Enzymaktivitdtsbestimmung 1

Die Existenz des Lebens ist an die biologische Aktivitdt von Enzymen gebunden. Enzyme erméglichen
bei 37°-C Reaktionen, die ohne sie nicht méglich wiren. Sie setzen die zur Reaktion benétigte Energie
herab und beschleunigen so die Reaktion. Sie aktivieren andere Enzyme und 16sen Reaktionskaskaden
aus: Blutgerinnung, Apoptose oder Zellzyklus).

Carboanhydrase erzeugt bei einem Druck von nur 5 kPa Kohlenstoffdioxid 1,2 mmol Kohlensdure pro
Liter Blut. Lediglich 0,2 % Kohlensédure entstehen bei der spontanen Reaktion von Kohlenstoffdioxid mit
Wasser bei 25°-C und einem Druck von 101,3 kPa. Die Bedingungen sind zwar nicht vollstidndig vergleich-
bar, doch stehen hier 6,2 % (1,2 mmol/l) und 0,2 % gegeniiber. Die Carboanhydrase erzielt bei diesem Ver-
gleich eine 31-mal hohere Ausbeute.

Die Carboanhydrase (CAH) gehort zu den Enzymen mit dem hochsten Substratumsatz. Ein Mol CAH
kann in der Sekunde eine Million Reaktionen katalysieren. Der Substratumsatz wird auch als Wechselzahl
bezeichnet. Fiir ein Isoenzym der CAH wurde die Wechselzahl von 600 000 nachgewiesen.
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Enzymologische Begriffe

Holoenzym, Apoenzym, Koenzym, prosthetische Gruppe, Substratbindungsstelle und aktives Zentrum

Holo (gr. ganz scheidend) steht fiir das gesamte Enzym. Der Begriff Enzym wurde von Kiihne in die
Sprache eingefiihrt und nimmt Bezug auf die Tatsache, dass der Inhalt von Hefezellen biologisch
aktiv ist (Enzym: in Hefe) und keine lebenden Hefezellen fiir eine Garung notwendig sind.

Mit Apoenzym wird der proteinire Teil bezeichnet und die Abgrenzung zum Koenzym vorgenommen.
Nicht jedes Enzym benétigt ein Koenzym. Das bekannteste Koenzym ist NADH. Koenzyme sind hel-
fende Werkzeuge fiir die benotigte Reaktion und haben eine nichtproteindre Struktur. Das Apoenzym
bedient sich des helfenden Werkzeuges bei Bedarf. Eine stindige Verbindung der beiden Anteile des
Holoenzyms ist deshalb nicht erforderlich.

Ist die Verbindung zwischen Apoenzym und der reaktionsbestimmenden nichtproteinédren Struktur fester
Natur, so wird diese mit prosthetischer Gruppe benannt. Wichte Vertreter sind ATP und Ham.

Die Substratbindungsstelle kann fiir ein Substrat ausgelegt sein oder wie bei der Carboanhydrase fiir zwei.
Mit der Substratbindungsstelle entsteht der Enzym-Substrat-Komplex und damit die Grundlage fiir das
Senken der Aktivierungsenergie. Die Carboanhydrase bringt Kohlenstoffdioxid und Wasser so dicht zusam-
men, dass diese reagieren.

Wie spezifisch die Bindungsstelle fiir das Substrat sein kann, zeigt die Glucokinase, die nur Glukose und
keinen weiteren der sieben isomeren Sechserzucker bindet. Dagegen sind die Isoenzyme der Lactat-Dehy-
drogenase weniger substratspezifisch. Einige von ihnen binden neben Lactat auch andere Substrate wie
Hydroxybutterséure.

Das aktive Zentrum bestimmt die chemische Natur der Reaktion und fiihrt zu einer Klassifikation der
Enzyme wie beispielsweise Oxidoreduktase, Transferase oder Hydrolase. Die Carboanhydrase benutzt
im aktiven Zentrum fiir die Katalyse ein Zinkion. Das Zinkion ist ein Kofaktor und kein Koenzym.



