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Enzymy jsou biokatalyzatory

* mnemaji vliv na rovnovaznou konstantu K
* zreakce vychazeji nezménény

« pomérné¢ malo stabilni

snizuji aktivaéni energi = urychluji reakce

Free energy —

ucinnost o mnoho fadi vyssi nez u jinych katalyzatoru

reakce s enzymem jsou o 10°-10'* rychlejsi nez bez enzymu

Transition state, S*
N

AG* (uncatalyzed)

/ 2T
7 AGH (catalyzed)
o A Y

Substrate :

AG
for the
reaction

Product

Reaction progress —

Kdyby reakce v biol. systémech nebyly katalyzovany enzymy, byly by tak

pomalé¢, Ze by nemohly zajistit existenci Zivé hmoty




Specificnost enzymu je dvoji

Ucinkova Substratova

e z moznych reakci * z moznych substratu pro
substratu katalyzuji urcCitou reakci s1 vybiraji
pouze jedinou jediny (nebo jedinou

skupinu substratu)

* (Casto stereospecificke




Nazvy enzymu jsou dvoji

Systematické Doporucené trivialni
* pripona -asa * zjednodusené
* obsahuji informaci e nckteré historicke
o0 substratu a typu reakce (pepsin, amylasa, lipasa)

. &iselny kéd EC

EC (Enzyme Commission) of International Union of Biochemistry (IUB)
major class number
. subclass number
. sub-subclass number
. enzyme number

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ 4




Priklady nazvu

Doporuceny trivialni nazev: alkoholdehydrogenasa
Systematicky nazev: EC 1.1.1.1 ethanol:NAD™-oxidoreduktasa

Reakce: ethanol + NAD"™ - acetaldehyd + NADH + H”

Doporuceny trivialni nazev: alaninaminotransferasa (ALT)
Systematicky nazev: EC 2.6.1.2 L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferasa

Reakce: L-alanin + 2-oxoglutarat — pyruvat + L-glutamat




Klasifikace enzymu: Sest trid podle typu reakce
[kazda tfida ma dalsi podtridy]

Trida enzymu Obecné schéma reakce

1. Oxidoreduktasy Ay 4tB, 5 A, +B.

2. Transferasy A-B+C - A+C-B

3. Hydrolasy A-B +H,O - A-H + B-OH

4. Lyasy A-B 5 A +B  (opany smér: synthasy)
5. Isomerasy A-B-C 5 A-C-B

6. ngasy (synthetasy) A+B+ATP - A-B +ADP + Pi




1 Oxidoreduktasy

katalyzuji oxidaci nebo redukci substratu

podtridy:

dehydrogenasy katalyzuji transfer 2 H atomi

oxygenasy katalyzuji zabudovani jednoho nebo dvou O atomu
do substratu (monooxygenasy, dioxygenasy)

oxidasy katalyzuji transfer elektrontt mezi substraty

(cytochrom-c-oxidasa, ferroxidasa)
peroxidasy katalyzuji rozklad peroxidi

Priklad: laktdit + NAD™ S pyruvat + NADH + H*

Doporuceny nazev: laktatdehydrogenasa

Systematicky nazev: (S)-laktat:NAD™ oxidoreduktasa




2 Transferasy

o katalyzuji transfer skupiny za jednoho substratu na druhy
Podtridy:
« aminotransferasy, methyltransferasy, glukosyltransferasy

* kinasy - fosforylace substrati = transfer fosforylu PO,

z ATP na substrat (hexokinasy, proteinkinasy)

Priklad: glukosa + ATP - glukosa-6-P + ADP
Doporuceny ndzev: glukokinasa

Systematicky nazev: ATP:D-glukosa fosfotransferasa




3 Hydrolasy
« katalyzuji hydrolytické Stépeni estert, glykosidu, amidu, peptidiu apod.
podtridy:

 esterasy (lipasy, fosfolipasy, ribonukleasy, fosfatasy)
» glykosidasy (sacharasa, maltasa, laktasa, amylasa)

e proteinasy a peptidasy (pepsin, trypsin, kathepsiny, kaspasy,
dipeptidasy, karboxypeptidasy, aminopeptidasy)

« amidasy (glutaminasa, asparaginasa)
« ATPasy (5tépi anhydridoveé vazby v ATP)

