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Entsyymien ominaisuuksista*
Kauko Mdkinen
Hammaslddketieteen laitos, Turun Yliopisto, Turku

Entsyymit ovat proteiineja, jotka lisdédvit kemiallisten reak-
tioitten nopeutta, mutta eividt vaikuta lopullisten reaktiotuot-
teitten luonteeseen, ts. ne toimivat katalyytteind. Monet reak-
tiot, jotka tavallisesti tapahtuvat vain &irimméisissi lampo-
tiloissa tai ddrimmdéisissd happo- tai emésvikevyyksissi, tapah-
tuvat sopivan entsyymin ldsnédollessa nopeasti ja kvantitatii-
visesti lihelld neutraalia olevissa pH-arvoissa ja huoneenlim-
mossd. Toiseksi, useimmat entsyymireaktiot ovat spesifisia
katalysoidun reaktion luonteen ja kiytetyn substraatin raken-
teen suhteen. Entsyymien katalysoimien reaktiotyyppien spektri
on laaja. Entsyymit katalysoivat esimerkiksi hydrolyyttisid
reaktioita, polymeraatioita, hapetuspelkistysreaktioita, dehyd-
raatioita, aldolikondensaatioita, asyyliryhmien siirtoreaktioita
ja vapaiden radikaalien reaktioita. Proteiinit ovat toisin sanoen
hyvin monipuolisia katalyytteji. Taulukossa 1 on esitetty,
milld tavalla International Union of Biochemistry suosittelee
entsyymit jaettavaksi systemaattisesti.

1. OKSIDOREDUKTAASIT  Katalysoivat hapetus-pelkistysreaktioita
2, TRANSFERAASIT Katalysoivat ryhmien siirtoreaktioita

3. HYDROLAASIT Katalysoivat hydrolyyttisid reaktioita

4. LYAASIT Katalysoivat ryhmien lisédfimisté
kaksoissidoksiin ja pdinvastoin
Katalysoivat isomeraatioita
Katalysoivat ATP:n tai muun trifosfaatin
pyrofosfaattisidoksen katkeamiseen kyt-
keytyvid kahden molekyylin konden-
saatiota

5. ISOMERAASIT
6. LIGAASIT
(SYNTETAASIT)

Taululko 1. Entsyymien katalysoimien reaktioitten luokittelu ja entsyymien

nimedminen (Commision on Enzymes of the International Union of Bioche-

mistry’n mukaan (1)). Jokainen niisté ryhmistd jakautuu vield eri ryhmiin
j& ndmé vuorostaan alaryhmiin.

Itse entsyymien toiminta on monien solussa tapahtuvien
reaktioitten kontrolloima. Niiden biosynteesi ja niiden lopulli-
nen konsentraatio solussa on geneettisesti kontrolloitua ja pie-
net molekyylit, kuten esim. substraatti ja lopputuotteet, vai-
kuttavat entsyymien ominaisuuksiin. Ne voivat esiintys solussa

* Esitelmd Kemian péivien kliinisen biockemian symposiumissa Helsingissd
26. 10. 67.
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sekd aktiivisena, ettii inaktiivisena muotona. Inaktiivisen muo-
don muuttuminen aktiiviseksi ja pdinvastoin on kqllakm het-
kellii ympiristén olosuhteiden kontrolloima. Loppujen lopuksi
itse entsyymien biosynteesﬂm} on sarja t01st?n _Entsyym.lcn
katalysoimia l'eaktioita,._ _Nykylsen kaltaista eldmid ei voida
ajatella ilman entsyymejé. N . o

Entsyymien tehtivina on sus kuhglytta,a. reaktlo:ta_, joissa
tapahtuu spesifisten kovalenttisten mfiostcn katkgqm:s;ta. 13:1,1
muodostumista. Koska entsyymien pfnssa,o]le{ssa.o!ist 'bl()].{)gl:‘s-
ten molekyylien hajoaminen mahdollista useinkin vain hyvin
korkeissa lampdtiloissa, on entsyymien al'ennefat&:va jollain
tavoin sitéd lampotilaa, jossa tietty, entsyymin touln_uma.n_. koh-
teeksi joutuva sidos on labiili. Fysikokemisti sanoisi, ettd ent-
syymit alentavat aktivoitumisenergiaa. Sielld, missii spesifinen
entsyymi on lisni, ei ole mitédin tehokasta kynnystéi estdmissi
aina sellaisten yhdisteiden nopeaa muodostumista, ]mﬂa: on
alhaisin mahdollinen vapaa energia. Entsyymit eivit kuiten-
kaan vaikuta itse tasapainon luonteeseen. Ne yksinkertaisesti
vain kasvattavat sitd nopeutta, jolla tasapaino saavutetaan.
Miten timd tapahtuu, ei ole vield tiysin selvitetty molekyyli-
tasolla, koska minkéin entsyymin kolmedimensionaalista raken-
netta ei ole vieli selvitetty tiydellisesti. Ei ole kuitenkaan syyti
odottaa, etti mitkidn tihdn asti tuntemattomat kemian lait
olisivat entsyymitoiminnan perustana. Kuvissa 1 ja 2 on seli-
tetty erditi entsyymikemian peruskisitteiti.

E+satapsilp +p ES + S—ES,
k

E + | == El [INAKTUVINEN} E+S+|—>S| +E

E+ A=—EA
EA+S==EAS—E+A+S

N — gt P NORMAALI KATALYYSI
4 .g’n.

KOMPETITIIVINEN  INHIBIITIO

Kuva 1. Thssd kuvassa on esitetty eriitd entsyymikemian peru.slkasitteitia',.
Yhdiste 8, joka reagoi entsyymin E kanssa joko hajotakseen, lnlttyiikseep
toiseen tai muuttaskseen rakennettaan, on substraatti. Substraatin kombi-
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noituminen entsyymin kanssa on hyvin spesifinen prosessi, ts. kullakin entsyy-
milli on itselleen tyypillinen pinta, jossa on tietty aktiivinen alue, johon
substraatti voi asettua. Entsyymin ja substraatin ajatellaan reagoivan kes-
keniifin tuottaen ns. entsyymisubstraattikompleksin IS, joka sitten hajoaa
vapaaksi entsyymiksi ja reaktiotuotteiksi P. Toisinnan, jos substraattiviike-
vyys on guuri, saattas entsyymin aktiivinen keskus sitoa kaksikin substraatti-
molekyyliit. Tilldin muodostuu inaktiivinen kompleksi ES,, joka ei hajoa
reaktiotuotteiksi. Samanluonteinen imaktiivinen kompleksi ES syntyy entsyy
min sitoutuessa jonkin inhibiittorin I kanssa, mutta entsyymireaktio voi ji
tapahtmnatta myds silloin, kun substraatti reagoi jonkin inhibiittorin kanssa,
Syntynyt uusi yhdiste S1 ei enitii sovi aktiiviseen keskukseen, Jos entsyymi-
inhibiittori muistuttaa lkylliksi paljon rakenteeltann substraattia, kilpailevat
nivmii molekyylit aktiivisen keskuksen sitoutumiskeskuksesta ja tuloksena
on kompetitiivinen inhibiitio. Entsyymi (tai myos substraatti) voi reagoida
myds aktivaattorin kanssa, jolloin katalyysi vielii nopeutuu.

Kuva 2. Kaavamainen esitys entsyymin toiminnasta. Entsyymi reagoi aktii-
vison keskuksensa villitykselli. substraatin kanssa, muodostaen entsyymi-
substraattikompleksin, jota usein voidaan kutsua ns. Michaelis-Menten'in
entsyymisubstraattikompleksiksi, Se ei vield ole mikiin aktivoitu kompleksi,
Sellainen esiintyy tapahtumasarjassa hetke# mydhemmin ja edellistit inter-
mediaattia paljon alhaisemmassa vikevyydessii. Michaelis-Menten'in komp-
leksin on ensin aktivoiduttava, ennenkuin lopputuotteet vapautuvat. Oikealla
alhaalla kuvattu kompleksi on jo lipikiynyt timiin aktivoidun tilan,

Ns. tertiddrinen rakenne on entsyymiproteiinien kolmedimen-
sionaalinen muoto. Se on useimmissa tapauksissa hyvin séiin-
néton. Sdinnottomyyden aikaansaavat monet stereokemialliset
syyt, mm. proliinitdhteiden ja disulfidisidosten olemassaolo.

e,
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Tiedetiin mm., etti prolii.nibﬁ.hteen I{O'I'lda-]lfia mnc_udo;;tam Pf}lf-
peptidiketju kulman. Suurin syy on kuitenkin amino mp\};l)m yh-
mien. erilainen kemiallinen Juonne. Kukin ndistd sivuryhmistd
pyrkii saamaan aikaan ener"gect'{tlsesbi .su_otuisu,mpm mdogt:en
muodostumisia  (erilaisia hrj:lld;n]en voimien mun(lostumlsu?)
toisten ryhmien vilille. Esim. tyrosiinin vapaa hydroksyyli-
ryhmié pyrkii ottamaan tilan, jossa se voi m'u(fdos':.t,a,& vety-
sidoksen. Jos esim. hydrofobinen (vettihylkivi) lSQlﬁ‘-llSlll}l-
ryhmi on seuraava mni:}ohappobahde, ei h'yc.l_roksyyll'ry:hmam
vetysidoksen muodostamiskyky tule llyvz}.lgfsll(fnytetl;yks: ja_sen
suoma energia on ikddnkuin menetetty. Lisiksi useiden muiden
aminohappojen sivuketjut, kuten valiinin ja leusiinin, ovat
veteen hyvin vaikealiukoisia, kun taas glutr.‘l,‘mu_mlwfpon tal
lysiinin sivuketjut ovat hyvm \.f'eszlhukmlsm. Siksi Vol veteep
]iyvin liukenevan entsyymiproteiinin a-n}mohappotahtelden si-
jainti olla avaruudellisesti sellainen, etté suuri 0sa hydrofobl‘-
sista ryhmisti on suuntautunut molekyylin sisustaa kohti,
hydrofiilisten ryhmien taas muodostaessa molekyylin pinnasta
suurimman osan, Kuvassa 3 on esitetty, millaiset sidokset sta-
biloivat proteiinien rakennetta.

Kuva 3. Kuva esittid kaavamaisesti joitakin ei-kovalenttisia sidoksia yhdessé

disulfidisidosten kanssa, jotka kaikki stabiloivat proteiinien rakennetta.

A = elektrostaattisia voimia; B = van der Waalsin voimia; C = sivuketjujen

karboksyyliryhmien ja tyrosiinitdhteiden viilisii vetysidoksia; D = polaarit-
tomien sivuketjujen vilisié voimia; E = disulfidisidoksia.
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Niin siis jokainen aminohappotihde entsyymimolekyylissd
sijaitsee tietyssd omassa kemiallisessa mikroympéristossidn.
Esimerkiksi pH:n, lampétilan, tiettyjen lddkeaineiden, yleensi
inhibiittorien ja aktivaattorien vaikutuksesta voi mink:id ta-
hansa aminohapposivuketjun ionisaatiossa tapahtua muutoksia.
Tallainen ionisaation muutos jossakin ryhméssd vaikuttaa taas
viereisten aminohapporyhmien ionisoitumiseen ja niiden kemial-
lisiin. ominaisuuksiin. Ns. entsyymien aktiivinen keskus ei ole
mitdén muuta kuin ryhmé aminohappojen sivuryhmii, jotka
ovat toisiinga ndhden avaruudellisesti sellaisessa asennossa, etti
niiden viliin sopii yleensd vain tietyn rakenteen omaava subst-
raatti tai substraatteja. Useinkaan eivit aminohappojen sivu-
ryhmét ole jatkuvasti téllaisessa sopivassa avaruudellisessa
asemassa, vaan joutuvat sellaiseen esim. entsyymimolekyylin
muodonmuutosten avulla.

Aktiivinen keskus, joka ei ole jiykkd, vaan joustava raken-
nelma, muodostuu siis vain pienestd osasta polypeptidiketjuja
ja kisittdd vain sellaiset aminohappotahteet, jotka ovat suo-
rassa fysikaalisessa kontaktissa substraatin kanssa tai muuten
vaitkuttavat laheisyydellddn reaktioon. Koshlandin (2) mukaan
voidaan katalyysin kanssa tekemisissd olevat aminohapot jakaa
kontaktiaminohappoihin, apuaminohappoihin ja mydtivaikut-
taviin aminohappoihin. Aminohappotihteiden erilaisen tehtédvan
perusteella katalyysissd voidaan lisiksi puhua aktiivisen alueen
sitoutumiskeskuksesta ja vaikutuskeskuksesta. Kaaviokuva min-
ké tahansa entsyymin aktitvisesta keskuksesta voisi olla esimer-
kiksi kuvassa 4 esitetyn nikdinen. Kuvassa 5 on lisdksi esitetty

R

Kuva 4, Kaavamainen esitys aktiivisesta keskuksesta (2). Paksut viivat esit-
tdvét osaa entsyymin polypeptidiketjuista, joissa R:t edustavat aminohap-
pojen sivuryhmid. Substraatti, joka on asettunut aktiiviseen keskukseen,
muuttuu aktiivisen keskuksen vaikutuksesta téissii esimerkissi keskiosastaan.
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Kuva §. Kymotrypsinogeenin molekyylin mahdollinen rakenne (8). Molekyyli

koostuu 246:sta aminohappotéhteestii. Kolmedimensionaalinen muoto johtuu

suureksi osaksi disulfidisidoksista, jotka sitovat molekyyliketjut toisiinsa.

Tami entsyymi tulee aktiiviseksi kun mustalla renkaalla (toinen vasemmalta)

rajoitettu osa hydrolysoituu irti, Muut renkaat kuvaavat muite mahdollisia

katkaisukohtia. Molékyylin aktiivinen keskus koostuu mahdollisesti kahdesta
histidiinin imidatsolirenkaasta ja yhdesté seriinitdhteesté.

kymotrypsinogeenimolekyylin mahdollinen rakenne aktiivisine
keskuksineen. Loppuosa proteiinista toimii runkona, jonka
ansiosta aktiivisen keskuksen aminohappotihteills. on kata-
lyysiin vaadittava sopiva avaruudellinen sijainti. Téllaisen
rungon tirkeys on ymmirrettiavii tietdessimme milld tavalla
esimerkiksi denaturoivat aineet vaikuttavat proteiinien kon-
figuraatioon (kuva 6). Osa entsyymimolekyylistd ei siis milldan
tavalla vaikuta reaktioon. Esimerkiksi sellaisista entsyymeisté
kuin myosiini, enolaasi ja ribonukleaasi, voidaan poistaa suuria
osia ilman sanottavia muutoksia itse katalyyttisissd ominaisuuk-
sissa.

Tutkimuksissa on havaittu, ettd useat esteraasit ja protei-
naasit, jotka lukeutuvat hydrolyyttisiin entsyymeihin, omaavat
aktiivisessa keskuksessaan seriinin hydroksyyliryhmén. Téahin
tulokseen on tultu kiyttimailli ns. valesubstraatteja. Ne ovat
substraatteja, jotka ovat rakenteeltaan kylliksi normaalien
substraattien kaltaisia voidakseen reagoida entsyymin aktiivi-
sen keskuksen kanssa ja muodostaakseen kovalenttisia entsyymi-
substraattikomplekseja, mutta kuitenkin niin paljon erilaisia,
ettd muodostuneet intermediaatit hajoavat vain hitaasti tai
ei lainkaan. Tatd aktiivisten keskusten merkitsemistd on suo-
ritettu proteinaaseilla ja esteraaseilla eritoten diisopropylfluoro-
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PROTEIINI SH

SH

INAKTIIVINEN PROTEIINI

RENA-
TURAATIO

SH
SH \s
8 M UREA: SH
DENATURAATIO He
SH-YHDISTEET: AKTIIVINEN
PELKISTYS 6 SH PROTEIINI

Kuva 6. Kaavamainen esitys disulfidisidosten reaktioista proteiinien denatu-
raatiossa ja renaturaatiossa (4). Konsentroidut urealiuokset aikaansaavat
proteiinimolekyylien denaturoitumisen, samoin kuin monet tiolit, esim. mer-
kaptoetanoli, jotka pelkistivit — S8 — S — -sidoksia. Kun denaturoivat
aineet poistetaan proteiiniliuoksesta, palautuu tavallisesti proteiinin alku-
perdinen konfiguraatio ja aktiivisuus ilman vaikutuksesta. Vain harvoin
johtaa renaturaatio kuvassa oikealla ylh&#lli esitettyyn muotoon,

CHyy
CH—0 0
cH,” N,/

CHa\ VRN
CH—0 by
CH,

Diisopropylfluorofosfaatti

R-0 O R-0 O
Nl Nl
P—F + HO - P—-0 + HF
/ 7
R—-0 R—-O
Entsyymi Entsyymi

Kuva 7. Entsyymin inhiboituminen spesifiselld ryhmireagenssilla, Diiso-

propylfluorofosfaatti reagoi monien esteraasien ja proteolyyttisten entsyymien

aktiivisen keskuksen seriinin hydroksyyliryhm#n kanssa, tuottaen fluori-
vetyd ja inaktiivisen diisopropylfosforoentsyymin (5).

fosfaattia kiyttien (kuva 7). Useat mainituista entsyymeisti
reagoivat timin reagenssin kanssa _muqdpstum} dI-IHOH}'OPy!'
fosforoentsyymin, joka on katalyyttisesti inertti. On kiinnos-
tavaa havaita, miten monien esteraasien ja proteinaasien amkt‘u-
visen keskuksen aminohappojirjestys muistuttaa toinen tois-
taan juuri mainitun aktiivisen seriinintihteen suhteen (kuva 8).

