazona ogolnym rownaniem stechiometrycznym:
aA + bB < cC + dD

oraz rownaniem kinetycznym:




Klasyfikacja kinetyczna reakcji chemicznych

Rzad reakcji — suma wyktadnikow potegowych ze
stezenia reagentow. Wyktadniki te dobierane sa
doswiadczalnie, nie maja zwigzku ze wspotczynnikami
stechiometrycznymi. Rzad reakcji nie definiuje
mechanizmu reakcji, ale jest pomocny W rozwazaniach
0 mechanizmie reakcji.

Czasteczkowosc reakcji — wskazuje na liczbe
czgsteczek biorgcych udziat w danym procesie, nie
nalezy utozsamiac z rzedem reakgji.



Reakcje pierwszego rzedu

Takie, ktorych szybkosc oznaczona doswiadczalnie, zmienia
Ssie proporcjonalnie do stezenia jednej z reagujgcych
substancji

Okres pottrwania — jest to czas, po ktorym stezenie
substratu w wyniku reakcji zmniejszyto Sie 0 potowe W
stosunku do stezenia poczgtkowego. Nie zalezy od
poczgtkowedo stezenia substancii.




Reakcje drugiego rzedu

Takie, ktorych szybkosc oznaczona doswiadczalnie jest
proporcjonalna do iloczynu stezen dwoch reagujacych
substancji lub kwadratu stezenia jednego substratu.

Okres pottrwania jest odwrotnie proporcjonalny do
poczgtkowego stezenia substratu.




Reakcje trzeciego rzedu

Sg stosunkowo rzadkie, nalezg do nich te reakcje, ktorych
szybkosc oznaczona doswiadczalnie jest proporcjonalna
do iloczynu trzech reagujgcych substancji lub do trzeciej
potegi stezenia jednego substratu.

Okres pottrwania jest odwrotnie proporcjonalny do
kwadratu poczgtkowego stezenia




Reakcje zerowego rzedu

Przebiegajg z szybkoscig niezalezng od stezenia
reagujgcych substancji. Zalezg od stezenia enzymu.

Okres pottrwania




Przyktad

Pewien lek wyprodukowano w: styczniu 1992. Jezeli jego
rozktad przebiega zgodnie z kinetyka I rzedu to w jakim
czasie potowa leku ulegnie rozpadowi. Stata szybkosci k tej
reakcji wynosi 7,9 x 10 godz!




Stata Michaelisa

Jest to takie stezenie substratu, przy ktorym szybkosc
reakcji rowna sie potowie szybkosci maksymalnej. Jest
wartoscig charakterystyczng dla kazdego enzymu w
odpowiednich warunkach pH i temperatury. Okresla
powinowactwo enzymu do substratu.



Zgodnie z modelem Michaelisa — Menten reakcja katalizowana
przez enzym przebiega wedtug schematu:

Szybkosc wiasciwej reakcji enzymatycznej, czyli szybkosc
tworzenia i uwalniania produktu zalezy od stezenia kompleksu
ES i charakteryzuje jg stata szybkosci reakcji ks




Opisujgc kinetyke tak dziatajgcego enzymu Michaelis i Menten
oparli sie na nastepujgcych zatozeniach:

1. Stezenie kompleksu ES jest niezmienne w czasie. Zmianie
moze ulegac stezenie substratu, produktu, ale nie ES. Jezeli
szybkosc tworzenia kompleksu ES jest rowna szybkosci jego
rozpadu to:

A wprowadzajgc statg K.,

Otrzymujemy




2. Jezeli caty enzym jest w postaci ES, to dla danego
stezenia enzymu szybkosc osigga wartosc maksymalna:

Stad koncowe rownanie na szybkosc reakcji enzymatycznej
ma postac:




Inhibicje

» hamowanie kompetycyjne



Inhibicje

» hamowanie niekompetycyjne



Inhibicje

» hamowanie allosteryczne



Zhaczenie medyczne

» Toksycznosc — wiele zwigzkow wystepujgcych
naturalnie lub wytworzonych przez cztowieka jest
substancjami nieodwracalnie hamujgcymi
aktywnosc enzymatyczng, np. gaz bojowy sarin
hamuje acetylocholinesteraze.