Substratspezifitit der Glucokinase

An der Substratbindungsstelle wird nur die Glukose umgesetzt. Der Vergleich der Isomere
verdeutlicht, wie spezifisch die Substratbindungsstelle arbeitet.
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Das Wesen der Katalyse

Enzyme senken die Energie, die der Reaktion den Anstof3 verleiht. Erst wenn die Reaktionspartner mit
ausreichender Energie (angeregter Zustand) aufeinander treffen, konnen sie reagieren. Dafiir ist zumeist
eine hohere Temperatur notwendig. Durch das Herstellen des Enzym-Substrat-Komplexes findet die Re-
aktion auch bei geringerer Temperatur statt.
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Die enzymatische Reaktion wird in zwei Schritte geteilt. Im ersten entsteht der Enzym-Substrat-Komplex
und im zweiten zerfillt dieser in das Enzym und Produkt. Im Enzym-Substrat-Komplex wird die rdumliche
Anordnung der Reaktionspartner so gestaltet, dass die Reaktion weniger Anregungsenergie bedarf. So be
schleunigen Enzyme die Einstellung des Gleichgewichts um den Faktor 10° bis 10*’. Zu beachten ist, dass
Enzyme nur die Reaktionsgeschwindigkeit und nicht das chemische Gleichgewicht verdndern.

V;
E+S <€— ESKY%p E+P

Vi

Wie die Reaktionsgleichung zeigt bestehen drei Reaktionsgeschwindigkeiten (v). Fiir den Enzym-Substrat-
Komplex bestehen zwei Moglichkeiten fiir den Zerfall. Mit der Geschwindigkeit (v.1) zerfillt er in E und S
und mit der Geschwindigkeit (v, ) in E+P. Dabei ist (v_;) wesentlich hoher als (v,). Wenn fiir die Reaktion
gilt (v,) << (v,), dann kann (v,) vernachldssigt werden, wenn der Zustand des Enzym-Substrat-Komplexes
untersucht wird. In der nachstehenden Gleichung wird die Geschwindigkeit (v) durch die Zerfallskonstante
(k) ersetzt. )

Uberfithrung in das Massenwirkungsgesetz
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Einfluss der Substratkonzentration auf die Enzymaktivitit

Der Zerfall des Enzym-Substrat-Komplexes durch (k_;) in Enzym und Substrat fiihrt zu einem Gleichge-
wicht, das durch Erh6hung der Substratkonzentration verédndert werden kann.
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Zu Beginn der Reaktion besteht eine enge Beziehung zwischen Enzymaktivitit und Substratkonzentration
(v~S). Durch Einfiigen der Reaktionskonstanten (k) ergibt sich v= ke S, eine Steigerung der Substratkon-
zentration bedingt eine Steigerung des Substratumsatzes pro Zeiteinheit (v).

A
(V) | Produkte pro Zeit
Vmax L
Vmax |
2
Sattigung R
. o L o (S) Substrat-
(v) ist abhdngig von S (v) ist konstant und unabhéngig von S Konzentration
— 1
v=k (S)
Reaktion 1. Ordnung Reaktion 0. Ordnung
(v) ist eine Funktion von S (v) ist eine Funktion der Enzymaktivitat
enzymatische
Substratanalyse

Wenn jedes Enzymmolekiil mit einem Substratmolekiil verbunden ist, dann ist die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit erreicht und eine weitere Zugabe von Substrat hat keinen Einfluss
auf das Gleichgewicht und die Geschwindigkeit der Reaktion.



Enzyme und Substratanalyse

In der Klinischen Chemie werden zahlreiche Enzyme zur Analyse von Substraten verwendet. Mit
Urease wird der Konzentration des Harnstoffs ermittelt. Urikase ermoglicht die Analyse der Harn-
sdure und mit Glukoseoxidase wird die Blutglukose gemessen.

