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Základní charakteristika enzymu

• Enzymy svou terciální (a kvarterní) strukturou umožňují přeměnu 

substrátu na produkt bez působení extrémních reakčních podmínek 

(vysoká teplota, tlak)

• Jednoduché enzymy a složené enzymy (apoenzymy, bílkoviny a 

koenzymy, vitaminy, NAD+, ATP nebo vazba prostetické skupiny)

• Specifičnost substrátu dána vazebnou doménou enzymu, tedy 

strukturou aktivního místa

• Oxidoreduktázy, transferázy, hydrolázy, lyázy, ligázy, izomerázy, 
translokázy



Interpretace zjištěného množství 

enzymu v biologickém vzorku

• Porovnání s referenčními (fyziologickými) hodnotami

• Vyšší kat/l (= katalytická aktivita enzymu)           př. CK-MB

Vyšší exprese genu pro enzym v dané tkáni/buněčné linii                          

Vyšší množství funkčního enzymu v             

biologické tekutině uvolněného z rozpadlých buněk

• Vyšší mg/l enzymu                                                 př. CK-MB mass

Vyšší exprese funkčního nebo nefunkčního enzymu

Vyšší podíl uvolnění funkčního enzymu nebo jeho 

podjednotek, fragmentů do tekutiny



Stanovení katalytické aktivity enzymů

• Uspořádání: biologický vzorek obsahuje stanovovaný enzym

• Reagencie v laboratoři obsahují substrát, pufr

• Detekční systém měří absorbanci roztoku v kyvetě -
absorbance při reakci roste, klesá

• Změna absorbance se týká přímo substrátu, produktu, 
koenzymu reakce, produktu druhé a další spřažené reakce

Michaelisova konstanta (Km), je to taková koncentrace substrátu, při 
níž probíhá enzymová reakce rychlostí, rovnající se polovině maximální
možné rychlosti (vliv teploty, pH, aktivátorů, Ca2+…)

V reagenciích bývá zpravidla 10x vyšší koncentrace 
substrátu než odpovídá Km, je tím zaručena 
kinetika reakce nultého řádu a maximální   
rychlost v reakčním čase v různých vzorcích
Produkt bývá okamžitě odčerpáván pro 
spřaženou reakci



Vyšetření katalytické aktivity ALT v krevním séru

Krevní sérum s ALT katalyzuje 

přeměnu substrátů na produkt během 

15 minut při 37 °C
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V sérii vzájemně navazujících reakcí dojde 

ke změně barevného NADH na bezbarvý NAD+  
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Fyziologické a patologicky vysoké hodnoty ALT 

▲A 
 ▲t

=  x ukat/l

Měřící rozsah kinetické enzymové metody: 0 - 10 ukal/l

V oblasti Km není průběh reakce závislý na koncentraci S a P

Moment přídavku koenzymu NADH



Množství substrátu enzymu do reakční nádoby 
určíme z hodnoty Km pro daný enzym

• https://www.brenda-enzymes.org
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Různé podmínky stanovení katalytické 
aktivity enzymu ve světě !!!



Nejdůležitější příklady stanovení katalytické 
aktivity enzymů v klinické praxi

AST intracelulární zdroj svaly, erytrocyty, játra             strukturní poškození

(IC)                        (65% mitochondr.)

ALT IC                     zejména játra, méně svaly                         strukt.

CK IC                     svaly    izoenzym CK-MB !!!                       strukt.

LD                       IC                     mnoho tkání, tetramer H a M                  strukt.

GMT (GGT)       IC                   v krvi jaterní buňky, žlučovody                   strukt.

v moči tubulární enzym ledvin

GMD                  IC                  mitochondriální hepatocytů strukt.

ALP                     IC                  žlučovody, kost, placenta – isoEE strukt. 

ACP                    IC            prostata (tartrát lab.), osteoklasty, ery, tro strukt.

AMYL                EC                 slinné žlázy a pankreas  izoformy strukt. 

Lipáza               EC                                 pankreas                                          strukt.

CHE                   EC             pseudocholinesteráza z jater                         funkční pošk.