Priklad: glukosa-6-P+ H,O - glukosa + P,
Doporuceny nazev: glukosa-6-fosfatasa

Systematicky nazev: glukosa-6-fosfat fosfohydrolasa




4 Lyasy

katalyzuji nehydrolytické stépeni nebo vznik vazeb C—C, C-O, C-N, C-S
odstranénim nebo piidanim malé molekuly jako H,O, CO,, NH;

« amoniak lyasy (histidinamoniaklyasa: histidin — urokanat + NH;)

* dekarboxylasy aminokyselin (aminokyselina — amin + CO,)

« aldolasy (Stépeni nebo vznik aldolu)

* dehydratasy/hydratasy (karbonatdehydratasa: CO, + H,O S H,CO,)

Priklad: fumarat+ H,0O S L-malat
Doporuceny nazev: fumarathydratasa

Systematicky nazev: (S)-malathydrolyasa
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S Isomerasy

katalyzuji intramolekularni presmyky, ptiklady:

e epimerasy
* racemasy

°* mutasy

Priklad: UDP-glukosa — UDP-galaktosa
Doporuceny nazev: UDP-glukosa 4-epimerasa

Systematicky nazev: UDP-glukosa 4-epimerasa
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6 Ligasy

katalyzuji vznik vazeb C—C, C—O, C—N za soucCasn¢ho Stépeni ATP

* karboxylasy

* synthetasy

(glutaminsynthetasa: glutamat + ATP + NH; — glutamin + ADP + P.)

Priklad: pyruvat+ CO, + ATP + H,O - oxalacetat + ADP + P,
Doporuceny ndzev: pyruvatkarboxylasa

Systematicky nazev: pyruvat:CO, ligasa
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Tri ruzné slozky v enzymové reakci

substrat |+ | kofaktor S produkt  + kofaktor

modif

1. substrat(y)

rimo spolu reaguji
2. kofaktor P P St

3. enzym katalyzuje (= koordinuje + urychluje) reakci

Poznamky:

e substrat miize byt jeden nebo dva (dehydrogenace x transaminace)

e substrat miize byt nizko / vysokomolekularni (hexokinasa x proteinkinasa)
* né¢které reakce probihaji bez kofaktoru (napft. hydrolyzy)

* reakce muZe vratnd 1 nevratna (dehydrogenace x dekarboxylace) 13




Kofaktory enzymu jsou derivaty vitaminu

« Kofaktory jsou nizkomolekularni neproteinove

slouCeniny
« prenaseji 2 H nebo e - oxidoreduktasy
« prenaseji skupiny — transferasy
e pevné vazane - prosteticka skupina

* voln¢ vazan¢ - koenzymy (kosubstraty)

14




Priklady kofaktoru oxidoreduktas — vztah k vitaminum

Kofaktor - oxidovana

Lipoat (-S-S-)
Ubichinon (Q)
Glutathion 4 (G-S-S-G)

forma Vitamin Funkce kofaktoru
NAD™" Niacin (B;) NAD™ akceptor 2 H
NADP* Niacin (B;) NADPH+H" donor 2 H
FAD Riboflavin (B,) FAD akceptor 2 H

antioxidant / pfenos acylu
pienos 2 elektrontia 2 H*

2 GSH donorem 2 H
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Priklady kofaktoru transferas — vztah k vitaminum

Kofaktor Vitamin PrenaSena skupina
pyridoxalfosfat Pyridoxin (By) -NH, (transaminace)
ATP (Vznika v téle) -PO;?- (fosforyl)
karboxybiotin Biotin (H) CO,

CoA-SH Pantothenova kys. (B;) acyl

tetrahydrofolat Listova kys. (folat) (B,,) |C, skupiny
Methylkobalamin Kyanokobalamin (B,) -CH,4
Thiamindifosfat Thiamin (B,) zbytek nékterych

oxokyselin
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Prehled hydrofilnich vitaminu