Bei einer enzymatischen Substratanalyse wird das Enzym im Uberschuss verwendet, sodass eine
lineare Beziehung zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Substrat besteht. Durch das Verwenden
einer Vergleichslosung wird die Konzentration im Untersuchungsmaterial berechnet. Aus wirtschaft-
licher Sicht ist die Erzeugung eines Farbkomplexes und anschlieBende fotometrische Messung bei
der enzymatischen Substratanalyse weit verbreitet.

Gegeniiberstellung

enzymatische Enzymaktivitits-
Substratanalyse bestimmung

Uberschuss Uberschuss
Enzym Substrat
Substratumsatz Substratumsatz
vollstidndig teilweise

Messmethode Messmethode

Endpunkt- kinetische
messung Messung
kinetische
Messung

Michaelis-Menten-Gleichung

Die Gleichung der Enzymkinetik ermdglicht fiir jede Substratkonzentration die entsprechende Reaktions-

geschwindigkeit zu berechnen, wenn (v, ,, ) und (K ,) bekannt sind.

Die Gleichung beschreibt die Substratkonzentration, bei der die Enzymmolekiile zur Hélfte Substrat

gebunden haben und die Reaktionsgeschwindigkeit gleichfalls die Halfte der Maximalgeschwindigkeit
erreicht hat.



K ist ein MaB fiir die Affinitét zwischen Enzym und Substrat. Hohe K, -Werte stehen fiir eine geringe
Affinitdt und geringe Reaktionsgeschwindigkeit.

Als allgemeiner Standard fiir die Messung der Enzymaktivitit gilt, dass wahrend der Messung nicht
mehr als 20 % des Substrates verbraucht wird, um im linearen Bereich zu arbeiten (v=k S).

Getibte Praxis ist es, bei der 10-fachen Konzentration von K, zu arbeiten.
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Die Gleichung in Worten:
v S (v) geteilt durch (via) ist gleich dem Substrat (S) geteilt durch K, plus
Voo K+ S das Substrat (S), das fiir das Erreichen der maximalen Reaktionsgeschwin-
max M digkeit notig ist.

Mit der Gleichung kann die Substratmenge berechnet werden, bei der die Maximalgeschwindigkeit der
Reaktion zur Hilfte erreicht ist. Hier ist die Hélfte des Enzyms mit Substrat verbunden. Das Freisetzen
des Produkts (v, ) bringt das Enzym zuriick in den Enzym-Substrat-Komplex und es kann erneut Substrat
binden. So entsteht der Kurvenverlauf der Hyperbel und eine Verdoppelung von K, kann nur zur Steiger-
ung der Geschwindigkeit, nicht aber zur Maximalgeschwindigkeit fithren.

Vi

E+S <_i ESK—> E+P

, o
. .
------
------
---------

............................



Enzymaktivititsbestimmung 7

Bestimmung der Enzymaktivitét

Die in der klinischen Chemie zu untersuchenden Enzyme sind proteinirer Natur. Nichtproteinére
Enzyme wie RNA-Asen sind aktuell nicht in der Routinediagnostik verordet.

Die Methodik erfordert die Eigenschaften der Enzyme zu beachten. Dazu gehoren pH-Optimum,
Ionenart und Ionenkonzentration, Temperatur, Stabilisatoren und Substratiiberschuss.

In der Klinischen Chemie ist die Unterscheidung der Enzyme nach ihrer Lokalisation von Bedeutung.
Die Differenzierung nach Zellenzymen, Enzymen des Blutplasmas und Exkretionsenzymen hat sich
als praktikabel erwiesen.

Zellenzyme

Zellenzyme gelangen bei physiologischen und pathophysiologischen Vorgidngen in das Blutplasma.
Der geordnete Zelltod (Apoptose) fithrt zum Ubertritt eines geringen Teils der Enzyme ins Binde-
gewebe und von dort ins Blut. Von Bedeutung sind die kurzlebigen Granulozyten, die im Bindegewebe
zugrunde gehen: rund eine Million pro Sekunde. Fast alle Enzyme werden deaktiviert. Das Haupt-
enzym, die Leukozytenesterase, wird vom Alpha-1-Antitrypsin gehemmt. Findet dies nicht statt, dann
werden die Lungenblédschen von der Leukozytenesterase zerstort.