Struktura přednášky

1. Stanovení katalytické aktivity enzymů v klinické praxi

2. Možnosti získání enzymů pro diagnostiku a léčbu

3. Enzymy v přípravě substrátu pro jeho následné vyšetření

4. Klinická stanovení specifických substrátů enzymaticky

5. Enzymy jako způsob obecné vizualizace analytů



Jak získat čistý enzym pro stanovení substrátu (I)

• Rekombinantní techniky s expresními 
vektory = > bakteriální hostitelé genu 
nebo nižší houby, kvasinky, možnost 
GMO

• Přirozený původ = rostliny, živočišné 
druhy

• Osmotická lýza, sonikace, mechanická 
homogenizace buněk

• Opakované zamrazení-rozmrazení

• Odstranění NK a buněčné debris

• Precipitace bílkovin (salting out, 
rozpouštědla) a dialýza (odstranění solí) 
nebo ultrafiltrace



• Purifikace - iontoměničová chromatografie pryskyřice podle 
hodnoty pI enzymu nebo gelová filtrace nebo afinitní 
chromatografie s navázaným substrátem nebo inhibitorem na 
kolonu

• Čistota enzymu až 95 %

• Dodávky v roztocích, lyofilizáty nebo vázané na PEG kvůli možné 
alergizaci

• Imobilizace: agar, aktivní uhlí, iontoměniče, membránové 
systémy (viz POCT).

Jak získat čistý enzym pro stanovení substrátu (II)



Příklady enzymů produkovaných 
biotechnologicky pro klinickou diagnostiku



Jak u enzymů vyjadřovat jejich množství

• Purifikovaný lyofilizovaný enzym:                         mg
• Rozpuštěný purifikovaný enzym v roztoku:         mg/ml    mg/5 ml…

• mg nebo mg/l enzymu tam budou i po převaření (!!!), jde o odhad koncentrace 
bílkoviny biuretovou reakcí nebo jinou metodou (imunochemicky protilátkou, HPLC-MS)

• Množství aktivního enzymu se odhaduje funkčními zkouškami – po přidání substrátu 
jeho přeměnou za definovaných podmínek (teplota, pH, pufr, čas, aktivátory, detekce 
produktu)

• Množství aktivního enzymu závisí na výrobní šarži, transportu, uložení, exspiraci…
• Množství aktivního enzymu se vyjadřuje v kat/l nebo v mezinárodních jednotkách (U, 

IU/l) 

• kat/l = takové množství enzymu, které katalyzuje přeměnu 
1 molu substrátu za 1 s, a to za definovaných podmínek  

• U, IU/l = byla definována obdobně, ale vztahovala se na přeměnu 
1 molu substrátu za 1 min 
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Enzymy jako součást reagencií pro 
úpravu vyšetřovaného substrátu

• Lipidy

lipoproteinová lipáza:      hydrolýza TAG na MK a glycerol

cholesterol esteráza:        hydrolýza esterifikovaného CHOL 

• Proteiny

ribonukleázy:                    uvolnění proteinů, snížení viskozity směsi

• Nukleové kyseliny 

proteinázy:                        rozbití komplexů proteinů a NK

restriktázy:                        zkrácení DNA před sekvenováním

DNA ligázy:                        rekombinantní DNA molekuly

DNA polymerázy:             zdvojení řetězce a oprava DNA

reverzní transkriptázy:    tvorba komplementární DNA (cDNA)
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Enzymy pro vyšetření biochemického substrátu

• Enzym zde slouží ke stanovení substrátu díky své specifičnosti

• Zpravidla přímo nevzniká barevný nebo jinak viditelný produkt

• Spřažení dvou či více enzymových reakcí

• Zabarvení se generuje:

• Vznikem finálního komplexu (přes peroxid vodíku)

• Změnou oxidačního stavu koenzymu (NADH, NAD+)

• Výhody: specifičnost reakce, žádná agresivní chemická činidla či 
přísné fyzikální podmínky, nemusí se upravovat biologický 
vzorek, snadná automatizace a rychlost reakce do hodiny

• Nevýhody: vyšší cena oproti chemickým reakcím (kreatinin, 
bilirubin…), instrumentální zařízení (BCH analyzátor)