ENTSYYMI JARJESTYS
ALKAALINEN FOSFATAASI -THR-ASP -SER-ALA-ALA-SER-
(E. COLI)

KYMOTRYPSIINI -GLY-ASP -SER-GLY-GLY-PRO-
TRYPSIINI -GLY-ASP -SER-GLY-PRO-VAL-
TROMBIINL -ASP -SER-GLY-
FOSFOGLUKOMUTAASI -THR-ALA -SER-HIS-ASP-
SUBTILISIINI -GLY-THR -SER-MET-ALA-SER-

Kuva 8. FEriiiden esteraasi- ja proteinaasityyppisten entsyymien aktiivisen

keskuksen aminohappojirjestys (6). Kuva osoittaa, etté esimerkeiksi ote-

tuilla entsyymeilld on alktiivisessa keskulsessaan kailkilla yksi seriinitdhde,
jonka hydroksyyliryhmé ottaa osaa katalyyseihin,

Muita aminohappotdhteitd, jotka saattavat olla osana entsyy-
mien aktiivisessa keskuksessa on histidiinin heterosyklinen imi-
datsoliryhmé, jonka erikoisominaisuudet johtuvat siind ole-
vasta sekundédrisestd pyrroli”- ja tertiddrisesti “pyridiini”-
typesti, molemmat kojugoituneeseen rengassysteemiin liitty-
neini, Myos kysteiinin sulfhydryylicyhmé ionisoitun lahelld
fysiologisia pH-arvoja ja niinpd tdmé ryhmé vaikuttaakin usei-
den entsyymien aktiivisessa keskuksessa. Koska kaikki ent-
syymit eivit katalysoi kovalenttisten intermediaattien muo-
dostumista, ei aktiivisen keskuksen merkitseminen kemialli-
silla yhdisteilld aina ole mahdollista. Esim. p-hydroksimerkuri-
bentsoaatti tai p-kloromerkuribentseenisulfonaatti reagoivat
merkuroimalla SH-ryhmid muodostaen katalyyttisesti inaktii-
visia tuotteita. Useimmissa tapauksissa ei voida kuitenkaan
olla varmoja siitd, ettd kdytetty reagenssi on reagoinut juuri
aktiivisen keskuksen SH-ryhméan kanssa vai entsyymirungon
peptidiketjun jonkin muun SH-ryhmin kanssa. Jalkimméi-
sessi, tapauksessa on seurauksena pienid proteiinin muodon-
muutoksia, jotka tuottavat inaktiivisen entsyymin. Suurin
haitta téllaisissa tutkimuksissa onkin juuri spesifisten reagens-
sien. puute. Siitd huolimatta voidaan tarkastella kuvaa 9, josta
kiy esimerkkeind esille millaisia yhdisteitdi voidaan kayttéad
erilaisten aminohappojen sivuryhmien toteamiseen aktiivisessa
keskuksessa. Esimerkkind entsyymin aktivoitumisesta voitai-
siin taas mainita ditiotreitolin vaikutus SH-ryhmien tilan ylli-
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Kuva 9. Esimerkkejd spesifisten tai vihemmén spesifisten ryhméireagenssien

kiytostd entsyymien aktiivisen keskuksen aminohapporyhmien identifioi-

miseksi. Kyseisen yhdisteen kanssa reagoiva kemiallinen ryhmé entsyymeissé

on esitetty oikealla. Hakasuluissa esiintyvit ryhmét saattavat joissakin olo-
suhteissa myos reagoida ko. yhdisteen kanssa.

pitajand (kuva 10). Usein kuitenkin kéytetddn epdsuoria mene-
telmid katalyyttisissi prosesseissa vaikuttavien aminohappo-
tahteiden identifioimiseksi. T#lloin voidaan esimerkiksi vaih-
della pH:n funktiona tiettyjd reaktion parametreja, esim. mak-
siminopeutta tai ns. Michaelsin vakiota.

R—SS_B + HS—CH,(CHOH),CH,—SH ——=
RSH -+ R—88—CH,(CHOH),CH, —SH

S—R
s/ ' 8
J 7\
CH, SH CH, 8§
| | — | + RSH
CHOH CH, CHOH CH,
N/ N
CHOH CHOH

Kuva 10. Esimerkki aktivaattorin kiytostd entsyymikatalyysissd. Jos entsyy-
min tai sen aktiivisen keskuksen aktiivinen konfiguraatio vaatii tiettyjen
sulfhydryyliryhmien liisniioloa, voidaan esim. ditiotreitolia (2,3-dihydroksi-1,4-
ditiobutaanin treoisomeeri) lisdiimiillii saada aikaan useimpien disulfidisidosten
pelkistyminen SH-ryhmiksi, ts. kyseinen yhdiste aktivoi entsyymireaktiota.
Ditiotreitolin reaktio disulfidin kanssa tapahtuu esitettyjen kahden reaktion
tuloksena ja tapahtuu muutamien minuuttien aikana pH 8:ssa. Tillaisessa
tapauksessa siis tiolilla on piiinvastainen vaikutus entsyymin aktiivisuuteen
kuin kuvassa 6. :

Ainoassakaan tapauksessa ei tunneta tiydellisesti minkidin
entsyymin aktiivisen keskuksen aminohappojen kolmedimen-
sionaalista keskindistd asemaa. Ei ole itse asiassa lainkaan
varmaa, etti substraatin poissaollessa olisi aktiivisen keskuksen
kolmedimensionaalinen rakenne vakio ja ettd se vastaisi kata-
lyyttisesti aktiivista muotoa. Emil Fischer esitti 1800-luvun
lopulla avain-lukko-hypoteesin pyrkiessiin selittimiin ent-
syymien spesifisyyttd. Tamé tarkoittaa sitd, ettd entsyymi
esiintyy verrattain jiykin templaatin muodossa, johon subst-
raatti sitoutuu. Koshland (2, 7, 8) on taas puhunut ns. indu-
soidun sovittautumisteorian puolesta, joka sisdltdd seuraavat
kolme kohtaa:

1. Substraatin sovittautuessa aktiiviseen keskukseen aiheut-
taa se melkoisia muutoksia entsyymiproteiinin geomet-
riassa.

2. Entsyymien toimiessa on katalyyttisten ryhmien keski-
niinen asento lyhytaikainen ja labiili.

3. Substraatti itse aiheuttaa téllaisen sopivan ryhmien vali-
sen keskindisen orientoitumisen muuttamalla proteiinin
geometriaa,.

Niiden kahden teorian vilinen ero on nihtavissi kuvassa 11.
Mainittua induced-fit teoriaa ruvettiin kehittémién tarkoituk-
sella pyrkid selittémain useita havaintoja, joita ei voitu ymmar-
tdd avain-lukko-hypoteesin perusteella. Ajatelkaamme esimer-
kiksi sukroosifosforylaasin katalysoimaa reaktiota (kuva 12).
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Kuva 11. Kuva esittiii avain-lukko-hypoteesin jo Koshlandin induced fit-
teorian (oikealla) (2,7) eroavaisuuksia. Avain:lukko-hypoteesin mulcaan on
aktiivisen keskuksen rakenne jiiykiihkd, substraatin sopiessa siihen aivan kuin
avain lukkoon, Oikealla taas esittitii A natiivia entsyymiii. Kohdassa B on
tietyn rakenteen omaava substraafti joko jo osifbain sitoutunut tai munten
joutunut aktiiviseen keskukseen, mutta sen molekyylikoko on vieli liian
pieni, jotta se pystyisi indusoimaan, aikaansaamaan, kyllin sopivia muutoksia
aktiivisen keskuksen aminohapporyhmion orientaatiossa. Kohdassa € on
juuri oiken substraatti reagoinut sitontumiskeskuksen kanssa ja aikaansaanut
sellaison  tavvittavan muutoksen aktiivisen keskuksen geometriassn, etti
katalyysi saattaa tapahtua.

Kuva 12. Kuva esittii glukoosi-1-fosfaatin ja frulktoosin vilistd reaktiota
glukosyylifruktoosiksi (sukroosi) ja piinvastoin sukroosifosforylaasin kata-
lysoimana. Tarkempi selostus telkstissé.

Lukko-avain-hypoteesi esittid nyt, etta fruktoosin ollessa poissa
glukosyyliryhméan akseptorina, pitiisi glukoosi-1-fosfaatin ja
veden reagoida keskeniian huomattavassa madrassi. Glukoosi-1-
fosfaatti sitoutuu entsyymiin fruktoosin poissaollessa, vetti taas
on melkoisen varmasti lisni sen lihes 55 molaarisesta vikevyy-
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destii johtuen aktiivisen keskuksen lihelld. ja sen pitiisi siis
toimia glukosyyliryhman akseptorina. Kuitenkaan mitéin ha-
vaittavaa reaktiota ei veden ja glukoosi-1-fosfaatin vililla voida
todeta, vaikka entsyymi olisikin lisni. Todennikdoisesti suorin
selitys tille olisi se, ettd fruktoosi sitoutumalla aktiiviseen kes-
kukseen, aiheuttaa muutoksen aktiivisen keskuksen geometriassa
muodostaen katalyyttisesti aktiivisen konfiguraation. Myds
monet muut havainnot viittaavat vanhan teorian riittamatto-
myyteen (9).

Entsyymikatalyysien mekanismia on yritetty tutkia malli-
reaktioilla. Téllaisista kokeista on saatu monenlaisia mielen-
kiintoisia tuloksia. Ensimmiinen vaihe entsyymien katalysoi-
massa reaktiossahan kisittid yhden tai useamman reaktantin,
sitoutumisen entsyymin pinnalle. Sellainen sitoutumisprosessi
herittid esille mahdollisuuden, ettd yksi entsyymien toimin-
noista onkin orientoida ja muotoilla reaktiivista aluetta siten
etti katalyysi tapahtuisi nopeasti. Sellainen katalyysi voi sisﬁ;l:
tiiii ns. liheisyysvaikutuksia, ts. reaktion nopeus kasvaa yksin-
omaan siitd johtuen, ettd reaktantit joutuvat lihemmilksi toi-
siaan, samoin kuin myds orientaatiovaikutuksia, jotka aikaan-
saavat reaktioita suosivan ryhmien konfiguraation. Koshland
(10) on laskenut pelkédstddn liheisyysvaikutusten aikaansaa-
man reaktionopeuden lisiyksen eri entsyymeilld ja havainnut
ettd parhaimmillaankin on reaktion nopeus kasvanut léi,heisyys:
vaikutuksen ansiosta vain hyvin vihin. Tamé tulos on oikeas-
taan seuraus siitd, ettd laimeissa entsyymilinoksissa on aktii-
visten keskusten konsentraatio aina hyvin alhainen. Tulokset
siis osoittavat, ettd liheisyysvaikutukset eiviit yksinddn voi
selittid entsyymien katalysoimien reaktioitten nopeutta. Saman-
laiset laskelmat erilaisten orientaatioparametrien mukaanotta-
misenkin jilkeen eiviit ole muuttaneet titi kisitysti. Vaikka-
kin nyt on loydettivi lisitekijoiti, on jirjellisti otaksua, etti
mainitut vaikutukset toki jonkin verran auttavat ents.;rymi-
katalyysid. Paljon tyydyttavimpi entsyymireaktioitten malli
olisi ehkii sellainen reaktio, jossa yksinkertaisesti vain heiklo-
jen voimien ajatellaan sitovan substraatin katalyyttiin tai muu-
hun 1:eak1;_f|.11tii11 ennen niitd reaktioita, joissa sidokset sitten
lopullisesti muuttuvat. Sellainen sitoutuminen voisi edesauttaa
mdosten. muuttumisreaktioita ja suovat reaktiolle jonkin ver-
ran spesifisyyttikin.

_Termid yleinen happo- tai emiskatalyysi kiytetii -
tioista, joiden nopeus on liuoksessa olevi?a?:[ kaikl?:’ien ﬁzp;ﬁ;;
}J&l emésten konsentraation funktio paremminkin kuin juuri
l‘-ydmm“”j' tai hydroksyyli-ionien vikevyyden funktio. Yleiset
\appo-emis-katalyysit niyttiviit olevan tirkeitd entsyymi-
katalyysissi. Useiden aminohappojen sivuryhmiét ovat huo-
2
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mattavan happamia tai emaksisid luonteeltaan ja voivat siten
toimia yleisind happo-emiéskatalyytteind. Paremminkin juuri
néitd voisi pitdd katalyytteind kuin esim. hydronium- tai hyd-
roksyyli-ioneja, joita on liuoksessa vain pienid méairid niissd
pH-arvoissa, joissa entsyymit yleensd toimivat. Sitdpaitsi ent-
syymiaktiivisuuksien pH-riippuvuutta tutkittaessa havaitaan,
ettd saadut kiyrit kuvaavat usein useamman kuin yhden hap-
paman tai eméiksisen ryhmén ionisaatiota. Deuteriumilla aikaan-
saadut isotooppiefektit taas osoittavat, ettd useissa tapauksissa
kyseiset vaikutukset ovat yhdenmukaisia protonin siirron
kanssa juuri nopeutta rajoittavassa vaiheessa, joka onkin ylei-
sen happo-eméskatalyysin piirteiti.

Tissé yhteydessd herdd tietenkin kysymyksid. Ensiksikin,
mitkd reaktiotyypit olisivat alttiita téllaiselle katalyysille?
Mitké tekijat médrddvit tietyn molekyylin tehokkuuden happo-
tai emaskatalyyttind? On myos ratkaistava, miten realtion
alttius happo-emiéskatalyysiin muuttuu eri komponenttien reak-
tiivisuuden muuttuessa. Niitd kysymyksid voidaan tutkia ylei-
sen happo- ja emiskatalyysien teorian pohjalla ja kiyttéien
mm. Bronstedin katalyysilakia. Useimpien yleisen happo-emis-
katalyysien mekanismien selittdmisessd esiintynyt episelvyys
on johtanut siithen, ettd sekd happo- ettd emiskatalyyteille voi-
daan ajatella jonkinlainen mekanistinen rooli. Talléin nousee
esille kisite samanaikaisesta yleisestd happo-emiskatalyysista,
toisin sanoen useiden katalyyttisten aktiviteettien samanaikai-
sesta toiminnasta yhdessd ainoassa reaktiossa. Tamé olisi sopi-
vaa entsyymireaktioita ajatellen, silldi on epéitodennikdisté,
ettei mikéddn yksi ainoa katalyyttinen aktiivisuus ole riittiva
selittdmédn sellaisten reaktioitten suurta tehokkuutta.

Kuvassa on esitetty tyypillinen esimerkki yleisestd happo-
emiskatalyysistd ja samanaikaisesta vastaavasta katalyysisti.
Glukoosin mutarotaatio (11) tarjoaa erinomaisen esimerkin sel-
laisesta reaktiosta, joka on altis yleiselle happo-eméskatalyy-
sille (kuva 13). Klassillinen esimerkki jalkimmaisestd tyypistd
on taas tetrametylglukoosin mutarotaatio bentseeniliuoksessa
(12). Témé reaktio tapahtuu hyvin hitaasti tai ei lainkaan
bentseenissii, mutta Kkithtyy huomattavasti happaman fenolin
tai emiksisen pyridiinin ldsndollessa. Jos kuitenkin seki fenoli
ettd pyridiini ovat samanaikaisesti ldsnd, on tdllaisen reaktion
nopeus suurempi kuin fenolin tai pyriidin avulla erikseen saa-
tujen reaktioiden nopeuksien summa. Téméd havainto osoittaa,
ettd kysymyksessd on samanaikainen yleinen happo-emiskata-
lyysi. Aivan kuin tdémén tueksi on havaittu, ettd 2-pyridoni,
joka omaa sekd happaman ettd eméiksisen funktion, on erittiin
tehokas katalyytti. 0.001 M 2-pyridoni on n.7 000 kertaa
tehokkaampi kuin 0.001 M fenolin ja 0.001 M pyridiinin seos,
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Kuve 13, Bsimerkki reaktiosta, joka on altis xlcis{(rlla happoelnii?liaha!y:vﬁillc,
on glukoosin mutarotaatio, jossa a-l):glukmmm ja ﬂ-D-glnlmusm tulml(r‘;een
munttuminen on vakio-pHm omaavan ja 1 : 1-suhteisen etll‘(llluﬂ}up]?t)-llal.-r‘smjs‘l-
asetaattipuskurin vikevyyden funltio. Havaittua kr_ttnl}f:vﬂm el voida sulzt.hlm
hydronium- tai hydroksyyli-lonien, vaan ‘plk_mnmmlcm U‘Hkk?hﬂ]lon, asetaatin
tai rolempien nilcaansaamaksi, Sml]muulmlsestn }Imppn-nmus_kufnlyymgtu on
esimerkiksi otettu tetrametylglukoosin mutarotaatio bentseenissil 2.pyridonin
katalysoimana, jolloin muodostuvalle transitiotilalle voitaisiin ajatella kuvassa
d oilealla esitettyii rakennetta.

huolimatta siitii, etti 2-pyridoni on heikompi happo kuin fenoli
ja heikompi emis kuin pyridiini. Muodostuvalla intermediaa-
tilla on mahdollisesti kuvassa 13 oikealla esitetty rakenne. Yksi
tiirked seikka kuitenkin tekee kyseisen mekanismin suoran ver-
taamisen entsyymien katalysoimaan reaktioon mahdottomalsi.
Mainittu mutarotaatio tapahtuu nopeasti bentseenissii, jolla on
vain mitittomii happo-emisominaisuuksia, mutta ei vedessi,
jolla taas on huomattavia happo-emisominaisuuksia. Koska
samanaikaisen katalyysin merkitysti ei vedessi tapahtuville
reaktioille ole vield tiysin kyetty selvittimiin, jéda myds nii-
den osuus entsyymikatalyysissi toistaiseksi spekulaatioiden,
tosin monella tavalla perusteltujenkin spekulaatioiden varaan.