Beim Gesunden aufzufindende Enzyme im Blutplasma ergeben deren Referenzbereiche.

In der Diagnostik von Erkrankungen sind jene Zellenzyme von Bedeutung, die durch pathologische Vor-
ginge ins Blut gelangen. Dabei kann erkannt werden, wie intensiv die Zellschidden sind, wenn die Loka-
lisationen der Enzyme bekannt sind. Storungen der Zellmembran zeigen andere Muster als Schiden mit
Freisetzung mitochondraler Enzyme. Die auffindbaren Muster aus Enzymen mit unterschiedlichen An-
teilen konnen einzelnen Organen zugeordnet werden.

Plasmaenzyme

Alle Enzyme mit einer Funktion im Blutplasma entstammen der Leber. Dazu gehoren die Enzyme
fiir die Gerinnung und Fibrinolyse. Zur Physiologie des Fettstoffwechsels gehoren Lipasen, die
aus den von der Leber sezernierten VLDL Triglyzeride spalten. Dazu zdhlen Lecithin-Cholesterin-
Acyltransferase und Lipoproteinlipase. Die Cholinesterase wird von der Leber freigesetzt, um
Cholinester wie Acetylcholin zu spalten.

Exkretionsenzyme

Aus Sicht der klinischen Labordiagnostik sind die Enzyme der Bauchspeicheldriise relevant. Ins-
besondere die Aktivitdtsbestimmung der Alpha-Amylase. Sie wird nicht nur im Plasma bestimmt,
sondern auch im Harn. Andere Enzyme wie Trypsin oder Chymotrypsin des Organs stehen fiir
weitere Differenzierungen zur Verfiigung.



Messung der Enzymaktivitit

In der Laborpraxis ist die kinetische Messung unter Verwendung das Koenzyms NADH die am meisten
verbreitet Methode. Im Spektrum des UV-Bereichs werden Reduktion oder Oxidation des Koenzyms
nach dem Lambert-Beer-Gesetz gemessen. Die Anderung der Lichtabsorption (Extinktion) pro Zeitein-
heit ist der Aktivitit des Enzyms proportional.

Das Dihydropyridinsystem (NADH) hat bei 340 nm ein Absorptionsmaximum und das Hydropyridin-
system (NAD™) kann hier das Licht nicht absorbieren.

Durch Anwendung des molaren Extinktionskoeffizienten (Ek) von 6300 pro cm Schichtdicke wird die
Enzymaktivitit berechnet.

Vol. Priifansatz
Aktivitidt in mol/s1 = AE 1 mol/l
molarer Ek Zeit Vol. Priifmaterial

ml
Aktivitdt in mol/sel = AE 1 mol/l
Sekunden ml
1,5 ml
Aktivitdt in yumol/sel = AE 1 000 000 uymol/1

6300 « 60sec « 0,05ml

Aktivitdt in ypmol/sel = AE « 79,37

Wird die Anderung der Extinktion pro 60 Sekunden mit dem errechneten Faktor zu multipliziert, dann
ist die Enzymaktivitit bekannt.

Abnahme der UV-Absorption im Reaktionsgefdll und Zunahme des Restlichts pro
Zeiteinheit am Beispiel der LDH

Mit der Fotozelle
wird die Zunahme
des nicht mehr ab-
sorbierten UV-Lichts
gemessen.

Die Intensitit des
Restlichts nimmt

Zu.