Klinická stanovení substrátů enzymaticky

• Uspořádání: biologický vzorek obsahuje substrát

• Reagencie v laboratoři obsahují enzym, pufr

• Detekční systém měří absorbanci roztoku v kyvetě -
absorbance při reakci roste, klesá

• Změna absorbance se týká přímo substrátu, produktu, 
koenzymu reakce, produktu druhé a další spřažené reakce

 

V reagenciích bývá zpravidla vysoké množství 
enzymu, koncentrace substrátu ve vzorcích je 
tím pádem mnohem nižší než odpovídající 
Km, je tím zaručena kinetika reakce prvního 
řádu a její linearita v reakčním čase v různých 
vzorcích

Pracovní rozsah 

vyšetř. metody



Příklady stanovení substrátů v KBCH

• Oxidace substrátu za vzniku H2O2 a následného barevného komplexu

glukóza (enzymy glukosooxidáza a peroxidáza)

glycerol-3-fosfát (enzym G-3-P oxidáza) při stanovení TAG

cholesterol (enzym cholesteroloxidáza)

kyselina močová (enzym urikáza)



Příklady stanovení substrátů v KBCH

• Redukce ketokyseliny za vzniku oxidované formy NAD+/NADP+ 
a vymizení barvy

oxalacetát, pyruvát (enzymy malátdehydrogenáza a LDH)

kreatinin (LDH po sérii reakcí od kreatininu a tvorbě pyruvátu) 

amoniak (enzym glutamátdehydrogenáza)

močovina (enzym glutamátdehydrogenáza po převodu 
močoviny na amoniak ureázou)



POCT a membránově vázané enzymy 

pro elektrochemické stanovení substrátů 

Biosensors = self-contained integrated devices which 
incorporate a biological recognition component 
(usually an immobilized enzyme) and an 
electrochemical detector (known as a transducer).
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Enzymy jako způsob obecné vizualizace analytů

• Enzymy díky své specifičnosti hrají také 
významnou úlohu v imunochemických a 
molekulárně biologických vyšetřeních 

• Sendvičové uspořádání testování

• Nejstarší aplikace jsou známy jako ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assays) 



ELISA

• Enzym je vázán do komplexu s primární/sekundární 
protilátkou, po odmytí nespotřebovaných komponent a 
přidání substrátu dochází díky enzymu ke vzniku barevného 
produktu

• Křenová peroxidáza

• Alkalická fosfatáza

• Luciferáza



Systémy s křenovou peroxidázou

• monoclonal horseradish peroxidase (HRP)

• TMB (3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine)



Strategické cíle systémů s křenovou 
peroxidázou



Systémy s alkalickou fosfatázou

Alkaline phosphatase labeled antibody-

based electrochemical biosensor for sensitive 

HE4 tumor marker detection

Plasmonic ELISA based on the 

controlled growth of silver 

nanoparticles



Novější systémy s ALP pro 
automatickou ICH analýzu

Dioxetan a jeho deriváty Umbelliferon



Systémy s ALP v molekulární biologii

• Reverzní blotting (Innolipa nebo ViennaLab) pro detekci amplikonu PCR značeného 
biotinem

• NBT nitro-blue tetrazolium and BCIP 5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate

RNA viru HPV



Systémy s ALP v molekulární biologii



Systémy s ALP v molekulární biologii



Závěry

1. Kinetické stanovení enzymů patří mezi základní vyšetření v KBCH a 

slouží k potvrzení strukturního a funkčního poškození tělesných orgánů

2. Produkce purifikovaných enzymů (včetně referenčních vzorků) se dnes 

provádí téměř výhradně biotechnologicky (rekombinantními technikami)

3. Enzymy významně pomáhají v preanalytické fázi vyšetření 

biochemických analytů, včetně vyšetření DNA

4. Vyšetření substrátů v KBCH enzymaticky je sice dražší než klasické 

chemické vyšetření, ale je snáze automatizovatelné a specifičtější

5. Enzymy společně s fluorofory slouží v citlivé detekci imunochemických 

analytů v roztoku, na pevném podkladu i jako součást 

elektrochemických biosenzorů
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