Piinvastoin kuin yleinen happo-emaskatalyysi, edellyttii
taas ns. kovalenttikatalyysi kovalenttisesti sidottujen entsyymi-
substraatti-intermediaattien muodostumista. Suuren osan ent-
syymireaktioista tiedetddn kasittdvin tdllaisten intermediaat-
tien muodostumisen. Erds téllainen katalyysityyppi on nukleo-
fiilinen katalyysi. Esimerkkind tillaisesta mainittakoon semi-
karbatsonin muodostuminen p-klorobentsaldehydistd aniliinin
katalysoimana (kuva 14). Entsyymireaktioihin témé esimerlkli
liittyy siten, ettd semikarbatsonin muodostuminen pyridoksaali-
fosfaatista ja pyridoksaalista on altis nukleofiiliselle katalyy-
sille seké primadristen, ettd sekundéiristen amiinien toimesta
(13). Pyridoksaalifosfaatista riippuvaiset entsyymit sisdlbivit
témin koentsyymin sitoutuneena lysiinin epsilon-aminoryhméin
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Kuva 14, Bsimerkki nukleofiilisestii katalyysistii: semikarbatsonin muodostu-

minen p-klorobentsaldehydistii aniliinin katalysoimana, Aldehydin ja aniliinin

villilli muodostuu ensin Schiffin emiis. Tétii seuraa semikarbatsidin nopea

vaikutus Schiffin emitkseen. Schiffin emiis reagoi erittiiin tehokkaasti tillai-

gissa tapauksissa, 'koska se protonoituu helposti, tuottaen hyvin reaktiivisen
kationin.

muodostaen ns. Schiffin emiksen. Koska pyridoksaalifosfaatin
reaktiot edellyttiavit Schiffin emiksen muodostumista amino-
happojen kanssa, on entsyymille edullista omata koentsyymi,
joka on sitoutunut Schiffin emiksen muodossa.

Vieli erds esitetty entsyymiteoria edellyttid, ettii entsyy-
mien katalysoimien reaktioitten nopeus ainakin osittain aiheu-
tuisi erdiinlaisen jéannityksen muodostumisesta substraatin sii-
hen osaan, jossa tapahtuu sidosten muuttumisia. Entsyymin
ja substraatin viliset sidosvoimat tulisivat kiytetyksi hyviksi
siten, ettd ne indusoivat erdéinlaista viiintymisti substraatissa.
Témi teoria on eris mielenkiintoisimmista ja voi olla selityksend
entsyymireaktioitten suurelle nopeudelle. Esim. syklinen yhdiste
etyleenifosfaatti hydrolysoituu 10° kertaa nopeammin kuin
vastaava ei-syklinen yhdiste. Toisaalta onkin sitten todettu
etyleenifosfaatissa tiettyd rengasjinnitysti.

Ennen kuin siirrytian tarkastelemaan vield paria esimerkkis
aktiivisen keskuksen toiminnasta, on mainittava Jacobin, Mo-
nodin ja Changeuxin hypoteesista, joka esittid, ettd entsyy-
mien katalyyttisid ominaisuuksia kontrolloivat erilaiset pienet
molekyylit (kuva 15). Niimi voivat vaikuttaa ei vain suoraan
aktiiviseen keskukseen, vaan myos episuorasti muualla pro-
teiinimolekyylissd, - ns. allosteerisiin  keskuksiin (14, 15, 16).

Kuwva 15. Kaavamainen esimerkki allosteriasta. Kuvattu entsyymimolekyyli
koostuu téssi tapauksessa kahdesta identtisestd monomeeristé (protomeeristi),
jolloin itse molekyylid voidaan kutsua oligomeeriksi. A on ukt_iivineu kegkus,
joka kuuluu yhteisesti kumpaakin monomeeriin, C ja D ja toispalta B ja E
esittdvit allosteerisia vaikutuskeskuksia, Niiihin keskuksiin voivat tietyt
pienet molekyylit sitoutua ja vaikuttaa aktiivisen keskuksen affiniteettiin
substraattiin nihden tai itse siihen entsyymisubstraattikompleksin muodos-
tumisen jiilkeiseen reaktioon, jossn substraatti muuttuu. Niimii allosteeriset
yhdisteet ovat usein tilysin toisenlaisia rakenteeltaan kuin substraatti, mutta
muistuttavat sen sijaan usein tiirkeiden aineenvaihduntareaktiosarjojen loppu-
tuotteita, tai muita tirkeitd tuotteita, jotka siiz kontrolloivat entsyymien
toimintaa.

Timan tyyppinen  vaikutus voidaan erottaa tavallisemmasta
téllaisten aineiden suorasta vaikutuksesta (aktivaattorit ja
inhibiittorit). Kuvissa 16 ja 17 on esitetty kaksi esimerkkid
aktiivisen keskuksen -toiminnasta kymotrypsiinilla (17, 18) ja
karboksipeptidaasi A:lla (19). - o

Tillainen aktiivisen keskuksen kuvaaminen on epdilematta
lilaksi yksinkertaistettua ja sitd kiytettiessi on muistettava
muiden mahdollisten ko-operatiivisten vaikutusten olemassa-
olo. On luultavasti hyodytontd esittid pidemmaélle menevii
malleja entsyymien toiminnasta ennen kuin tiedetidin enem-
méin entsyymiproteiinien sekundédrisesti ja tertidéirisestd raken-
teesta.
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Deacylation

Kuva 16. Asyyliryhmén siirron mahdollinen mekanismi kymotrypsiinin kata-
lysoimassa reaktiossa (17, 18). Ensimméisesséi vaiheessa esteri on joutunut
aktiiviseen keskukseen, jossa seriinin hydroksyyliryhmé vaikuttaa nukleo-
fiilisesti substraatin karbonyyliryhmén hiiliatomiin (nukleofiilinen ryhmé on
reaktiivinen ryhmsé, jolla on liikaa elektroneja ja jotka se pyrkii luovutta-
maan pois). Téatd hydroksyyliryhmén vaikutusta ikdédnkuin tukee vield histi-
diinin imidatsoliryhmé aiheuttamansa yleisen happoemiskatalyysin avulla,
jolloin vesimolekyyli toimii hapon katalysoiman reaktio-osan protonin siir-
téjind. Kolmannessa vaiheessa esteri on hajonnut ja asyylientsyymi muo-
dostunut. Témén intermediaatin deasylaatio tapahtuu myds mahdollisesti
happoemiskatalyysin avulla, jolloin vesimolekyyli toimii nyt eméiskatalyy-
sisséi, protonin siirtéjind. Deasylaatio tapahtuu siis tdysin péinvastaisessa
jérjestyksessé kuin asylaatio.

Kuva 17. Kaavamainen esitys karboksipeptidaasi A:n aktiivisesta keskuk-
sesta Vallee'n et al. mukaan (19). Karboksipeptidaasi A katalysoi yleensi
peptidyyli-L-aminohappojen hydrolyysid peptidiksi ja L-aminohapoksi siten,
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ettii peptidiketju katkeaa C-terminaalisesta pidistit. Kyseinon entsyymi on
sinkkiproteiini, jonka aktiiviseen keskulkseen substraatti sitoutuu oman karbok-
syylirylimiinsé ja entsyymiproteiinin positiivisesti varautuneen ryhmiin jonisen
vuorovailkutuksen tuloksena. Substraatin R-tithde on taas vuorovaikutulsessa
proteiinin hydrofobisen alueen kangsa. Lisiksi muodostuu entsyymin happa-
man AH-ryhmin kautta vetysidos peptidisidoksen typpiatomiin, AH ottaa
itso osan katalyysiin luovuttamalla protonin peptidisidoksen typelle substraatin
ollessa jossain siirtymiitilassa. Tilli tavoin sitoutuu substraatti kolmesta
kohdasta karboksipeptidaasi Am aktiiviseen keskukseen, Nukleofiilinen ryhmii
B aloittaa mahdollisesti hydrolyysin luovuttamalla parin elektroneja karbo-
nyylihiilelle, jolloin muodostuu asyylientsyymi-intermediaatti,
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Om enzymers intracellulidra lokalisation*

Nils-Erik Saris
Institutionen for Klinisk Kems, Helsingfors Universitet

I ett ljusmikroskop ser en cell sisom leverns paremkymcell
ut som en nigot kantig pase med en kropp. cellkirnan som
simmar omkring i en vitska, cytoplasmat. Med limpliga firg-
ningsmetoder kan man urskilja, om én med svarighet, nukleolen
i kirnan som en optiskt téitare sfirisk kropp samt mitokond-
rierna i cytoplasmat. I en del celler kan man urskilja Golgi-
apparaten i nirheten av kirnan, samt diverse korn och vakuoler.
Det hela omslutes av plasmamembranen, som visserligen inte
kan ses, men som dnda maste finnas dir for ett skydd, som
mdojliggor, att cellens innehall kan ha en helt annan samman-
sittning dn den extracellulira losningen. S& &r ju hos digg-
djuren cellerna rika pa kalium, magnesium och ortofostat,
medan den extracellulira viitskan innehiller frimst jonerna
natrium, klorid och kaleium.

Elektronmikroskopin har helt revolutionerat vir uppfattning
om cellen. Uppdelningen av cellen i kiirna och cytoplasma verkar
irrelevant. Cytoplasmat iir ingen egentlig viitska utan ett kong-
lomerat av strukturer, som vi kan kalla organeller. Dessa ir
uppbyggda av membraner, som ser ritt lika ut fran organell
till organell och fran cell till cell. Membranen ser ut att besta
av flere skikt, tva tita skikt med ett elektronoptiskt ljusare
skikt emellan. Med limpliga fixeringsmetoder kan man i en del
membraner se kornigheter som ett tecken pa att skikten inte
ir homogena utan har mosaikstruktur.

Cytoplasmats membransystem bildar ett invecklat monster
av smé pésar, ror, lameller och korn, bild 1. De kan bilda ritt
olika ménster i olika slags celler och har viil ocksd olika funk-
tioner. Trots olikheterna kan man ofta kinna igen vissa orga-
neller i helt olika celler. Mitokondrierna kinnetecknas av en
yttre dubbelmembran och en inre, som ér veckad till tvir-
balkar, cristae mitochondriales. Deras yttre membran kan
ibland ses fortsidtta som en del av det allminna nitverket av

* Foredrag vid Kemidagarnas symposium i kiinisk biokemi i Helsingfors
den 26. 10. 67.

Bild 1. BElektronmikroskopbild av en del av en leverparenkymcell uv'r&bt_:_a.

Forstoring 13.500 X. Tagen av med.kand. R. Grionberg, Laboratoriet for

Elektronmikroskopi vid Helsingfors Universitet. K = kirng, M = mito-

chondrier, Cr = cristae mitochondriales, ER = endoplasmatiskt retikulum,
rough, Mb = micro body, BC = troligen bilidra canalculi.

rér och lameller, som genomkorsar och fyller cytoplasmat,
endoplasmic reticulum. I andra bilder kan man finna st_gullen,
dir cellens yttre membran, plasmamembranen, eller den k'a.rnan
omgivande membranen, kirnmembranen, bildar ett kontinuum
med endoplasmic reticulum. Endoplasmic reticulum bildar
stackar av lameller i Golgi-apparaten, som har en funktion som
en forpackare av proteiner for exkretion, och som troligen ger
upphov till en del av cellens organeller. Stillvis ér endoplasmic
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reticulumlamellerna och -réren besatta med sma korn, ribosomer
som ocksd kan ses fria. Det kornbesatta endoplasmic reticulurm
kallas rough, medan dess slita delar kallas smooth. Av dvriga
organeller kan nimnas lysosomerna, som ser ut som enkla
pasar, medan microbodies synes ha ett fast innehall. For en
narmare beskrivning hénvisas lisaren till Porter och Bonne-

villes bok (1). En schematisk framstéllning av cellens struktur
ger bild 2,

PINOCYTIC
VESICLE

L UCHEOIE

Bild 2. Schematisk bild av en “typisk” cell. J. Brachet, Sci Am. 205 Nr 3,
51 (1961).

E—— e e ———

De olika organellerna har kunnat tillskrivas olika funktioner,
se Mahlers och Cordes’ larobok (2). I kirnan sker syntes av
DNA, RNA, NAD* och vissa proteiner sasom histoner. Mito-
kondrierna oxiderar ménga dmnen inklusive fettsyror, pyruvat,
aminosyror och aminer, de innehaller Krebs trikarbonsyre-
cykelmaskineri, men de katalyserar ocksa synteser, sisom
en stor del av stegen i urinimnes- och heminsynteserna. De till-
varatar en del av oxidationsenergin under bildning av ATP,
som kan utnyttjas for energikrivande reaktioner annorstides
i cellen. Ribosomerna hjilper till med att syntetisera proteiner.
Endoplasmic reticulum ér sitet for syntes av mukopolysacka-
rider, glukuronider, fosfolipider, triglycerider och kolesterol.
Hydroxyleringsreaktioner ir ocksad lokaliserade till dem. Lyso-
somerna har specialiserat sig pa hydrolytiska reaktioner av
olika slag (se 3) i synnerhet i sur miljo (nedbrytning av nuklein-
syror, proteiner, polysacharider). De har tillskrivits en roll vid
inflammationsprocesser och autolys (3), men fragan édr dnnu
omstridd (4). Microbodies har specialiserat sig pa viteperoxid-
produktion via syrekopplade dehydrogenaser.

Att de olika organellerna har olika funktioner, innebir, att
de har olika enzymuppsiittningar. Forskningen utnyttjar tva
huvudmetoder for utredandet av dessa forhallanden. Den ena
dir den histokemiska, den andra cellhomogenisering féljd av
fraktionering av organeller, varefter de kan studeras med sed-
vanliga enzymologiska metoder (5). Vid den histokemiska
lokaliseringen utnyttjas nagon utfillningsreaktion for att
binda produkten vid en enzymatisk reaktion vid bildnings-
stillet. Metodens begrinsning dr att enzymet eller reaktions-
produkten ifrdga kan ha hunnit diffundera fére utfillningen.
Metoden har friamst anvints for att studera mitokondriella
system. En synnerligen elegant utveckling dr kombinering av
utfillning med elektronmikroskopi. En sddan metod har an-
viints for att lokalisera fosfatfrigérande reaktioner sasom ATP
hydrolys och fosfatasreaktioner genom utfillandet av fosfatet
med bly, men dven esteraser och dehydrogenaser har kunnat
lokaliseras (6).

Vid cellhomogenisering frigors intakta och sondrade cell-
organeller sisom mitokondrier, cellkidrnor, lysosomer och miecro-
bodies. Plasmamembranen, kiirnmembranen och endoplasmic
reticulum fragmenteras och bildar spontant sméa pasar, mikro-
somer. Homogeniseringen utfors i isoton losning, vanligen en

* Anvinda forkortningar
ATP = Adcnosintrifosfat
DNA = Deoxyribonukleinsyra
NAD = Nikotinsyreamidadenindinukleotid
RNA = Ribonukleinsyra

e 0
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sackaros 16sning. Genom centrifugering kan partiklar med olika
sedimentationshastighet erhallas och membranerna fraktioneras
pa basen av skillnader i partikelstorlek och tithet. Pa detta
sitt har det varit mojligt att erhalla forhillandevis rena prepa-
rat av cellkirnor, mitokondrier, lysosomer och ribosomer,
medan huvuddelen av mikrosomfraktionen utgér en blandning
av membranfragment, som inte direkt kan identifieras med i
intakta celler observerade strukturer. Sedan alla membran-
fragment avligsnats, aterstdr en losning, supernatant, som
innehéller losliga enzymer.

Tabell 1 ger ett sammandrag av dmnen eller enzymer, som
har befunnits knutna till en bestimd organelltyp i si hog
grad, att de kan anvindas som “marker” fér organellen ifraga.
Cytokromoxidas, t.ex., forekommer anrikat i mitokondrier
(omkring 60 9, av totalaktiviteten i rattlever), medan lysosom-
fraktionen innehéller nirmare 20 %, (kontaminering med mito-
kondrier?), och kirnfraktionen omkring 10 9, (2). Utom svéarig-
heten att erhilla homogena fraktioner samt att identifiera
fraktionerna med strukturer i intakta celler, vidlader homo-
geniserings- och fraktioneringsmetoden den svagheten, att ett
enzym kan ha lossnat ur en organell och fastnat pa en annan
membranfraktion. Vivnader innehdller vanligen flere cell-
typer, efter homogenisering kan man ej avgéra fran vilken
celltyp en aktivitet hirstammar.

Tabell 1. Lampliga *’marker” dmnen eller enzymer for cellorganeller.

Organell Marker
Kiérna . DNA, NAD-pyrofosforylas
Mitokondrier Suckinatdehydrogenas,
cytokromoxidas
Reticulum
rough Glukos-6-P-as
smooth DT diaforas
Lysosomer surt fosfatas
Micro body uratoxidas
Laosliga enzymer laktatdehydrogenas

De lésliga enzymernas lokalisering ér dnnu vanskligare dn de
membranbundnas. Det finns ingen skarp grins mellan membran-
bundna och losliga enzymer, en del kan férekomma i bada
formerna sé, att det férekommer en jimvikt mellan den bundna
och den fria formen. Vid betraktandet av bild 2, dr det klart,
att det férekommer manga mer eller mindre avskilda viitske-
faser eller compartments, som blandas vid homogeniseringen
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och dérefter dr det omojligt att avgéra, fran vilken fas en
aktivitet stammar. Dessa compartments dr: den cytoplasma-
tiska losningen eller matrix, den av cytoplasmic reticulum
omslutna vitskan eller det intracisternala rummet, det nukleira
rummet, samt av pisformiga membraner omslutna rum sdsom
intralysosomala, -vesikuldra och -mitokondriolira rum.

I tabell 2 har sammanforts vissa kliniskt intressanta enzymers
intracellulira lokalisation. Det #r naturligt, att de flesta till-
hor den losliga kategorin, dit ju alla glykolytiska enzymer och
en stor del av dehydrogenaserna hor. En del &r sk. exkretions-
enzymer, sisom ribonukleas, amylas, lipas, vilka bildas av
pankreasceller. Ligg maérke till, att surt fosfatas dr ett lyso-
somalt enzym, medan alkaliskt fosfatas ar ett mikrosomalt
enzym, som anrikat férekommer i bla. cellmembranen (ett
16st ATPas?). En del enzymer forekommer bade i den losliga
fraktionen och i membranfraktionen. Sa ér fallet med aspartat-
aminotransferas (GOT), som finns i mitokondrier och i l6slig
form. Enligt Hassinens undersokningar erhalles den hogsta
specifika aktiviteten fér detta enzym i plasmamembranfrak-
tionen (7).