LDH n
Pyruvat + 2NADH === Tactat + 2NAD

pH 6.8




Anderung des Absorptionsverhaltens
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Gelb gekennzeichnet sind die fiir die Absorptionsidnderung verantwortlichen Elektronenpaare. Durch die
Hydrierung geht die aromatische Struktur verloren und die Elektronen in den verbleibenden Doppelbin-
dungen treten mit dem UV-Licht in Wechselwirkung, weil sie denselben Energiebetrag haben.
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Einfacher optischer Test

Otto Warburg entwickelte die Methode zur Enzymaktivititsbestimmung unter Verwendung
von NAD?/NADH als Koenzym. Hier ist die Katalyse der Lactat-Dehydrogenase dargestellt.

LDH
pH6,8 >
Pyruvat + = 2 NADH Lactat + 2 NAD'

CH

| 3 ICH3

v=0 H-C~ OH

|
s COOH

Durch den leicht sauren pH und Substratiiberschuss an Pyruvat wird das Gleichgewicht zugunsten der
Hinreaktion verschoben. Die Abnahme der Extinktion pro Zeiteinheit ist der Aktivitét proportional.
Die LDH ist aus chemischer Sicht eine Oxidoreduktase und bei biochemischer Betrachtung eine Dehy-
drogenase.

Pyruvat NADH Lactat NAD"
Hydrierung | |Dehydrierung| e===p=— [Dehydrierung | | Hydrierung
zu Lactat zu NAD* zu Pyruvat zu NADH

—_—
Reduktion Oxidation Oxidation Reduktion
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Erweiterter optischer Test

Die Methode beinhaltet zwei gleichzeitig verlaufende Reaktionen. In der Messreaktion setzt das gesuchte
Enzym sein Substrat um. Das Reaktionsprodukt wird in eine enzymatische Indikatorreaktion tiberfiihrt.
Das enthaltene Hilfsenzym katalysiert unter Mitwirkung des Koenzyms NADH. Die gemessene Extink-
tionsabnahme ist der Aktivitit des Enzyms der Messreaktion proportional.

Beispiele fiir den erweiterten optischen Test

Bestimmung der Aktivitédt der Aspartat-Aminotransferase (ASAT oder AST)

Der ASAT werden die Substrate Asparaginsiure und Alpha-Ketoglutarsiure im Uberschuss angeboten.
Die Untersuchung erfolgt in einem Puffer. Hier liegen die Molekiile dissoziiert vor und somit werden
die Reaktionspartner mit Aspartat und Alpha-Ketoglutarat bzw. Oxoglutarat benannt.

Wortgleichungen
Messreaktion
ASAT
Asparat + Oxoglutarat = Oxalazetat + Glutamin
Indikatorreaktion
MDH
Oxalazetat + NADH —— Malat + NAD'
==

Die Bestimmungsmethode ist so konstruiert, dass durch die Uberschussmengen an Aspartat, Oxoglutarat
und NADH sich die Gleichgewichte zugunsten der Hinreaktionen verschieben. Die Menge an Malat-De-
hydrogenase ist so gewéhlt, dass es das Oxalazetat sofort an sich bindet und mit dem Koenzym zu Malat
wandelt. Die Abnahme der Extinktion pro Zeiteinheit ist somit der Aktivitit der ASAT proportional.

Asparat Oxoglutarat Oxalazetat Glutamin
CIJOO_ (ITOO_ ASAT COO COO
HC-H C-H — HC-H H-C-H
HC-NH, -C-H = HC-0 H-C-H
COO~ -C=0 COO~ H-C-NH,
COO~ COO~

Mit der Transaminierung entsteht aus der Aminoséure die strukturidentische Ketonsidure und umgekehrt.
Dies dient sowohl dem Aufbau von Proteinen als deren Abbau. Beim Abbau entsteht Oxalazetat, das in
den Citratzyklus eingefiihrt werden kann. Deshalb zihlt die Asparaginséure zu den glukoplastischen
Aminoséduren. Wichtig ist zudem, dass nur Asparaginsidure und Glutaminséure ihre Aminogruppe in den
Harnstoffzyklus tiberfiihren konnen.