» Wykorzystanie terapeutyczne - ZWigzKi
syntetyczne i naturalne sg wykorzystywane do
hamowania aktywnosci enzymow w celach
terapeutycznych:

Lowastatyna hamuje reduktaze HMG-CoA i obniza
stezenie cholesterolu

Penicylina hamuje transpeptydaze i ma dziatanie
antybakteryjne

Par?ylma hamuje monoaminooksydaze | ma
dziaranie hipotensyjne



Antykoagulanty
Heparyna — wigze sie z antytrombing III
zwiekszajac jej aktywnosc inhibitorowag
Hirudyna — naturalny inhibitor trombiny

Kumaryny — hamujg zalezng od witaminy K
v-karboksylaze reszt Gla w czynnikach
Krzepniecia

Fibrynolizyny

Streptokinaza — enzym [-hemolizujgcych
streptokokow rozpuszczajacy skrzep



Sposoby wyrazania aktywnosci enzymow

Jednostki enzymatyczne

» Jednostka standardowa (U) — taka ilosc enzymu,
ktora katalizuje przemiane 1 mikromola substratu w
ciggu 1 minuty w optymalnych warunkach

» Katal (kat) — taka aktywnosc enzymu, ktora
przeksztatca 1 mol substratu w ciggu 1 sekundy

» Aktywnosc wiasciwa — liczba U przypadajgca na 1 mg
biatka (w uktadzie SI — kat/kg biatka) —okresla stopien
czystosci preparatow enzymatycznych



Regulacja aktywnosci enzymow

» zmiany bezwzglednej ilosci enzymu

» zmiany wielkosci puli reagujacych
ZWigzkow

» zmiany katalitycznej sprawnosci
enzymu



Zmiany bezwzglednej ilosci enzymu

Bezwzgledna ilosc enzymu jest wypadkowa jego
syntezy | degradacji — procesami odbywajgcymi
sie niezaleznie i regulowanymi niezaleznie.

» induktory syntezy biatka enzymatycznego

» represory syntezy (np. sprzezenie zwrotne
przez produkt reakcji)

» obrot metaboliczny

» wptywy srodowiskowe — hormony, dieta

» synteza nieaktywnych prekursorow



Zmiany wielkosci puli reagujacych zwigzkow

Aktywacja lub' hamowanie aktywnosci
enzymu poprzez metabolity koncowe lub
posrednie — (indukcja enzymatyczna)



Zmiany katalitycznej sprawnosci enzymu

Zmiana aktywnosci enzymu bez zmiany stezenia
biatka enzymatycznego

» Kompartmentacja

» kompleksy wielkoczgsteczkowe

» koenzymy

» modyfikacje kowalencyjne —
fosforylacja/defosforylacja —kinazy/fosfatazy

» efektory allosteryczne




Modyfikacje kowalencyjne

» odwracalna fosforylacja reszt seryny,
tyrozyny, treoniny.

» odwracalna nukleotydacja

» proteolityczne ciecia — enzymy.
proteolityczne, krzepniecie Krwi



Efektory allosteryczne

» aktywatory i  inhibitory  zmieniajg
szybkosc reakdji enzymatycznych
kluczowych  enzymow  wplywajagc  na
regulacje szlakow metabolicznych

» hamowanie zwrothe — hamowanie przez
produkt koncowy szlaku zapobiegajgce
niepotrzebnemu  wytwarzaniu  nadmiaru
koncowego produktu



[zoenzymy:

To fizycznie odmienne formy o tej samej
aktywnosci katalitycznej.

Mogg wystepowac w roznych tkankach tego
Samego organizmu, W roznych typach komorek
lub w subkomorkowych kompartmentach.

Mogg rozniC sie ciezarem czgsteczkowym i
ruchliwoscig elektroforetyczna.

Oznaczanie IZ0Oenzymow. ma znaczenie

diagnostyczne — mogag byc charakterystyczne
Narzgdowo.



[zoenzymy.