Tabell 2. Den intracellulira lokalisationen fér en del enzymer av kliniskt intresse.

Enzym Lokalisation
Lipas Pancreas zymogengranula
Amylas ” -
Ribonukleas ” ”?
Surt fosfatas Lysosomer
Alkaliskt fosfatas Mikrosomer, plasmamembran
Aspartat aminotransferas Mitokondrier, plasmamembran, 1&slig
Glutamatdehydrogenas Mitokondrier
Alanin aminotransferas Leoslig
Kolinesteras : Mikrosomer, plasmamembran
Sorbitdehydrogenas Loslig
Ornitin-karbamyl-transferas B
Aldolas ”
Glukos-6-P-dehydrogenas ”
Laktatdehydrogenas ”
Kreatinkinas .

Studiet av enzymernas intracelluldra lokalisation har ppnat
ett nytt filt i livsvetenskaperna. Inom medicinen har man nu
mojligheten att underséka sjukdomar, som beror pd stdrningar
i cellorganellernas funktioner. Tolkningen av férdndringar
i blodets enzymaktiviteter underlittas dd man vet bade fran
vilket organ och ocksé fran vilken celldel en aktivitet stammar.
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Plasman entsyymiaktiivisuuksien
dynamiikkaa*

P. Rintola
Helsingin yliopistollinen keskussairaala, Helsinks

Entsyymien synteesi ja toiminta tapahtuu solun sisilld, mutta
plasmasta voidaan silti madrittad useiden eri entsyymien aktii-
visuuksia. Vain harvat niistd toimivat tidssd ympéristossa
reaktion katalysoijina.

Entsyymeji siirtyy jo fysiologisissakin olosuhteissa soluista
ekstrasellulaaritilaan ja plasmaan, jossa ne metaboloituvat
muiden plasman proteiinien tavoin, noudattaen vakiohdvidmis-
nopeutta. Kun jokaisen entsyymin aktiviteetti normaalioloissa
pysyy melkein vakiona, pitdd sekd entsyymien vuotamis- ettd
hividmisnopeuksien olla yhtd suuret. Jokaisella entsyymilld on
oma ns. turn-over aikansa, joka kuvaa sen vaihtumisnopeutta
plasmassa.

Patologisissa tiloissa toinen tai molemmat néistd entsyymien
tasoa sdatelevistd tekijoistd saattavat muuttua. Tamé merkit-
see muutosta plasman entsyymien médrassd (aktiviteetissa) (1.).

Plasman lukuisista entsyymeistd vain hieman alle 20 on klii-
nisesti merkittdvid. Se, ettd lukumédrd supistuu nidin pieneksi,
johtuu niistd vaatimuksista, joita téllaisille entsyymeille ase-
tetaan. Niiden tulisi ldhinnd antaa taudin diagnostiikassa tie-
toja sairauden laadusta ja vaiheesta. Seuraavassa tarkastellaan
niité tekijoita, jotka aikaansaavat muutoksia plasman entsyymi-
aktiivisuuksissa.

Entsyymien allkuperd

Ennen varsinaiseen aiheeseen siirtymistd on syytd selvittéd,
mistd kehon eri elimistd tai soluista plasman entsyymit ovat
perdisin, ja millaisia entsyymejié plasmassa esiintyy. Tamin
perusteella entsyymit voidaan jakaa kolmeen ryhmédn:

1. Entsyymit, joilla on funktionaalinen tehtdvé plasmassa.
Téhéin ryhmédn kuuluvat maksassa syntetisoituvat veren hyy-
tymistapahtumaan osallistuvat entsyymit ja tekijat (esim.
plasminogeeni-plasmiini ja protrombiini-trombiini).

* Esitelmé Kemian Paivien kliinisen biokemian symposiumissa Helsingissd
26. 10. 67.
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2. Entsyymit, jotka ovat jonkin spesifisen elimen aktiivisesti
erittimis entsyymiproteiineja, joilla ei ole merkitystd reaktion
katalysaattorina plasmassa (esim. maksaperdinen alkalinen
fosfataasi).

3. Entsyymit, joiden tehtdvini on yllipitdéd eldville solulle
tirkeitd reaktioita. Mm. kaikki glykolyysiin ja sitruunahappo-
sykliin osallistuvat entsyymit kuuluvat tihén suureen ns. solu-
entsyymien ryhméén.

Entsyymien vuolaminen verenkiertoon

Vaikka solumembraani on melko tiivis rakennelma, entsyy-
mejd padsee kalvon lipi jo normaaliolosuhteissakin. Entsyy-
mien normaalitaso vuodon osalta médrdaytyy siten 1) entsyy-
mien tihkumisesta eldvidn solukalvon ldpi sekd 2) solujen nor-
maalin biologisen hajoamisen jédlkeen plasmaan vuotavista ent-
syymeisté.

Patologisissa tiloissa membraanin permeabiliteetti muuttuu.
Koska patologisia tiloja aiheuttavien tekijdiden lukumédrd on
sangen suuri, ja koska eri tekijdiden osuus on kovin vaihteleva
eri tautitiloissa, on vaikea tehdd mitddn yleiskaaviota siité,
mikd tai mitkd tekijétt kulloinkin ovat dominoivia.

Kun jonkin infektiotaudin aiheuttava bakteeri tai parasiitti
on pidssyt tunkeutumaan kehoon, se pesiytyy elimiston soluk-
koon, alkaen eldd isdntisolun kustannuksella. Se pyrkii monel-
lakin eri tavalla ottamaan ravintoa isdntisolusta, vaurioitta-
malla solun membraania tai aiheuttamalla muutoksia sen meta-
boliassa. Mm. baktzerien proteolyyttiset entsyymit voivat suo-
raan vaikuttaa membraanin proteiineihin, muuttaen siten kal-
von permeabiliteettia. Erdat bakteerit erittdvit toksisia aineita,
joiden vaikutus voi olla joko paikallinen tai laajempi, toksisen
aineen levitessd verenkierron mukana. Esim. jiykkikouristuk-
sen aiheuttaja, Clostridium tetani levittda erittimadnsd ekso-
toksiinia kaikkialle verenkierron mukana.

Virusinfektiossa taudin aiheuttama virus tunkeutuu solun
sisddn, jakaantuen sielld. Samalla se on isdntdsolun metabo-
lialle haitallinen tekijé, joka aiheuttaa muutoksia solun energian
tuotossa, nukleiinihappo- ja proteiinisynteesissd sekd solukal-
von permeabiliteetissa.

Monet yhdisteet entsyymien inhibiittoreina aiheuttavat
membraanin permeabiliteettimuutoksia, jotka lopulta johta-
vat solun tuhoutumiseen. Esim. hiilitetrakloridi (inhiboi oksi-
datiivista fosforylaatiota) saa aikaan vaurioita maksakudok-
sessa, jotka vauriot ovat suorassa suhteessa annettuun CCl,-
méadrddn. Tdmé korrelaatio havaitaan maksatyyppisten ent-
syymien aktiivisuuksien nousuna plasmassa.

— 33 —

Runsaasti hydrolyyttisid entsyymejd sisdltivit solupartik-
kelit, lysosomit liittyvdt monellakin eri tavalla solun hajoamis-
tapahtumaan. Kun solu vaurioituu, lysosomien lipoproteiini-
kalvo hajoaa ja aktiiviset entsyymit péidsevit sekd sytoplas-
maan ettd solun ulkopuolelle, ekstrasellulaaritilaan ja plas-
maan. Nayttds siltd, ettd lysosomien hajoaminen voi olla myd&s
priméédrinen tapahtuma, joka panee solun hajoamisen alulle
(lysosomien hydrolaasit hajoittavat solun kaikkia aineosia).

Oman patologisen ryhmén muodostavat immunisaatiosta ja
autoimmunisaatiosta johtuvat soluvauriot. Kudosantibodit, joi-
den syntymekanismeihin ei tédssd yhteydessd puututa, kiinnit-
tyvit solujen pintaan, aiheuttaen solujen hajoamisen. Hajoamis-
mekanismia el tarkoin tunneta, mutta tapahtumaan oletetaan
liittyvdn antibodien lisdksi punasolujen hemolyysissd parem-
min tunnettujen komplementti-tekijéiden (C’-komponentit).

Kuvassa 1 on kaavamaisesti esitetty ne vaiheet, jotka johta-
vat solumembraanin huokosten avautumiseen ja solun hajoa-
miseen. Kun permeabiliteetin muutos on tapahtunut, seuraavat
seikat vaikuttavat entsyymien vuotonopeuteen ja aktiviteettien
nousuun plasmassa:

Entsyymien konsentraatio solussa (Kuva 2.)
Vaurioituneiden solujen méara

Verenkierron vilkkaus vaurioituneen alueen ympérilld
Entsyymien lokalisaatio solussa (2)

Sl ol o

Onko entsyymi liukoinen tai liukenematon (esim. partik-
keleihin tai membraaniin sitoutuneena)

Membraanin hajoamistapahtumaa voidaan tutkia myos ko-
keellisesti. Warburg ja Hiepler (v.1952) totesivat aldolaasin
vuotavan ascites-soluista ympéardiviadn ascites-seerumiin, jos
soluja inkuboitiin 38 ° C:ssa ilman glukoosilisdystd. Toinen
havainto oli aldolaasin vuotaminen enemmén anaerobisissa
kuin aerobisissa olosuhteissa.

Bruns et al. tarkastelivat mm. LDH:n (laktaattidehydro-
genaasi), ALD:n (aldolaasi) ja GOT:n (aspartaattiaminotrans-
feraasi) aktiviteetin nousua injisoimalla koe-eldimen vatsa-
onteloon monojodasettaattia, salyrgaania, fluoretikkahappoa tai
2,4-dinitrofenolia.

Poikkeuksena patologisten tilojen entsyymiaktiivisuuksien
nousuille on mainittava veren hyytymistapahtumaan osallistu-
vat entsyymit ja tekijit. Maksasairauksissa niiden synteesi
hidastuu ja plasman entsyymitaso laskee. Kokeellisesti tama
voidaan osoittaa plasman hyytymisajan pitenemisend.

3
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PATOLOGISEN TILAN ATHEUTTAJA I

l

SOLUN HENGITYS
(oksidatiivinen fosforylaatio)

I

PATOENERGEETTINEN MEKANISMI

{ ADP x PA/ATP:n NOUSU

SOLUN TURPOAMINEN

,, I

SOLUMEMBRAANI
(permeabiliteetin muutos)

ELEKTROLYYTTIEN, METABOLIITTIEN, KOENTSYYMIEN
JA ENTSYYMIEN VUOTAMINEN SOLUSTA

SOLUN KUOLEMA

Kuva 1. Kaavakuva patologisen entsyymivuodon mekanismista.

Entsyymi Konsentraatiogradientti
maksa/seerumi
Heksokinaasi 14 000
Glutamaattidehydrogenaasi 7 500
Alkoholidehydrogenaasi 23 000
Pyruvaattikinaasi 700
Laktaattidehydrogenaasi 3 000
Malaattidehydrogenaasi 4 000
Aspartaattiaminotransferaasi 11 600
Alaniiniaminotransferaasi 10 000
punasolu/seerumi
Laktaattidehydrogenaasi 214
Fruktoosidifosfaattialdolaasi 108

Kuva 2. Eri entsyymien konsentraatiogradientti (médritetty aktiivisuus-
vksikkdind) valilla maksa/seerumi ja punasolu/seerumi.

Entsyymien hdvidminen verenkierrosta

Tiedot entsyymien hividmisesti verenkierrosta ovat vihii-
set, Kokeellisesti on helppo todeta entsyymien eliminoituvan
proteiinien tavoin plasmasta. Mutta se mekanismi, joka panee
koko prosessin liikkeelle, kaipaa vield paljon lisid selvitystd.
Nykyisten tietojen mukaan havidminen voi tapahtua seuraavia
mekanismeja kayttien:

1. entsyymien aktiivinen siirtyminen soluihin,
) - inaktivoituminen ja hajoaminen,
3. ” eritys.

L. Aiheesta on kirjoitettu ja keskusteltu. Konkreettiset tulok-
set puuttuvat kuitenkin taysin.

2. Luonnollisin tie protelinien ja entsyymien héividmiselle on
inaktivoituminen ja hajoaminen. Missd tdmé tapahtuu, on vield
selvittdmattd. Tutkimusten mukaan RES-systeemi (reticulo-
endoteliaali-) el osallistu tihdn tapahtumaan. Jo entsyymi-
proteiinin  tertiddrirakenteessa tapahtuva muutos aikaansaa
aktiivisten keskusten inaktivaation ja irreversiibelin denatu-
raation. Proteaasien hydrolysoiva vaikutus on huomioitava
tekijii entsyymien inaktivaatiossa. Haimatulehduksissa rauha-
sen normaali eritys ruuansulatuskanavaan saattaa estyd, jolloin
haiman sisflisen paineen noustessa erite (sisiltdd mm. trypsiinid
ja peptidaaseja) pyrkii purkantumaan helpointa mahdollista
tietd, tissd tapauksessa verenkiertoon. Toisaalta plasmassa
esiintyy myo6s proteaaseja inhiboivia antientsyymeji. Esim.
lisattaessa trypsiinid verenkiertoon sen aktiviteetti hividd no-
peasti antitrypsiinin reagoidessa trypsiinin kanssa.

Denaturaatiota edistdvia tekijoitd ovat substraattien ja ko-
faktorien puuttuminen plasmasta. Substraatti ja kofaktori muo-
dostavat entsyymin kanssa komplekseja, jolloin entsyymin
aktiiviset keskukset sdilyvat stabiilimpina. Lampotilan alene-
misella on tunnetusti entsyymejé stabiloiva vaikutus. Tdhén
perustuu ilmeisesti seuraavan tutkimuksen tulos: prostata car-
cinoma potilaan plasman hapan fosfataasi nousi, alennettaessa
kehon lampotilaa alle 36 ° C. Lampotilan kohotessa normaali-
tasolle entsyymin aktiviteetti palautui ennalleen.

Eliminaationopeuvtta ei voida paljon sdiddelld, ja se tapahtuu
lidhes maksimikapasiteetilla. Jo yksi gramma sydédnkudosta
aiheuttaa vaurioituessaan havaittavan nousun plasman ent-
syymitasossa.

3. Entsyymejd erittyy sekd sapen ettd munuaisten kautta.
Sappirakko konsentroi entsyymejd kuten sapen muitakin aine-
osia. LDH:n, MDH:n (malaattidehydrogenaasi), GPT:n (alaniini-
aminotransferaasi) ja AP:n (aminopeptidaasi) aktiivisuudet ovat
10-kertaiset plasman vastaaviin arvoihin verrattuna. GOT:n
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aktiivisuus sapessa on jopa 50-kerfainen. Pitkédaikaiset sapen
erityshiiriot (esim. sappikivi) johtavat sapen entsyymitason
laskuun (3.).

Entsyymien eritystoiminta munuaisten kautta jia vahaiseksi.
Niiden suuri molekyylikoko (usein yli 100 000) on esteené filtraa-
tiolle glomeruluksissa (munuaiskerdset). Poikkeuksen muodos-
taa eritysentsyymi amylaasi (mp. 45 000), joka lapdisee glome-
rulukset. Silld on kliinistd merkitystd haimatulehduksissa.
Plasman amylaasi voi olla jo palautunut normaalitasolle, kun
virtsasta vield amylaasin aktiviteetti havaitaan kohonneeksi.
Munuaissairauksille on luonteenomaista proteiinien (samalla
myos entsyymien) esiintyminen virtsassa (proteinuria). Virt-
sasta tavattavat entsyymit voivat olla perdisin myo6s vaurioitu-
neesta munuaiskudoksesta, kuten Rosalki et al. ovat toden-
neet (4.). He madrittivit eri munuaissairauksissa huomattavia
LDH- ja GOT-aktiivisuuksia virtsasta, kun samalla plasman
vastaavien entsyymien aktiivisuudet olivat normaalitasolla.

Entsyymejéi erittyy myos suolistossa. Normaali oloissa plas-
maa erittyy 13—25 ml/vrk. Patologisissa tiloissa vuoto voi
nousta jopa 600 ml/vrk (5.).

Entsyymien héavidmistd voidaan tutkia injisoimalla veren-
kiertoon entsyymeji ja seuraamalla aktiivisuuksien laskua ajan
funktiona (6.). Muodostuva hividmiskdyrd on kaksivaiheinen
(Kuva 3.). Ensimméinen vaihe on nopea ja se kuvaa entsyymin
levidmistd plasmaan ja ekstraselluldaritilan. Toinen vaihe esit-
tiiii varsinaista eliminaationopeutta. T Y4-ajat vaihtelevat eri
entsyymeilld. Kuvassa 3 nihdidin, miten saman substraatti-
spesifisyyden omaavan, mutta eri syntyperid olevan entsyymin
hiaviamisnopeudessa on eroa. Verrattaessa saman koe-eliimen
(kanin) seerumin albumiinin T 14-aikoja entsyymien puoliin-
tumisaikoihin (1.-vaihe 3,6 t ja 2.-vaihe 4,8 vrk), entsyymien
vastaavat ajat ovat paljon lyhempis (1.-vaihe n. 1t ja 2.-vaihe
2—10 t). Patologisissa aktiviteettimuutoksissa héavidmiskdyran
kaksifaasisuutta ei saada esille. Vuoto ei tapahdu momentaari-
sesti, vaan se voi jatkua useiden pdivien ajan. Téilloin vaiheet
sekoittuvat toisiinsa, ja T Vs-ajaksi saadaan luku kaksifaasi-
sen kiyrin T V,-aikojen valilta.