Oxalazetat Malat

(IJOO_ MDH QOO’
HC-H  oNADH @ === HC-H 2 NAD*
HC-0 - H-C-OH

COO COO

Die Malat-Dehydrogenase erzeugt die messbare Abnahme der Lichtabsorption pro Zeiteinheit.



Bestimmung der Aktivitit der Alanin-Aminotransferase (ALAT oder ALT)

Der ALAT werden die Substrate Alaninsiure und Alpha-Ketoglutarsiure im Uberschuss angeboten.
Im Puffer des Priifansatzes sind LDH und NADH in hoher Konzentration enthalten. Bei sehr starker
Schiadigung der Hepatozyten ist es jedoch moglich, dass die Konzentrationen nicht ausreichen und
das Serum verdiinnt werden muss. Das Verdiinnen ist wirtschaftlicher, als stdndig mit hochkonzen-
trieren Priifansdtzen zu arbeiten.

Alanin  Oxoglutarat Pyruvat Glutamin
H (IEOO_ ALAT u COO
H'CIZ_H -(I:-H = H‘(::‘H H-(I: -H
HC-NH, GH | HC-0 HeH
COO~ 'Q=O éoo— H'CI—NHz
COO~ COO

Das gebildet Pyruvat wird sofort durch die LDH gebunden und die Riickreaktion so verhindert.
Alanin gehort mit zu den glukoplastischen Aminosduren.

Pyruvat Laktat
H H

HOH LDH  HCH

HC-0 2NADH == HCHO 2 NADY
£oo- — COO"

Die LDH katalysiert die Indikatorreaktion und erzeugt die Abnahme der Extinktion pro Zeiteinheit. Diese
und der Aktivitdt der ALAT proportional.

Doppelt erweiterter optischer Test

Diese Methode ermdglicht das Messen der Aktivitét der Creatinkinase (CK) unter Zunahme der Extink-
tion pro Zeiteinheit. Neben Mess-und Indikatorreaktion ist eine Hilfsreaktion nétig. Eine Besonderheit
des Testes besteht seiner Optimierung durch N-Azetylzystein. Vom Luftsauerstoff wird die CK in der
Konformation verdndert. Der Grund besteht in den -SH Gruppen der Polypeptidketten, die durch den
Sauerstoff Disulfidbriicken erzeugen. Das Reduktionsmittel N-Azetylzystein 16st diese wider auf und
die urspriingliche Proteinstruktur kehrt zuriick. Zudem besteht die Moglichkeit, das aus Erythrozyten
und Thrombozyten freigesetzte Adenylatkinase das Messergebnis in positiver Richtung verfélscht. Des-
halb befindet sich im Priifansatz Diadenosinpentaphosphat zur Hemmung der Adenylatkinase.
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Testprinzip

CK |
Creatinphosphat + ADP — Creatin + ATP

—_—
HK
Glukose + ATP = Glukose-6-Phosphat + ADP

G6P-DH
Glukose-6-Phosphat + NADP*  =—==—  Glukonat-6-Phosphat + NADPH + H"

G6P-DH HK
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase Hexokinase

Die Zunahme der Extinktion pro Zeiteinheit ist der Aktivitdt der CK proportional.

Isoenzyme der CK

Das dimere Enzym tritt als CK-MM, CK-BB und CK-MB auf. Dariiber hinaus gibt es die mitochon-
driale CK (CK-MiMi) sowie Makrovarianten. Makro-CK-Typ 1 tritt als ein Komplex aus IgG und
CK-BB auf (Komplexe mit IgA und IgM sind moglich). Makro-CK-Typ1 wird besonders bei élteren
Menschen festgestellt und ist bisher ohne pathologischen Bezug. Makro-CK-Typ 2 (aggregierte mitchon-
driale CK) tritt zusammen mit anderen Erkrankungen auf. Dazu gehoren maligne Erkrankungen und
Leberzirrhose.

Zur Bestimmung der CK-MB wird ein Antikorper benutzt, der an CK-M-Ketten bindet und so die
CK-MM hemmt. Die CK-MB kann durch ihren B-Anteil die Hilfte der katalytischen Arbeit erzielen.