C L-askorbat | Cerstvé ovoce, zelenina antioxidant Unava, infekce, krvaceni | 60
z dasni
B, thiamin Maso, vejce, celozrnne Koenzym Unavnost, svalova 1,5
obilniny, kvasnice thiamin-difosfat | slabost, sklon k
neuritidam
B, riboflavin Vejce, mléko, jatra, Kofaktor FMN, Postizeni sliznic 1,8
obilniny, kvasnice FAD
Bs pyridoxin Maso, jatra, obilné klicky, | Kofaktor Postizeni sliznic, 2
kvasnice transaminace zmatenost, deprese
B, niacin Maso, jatra (CasteCné Kofaktory Diarhea, demence, 20
vznika v bunkach) NAD,NADP dermatitis — 3D
B kobalamin Zivogisné potraviny Kofaktor anemie 0,002
methylaci
B Listova Listova zelenina, jatra Kofaktor anemie 0,2
kyselina prenasejici
jednouhlikaté
zbytky
Bs Panthothen | Jatra, mléko, vejce Soucast Deprese, nespavost 10
ova Kys. koenzymu A
H biotin Zloutek, jatra (6asteéna Kofaktor Anorexie, ztrata vlasu 01
syntéza ve stfevech) karboxylace 1




Metaloenzymy

obsahuji funkcéni kovové 1onty, které se primo ucastni
katalyzovan¢ reakce, 1onty kovu vazany pomérné pevné¢ (Enz-M)
nékteré enzymy potitebuji ionty kovi pouze k aktivaci,

v tom pripadé jsou vazany slabé (Enz ...M),

ionty dvojmocnych kovi, Ca?" (koagula¢ni faktory), Mg?*

(kinasy)
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Vazba substratu na enzym

« vazba substratu do aktivniho mista vyvola odpovidajici konformacni zménu
molekuly enzymu (indukovane¢ pfizpiisobeni)

« vytvori se komplex enzym-substrat (ES), ktery se rozpadne na produkt a enzym

2w

Substrate
ES complex

Y

_I_

Enzyme 19




Faktory ovliviiujici enzymové reakce

20




Rychlost enzymové reakce

 reakce: S I - P (S = substrat, P = produkt)

 definice reak¢ni rychlosti:

21




Na ¢em zavisi rychlost enzymove reakce?

e na koncentraci substratu

* na teploté

* na pfitomnosti efektoru (katalyzatoru, inhibitoru)
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Koncentrace substratu béhem reakce klesa = kineticka kiivka

[S]




Z kineticke kiivky se zjisti rychlost

mol/l [S]
smérnice teény =A[S] /At = rychlost

A [S]w
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Reakce 0. fadu je zvlastni pripad

 rychlost reakce nezavisi na koncentraci substratu (S)
« v =KkJ[S]" = k.1= k = konstanta

* nastava pr1 velkém nadbytku S, takze jeho ubytek je prakticky

zanedbatelny

[S]>>0 [S]>>0




Pocatecni rychlost v,

 rychlost zméfena diive nez vznikne produkt
* nejvysSi hodnota rychlosti
e neni ovlivnéna ubytkem substratu

e neni ovlivnéna vratnou preménou produktu
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Faktory ovliviujici rychlost enzymové reakce

S rostouci teplotou rychlost reakce vzrista, optimalni je kolem 40 °C,

Teplota v v . .
P pi1 vysSich teplotach rychlost klesa — denaturace enzymu
Ovliviyje stav 1onizace skupin v aktivnim misté enzymu a jeho okoli
- konstatni pH v télesnych tekutinach udrzuji pufracni systemy
. kazdy enzym ma pH optimum, intracelularni enzymy kolem pH 7
travici enzymy maji odliSne: pepsin pH 2
L Umoznuji nebo urychluji enzymovou reakci
Aktivatory y , , ) .
Casto ionty dvojmocnych kovi: Ca**, Mg?*, Zn?*, Mn?*
Zpomaluji nebo zastavuji enzymovou reakci
Inhibitory Kompetitivni: podobn¢ substratu, soutézi o aktivni misto
Jiné: napf. ionty tézkych kovii, pevné se vazou na dilezité skupiny
Koncentrace | Pii vysokée koncentraci substratu je enzym nasycen, reakce probihda maximalni
substratu rychlosti, graficky vyjadiuje saturacni kiivka
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Inhibice enzymu