Entsyymiaktiivisuus fysiologisissa olosuhteissa

Saman entsyymin normaalitaso eroaa eri lajeilla. Esim. aldo-
laasi
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Kuva 3. GOT- ja GPT-aktiivisuuksien hévidmiskdyrit kanilla tutkittuna

K-GOT ja K-GPT = kanin maksasta eristettyja. R-GOT ja R-GPT = sian

syddmesti eristettyjd. Ordinaatta: akt.yks. = uMol/mlseerumi/tunti. Abskissa:

injektiosta kulunut aikaa tunteina. Kaiyrien padllda olevat luvut ovat
T Y, -aikoja = min (6.).

Luettelo osoittaa aldolaasiaktiviteetin olevan kidntden ver-
rannollinen eldimen kokoon. Sikickaudella entsyymitaso on
vaihteleva eri kehitysvaiheissa. Iin mukana havaitaan lievad
entsyymitason nousua (7.). My0s raskas lihastyo saattaa nostaa
entsyymitasoa (8.). Néitd kokeita on tehty sekd ihmiselld ettd
eldimilla. Thmisilld havaittiin eroa huonokuntoisten ja fyysi-
sesti voimakkaiden henkildiden vililld. Harjoittelemattomilla ja
huonokuntoisilla koehenkilsilld entsyymitaso nousi herkemmin
ja enemmén rasituksen aikana. Tdmé johtuu ldhinnd aerobisen
energiatuoton vihenemisestd (kts. Kuva 1.).
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Entsyymiaktiivisuus patologisissa olosuhleissa

Patologisten tilojen entsyymiaktiivisuuksien muutokset muo-
dostavat usein komplisoidun ja vaikeasti tulkittavan kokonai-
suuden. Aiheen laajuuden vuoksi tissd tyydytiin vain kahteen
yksinkertaiseen esimerlkkiin.

Sydénveritulppa (Kuva 4.).
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Kuva 4. GOT-, CPK- ja LDH-aktiivisuuksien muutokset sydéninfarktin jalkeen.

Sydininfarktille on tyypillisti nopeat entsyymiaktiivisuuk-
sien nousut. Tillaisissa akillisissi entsyymivuodoissa plasman
entsyymiaktiivisuudet noudattavat vaurioituneen klldol{s.t‘,lj
entsyymimallistoa, ts. mité suurempi konsentraatio solussa siti
enemmiin entsyymid esiintyy plasmassa (8.). CPK (kreatiini-
fosfokinaasi), joka on spesifisesti lihasperdinen, nousee her-
kimmin, mutta sen T 5-aika on lyhyt. GOT ei ole spesifinen
sydinlihakselle, mutta siti kiytetiin kuitenkin LDH:mn (iso-
entsyymit) (9.) ohella infarktitapausten diagnostiikassa. LDH
saavuttaa maksiminsa vithin myéhemmin (2—3 vrk infark-
tista) kuin CPK ja GOT.

Virus hepatiitti (Kuva 5.).
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Kuva §. GOT- ja GPT-aktiivisuuksien muutokset virus hepatiitin aikana.

Maksasairauksissa tilanne on komplisoidumpi. Plasman ent-
syyminousut eivit vastaa endd vaurioituneen kndoksen ent-
syymimallistoa samassa suhteessa (8.). GOT on herkin hepa-
tiitin osoittaja. Sen rinnalla usein mairitettiva GPT on mel-
kein yhtd herkkd ja kiyttiytyy muutenkin GOTm tavoin.
Maksan spesifiset entsyymit (esim. OCT = ornitiinikarbamyl-
transferaasi ja SDH = sorbiittidehydrogenaasi) nousevat vain
maksasairauksissa. Niiden heilkkkoutena on médritysmenetelmén
epaherkkyys, ja ne hiviivit plasmasta nopeasti. Maksasairauk-
sten kliinisid oireita (keltaisuvus) aiheuttava bilirubiini nousee
plasmassa entsyymeji myohemmin.

Entsyymitason muutokset eri tautitiloissa ovat tarkoin tut-
kitut. Lidketiede ei kuitenkaan tyydy tahdn, vaan yhé edelleen
plasmasta 16ytyy entsyymeja, joilla mahdollisesti on kliinistd
merkitystd, Téllaisia ns. ldpilyontiasemassa olevia entsyymejd
ovat mm. y-glutamyltranspeptidaasi (nousee herkésti infektio-
sairauksissa) ja mukopeptidiglukohydrolaasi (vapautuu plas-
maan granulosyyttien hajotessa).




— 40 —

Kirjallisuusluettelo:

Henley, K. 8., Schmidt, E., Sckmidt, F. W., Enzymes in Serum, 1966,
Charles C. Thomas, Illinois, USA.

Greenberg, D. M., Harper, H. A., Enzymes in Health and Disease, 1960,
Charles C. Thomas, Illinois, USA.

Hess, B., Enzyme in Blutplasma, 1966, Georg Thiem Varlag, Stuttgart
Advances in Immunology, 1 (1961), V (1966), VI (1967).

. Saukkonen, H., Suomen Kemistiseuran Tiedonant. 77 (1968).

. Saris, N.-E., Suomen Kemistigeuran Tiedonant. 77 (1968).

. Lorentz, K., Klinische Wochenschrift, 41: 1, (1963), 18—21.

. Rosalki, 8. B., Wilkinson,J, H., Lancet, 2, (1059), 327-—328.

. wan Tongeren, J, H. M., Reichert, W. J., Clinica Chimica Acta, 14, (1960),

42 —48.

. Amelung, D. Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem., 318, (1960), 219.
. von Dubach, U, C., Helvetica Medica Acta, 28, (1961)
. Henley, K. S., Arbor, A., Schmidt, E., Schmidt, F. W., J. Amer. med. Ass.,

, 469—475,
(1960), 977—981.

. Levonen, E., Suomen Kemistiseuran Tiedonant. 77 (1968).

— 41 —

Isoentsyymeista*

Eeva Levonen
Helsingin yliopistollinen keskussairaala, Helsinki

Isoentsyymien historia on verraten nuori, silli sen voidaan
katsoa alkavan varsinaisesti vasta vuonna 1957, jolloin Wieland
ja Pfleiderer osoittivat, ettd samassa kudoksessa voi esiintyéd
laktaattidehydrogenaasia useammassa, toisistaan fysikaalisin
keinoin erotettavassa muodossa ja jolloin Vessel ja Bearn sai-
vat saman entsyymin jakautumaan seerumin térkkelysgeeli-
elektroforeesissa kolmeen osaan. Vield Sayre ja Hill, hekin
samana vuonna, jakoivat seerumin laktaattidehydrogenaasin
useaan fraktioon virtauselektroforeesia sekd kromatografiaa ja
gradienttieluutiota kédyttien. Aikaisemminkin oli tunnettu
tosiasia, ettd eri elidistd perdisin olevat entsyymit — vaikka
olivatkin substraattispesifisyydeltdin yhtildiset — saattoivat
poiketa toisistaan monien kemiallisten ja fysikaalisten ominai-
suuksien suhteen.

Ensimméinen selviisti isoentsyymejd koskeva tyo on kui-
tenkin periisin jo vuodelta 1950, jolloin Meister oli jakanut
kiteisen laktaattidehydrogenaasin elektroforeettisesti kahteen
fraktioon. Kaksi vuotta myShemmin osoitettiin kummankin
néistd olevan aktiivisen entsyymin. Kromatografisten ja elektro-
foreettisten menetelmien kehittyminen ja monipuolistuminen
ja erityisesti Smithieksen v. 1955 julkaisema térkkelysgeeli-
elektroforeesitekniikka, jolla seerumistakin saatiin useita uusia
fraktioita erilleen, antoivat vauhtia isoentsyymitutkimukselle
viisikymmenluvun loppupuoliskolla. )

Isoentsyymikisitteen tdsméllinen rajaaminen on vaikeaa,
silla toisena ddrimmaéisyytend on esitetty, ettd kaikista saman
entsymaattisen spesifisyyden omaavista proteiineista kiytet-
tédisiin tatd nimitystd ja toisena, ettd vain sellaiset entsyymi-
proteiinit, joiden synteesid sddtelee sama perintotekija, olisivat
isoentsyymejd ja saman entsyymiaktiivisuuden omaavat pro-
teiinit, joiden synteesid sddtelevit eri perintitekijit, olisivat
heteroentsyymeji. Kdytinnossd lienee parasta pitdytyd IUBm

* Esitelmé, Kemian Piivien kliinisen biokemian symposiumissa Helsingissii
26. 10. 67.
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entsyymikomitean suositukseen, jonka mukaan isoentsyymilld
tarkoitetaan yhdessi elidlajissa esiintyvin tietyn entsyymin
eri muotoja.

On vain osittain selvitetty, misti entsyymien monimuotoi-
suus johtuu, mutta ainakin seuraavat tekijit aiheuttavat siti:

Perintotekijiin vaikutus joko suoraan entsyymiproteiinin
primddriosan synteesiin tai solun sditelymekanismien vilityk-
selli molekyylin perusosien yhteenliittymiseen.

Solun eri rakenneosissa entsyymiproteiinin rakenne on usein
erilainen. Niinpd hajoavista soluista seerumiin joutunut aspar-
taattiaminotransferaasi hajoaa elektroforeesissa kahteen frak-
tioon, joista toinen on perdisin soluplasmasta ja toinen mito-
kondrioista, eikd jakautumismalliin vaikuta lainkaan se misté
kudoksesta entsyymi on lihtoisin.

Seerumissa voivat entsyymimolekyylit sitoutua eri proteiini-
fraktioihin ja esimerkiksi elektroforeesissa liikkkua niiden mu-
kana. Kudoksista irronneet entsyymiproteiinit voivat vield
osittain hajota ja siten muuttua fysikaalisilta ominaisuuksil-
taan menettamdattd silti aktiivisuuttaan.

Laktaattidehydrogenaasin isoentsyymien rakenne on tois-
taiseksi parhaiten selvitetty ja koska niiti koskeva tutkimus on
perustavaa alallaan valottaen lisiksi tutkimuksen yleisii suunta-
viivoja, lienee aiheellista selostaa sitd yksityiskohtaisemmin.

Kun Wieland ja Pfleiderer v. 1957 olivat 1ytineet lihes kai-
kissa tutkimissaan kudoksissa laktaattidehydrogenaasia useana,
joskus jopa viitend fraktiona, havaitsivat seuraavan vuoden
aikana useat tutkijat sen diagnostisen merkityksen, mikéi nii-
den fraktioiden seerumissa esiintymiselld oli. Yleinen mielen-
kiinto asiaan herdsi ja monella taholla tutkittiin entsyymii
soveltaen nykyisinkin kiytinndssi olevia menetelmii: elektro-
foreesia erilaisissa kantaja-aineissa, ioninvaihtaja- ja geeli-
filtraatiokromatografiaa. Pylviiselektroforeesilla ja -kromato-
grafialla voitiin jakeita saada niin suuria méiiria, ettd niiden
lahempi tutkiminen oli mahdollista.

Laktaattidehydrogenaasista saatujen viiden jakeen (LD,—
LD;) molekyylipaino oli jokseenkin sama n. 135 000 ja elektro-
foreesissa kiintyi huomio jakeiden viilimatkojen yhtiliisyyteen,
mikd selittyi Wachsmutin tystovereineen todettua, etti 6 N
suolahapolla aminohappoasteelle hydrolysoiduissa jakeissa emik-
sisten aminohappojen osuus aleni ja happamien nousi tasaisesti
siirryttiiessi  anodisimmasta LD :sti  katodisempiin  jakeihin
aina LD;:een asti.

Kaikki viisi jaetta osoittautuivat 12 M urea- tai 5 M guani-
diinilivoksessa dissosioituvan neljiksi yhtisuureksi monomee-
riksi. Appella ja Markert osoittivat LD, monomeerien olevan
keskenidiin yhtildiset, mutta poikkeavan LD, monomeereisti,
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jotka ne taas olivat keskeniin samanlaiset. Edelliset he nimit-
tiviit alayksikké B:ksi ja jilkimmiiset alayksikké A:ksi aikai-
semmin Yhdysvalloissa kédytetyn numeroinnin perusteella,
jonka mukaan pisimmélle anodiin piin kulkeva fraktio olisi
LD; ja lihimpini katodia oleva LD,. Niytti silti, ettd LD,, LDy
ja LD, olisivat LD, ja LD; vilimuotoja ja koostuneet seki
A:sta ettd B:std. (Kuva 1.)
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Kuwva 1. Laktaattidehydrogenaasin jakel@len dissosioitum.infn monomeereiksi
ja niiden koostuminen A ja B monomeereisti.

Niin onkin osoitettu olevan. Markertin onnistui v. 1963 dis-
sosioida LD-fraktiot monomeereiksi ilman, ettd entsyymiakdtii-
visuus palautumattomasti hévisi, Jifidyttimilld fraktiot 1M
NaCl liuoksessa ja sulattamalla usean tunnin kuluttua voitiin
tetrameerit hajoittaa monomeereiksi, jotka sitten liittyivit
uudelleen aktiivisiksi tetrameereiksi. Markert sekoitti yhtd
suuret médrit puhdasta LD, ja LD; 1 M NaCl-linokseen, jiid-
dytti ja sulatti seoksen ja tutki titéi elektroforeettisesti. Puhtaat
lahtofraktiot pysyivit elektroforeesissa yhteniisend, selvii-
rajaisena tiplind, mutta jiddytetty seos hajosi viideksi frak-
tioksi (Kuva 2.) LD,—LD; sarjan fraktioiden midirien suhde
oli 1:4:6:4:1, miki vastaa kahden monomeerin sattuman-
varaista tetrameereiksi ryhmittymisti. ) o

LD isoentsyymit poikkeavat toisistaan myds biokemiallisten
ominaisuuksiensa puolesta. Kro on suurin LD;m ja LDgn
vililli, LD, muistuttaa LD :té ja LD, muistuttaa LDg:ti.
LD, esiintyy sellaisissa soluissa, joiden hapensaanti on turvattn
ja joissa glukoosi hapettuu tiydellisesti sitruunahappokierrossa.
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Kuva 2. Markertin elektroforecttinen analyysi puhdistetuista LD, ja 1LD
5

fraktioista sekii (k.csl_(ellii} IM ﬁaC]:sai‘s jéldytetystd ja senjiilkeen sulatetusta
sooksesta, josse alunperin oli kumpaakin fraktiota yhts paljon.

Eniten sitd on sydinlihaksen soluissa ja punasoluissa. LD
]_iyke;nf;e pelkistiméin suuria méirii pyruvaattia maitohapoks?
Ja sitd taas on eniten maksassa ja liikuntalihaksissa. LD.n
o_pttmaal‘men’ pyruvaattikonsentraatio on n. kymmenen kertim
suurempi kuin LD,;m. LD, pelkistii yhti hyvin a-ketobuty-
raattia kuin pyruvaattia kun taas LD, aktiivisuus a-ketobuty-
raattia substraattina kiytettiessi on vain 20—30 % siitéd, miti
se on pyruvaattia kiytettiessi. Kumpaakin toisistaan poi,k.kea-
vuutta substraattien suhteen on kiytetty sydin- ja maksa-
perdisen LD osuuden midrittimiseen  kokonaisaktiivismu-
desta, mutta on vield muitakin merkittéivia eroja LDyn ja
LDgn vililli, LD; on monessa suhteessa pysyvimpi kuin
LD;: 2M urea ja kuumentaminen aina 60 °:een eiviit vaikuta
sanottavasti LD:n aktiivisuuteen kun taas LD, inaktivoituu
téysin kurmnalh}kin kisittelylld. Jo jidkaapissa sidilyttaminen
mutta ennenkaikkea jiidyttiminen alentavat myds LDgn
ak?.uvtsuutta, mutta eiviit vaikuta LD aktiivisuuteen. Viéla‘i
voidaan nimé fraktiot erottaa toisistaan DEAR ioninvaihto-
selluloosan avulla.

P ——— e e e et S = R
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Kiaytinnon tyoskentelyssi useinkin kiytetdin elektroforeesia
eri elimisté perdisin olevien isoentsyymien erottamiseen toisis-
taan. Klektroforeesin jilkeen jakeet osoitetaan kiyttden alun-
perin kudosleikkeiden tutkimiseen kehitettyja menetelmié, LD:n
laktaatista irroittama vety siirretddn tetratsoliumsuolalle, josta
muodostun liukenematonta wvirillistd formatsaania. Agargeeli-
elektroforeesissa kiytetddn niin paljon niytettd, ettd syntynyt
viri on kvantitoitavissa, mutta eri jakeiden silmimadrainen
arviointi on mahdollista myos kiyttien nopeaa ja vaivatonta
mikroelektroforeesia selluloosa-asetaatissa. Elektroforeesilla saa-
daan nikyviin myds sellaisten jakeiden osuuden kasvu, jotka
eiviit vaikuta kemiallisesti maaritettivissa olevaan isoentsyymi-
suhteeseen. Niin on laita esimerkiksi pahanlaatuisissa proses-
seissa, joissa seerumin kohonnut LD on jakautunut kuten nor-
maaliseerumissa fraktioiden 2,1 ja 3 ollessa vallitsevina. Maksa-
ja sydénperiiset LD-isoentsyymit esiintyvit elektroforeesissa
tyypillisend jakautumamallina (Kuva 3.), joka kiytinnossé
useimmiten antaa saman informaation kuin kemiallisesti méi-
ritettyjen isoentsyymisuhteiden monesti tulkinnanvaraiset las-
ketut arvot.

(+) (-)

M

Kuva 3. Kaavamainen esitys LD isoentsyymien osuuksista seerumissa sydén-
infarkti- (S) ja hepatitis- (M) potilaalla.

Tilld hetkelld lienee tiedossa lihes kolmenkymmenen entsyy-
min jakautuminen isoentsyymeiksi, mutta sairaalan rutiini-
laboratoriossa tutkittanee laktaattidehydrogenaasin lisiksi ylei-
semmin vain alkaalisen fosfataasin isoentsyymeji. Elektro-
foreesi tapahtuu yleensid agar- tai tirkkelysgeelissi ja fraktiot
tehdidn nikyviksi histokemiallisia virjaysmenetelmii kayt-
tden. Helpointa lience kiyttid substraattina a-naftylfosfaattia,
josta entsyymin lohkaistua fosfaatin jiljelle jadvi «-naftoli
reagoi muodostaen liuoksessa mukana olevan diatsoniumsuolan
kanssa liukenemattoman viirin, Glyserofosfaatti-kalsium-raskas-
metalli-virjiyksid on vaikeampaa saada onnistumaan aina-
kaan agarissa, jonka happamet ryhmét sitovat metalli-ioneja.