Eine kardiale Schadigung liegt vor, wenn die Gesamt-CK erhoht ist und der Anteil der CK-MB
zwischen 6 und 25 % liegt.

Entsprechend der Lokalisation der Isoenzyme ist eine Erh6hung der CK-BB mit malignen und
neurologischen Erkrankungen assoziiert. Bei akuten Psychosen kann der Erh6hung extrem sein.

Die CK-MM ist spezifisch fiir die Skelettmuskulatur. Eine Erh6hung um bis zu 100 % ist bei extremer
korperlicher Belastung moglich. Die Spitze wird rund 12 Stunden nach der Belastung erreicht.

Optimierte Testmethoden

Weitere Zusitze im Priifansatz bedingen die Verbesserung der Reaktionsbedingungen und steigern die
Enzymaktivitdt. Dazu gehoren spezialisierte Pufferlosungen, die die Zugabe ausgewéhlter lonen ge-
wéhren. Insbesondere Metallionen werden von Enzymen als Aktivator genutzt. Aber auch die Ionen wie
die von Jod, Selen oder Chlor haben aktivierende Wirkung. Anpassung der osmolaren und osmolalen Be-
dingungen wirken gleichfalls optimierend und fithren zu genaueren Messergebnissen. Es ist zu beachten,
dass die Optimierung zu methodenabhédngigen Referenzbereichen fiihrt.



Isoenzyme der LDH

Die Isoenzyme sind Tetramere mit den beiden zwei Untereinheiten (H) und (M). Dabei treten
die Homotetramere (HHHH) und (MMMM) auf. Die Isoenzyme verteilen sich mit spezifischen
Anteilen im Korpergewebe. Im Herzmuskel ist das Homotetramer (HHHH) lokalisiert und wird
mit LDH, benannt.

Ubersicht zu den Isoenzymen der LDH

LDH, 4 H-undM- Ketten Korpergewebe
! HHHH Herz
2 MHHH Herz, Erythrozyt
3 MMHH lymphatisches .Gewebe, Lunge, Leber, Skelettmuskel, Herz
4 MMMH Leber, Skelettmuskel, Lunge, lymphatisches Gewebe
5 MMMM Leber, Skelettmuskel

Unterschiede in der Substratspezifitit bei den Kettentypen

Die Substratspezifitdt der M-Ketten ist hoher. Die H-Ketten katalysieren neben Pyruvat/Lactat auch
Alpha-Ketonsduren. In der Diagnostik wird das Alpha-Ketobutyrat als Substrat verwendet, das von
LDH, und LDH, umgesetzt wird. Aus labordiagnostischer Sicht werden die beiden Isoenzyme mit
Alpha-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase bezeichnet (0HBDH).

LDH
pH6,8
Pyruvat + = 2 NADH Laktat + 2NAD'

CH

; 3 ?H3

“=0 H-C=-OH

|
COOHR COOH

Erhohungen der LDH werden bei einer Vielzahl von Krankheiten gefunden.
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Enzyme in der Diagnostik von Erkrankungen

Das Untersuchungsmaterial fiir die Diagnostik ist das Blutserum. Die zu analysierenden Enzyme ge-
langen physiologisch durch den natiirlichen Zelltod in das Serum. Beim nicht natiirlichen Tod
(Nekrose) sind Enzyme ein Marker fiir die Schwere und Ausdehnung des pathologischen Geschehens.
Eine Erhohung von Enzymen im Serum ist durch Stérung der Membranpermeabilitit und dem Losen
membrangebundener Enzyme bei Vergiftungen oder Odemen gegeben.

Ezymmuster

Enzymmuster helfen bei der Beurteilung von Abweichungen der Normverteilung. Mit dem Muster
werden die fiir eine Erkrankung oder ein Organ spezifischen Enzyme und ihre Aktivitét verglichen.