Znaczenie diagnostyczne oznaczania aktywnosci
enzymow

» enzymy sekrecyjne — wydzielane do tozyska haczyniowego
(cholinesteraza, proteazy uktadu krzepniecia I fibrynolizy)
» enzymy. ekskrecyjne — wydzielane np. do swiatta przewodu
pokarmowego (amylaza, lipaza)

» enzymy wskaznikowe — wewnatrzkomorkowe — ich
aktywnosc rosnie w. czasie uszkodzenia komorek (AST,
ALT, LDH, CK)

Osocze — uzyskuje sie po odwirowaniu Krwi petnej pobranej
do probowki z antykoagulantem

Surowica — uzyskuje sie po odwirowaniu krwi pobranej do
suchej probowki



Niektore typowe przyczyny zmian aktywnosci
enzymow We Krwi

» zwiekszona proliferacja komorek i indukcja enzymow.
Zmiany W eliminacji enzymu

» zmiana przepuszczalnosci bton komorkowych. Uwalnianie
cytoplazmatycznych enzymow wskaznikowych

» utrudniony odptyw wydzieliny gruczotu zawierajgcej
enzymy sekrecyjne (np. cholestaza)

» rozpad komorek w wyniku procesu patologicznego
(uwolnienie enzymow wskaznikowych

» uposledzenie syntezy (spadek aktywnosci enzymow
gtownie sekrecyjnych w wyniku zniszczenia tkanki przez
proces chorobowy)



Aminotransferaza alaninowa (ALT)

Kwas glutaminowy + kwas pirogronowy. <>
Kwas a keto glutarowy + alanina

Wzrost aktywnosci wskazuje na rozlegte uszkodzenia
komorek, a nie zaburzenia funkcji narzagdu. Pojawia sie w
nastepujgcych przypadkach:

» nowotwory watroby, zapalenia trzustki, hemoliza in Vvitro |
In VIVO

» cholestazy watrobowe, marskosc watroby, leczenie duzymi
dawkami salicylanow:

» wirusowe zapalenie watroby, toksyczne uszkodzenia
watroby, niewydolnosc krazenia



Aminotransferaza asparaginianowa (AST)

Kwas glutaminowy + kwas szczawiooctowy: <>

Kwas o keto glutarowy + kwas asparaginowy

Wzrost aktywnosci pojawia Sie:

» marskosc watroby, zapalenia trzustki, hemoliza in vitro i in
VIVO

» choroby miesni szkieletowych, przewlekte zapalenie
watroby, zabiegi chirurgiczne, pasozyty, niedobor selenu i
witaminy E

» zawat miesnia sercowego, wirusowe zapalenie watroby,
toksyczne uszkodzenie watroby, nowotwory watroby,
intensywny wysitek u koni sportowych



[zoenzymy transaminaz



Amylaza

Hydrolizuje a 1,4-glikany zbudowane z co najmniej 3 reszt
glukozy. Najwiasciwszymi substratami sg jednak wielocukry.
nalezace do o-glikanow jak amylozy, amylopektyny: i glikogeny,
ktore sg metabolizowane do dekstryn — maltotriozy — maltozy
i niewielkich ilosci glukozy

Wystepuje oprocz trzustki w Sliniankach, watrobie i miesniach.
Jest oznaczana w diagnozowaniu chorob trzustki.

Wzrost aktywnosci amylazy we krwi powoduje jej wydalanie z
moczem przez nieuszkodzone ktebuszki nerkowe — mozna
monitorowac w moczu schorzenia trzustki.



Amylaza

Wzrost aktywnosci obserwuje sie:

» ostre zapalenie trzustki, niedroznosc jelit,
kwasica ketonowa w cukrzycy, niewydolnosc
nerek, hyperadrenokortycyzm, niedroznosc
gruczotow slinowych

Spadek aktywnosci
» martwica trzustki, rozlegte oparzenia, zatrucia
metalami ciezkimi



Lipaza

Katalizuje rozktad estrow glicerolu i kwasow ttuszczowych.
Potwierdza obecnosc procesu patologicznego w. trzustce.

Wzrost aktywnosci obserwuje sie:

» ostre zapalenie trzustki, nowotwory trzustki, choroby.
nerek, niedroznosc jelit

Hemoliza w badanej surowicy powoduje zanizanie wyniku
poniewaz hemoglobina hamuje aktywnosc lipazy



Dehydrogenaza mleczanowa (LDH)

Enzym cytoplazmatyczny wystepujgcy we wszystkich
komorkach — mozg, erytrocyty, miesien sercowy: (H),
leukocyty, nerki, watroba i miesnie (M), ptuca. Skfada sie z
4 fancuchow — typu M dla narzgdow majgcych mniejsze
zapotrzebowanie na tlen i typu H dla narzadow o nasilone;
przemianie tlenowej. Wyroznia sie 5 izoenzymow. tkankowo
specyficznych: M4; HM3; H2M2; H3M; H4.