Seerumissa  lisidintyneen alkaalisen fosfataasin  alkuperii
luusto vai maksa, on mahdollista selvittiid isoentsyymin leul-
kemasta matkasta. Maksaperdinen kulkee «, ja a, fraktioiden
ja ]ulustoperéa:inen %y ja f fraktioiden vililli (Kuva 4.). Nor-
maalissa seerumissa esiintyvi hyvin heikko alkaalisen fosfa-
taasin fraktio on niiden kahden vililli.

(+) Lahto (=)

b

Kuva 4. Alkaalisen fosfatnasin isoentsyymit agaroosigeelielektroforeesissa:
u) maksaperdinen b) luustoperiiinen.

Leusylaminopeptidaasin isoentsyymien kliinisesti merkityk-
sestil esiintyy melko ristiviitaisia tietoja. Niiden, samoinkuin
esteraasin monilukuisten isoentsyymien tutkimista on harras-
tettu paljon tieteellisessi mielessii eri yhteyksissi. Kolineste-
raasin isoentsyymeilli on merkitystid perinnsllisyystutkimuk-
sen kannalta, mutta myos alkaalisella fosfataasilla ja eriilld
deh.ydl'ugenaaseilla,. myds laktaattidehydrogenaasilla, esiintyy
perlyt.ywii poikkeuksellisia isoentsyymijakautumia. , o

LEntsyymiproteiinien heterogeenisyyden syyt, mahdollinen
biologinen tarkoituksenmukaisuus, sen ilmeneminen yksilon-
kehityksen eri vaiheissa ja monet muut tihin liittyviit kysy-
mykset tarvjoavat vield laajan tydkentin. Isoentsyymitutki-
muksen suuntaviivat on kuluneiden kymmenen vuoden aikana
hahmotpltu ja perusta luotu, mutta tuskin aavistamme kaikkia
sen tarjoamia mahdollisuuksia. Kaytannon tyossikin voimme
k}utenkm jo nyt kiiyttdd hyviksi tahin mennessi tehdyn tut-
kimustyon tuloksia.

Aiheeseen liittyvdd kirjallisuutta:

1. J. King: l’rqcticul Clinical Enzymology, D. Van Nostrand, London 1965

g. .}'ﬁ . 5_1’@?11'3 Wilkinson: Isoenzymes, T. & F.N. Spon, London 1965 .
. R Ruyssen and L, Vandenriessche: Fnzymes in Qlini Thammigtey

vier, Amsterdam 1965, ) Ainioal Chemisty, Hlso-
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Entsyymien médrityksessd huomioon
otettavat tekijit

H. Saukkonen
Helsingin yliopistollinen keskussairaala

Entsyymiméiritykset ovat viime vuosina vallanneet kliiniske-
miallisen laboratorion tydstd melkoisen osuuden. Témé johtuu
suuressa madrin yksinkertaisten, rutiinitychon sopivien tutki-
musmenetelmien kehittymisesti. Entsyymiproteiinin midrii
siniinsii ei yleensi pystyti mittaamaan. Sen vuoksi mééritykset
perustuvat miltei poikkeuksetta entsyymin katalysoiman reak-
tion nopeuteen. Tami on luonteeltaan herkisti muuttuva ja vain
tietyissd oloissa suoraan verrannollinen entsyymin konsentraa-
tioon, joten entsyymiméarityksissi on huomioitava useampia
tekijoita kuin kvantitoitaessa tavallisia orgaanisia ja epiorgaa-
nisia aineita.

Aktiivisuusyksikoistd

Entsyymien katalyyttiset aktiivisuudet on aikaisemmin
ilmoitettu yksinomaan mielivaltaisina, menetelmien keksijiin
miidiritteleming yksiklkoini. Tisti johtuen on eri laboratorioiden
tulosten vertailu ollut erittdin vaikeaa.

Asian korjaamiseksi suositteli International Union of Bio-
chemistry’n entsyymikomissio v. 1961 kansainviilisen yksikon
(IU) kiyttoon ottoa. IU tarkoittaa entsyymimairad, joka ai-
kaansaa substraatin yhden gmoolin muuttumisen minuutissa,
optimioloissa. Lampotilaksi suositeltiin 25°C:a, mutta se muu-
tettiin v. 1964 30°C:ksi (Enzyme Nomenclature, 1964). Niyt-
teen tilavuusyksikoksi suositellaan kliinisessa kemiassa litraa
(Dybkaer & Joérgensen, 1967), joten entsyymiaktiivisuudet
tulisi ilmoittaa yksikossd IU/I eiki mIU /ml.

Yhteniiisen yksikon kiytté ei kuitenkaan tee tuloksia vertailu-
kelpoisiksi eiké lievitd sekaannustilaa. Pdinvastoin se saattaa
aihenttaa lisii himminkié, ellei pidetd huolta siiti, ettd mitta-
uksia suoritettaessa reaktio-olosuhteet ovat optimaaliset ja ettd
entsyymikinetiikan perusasiat on huomioitu. Kaikki kiytossi
olevat menetelmiit eiviit tiytd em. ehtoja, ja sen vuoksi tulisi
vastauksista TU:n ohella kiydd ilmi myds tutkimusmenetelmé.
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Entsyymikonsentraatioiden ilmoittamisessa on ehdotettu
kitytettiaviksi myos “aktiivisuusindeksid” tai “aktiivisuus-
suhdetta” (King, 1965). Tallsin normaalin ylirajaa pidettiisiin
1:ni ja tulokset ilmoitettaisiin sen funktiona. Vastaukset olisivat
suuressa midrin menetelmésti riippumattomat, eikd tarvitsisi
muistaa normaaliarvoja. Normaaliarvojen rajat olisi kuitenkin
midrittiva kussakin laboratoriossa hyvin huolellisesti. Ehké
tiistii johtuen systeemiii ei ole toistaiseksi kiytetty ainakaan
Suomessa.

Entsyymireaktion kinetiikkaa

Entsyymireaktion nopeutta maarittiessi mitataan joko tiet-
tyni aikana kiytetyn substraatin tai syntyneen tuotteen madri
tai katsotaan aika, joka kuluu tietyn kemiallisen tai fysikaali-
sen muutoksen tapahtumiseen.

Kuviossa 1 on esitetty tyypillinen entsyymireaktion kulku.
Siitd nihdéin, ettd reaktion nopeus on suurin alussa ja pysyy
jonkin aikaa vakiona, mutta hidastuu vihitellen ajan mukana.

KXYTETYN SUBSTRAATIN MEXRX

AIKA

Kuwa 1. Entsyymireaktion tyypillinen kulku.

Mediumin kokoonpano tunnetaan vain 0-hetkelld. Olosuhteet
pysyviit muuttumattomina tietyn ajan reaktion alussa, jolloin
reaktio noudattaa 0-kertaluvun kinetiikkaa, ja sen nopeus on
riippuvainen ainoastaan entsyymin konsentraatiosta, mikali
koeolosuhteet ovat optimit.

Nopeuden védheneminen voi johtua monista tekijoistd, esim.
reaktiotuotteiden inhiboivasta vaikutuksesta, substraatin tai
koentsyymin méérdn liiallisesta laskusta, vastareaktion nopeu-
den lisasntymisests tai entsyymiproteiinin osittaisesta denatu-
roitumisesta inkubaation aikana.
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0-kertaluvun jalkeen entsyymireaktion kineettinen kertaluku
saattaa pysyd L:na, jolloin aktiivisuus voidaan joskus méarita
tiettyyn muutokseen kuluneen ajan avulla. Téillaiset menetel-
mit soveltuvat kuitenkin harvoin rutiinikdyttéon. Lineaarisen
osan jilkeen reaktion kuvaaja ei yleensi seuraa mitain stan-
dardimuotoa, ja siihen sopivan yhtilén johto voi olla erittiin
vaikeaa. Tdman vuoksi entsyymien aktiivisunksia tutkittaessa
tulee mittana pitdd reaktion alkunopeutta, johon hidastavat
tekijit eivdt vield ole vaikuttaneet.

Entsyymimidrityksissi kiytettivin ndytemddrin ja inku-
baatioajan pitunden merkitys kiy ilmi kuviosta 2. Siind esi-
tetyt tulokset on saatu seerumin alkalisen fosfataasin tutki-
muksista, joissa on kaytetty erilaisia seerumilaimennoksia
(King, 1965). Kuvion mukaan reaktioiden alkunopeusalueella
saadaan luotettavia tuloksia pidetdanpa vakiona x,:i eli havait-
tavaa muutosta tai reaktioaikaa, t,. Molemmat ovat suhteessa
entsyymin maiirdin, tiettyyn muutokseen tarvittava aika suh-
tautuu sithen kéddntien verrannollisesti ja tietyssd ajassa tapah-
tunut muutos suoraan verrannollisesti. Sen sijaan jos inku-
baatioaika on pitempi, esim. t,, on muutos suoraan verrannol-
linen entsyymin mairiin vain kolmessa laimeimmassa niyt-
teessil. Ylemmissii kuvaajissa reaktioiden kineettinen kertaluku
ei ole endd 0, eiviitki muutokset ole suoraan verrannollisia
entsyymin méaaradn.

VAPAUTUNEEN FENOLIN MAARK

n
-

130 7 40t, 60 min,
INKUBAATIOAIKA

Kuva 2. Entsyymikonsentraation vaikutus reaktion kulkuun. Kuviossa on

esitetty reaktiotuotteen mééréd inkubaatioajan funktiona, Kunkin reaktio-

kuvasajen oikeassa reunassa oleva luku tarkoittaa kyseisessd inkubaatioseok-
sessa ollutta suhteellista entsyymin konsentraatiota.

Entsyymiaktiivisuuden mittana voidaan siis pitid vain reak-
tion alkunopeutta ja tdmin sdilyttimiseksi on madrityksissi
kiytettivi aina mahdollisimman pientd nidytemdirid ja mah-
dollisimman lyhytté reaktioaikaa.

4
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Ns. yksittdisndytemenetelmii pystytettdessi tulisi ehdotto-
masti tarkistaa, minki aktiivisuuden ylipuolella olevat niyt-
teet on laimennettava tai tutkittava kiyttien lyhennettyd
inkubaatioaikaa. Kineettisissi menetelmissi sen sijaan nihddan
koko ajan, tapahtuuko reaktio lineaarisesti.

Optimiolosuhteet

Entsyymireaktion nopeuteen vaikuttavat entsyymin médran
lisiksi monet muutkin tekijit. Térkeimmit niistd ovat substraa-
tin, koentsyymin seki aktivaattorien laatu ja konsentraatio,
kilytetty puskuri ja limpdtila. o . .

Miiritykset tulisi suorittaa optimioloissa. Toisin sanoen inku-
baatioseoksessa tulisi olla kaikkia tarvittavia aineita sellaisina
konsentraatioina, ettei mikiin aineiden muuttaminen aiheuta
aktiivisuuden lisiystd. Kéytinnossi saattaa tillaisen tilan
aikaansaaminen olla joskus vaikeaa, jopa mahdotonta. Maiirityk-
set on pyrittivi kuitenkin, mikili mahdollista, suorittamaan
optimioloissa, koska vain tilloin reaktion nopeutta voidaan
pitié entsyymiaktiivisuuden todellisena mittana.

Substraatin, koentsyymin ja aktivaattorien vaikulus
reaktionopeuteen

Substraatin konsentraatio vaikuttaa ratkaisevasti veaktio-
nopeuteen, kuten kuviosta 3 nihddén. Siini on esitetty reaktion
alkunopeus substraattikonsentraation funktiona entsyymin miéa-
rin pysyessd vakiona.

¥ = resktionepeus

S = substreatin
konmentrastio

Kuwa 3. Substraatin konsentraation vaikutus entsyymireaktion nopeuteen.

Substraatin konsentraation ollessa matala lisdd sen vihdinen-
kin nousu huomattavasti entsyymin ja substraatin torméys-
mahdollisuutta ja aiheuttaa siten mitatun aktiivisuuden vas-
taavan nousun. Vihitellen substraatin lisddmisen vaikutus pie-
nenee ja lopuksi saavutetaan tila, jossa lisiiys ei endi nosta
reaktionopeutta. Substraatin konsentraation on siis oltava kyl-
lin korkea, jotta alkunopeus olisi siitd riippumaton.
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Jos substraattia lisitdin huomattavasti vield optimikon-
sentraation jilkeen, seuraa usein reaktionopeuden lasku toden-
niikoisesti substraatin inhiboivasta vaikutuksesta johtuen (Miki-
nen, 1967).

Optimaalinen substraattikonsentraatio, jolla saadaan reak-
tion suurin alkunopeus, lasketaan Michaelis’in vakion eli K :n
avulla. (K tarkoittaa substraatin konsentraatiota, jonka val-
litessa, reaktion alkunopeus on puolet maksimaalisesta nopeu-
desta.) K kuvastaa entsyymin substraattiaffiniteettia, ja sen
tuntemisella on kiytinnon merkitystd. Se on erilainen samalla
entsyymilld eri substraattien suhteen ja on lisiksi olosuhteista
riippuva, joten se tulisi tarkistaa aina menetelmid pystytet-
taessd.

Substraatin konsentraatio ei saisi olla reaktion nopeutta
rajoittavana tekijind. Sen kliiniseen tychon sopivaksi konsen-
traatioksi on Richterich (1965) ehdottanut 10 x K_, mutta
varsinkin silloin kun substraatti on kallista, voitaneen 3 x K_-
konsentraatiota pitéé jo kyllin suurena. Joskus saattaa 10 x K_-
konsentraatio vaikuttaa jo reaktiota inhiboivasti. Niin on asia
esim. pyruvaatin ollessa laktaattidehydrogenaasin substraattina.

Jos médrityksissd joudutaan syystd tal toisesta kiyttamidn
entsyymin saturointiin riittdméatontd substraatin maaris, tulisi
saadut tulokset korjata K :n avulla optimikonsentraation val-
litessa saaduiksi arvoiksi.

Monien entsyymien spesifisyys ei ole absoluuttinen, eiki nii-
den luonnollista substraattia tunneta. Tillin substraatin valin-
taa ei usein ratkaise yksinomaan reaktionopeus vaan myos mééa-
ritystekniikan kiytannollisyys, tulosten toistettavuus ja talou-
delliset tekijit.

Koentsyymien ja aktivaattorien vaikutus entsyymireaktioon
on samantapainen kuin substraatin.

Puskurin vatkutus

Reaktioseoksen pH:n vakiona pitdmiseksi on yleensd viltté-
matontd kayttdd puskuria. pH vaikuttaa entsyymin ionisaatio-
tilaan, mutta myos substraattiin, koentsyymiin, entsyymi-
substraattikomplekseihin sekéd tasapainotilaan.

Eri entsyymien optimi-pH:t vaihtelevat suuresti ja ne on
kaikkien kohdalla tutkittava erikseen.

pH:n lisiksi reaktion nopeuteen vaikuttaa suuresti myés pus-
kurin laatu ja ainakin jossain méirin sen ionivahvuuskin.
Saman entsyymin katalysoidessa eri suuntaisia reaktioita saat-
tavat sekd puskurin pH- ettd laatuvaatimukset olla hyvinkin
erilaiset. Erinomaisena esimerkkind téistd on laktaattidehyd-
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rogenaasi katalysoidessaan vastakkaisia reaktioita fosfaatti-,
boraatti- ja glysiinipuskurissa eri pH:ssa (King, 1965). Boraatti
inhiboi sitd, kun substraattina on laktaatti, mutta ei péin-
vastaisessa suunnassa (kuviot 4 ja 5).

2 s

@ 7/

= /

&t /

3 7

5,0 7,0 3,0 11,0
PUSKURIN pH

—— GLYSIINIPUSKURI
——-FOSFAATTIPUSKURI
«----BORAATTIPUSKURI

Kuva 4. Laktaattidehydrogenaasin aktiivisuuden riippuvuus puskurin laadusta
ja pH:sta, pyruvaatin ollessa substraattina.

AKTIIVISUUS

5,0 7,0 9,0 11,0
PUSKURIN pH

—— GLYSIINIPUSKURI
——— POSFAATTIPUSKURI
----- BORAATTIPUSKURI

Kuwa 5. Laktaattidehydrogenaasin aktiivisuuden riippuvuus puskurin laadusta
ja pH:sta, laktaatin ollessa substraattina.
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Optimi-pH vaihtelee saman suuntaisissakin reaktioissa sub-
straatista riippuen. Tdmi on todettu selvisti mm. alkalisen
fosfataasin kohdalla. Entsyymin stabiilisuus ei vilttaméatta
ole paras mahdollinen optimi-pH:ssa, johon sen vuoksi vaikut-
tavat myos inkubaatioajan pituus ja lampdotila.

Puskuria kisiteltdessd on syytd pitdd mielesss, ettd sen pH
muuttuu ionivahvuuden ja lampoétilan muuttuessa ja voi olla
esim. 20° C:ssa huomattavasti erilainen kuin 37 ° C:ssa.

Kaiken edelld esitetyn perusteella entsyymiaktiivisuuden
riippuvuus puskurista on monitahoinen asia, ja termilld “op-
timi-pH” on tietty merkitys vain tarkoin méérityissi oloissa,
joissa on huomioitu puskurin laatu, inkubaatioaika sekd inku-
baatiolimpdtila,

Ldampdtilan vaikutus entsyymireaktioon

Limpdotilan kasvaessa entsyymireaktion nopeus kasvaa sa-
moin kuin useimpien muidenkin kemiallisten reaktioiden, mutta.
entsyymien termaalinen inaktivaatio tulee rajoittavaksi teki-
jaksi. Lampétilan noustessa lisddntyvidt entsyymin aktiivi-
suuden ohella myos sen inaktivaatio ja denaturaatio, joten
inkubaatioajan pituus vaikuttaa suuresti optimildmpotilaan,
mitd lyhyempi inkubaatio sitd korkeampi optimildmpétila
(kuvio 6; King, 1965).