Bei der Bewertung zur Schwere der Zellschidigung werden Enzyme aus dem Zytoplasma und den
Mitochondrien bewertet. Halbwertszeiten konnen fiir die Bestimmung des Zeitpunkts der Schadigung
genutzt werden. Bestehende Erkrankungen konnen tiberwacht werden. Enzymmuster kénnen den
Therapieerfolg anzeigen oder bei der Prognose von Nutzen sein.

Insbesondere bei Lebererkrankungen helfen sie bei der Differenzialdiagnose der akuten und chronischen
Verlaufsform sowie weiteren Differenzierungsmerkmalen wie der alkoholinduzierten Hepatose.

Allosterisches Zentrum

Ein allosterisches Zentrum ist bei Enzymen vorhanden, die nach Stoffwechsellage gehemmt oder
aktiviert werden konnen. Bei sogenannten Startenzymen, die am Beginn eines Prozesses stehen,
sind allosterische Effekte zu beobachten. Die Amioldvulinsdure-Synthetase setzt die Entstehung des
Hamoglobins in Gang, indem sie Succinyl-CoA und Glyzin zur Aminoldvulinsdure katalysiert. Das
Héamoglobin bewirkt durch negative Riickkopplung auf die Aminoldvulinsdure-Synthetase eine
Verringerung deren Aktivitit (kompetitive Hemmung). Eine nicht kompetitive Hemmung erfolgt
durch das Schwermetall Blei und bedingt eine Andmie.

Das allosterische Zentrum befindet sich zwar rdaumlich getrennt vom aktiven Zentrum, nimmt aber
durch die Anderung der Konformation am Molekiil Einfluss auf das aktive Zentrum.

Eine negative Riickkopplung am allosterischen Zentrum erféhrt die Phosphofructokinase durch ATP,
die hier aber auch durch Fruktose-1,6- Diphosphat aktiviert wird.

Neben Metaboliten gibt es im Stoffwechsel weitere aktivierende oder hemmende Stoffe. So wirkt
Insulin aktivierend auf die Glykogensynthetase und hemmend auf die Gluconeogenese. Aktivierungen
finden bei der Gerinnung oder der Immunabwehr durch Komplementproteine statt.

Substrataktivierung

Wird das Himoglobin als Enzym betrachtet, dann aktiviert der Sauerstoff als Substrat {iber die
Bindungsstelle das Molekiil.



Die Liicken im Texte sind zu ergiinzen!

Mit der Sattigungsgrenze erreicht die Reaktion ihre Geschwindigkeit. Das Enzym

setzt nun stets dieselbe Menge Substrat pro um, und es gilt: v=

Bei der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit befinden sich alle Enzymmolekiile im:

Wie ist (v) definiert?

A Markierung des Bereichs fiir die Proportionalitiit von (v) und (S) und Ergéinzung
freien Felder!

Vmaxk

Vmax |

()it abhingig von Wis w1 L oenteation
_ 1
v=Kk (S)
Reaktionsordnung
enzymatische
Substratanalyse

Reaktionsbedingung mit Uberschuss an:



Die Diagramme zeigen die Aktivitit des Enzym A und B, die beide bei 5 mmol/l Substrat ihr Séttigung
haben!

(v)

Vmax & A

Vmax
2 1 :
- Sattigung R
1,8 mmol/l 5 mmol/l (S) Substrat-
konzentration
N

Vmax | : B

max_[

Séattigung -

0,9 mmol/l 5 mmol/l (S) Substrat-
konzentration

Welche Aussagen sind richtig!

Je kleiner der Ky, desto besser ist die Substrataffinitét!

Je groBer der K, desto besser ist die Substrataffinitt!

Je kleiner der K,,, desto hoher ist die Reaktionsgeschwindigkeit!

Je grofer der K, desto hoher ist die Reaktionsgeschwindigkeit!

Das Enzym (A) erlaubt lingere Zeitintervalle bei Messung der Aktivitét!

Das Enzym (B) erlaubt lingere Zeitintervalle bei Messung der Aktivitit!