Kwas mlekowy + NAD <> kwas pirogronowy + NADH,
Wzrost aktywnosci obserwuje sie:

» choroby watroby, niedokrwistosc hemolityczna, biataczka,
choroby miesni szkieletowych, zapalenie ptuc, zawat
miesnia sercowego, dtugotrwaty stres



Izoenzymy LDH



v Glutamylotranspeptydaza (GGT)

Katalizuje przeniesienie grupy y-glutamylowej z donora na
odpowiedni akceptor. Donorami mogg byc glutation lub y-
glutamylowe peptydy a akceptorami glicylo-glicyna, o
aminokwasy oraz substraty y-glutamylowe

v-guA+A —> ygluA +A
Wystepuje w nerkach, watrobie, komorkach drog zotciowych,
trzustce, jelitach. Nalezy do enzymow indukowanych — np.
przez barbiturany, estrogeny, alkohol

Wzrost aktywnosci obserwuje sie:

» cholestazy wewngtrz- i pozawgtrobowe, ostre i przewlekte
zapalenia trzustki, ostre zapalenie watroby, choroba
wrzodowa okreznicy, po leczeniu kortykosterydami u psow



Fosfataza zasadowa

Katalizuje hydrolize monoestrow ortofosforowych:
R-O-PO,H, + H,0 — R-OH + H.PO,

Izoformy stwierdza sie w watrobie, kosciach, jelitach,
lozysku, nerkach i sledzionie

Wzrost aktywnosci fosfatazy zasadowej obserwuje sie:

» zoftaczka zastoinowa, wirusowe i toksyczne zapalenie
watroby, marskosc watroby, biataczka szpikowa,
nowotwory kosci, osteomalacja, krzywica, po leczeniu
glikokortykosterydami, hiperadrenokortycyzm u psow,
niewielki wzrost w ztamaniach kosci



Fosfataza kwasna

Enzym lizosomalny — optimum pH 5. Izoformy
pochodzg z gruczotu krokowego, watroby,
nerek, erytrocytow, Sledziony i osteoklastow

Wzrost aktywnosci fosfatazy kwasnej obserwuje

sie:

» rak prostaty, nowotwory ztosliwe kosci, hemoliza
In Vitro I in Vivo, zniszczone ptytki krwi,
pierwotna nadczynnosc przytarczyc

Hemoliza przeszkadza w 0znaczeniu.



Kinaza kreatynowa (CK)

Enzym cytoplazmatyczny i mitochondrialny.
Najwiecej enzymu jest w miesniach (M),
mozgu (B), sercu (MB), jelitach. Istniejg 3
izoenzymy specyficzne tkankowo — CK-MM; CK-
BB; CK-MB.

Katalizuje przeniesienie grupy fosforanowej z ATP
na kreatyne z wytworzeniem fosfokreatyny i ADP

Kreatyna + ATP <« fosfokreatyna + ADP

Wzrost aktywnosci obserwuje sie:

» urazy tkanki miesniowej, zawat miesnia
sercowego, postepujgce zwyrodnienia miesni,
zatrucia np. strychning czy tlenkiem wegla



Cholinesteraza (pseudocholinesteraza)

Enzymy katalizujgce hydrolize estrow. choliny do choliny i
odpowiedniego kwasu ttuszczowego. Najwazniejsze sa:

» acetylocholinesteraza uktadu nerwowego i erytrocytow,
rozktadajgca acetylocholine

» pseudocholinesteraza, produkowana w watrobie |
uwalniana do krwioobiegu.

Aktywnosc obniza sie u 0sob narazonych na staty kontakt z
pestycydami, ktore blokujg enzym

Hemoliza przeszkadza w oznaczeniach



Dehydrogenaza glutaminianowa

Enzym mitochondrialny obecny gtownie w hepatocytach.
Aktywnosc jest wyzsza u mezczyzn niz kobiet.
Nalezy do , profilu watrobowego” badan diagnostycznych.
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