INKUBAATIOAJAT
120 min

90 min

60 min

45 min

30 min

15 min

KAYTETYN SUBSTRAATIN MAKRK

30 40 50 60 °C
LAMPOTILA

Kuva 6. Inkubaatioajan pituuden vaikutus entsyymireaktion “optimildmps-
tilaan”, Oikealle merkityt inkubaatioajat ovat vastaavien reaktiokuvaajien
mukaisessa jarjestyksessé.

20—45° C vililla reaktionopeus kasvaa yleensd 2—3-ker-
taiseksi 10 asteen nousua kohti, joten useimpien entsyymien
lampoétilakerroin (Q,,) on 1,5—3.

I: Qe — Reaktionopeus (T + 10)° Czssa:l
10 Reaktionopeus T ° C:ssa
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Tavallisimpien entsyymien kertoimet voidaan loytid kirjal-
lisuudesta, mutta on muistettava, etti kertoimeen ei vaikuta
ainoastaan limpotila vaan myés inkubaatioaika ja olosuhteet,
joten se on menetelmistd riippuva.

Intsyymin aktiivisuuteen eri limpétiloissa vaikuttavat lisdksi
entsyymin puhtaus, mediumin pH ja suoja-aineet, kuten albu-
miini. Téstd johtuen puhdistetun entsyymivalmisteen optimi-
lampétila on aina matalampi kuin seerumindytteen, jossa oleva
albumiini suojelee inaktivaatiota vastaan.

Léampotilan muutos vaikuttaa vilittomisti kemiallisen reak-
tion nopeuteen ja entsyymin inaktivaatioon, mutta lisiiksi se
vaikuttaa entsyymireaktion nopeuteen vilillisesti pHm ja
dissosiaation muutosten kautta.

International Union of Biochemistry’n suosituksen mukaan
(v. 1964) reaktiolimpétilan tulisi entsyymimaéarityksissd olla
30°C.

Tulosten vakioints

Maéaritystulosten vakioinnissa on tiettyjd vaikeuksia. Nayt-
teiden aktiivisuuksia ei voida méaritd tunnettujen entsyymi-
valmisteiden perusteella. Saatavissa on kylld runsaasti ent-
syymivakioita ja kontrolliseerumeita, mutta kokemus on osoit-
tanut, ettd niiden aktiivisuudet eivit ole kyllin pysyvii. Niiden
sijaan vertailuperustana on pidettiva substraatin, koentsyymin
tal tuotteiden mitattua muutosta ja aktiivisuudet laskettava
havaittujen molaaristen muutosten perusteella.

Koska tuloksia ei voida vakioida ja koska entsyymireaktion
nopeuteen vaikuttavat herkisti monet tekijit, on kiinnitettivs
erityistd huomiota siithen, ettd miiritysolosuhteet pysyvit joka
kerta samanlaisina. Koesarjojen ohella tulisi péivittiin tutkia
myods kaupallinen kontrolliseerumi tai oma tunnettu niyte,
jotta havaittaisiin olosuhteiden aiheuttamat merkittdvit tulos-
ten muutokset.

Ndytteiden valinta jo kdasittely

Kliiniset entsyymimiiritykset suoritetaan Suomessa ylei-
simmin seerumista. Tilléin on varottava hemolyysid, koska se
nostaa sellaisten entsyymien aktiivisuutta, joita on runsaasti
punasoluissa, esim. laktaattidehydrogenaasi (LDH), aspartaatti-
aminotransferaasi (GOT), aldolaasi ja hapan fosfataasi. Toi-
saalta hemoglobiini saattaa olla entsyymin inhibiittori, esim.
lipaasi.

Plasmaa kaytettdessi on sentrifugointi suoritettava kun-
nolla, ettei mukaan tulisi trombosyyttejd. Tassd yhteydessd on
muistettava, etti antikoagulantit inhiboivat monia entsyy-
mejd, mutta joissakin tapauksissa ne ovat aktivaattoreita.
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Ohimennen mainittakoon, ettd lidkeaineet saattavat myds
vaikuttaa merkittivisti entsyymien aktiivisuuteen ja aiheut-
taa joskus vaikeasti selitettiivii tuloksia. Asiaa ei kunnolla tun-
neta, mutta esim. niiden inhiboiva vaikutus on syytd pitda
mielessé.

Niiytteiti kisiteltiessd tulee seerumi tai plasma erottaa huo-
lella ja mahdollisimman pian verisoluista, jotta entsyymien
virtaus puolin tai toisin ei aiheuta tulosten muutoksia. Veren
hyytymista ja retraktiota ei kuitenkaan tulisi nopeuttaa kiyt-
témadlld 37 ° C vesihaudetta.

Kliinisessd rutiinityossd tavallisimmin tutkitut entsyymit
ovat lihes kaikki melko hyvin pysyvid, miki helpottaa niyt-
teiden kasittelyd. Niitd voidaan yleensd siilyttdd huoneen
limpotilassa yli yon, ellei jadkaappia ole kiytettdvissid sekd
lihettidd postitse muualle tutkittavaksi. Aktiivisuus sdilyy
muutamia piivié 0—4 ° C:ssa, mutta pitempiiin siilytettiessi
tulisi ndytteet pitdd jaadytettynia — 20 ° C:ssa.

Erdit entsyymit vaativat edelld esitetysti poikkeavan kasit-
telyn. Tillaisia ovat ainakin hapan ja alkalinen fosfataasi, lak-
taatti- ja isositraattidehydrogenaasi sekid ulosteen trypsiini.
Viimemainittu lienee huonosti pysyvé ja se tulisi tutkia mah-
dollisimman pian, ellei niytettd jaddytetd. Asiaa ei tosin tun-
neta aivan varmasti.

Hapan fosfataasi siilyy huonosti huoneen limpotilassa ja
erittiin huonosti jos se on alkalisessa ympiristossi. Soluista ero-
tetun seerumin pH nousee huomattavasti. Sen vuoksi voidaan
hapanta fosfataasia siilyttdd huoneen limmossi lyhyitikin
aikoja vain, jos seerumia ei eroteta soluista tai sen pH madal-
letaan lisadmalli esim. etikkaa. Seerumin seistessi solujen yh-
teydessi voi punasoluista lihtoisin oleva hapan fosfataasi
lisddntyd, mutta kliinisessii tyossi on tutkimuksen kohteena
yleensii tartraattilabiili entsyymi, jonka siilymistd seerumissa
punasolut auttavat. Jaidytettyni hapan fosfataasi sdilyy hyvin.

Alkalinen fosfataasi sdilyy niinikidn jaddytettynd erin-
omaisesti, mutta huoneen limpdtilassa tai 0—4 ° C:ssa sen
aktiivisuus seerumissa saattas nousta ensimmaiisen vrkmn
aikana, laskien seuraavina piivind takaisin. Tdémé on todettu
ainakin Bessey-Lowry'n menetelmid kiytettdessi. Nousun
arvellaan johtuvan seerumin alkalisuudesta, joten téassikin
tapauksessa olisi parasta antaa seerumin olla verihyytymin
pidlld, mikili miiritys tehdddn ndytteenottopdivini.

Jiddyttiminen auttaa yleensd entsyymiaktiivisnuden sily-
mistii, mutta tissikiin tapauksessa saanto ei jaa ilman poik-
keusta. Tunnetusti on ainakin kaksi entsyymii, joita jaadytbi-
minen muuttaa, nim. isositraatti- ja laktaattidehydrigenaasi.
Edellisen aktiivisuuden on todettu laskevan. Jalkimmiisen
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kohdalla ovat tutkimustulokset jossain mddrin ristiviitaisia.
Tiedetiéin, ettd jiadyttiminen muuttaa sen isoentsyymien
k‘(_)koonpmma (Levonen, 1967), joten isoentsyymeji miiiritet-
tiessd niytettd ei saa jaddyttdd. Entsyymin totaaliaktiivisuus-
kin niyttid alentuvan matalissa limpétiloissa useammin kuin
huoneen limmossi. Tiamén perusteella tulisi kyseinen entsyymi
tutkia kohta niytteen oton jilkeen tai, jos siti on pakko sdi-
lyttid, pitdd se huoneen limméossi tai korkeintaan tavallisessa
jidikaapissa, mikéli pelitain infektiota. Siilyvyys riippuu toden-
niikdisesti isoentsyymien suhteista ja siten vaihtelee eri niyt-
teiden kohdalla. Laktaattidehydrogenaasia miiritettiessi tulee
myds muistaa, etti NADH muodostaa jididytettynd sen inhi-
biittoreita.

~Kliinisten laboratorioiden entsyymimiirityksissi on nykyi-
sin paljon korjaamisen varaa. Kiytossi on yhi menetelmii,
joissa reaktio-olosuhteet tunnetusti eiviit ole optimaaliset eiki
kinetiikan asettamia rajoituksia ole kylliksi huomioitu. Niin-
kin saaduista tuloksista on tosin apua diagnostiikassa seké
hoidossa, ja niihin on yleisesti totuttu. Tulokset saattavat kui-
tenkin olla karkeastikin virheellisisi, eikd niitd voida verrata
muilla menetelmilld saatuihin aktiivisuuksiin. Témén vuoksi
menetelmdt olisi korjattava sekd huolehdittava siitd etts
entsyymien maéidrityksissi koe-olosuhteet pysyvit kerta ker-
ralta muuttumattomina, niytteet otetaan ja siilytetiin asial-
lisesti ja aktiivisuuden mittana pidetiin reaktion optimi-
oloissa havaittavaa alkunopeutta.
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Kudosniytteiden entsyymihistokemiallisesta
tutkimuksesta*

L. Kalevi Korhonen

Turun yliopiston anatomian laitos/Helsingin yliopiston II patologian laitos

Elidvi olento, sen elin tai yksittdinen solu ei ole vain keitto-
pullo, jossa mielivaltaisesti sekoittuneet aineet reagoivat kes-
kendsin. Jokaisessa solussakin on molekulaaritasolle asti ulot-
tuva mikroarkkitehtuuri. Soluorganellien ja solunsisdisten kal-
vojen rajaamina kemialliset reaktiot tapahtuvat ndiden pro-
teiini- ja lipidikalvojen lipi tai niiden pinnalla, jolloin reaktioita
saattavat hallita lait, jotka poikkeavat vesiliuoksissa havai-
tuista. .

Biologiassa etsitiin vastausta kolmeen kysymykseen: miti
tapahtuu, miten tapahtuu ja missi tapahtuu. Biokemia ja
fysiologia tutkivat kahta ensimmiisté kysymystd, kolmatta
kuvaa morfologia. Tutkimuksen edistyessid osoittautui, etti
solujen rakenneosien kemiallisen luonteen tunteminen on vilt-
tamatontd elintoimintoja tulkittaessa. Tillaiseen tutkimukseen
on tarjolla kolme mahdollisuutta:

1) Eristetiiin makroskaalassa solun osia ja tutkitaan niiden
kemiaa. Tillaisia homogenaattien ultrasentrifugitutkimuksia
kiyttémilld ei kuitenkaan voida selvittid kudosten eri solu-
tyyppien ominaisuuksia. Fsimerkiksi maksa, jota niissd tut-
kimuksissa eniten kiytetiin, sisaltiia 7—10 eri solutyyppid
(maksan parenkyymisolut, verisuonten endoteeli, siled lihas,
fibroblastit, sappitiehyiden solut, sidekudoksen “irtosolut” ja
veren eri solutyypit), ja maksan parenkyymisolutkin poikkea-
vat toisistaan sekd toiminnaltaan ettid ominaisuuksiltaan, kuten
helposti ymmirtddi jo niiden suuresti toisistaan poikkeavia
verenkierto-olosuhteita tarkastelemalla. :

2) Toinen mahdollisuus on eristié pienid homogeenisia solu-
ryhmid, yksittiisii soluja tai suurempien solujen osia, ja suo-
rittaa niistd mikroanalyyseji. Téssikin on tutkimuksen rajana
se, kuinka puhtaana materiaali pystytidn eristimidn. Ana-
lyyttinen menetelmd tuskin asettaa rajoja, kun muistamme,
ettdi Lowryn kehittdmélli “enzymatic cycling” menetelmillé

* Esitelmi Kemian Paivien kliinisen bickemian symposiumissa Helsingissé
26. 10. 68.
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) Taulukko 1. Ents
(Yhdistetty tutkimuksista: Danielli 1946, Jannigan 1965
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on mitattu jopa 107 M suuruisia madrid biologisesti mielen-
kiintoisia aineita, ja teoreettinen menetelméin raja on 1071 M
ainemiiiirdista suoritettu analyysi.

3) Histokemiassa pyritidan kemiallisesti madriteltyjen ainei-
den ja reaktioiden mikroskooppiseen tutkimukseen kudosleik-
keissi, kiyttien tunnettuja kemiallisia osoitusreaktioita.

Seuraavassa tarkastelemme histokemiallista entsyymitutki-
musta siind jirjestyksessd, missd tyo kiytinndssi tehdain:
niytteen esikisittely, toiseksi histokemiallisen reaktion suoritus,
ja kolmanneksi tuloksen tulkinta.

Valomikroskooppista tutkimusta varten kudosleikkeen on
oltava noin 2/1 000—10/1 000 mm paksuinen, ja elektroni-
mikroskopiaan kiytettivan leikkeen paksuus on 1/10 000 mm
luokkaa. Morfologisten yksikéiden vililli on oltava viittdvasti
kontrasteja, ja histokemiallisen reaktion tuloksen on erotuttava
selviisti ymparistostiin. Naytteen kisittelyn on tdytettdvi
muutama yksinkertainen periaate:

a) Kisittely ei saa vaikuttaa tutkittavan aineen kemialliseen
rakenteeseen, ei sen lokalisaatioon solussa, eikd aineen méadriin.

b) Kudoksen rakenteen ja mittasuhteiden on pysyttdva muut-
tumattomina.

On heti todettava, ettd nditd ehtoja ei voida yht-aikaa tayt-
tia, vaan on tyydyttava sovitteluratkaisuihin.

Perusluonteeltaan morfologisena tutkimuksena pyritdan histo-
kemiassa kuvaamaan eristi hetkellistéd tilaa kudoksessa. Sen-
vuoksi elintoiminnat on nopeasti ja yht’aikaisesti katkaistava,
mikd tapahtuu joko jaddyttamilld tai fiksoimalla.

Fiksaation (“kiinnittdminen’’) tarkoituksena on toisaalta ko-
vettaa kudosta, jotta leikkeiden valmistus onnistuisi, toisaalta
pysiyttii kemialliset tapahtumat niytteessi ja sitoa aineet
paikoilleen, ennenkaikkea varovaisesti valkuaisaineita saosta-
malla ja polymeroimalla. Koska entsyymihistokemiassa on
entsyymiproteiinien denaturaatiota viltettivi, voidaan kemial-
lista fiksaatiota kiyttid vain rajoitetusti. Kuten taulukosta 1.
nihddin, vaihtelee kemiallisen fiksaation wvaikutus suuresti,
riippuen siitd, miti ainetta kiytetiin, tai miti entsyymid tar-
kastellaan.

Koska kemiallinen fiksaatio aiheuttaa aina entsyymiaktivi-
teetin vihenemisti, otaksuisi tuoreiden kisittelemattomien leik-
keiden kiyton olevan edullisempaa. Niissd kuitenkin morfolo-
giset yksityiskohdat sdilyviit huonosti, ja leikkeiden valmistus

on vaikeaa. Osa entsyymeisti saattaa olla lisiksi liukoisessa
1. lyo-muodossa, jolloin ne diffundoituvat inkubaationesteeseen
(taulukko 2.). Ainoastaan sidottu eli ns. desmo-muoto entsyy-
mistd on tdllsin jiljelli ja voidaan histokemiallisesti osoittaa.
Fiksaatiolla voidaan ainakin osa lyo-muodosta kiinnittda solui-
hin (kuva 1, 2).
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Taulukko 2. Desmo-muodossa (ei diffundoituvana) olevan entsyymikativi-
teetin osuus prosentteina kokonaisaktiviteetista fiksoimattomissa kudosleik-
keissé.

(Nachlas 1956, Hannibal ja Nachlas 1959, Pearsen 1960 mukaan)

Ei-spesiifiset esteraasit 30
”’ Alkaalinen fosfataasi” 61
"Hapan fosfataasi’ 48
Beta-naftylamidaasi 65
Beta-glukuronidaasi 5

Kuvat 1 a—c. Epdorgaaninen pyrofosfataasi I rotan munuaisessa, kuvista
nithdéén fiksaation vaikutus. 1 a on fiksoitu asetonissa, jolloin entsyymi saos-
tuu reversiibelisti, ja diffundoituu inkubaation aikana, aiheuttacn voimak-
kaan tumien viirjiiintymisen. 1 b on fiksoitu hydroksiadipaldehydissii, jonka
jillkeen diffundoituminen on véhiisti. 1 ¢ on fiksoitu nsetaldehydissii, jolloin
entsyyminktiviteettia todetaan ainoastaan sytoplasmassa, tumien ollessa
negatiiviset. Tam# vastaa ultrasentrifugifraktioinnilla saatua tulosta timén
entsyymin lokalisaatiosta.

Kuvat 2 a—c. Epidorgnaninen pyrofosfataasi 1 rotan sydédmessi. 2 a fiksoitu
asetonissa, jolloin entsyymi on edelleen liukoinen ekstrahoituen inkubaatio-
nesteeseen. 2 b on fiksoitu hydroksiadipaldehydissii, lokalisaatio parempi,
2e on fiksoitu asetaldehydissi, jolloin todetasn teréivii lihaksen poikkijuo-
vaisuuttn vastaava lokalisaatio, mikil vastaa myds varsin liheisesti ATP-aasi-
aktiviteetin lokalisaatiota. 2 b leike vaati myds pitemmiin inkubaatioajan,
vastaten kvantitatiivista mittausta aldehydien aiheuttaman inaktivaation
asteesta (vrt. taulukko 1).
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Klassillisessa histologiassa valmistetaan mikroskopiassa kiy-
tetyt ohuet leikkeet paraffiinilla tai muovilla kyllistetyisti
kudosniiytteisté, jolloin kudos leikkautuu kyllistysaineen mu-
kana. Kylldstéminen edellyttid useiden kemikaalien ja korkei-
den limpétilojen kiyttod, jotka tuhoavat entsyymiaktiviteetin
melkein kokonaan. Tdmén vuoksi entsyymihistokemiassa leik-
keet valmistetaan jaddytetystd kudoksesta jadhdytystilaan
sijoitetulla ns. kryostaattimikrotomilla, noin — 20° C lamps-
tilassa. Kudoksen vesi korvaa jadtyneend infiltroimiseen kéy-
tetyt aineet. On térkedd jaadyttddi nidyte nopeasti riittdvin
alhaiseen ldmpotilaan. Hitaasti jaddytettdessd syntyy suuria
kiteitd, jotka rikkovat hienorakenteen, ja lisiksi nolla-asteen
lihelld voi tapahtua aineenvaihtotuotteiden rikastumista, kun
entsyymien aktiviteetit vihenevit eri nopeuksilla. )

Biokemistien kiyttimi freezing-drying, jz’iﬁdyty:ﬂs—k}u\r_a"us
-menetelmi soveltun myds entsyymihistokemiaan. Oikein jar-
jestetyissi olosuhteissa siilyy kudoksen morfologia erinomai-
sesti, ja useimpien entsyymien aktiviteetti ei muutu lainkaan.
Varsinaista fiksaatiota ei kuitenkaan tapahdu, vaan lyomuo-
toiset entsyymit voivat edelleen diffundoitua vesiliuoksiin.

Olettakaamme nyt, ettd meilld on sopivalla tavalla valmis-
tettu kudosleike, josta ryhdymme histokemiallisesti osoitta-
maan entsyymiaktiviteettia. (Taulukko 3).

Taulukko 3. Entsyymihistokemiallisten menetelmien padperiaatteet

Taulukossa olevat esimerkit kilytetyistéi reagensseista ovat yleenséij nykyaém
korvattu mutkikkaammilla yhdisteilld, joilla liukoisuus ym. ominaisuudet
ovatb edullisemmat. Reaktioperiaatteet ovat kuitenkin samat.

1. Metallisuolamenetelmdi

CH,0H
| ents.
CHOH + Pb (NO,), —O?> C,H,(OH); + PbHPO, |
l
CH,—PO,Na, H,S
PbS (musta sakka)
Yleinen reaktiokaava:
entsymaattinen virin »capturing” lopullinen
substraatti —————>  esiaste ——————> saostuva
reaktio (precursor) reaktio v
Kelaattimenetelmd
O 0
I Il entsyymi
Na—0—-P— 0 —P—0—Na —I_T-O—> Na,HPO, + CoHPO, |
I l 2
0O O
NS
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2. Atsovdrimenetelmdt
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3. Indoksyylimenetelmdit
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4. Tetratsoliummenetelmdt
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5. Synteettiset menetelmdt

glukoosi-1-fosfaatti w

polysakkaridi } 4 H,PO, —
6. Substraattifilmimenetelmdt
7. Immunohistokemialliset menetelmdt

8. Muut menetelmdt, esim. sytokromioksidaasin osoittaminen

H,C CH, H,C — N — CH,
N/
N OH
|
+ 0,
—_—
sytokromi ¢ N
NH, Il
|
0

+ 2 H,0 + 4 pelkist. sytokromi C

HY + 140,
pelkist. sytokromi ¢ ————> hapettunut sytokromi ¢ + } H,0
sytokromi

oksidaasi

Gomorin ja Takamatsun toisistaan riippumatta esittimissa
metallisuolamenetelmiissi inkuboidaan leikkeitd puskuriliuok-
sessa, jossa on substraattia ja kaksiarvoinen metalli (capturing
anion). Entsymaattisessa hydrolyysissi vapautunut kationi
saostun metallisuolanaan entsyymiaktiviteetin alueelle. Tamin
menetelmin muunneimaksi voidaan késittdd Bergin (1965) ja
Korhosen (1966) esittimid menetelmé, jossa substraattina on
metallikelaatti.

Atsovirimenetelmén esittivit Menten, Junge ja Green 1944.
Substraattina on monoaryyli, josta entsymaattisesti vapautu-
nut alkoholiosa liittyy diatsosuolaan, sacstuen viirillisend yhdis-
teend.

Indoksyylimenetelmin ovat esittdneet Barnet ja Seligman
(1951) seka Holt (1952). Entsymaattisesti vapautunut indoksyyli
hapetetaan saostuvaksi indigoviriksi.

Tetratsoliumreduktioa voidaan kiyttdd dehydrogenaasi ja
diaforaasiaktiviteetin osoittamiseen. Entsyymi aktivoi subst-
raatin vetyatomin, jonka akseptorina on vesiliukoinen tetrat-
golium. Tamé pelkistyy saostuvaksi formatsaaniksi.
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Synteettistéi menetelmid kilyttien voidaan tutkia esim. fos-
forylaasiaktiviteettia, perustuen entsyymin syntetisoiman nuden
polysakkaridin osoittamiseen.

Substraattifilmimenetelmiin  on kehittinyt Daoust 1957.
Substraatti liuotetaan gelatiiniin, jonka jilkeen osoitetaan ha-
joamatta jadnyt substraatti sopivalla virjiykselli. Lokalisaa-
tio on luonnollisesti karkea, kuitenkin parempi kuin uskaltaisi
odottaa.

Immunohistokemiallisissa menetelmissi kilytetidan puhdis-
tettua entsyymiproteiinia vastaan muodostettua antibodia,
joka fluorisoivaan viiriaineeseen liitettyni osoittaa kudoksessa
spesifisesti yhden entsyymiproteiinin, kun taas muut menetel-
miit osoittavat entsyymiaktiviteettia.

Luonnollisesti on vieli joukko “muita menetelmii’ jotka
eivit mahdu edelli kuvattuun jaoitteluun, kuten sytokromi-
oksidaasin, tyrosinaasiaktiviteetin ym. osoittaminen.

Elektronimikroskopiaa varten ovat Seligman ym. kehitta-
neet uusia —SH ryhmid sisiltivii substraatteja. Nimid rea-
goivat entsymaattisen hydrolyysin jilkeen osmiumteroksidin
kanssa, jolloin muodostuu hienojakoista osmiumdioksidia. Témé
nikyy hyvin myss valomikroskoopissa, ja on ihanteellinen
elektronimikroskopiaa varten. Myds muita menetelmii, joissa
reaktiotulos sisiltidd sopivaa raskasmetallia, voidaan kiyttid
elektronimikroskopiassa.

Tarkastelkaamme seuraavaksi erditd histokemiallisten reak-
tioiden tulkinnassa muistettavia seikkoja.

Jos histokemiallisesti ei pystyti osoittamaan entsyymiakti-
viteettia madrityssi kudososassa, ei timé vield sulje pois mah-
dollisuutta, etteikd siti esiintyisi pienid méidrid. Pienin ent-
syymiaktiviteetin mairi, mikd pystytddn osoittamaan histo-
kemiallisesti, riippuu entsyymimolekyylien miirdsti ja turn-
over luvusta tietyssi kudoksen volyymissd, seki histokemial-
lisen menetelmin herkkyydesti. Titd saattavat alentaa seu-
raavat tekijit.

Fiksaatioa kiytettiessi ubrataan osa entsyymiaktivitee-
tistd, jotta jiljelliolevan lokalisaatio saataisiin tarkemmaksi.
Kysymysti, onko timi aina perusteltu toimenpide, kiisittelen
myohemmin. Kiytetty substraatti saattaa olla hitaasti hydro-
lysoituva tai niin huonoliukoinen, ettei optimaalista substraatti-
konsentraatiota saavuteta. Erdissi menetelmissi on inkubaatio-
linoksen labiilisuuden vuoksi kiytettivi optimaalisesta poik-
keavaa limpotilaa tai pH arvoa. Histokemiallisissa menetel-
missi tarvittavista reagensseista saattaa jokin olla entsyymi-
inhibiittori, kuten raskasmetalli tai diatsosuola.

Histokemiallisesti todettavaan entsyymiaktiviteetin lokali-
saatioon vaikuttavat entsyymin diffuusio, priméérisen reaktio-
tuloksen ja lopullisen reaktiotuloksen diffuusiot.
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Entsyymin diffuusiota voi tapahtua solun sisilli tai aktiivi-
sesta solusta lihiympiristoon. Inkubaationesteeseen diffundoi-
tunut entsyymi voi puolestaan absorboitua uudelleen kudos-
niytteeseen, kohtaan, jossa alunperin ei aktiviteettia ollut
Diffuusioilmididen kuvaamiseksi luotiin kisitteet lyo- ja desmo-
entsyymi. Ne ovat ilmeisesti saman entsyymin molekyyli-
variantteja, joilla erilaisen liukoisuuden lisikei on muitakin
eroja. Fiksaatiolla pyritddn diffuusion aiheuttamat virheet estii-
miiin (kuvat 1 ja 2). Voidaan tosin viittia, ettd fiksaatiossa
onkin vain ekstrahoitu tai tuhottu selektiivisesti jokin diffuu-
sisti levinnyt entsyymimuoto, jolloin lokalisaation paraneminen
on vain ndenndistd. Nain onkin osoitettu tapahtuvan esim.
erdiden esteraasien fiksaatiossa.

Priméiirisen ja sekundédrisen reaktion on noudatettava zero
order” kinetiikkaa, jotta reaktiotulos tietyssi kudosalueessa
olisi verrannollinen samassa tilavuudessa olevaan entsyymin
madrddn, Tatd varten on sekd substraatin ettd ~capturing” rea-
genssin padstivii nopeasti ja riittivin korkeissa konsentraa-
tioissa kudokseen. Reagenssien. on oltava riittivin vesiliukoisia,
jotta inkubaationesteeseen saadaan tarpeellinen konsentraatio.
Toiseksi niilld on oltava alhainen molekyylipaino ja heikko pola-
riteetti, niin ettd ne pddsevit solukalvojen lapi. Holtin ja Sulli-
vanin tutkimusten mukaan tulee diffuusiovakion olla suurempi
kuin 107% em?%* ja senvuoksi molekyylipainon alle 1 000,
On edelleen muistettava, ettd diffuusio kudoksen polysakkari-
deissa ja proteiineissa saattaa olla jopa 10* kertaa pienempi
kuin vesilinoksessa.

Jos substraattikonsentraatio on entsyymiaktiviteetin alueella
riittévéin suuri, on entsymaattinen reaktio "’zero order” tyyppié.
Primédrisen reaktiotuloksen konsentraatio on oletettavasti aina
alhainen, joten ei ole yleensi vaikeuksia nostaa sekundédri-
reaktion “capturing” reagenssin kongentraatio niin korkeaksi,
ettd timakin reaktio on “zero order” tyyppid. Atsovirimene-
telmié tutkiessaan Pearse, Defendi ja Nachlas ovat tutkineet
naftolien ja diatsosuolojen reaktionopeuksia joiden huomataan
riippuvan reaktiomiljoon pH arvosta, miké siis my6s on otet-
tava huomioon.

Tarkka entsyymihistokemiallisen reaktiotuloksen lokalisaatio
perustuu ennenkaikkea reaktiotuloksen hitaaseen diffuusioon,
“capturing’”’ reaktion riittdviin nopeuteen ja lopullisen reaktio-
tuloksen huonoliukoisuuteen. Entsyymireaktion nopeuden mer-
kitys riippun muiden reaktioiden luonteesta. Esim. metalli-
suolamenetelméssa on eduksi suuri entsyymireaktion nopeus,
sensijaan atsovirimenetelmiissié on hitaampi entsyymireaktio
edullisempi. Viaard lokalisaatio voi johtua myds muista teki-
joistit kuin edellimainitut. Reaktiotulosten odottamaton affini-
teetti substraattiin tai muubun ldsndolevaan aineeseen voi
5
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aiheuttaa entsyymiaktiviteetista riippumatonta varjiintymista.
Tastd ovat esimerkkinid tumajyvésen virjiantyminen metalli-
suolamenetelmissi, ja atsovirien affiniteetti lipideihin. Myds
spontaani tai bakteerihydrolyysi voivat héiritd lopputuloksia.
Asianmukaisia kontrollitutkimuksia tekemilli voidaan niami
virhelithteet yleensi sulkea pois.

Edelld kuvattuja periaatteita noudattamalla voidaan kudos-
leikkeissi kuvata madrityn substraatin entsymaattista hydro-
lyysid. Useihin tarkoituksiin tdmé on viittivda havainto. Tar-
kempia tuloksia tarvittaessa on myos selvitettivi, mikd ent-
syymi todella aiheuttaa tutkitun reaktion. Tihdn tuskin tar-
joutuu histokemiallisia mahdollisuuksia, vaan on turvaudut-
tava tavanomaisiin biokemian fraktiointimenetelmiin, ja tut-
kittava sitten entsyymien vaikutusta kiytettyyn substraattiin.
On osoittautunut monissa tapauksissa, etti useat entsyymit
vaikuttavat samaan substraattiin. Mikili silloin halutaan histo-
kemiallisesti tutkia vain yhtd madrattyd entsyymiaktiviteettia,
on joko kehitettiivii spesifinen substraatti tai inhibiittorein
estettdvd muiden entsyymien toiminta.

Histokemiallinen. tutkimus on periaatteessa kvalitatiivista ja
deskriptiivistd, josta kvantitatiivinen informaatio puuttuu.
Reaktiotuloksen virin intensiteettiin kaytetiidin usein mittana
entsyymiaktiviteetista. Talloin on tietysti ensin tutkittava,
ettd reaktiotuloksen midrd on todella suhteessa entsyymiakti-
viteettiin. Mikrofotometrisesti suoritettu absorptiomittaus antaa
silloin varsin hyvid tuloksia, esim. happamen fosfataasin suh-
teen tiysin biokemiallisia mikromiirityksii vastaavia. Kvanti-
tointimahdollisuuksia on muitakin. Esim. reaktiotulos voidaan
ekstrahoida leikkeestd ja mitata, tai suorittaa joka toisesta
leikkeesti histokemiallinen, joka toisesta hiokemiallinen mikro-
analyysi. Kehittien edelleen Bendittin ja Arasen esittimii
menetelmad, Hopsu ja MeMillan (1965) totesivat, ettd mittaa-
malla aika, miki kuluu ensimmiisen valomikroskoopissa niky-
viin tulevan reaktion ilmestymiseen, voidaan reaktionopeus
mitata niin tarkasti, ettd saadaan laskettua Michaelin vakio ja
muita karakteristikoita taysin tyydyttavalli tarkkuudella.

Biologisista ilmidisté tehtyjen havaintojen tulkinnassa saat-
taa syntyd virheitd seké histokemiallisia havaintoja vidrin tul-
kittaessa, seki sen vuoksi, ettei tarjolla olevia histokemiallisia
mahdollisuuksia ole kiytetty hyviksi. Erdand esimerkkind
mainitbakoon biokemiallisesti mitattavissa oleva happamen
fosfataasin aktiviteetin lisddntyminen degeneroituvassa her-
mossa. Histokemiallisesti voidaan varsin yksinkertaisesti todeta,
etti aktiviteetti liittyy retikuloendoteliaalisoluihin, histiosyyt-
tien ja makrofagien osallistuessa degeneraatioprosessiin. Histo-
kemiallisesti voidaan yksinkertaisella menetelmalld osoittaa,
ettii havaittu muutos onkin muuttuneen solupopulaation indi-
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kaattori, eikd kuvaa itse myeliinitupen katabolismia. Vastaa-
vasti yksinomaan histokemiallisiin havaintoihin nojaaminen on
harhaanjohtavaa. Esimerkkini olkoon tavallinen sanonta puhua
médrdtysti entsyymiaktiviteetista, vaikka tarkempaa olisi
puhua havaitusta substraatin hydrolyysisti, ellei substraatti-
spesifisyytté ole huolellisesti selvitetty. Histokemiallisessa tut-
kimuksessahan ovat, — ainakin niin toivotaan —, kaikki kudos-
nidytteessi alunperin olleet aineet ldsnd, toisin kuin biokemialli-
sessa tutkimuksessa, joka useimmiten aloitetaan tutkittavan
aineen puhdistamisella,.

Yleinen kisitys, ettd histokemia yhdistda morfologisen ja bio-
kemiallisen tutkimuksen on mielestdni harhaanjohtava. Se on
tosin syntynyt tarpeesta yhdistdd kemiallinen ja morfologinen
tieto, mutta on nykyisellidn vield erddnlaista kemiallista mor-
fologiaa. Histokemia lisdd eriin uuden dimension morfologiseen
tutkimukseen, mutta silli on edelleen morfologian staattinen
luonne. Histokemiallisin menetelmin voidaan kuvata vain pieni
muru. biokemian detaljeista, eikd nykyisin menetelmin péasté
biokemiassa saatavaan dynaamiseen kuvaan metabolismista.
Samoin histokemia pystyy selvittiméidn vain osan tavanomai-
sen morfologisen tutkimuksen detaljeista. Mutta harkitusti
sovellettuna seké biokemiallisen ja morfologisen tutkimuksen
tueksi se kuitenkin tuo esille uusia nikokohtia biologisista
probleemoista.

Erityisesti nykyddan kun tutkimus siirtyy molekulaaribiologi-
selle tasolle, olisi pyrittivéd kehittdméidn myos histokemialliset
menetelmit néditd vaatimuksia vastaaviksi tarkkuudeltaan.
Arvelisin, ettd juuri spesifisten reaktioiden kehittimisessd ja
reaktiokinetiikan tutkimisessa biokemisti ja kemisti voisivat
raivata uusia alueita myos histokemiallisen tutkimuksen kiyt-
t60n.
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