Ireverzibilni Reverzibilni

° * b b b4 4 2 o . . \Y 4 4
inhibitor pevné vazan * 1nhibitor volné vazan

na enzym (akt. misto) « rovnovaha E+I < E-I

. fosf4 o 1
organofostaty  1nhibitor lze odstranit (dialyza,

 ionty tézkych kovii gel. filtrace)

* kyamidy  dva zakladni typy:

kompetitivni, nekompetitivni

28




Prirozeny substrat vs. kompetitivni inhibitor

COOP 5
| COO
CH, |
| CH,
CH, |
| COOP
CO0%

sukcinat malonat

malonat je inhibitorem sukcinatdehydrogenasy -




rNyrv

Otrava methanolem se lecCi ethanolem

alkoholdehydrogenasa

CH30H 7 -~ H—COOH
A

CH5;CH,OH

Vznik toxickych produktu je inhibovan ethanolem, ktery
vytésni methanol z vazebn¢ho mista enzymu —
kompetitivni inhibice dehydrogenace methanolu 30




Mnoha lécCiva jsou inhibitory enzymu

Acetylsalicylova kyselina (cyklooxygenasa)

Ibuprofen (cyklooxygenasa)

Statiny (HMG-CoA reduktasa) — hypolipidemika, snizuji syntézu
cholesterolu (lovastatin)

Inhibitory ACE (angiotensin konvertujici enzym) — 1eCba
hypertenze (enalapril)

Reverzibilni inhibitory acetylcholinesterasy (neostigmin) —

nervosvalove choroby, pooperacni atonie stiev

Selektivni inhibitory mozkové acetylcholinesterasy (rivastigmin,

galantamin) - Alzheimerova choroba
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Antibiotika inhibuji enzymy
nutné pro urcity zivotni déj bakterii

e Peniciliny — inhibuji transpeptidasy (vystavba bunécné
stény)
« Tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol — inhibice

proteosyntezy

e Fluorované chinolony (ciprofloxacin) — inhibice
bakterialni gyrasy (topoisomerasy II) (rozplétani DNA

béhem replikace)

32




Michaelisova konstanta K

« Zavislost reak¢ni rychlosti na koncentraci substratu
vyjadiuje rovnice Michaelise a Mentenové

* v, je pocateCni rychlost (nejvyssi hodnota)

VO — Vmax [S]
S|+ K,

Vmax = maximalni I'YCthSt (pro danou koncentraci enzymu)

K_ = Michaelisova konstanta

33




Grafickym vyjadrenim predchozi rovnice je
saturacni krivka

\ enzym nasycen

substratem

K. [S] mol/l

34




Biochemicky vyznam K

* koncentrace substratu, pri niZ reakce probiha polovinou

maximalni rychlosti
 pi1 této koncentraci je enzym z 50 % nasycen
» K_ marozmér koncentrace (mol/l)

e K je nepfimo umérna afinit¢ enzymu pro dany substrat

m

 existuje-li vice strukturné podobnych substratu, ten ktery ma

nejmensi K se povazuje za nejpiirozenc)si pro dany enzym

35




Jestlize [S] << K,

Pr1 nizkych koncentracich substratu se reakce

ridi kinetikou 1. radu

36




Jestlize [S] >> K

b= Vot =y Bloy gy
Slte, ™ S]

P11 vysokych koncentracich substratu se
reakce tidi kinetikou 0. radu
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Dv¢ oblasti v saturacnim grafu

kinetika
1. radu kinetika 0. radu

enzym nasycen
substratem

[S] mol/l
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Jak lze zjistit K

Jestlize [S] =K
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Jak zjistit mnozstvi enzymu

v biologickém materialu?

40




Mnozstvi enzymu v biologickém materialu lze
stanovit dvojim zpusobem

« Kkatalyticka koncentrace * hmotnostni koncentrace

* ukat/l * ng/l

 stanovi se produkt e stanovi se enzym
enzymove reakce (Jako antigen,

+ v&tsina klinicky imunochemicky)
vyznamnych enzymu  jen néktere, napt. tumorove

markery

41




Katalyticka aktivita enzymu

» zavedena jednotka katal, 1 kat = mol/s

* jeden katal je katalyticka aktivita enzymu, pfi
kter¢ se v reakci preméeni jeden mol substratu

mezinarodni jednotka IU (international unit)
1 IU = umol/min

Prevodni vztahy:

1 pkat =60 IU

1 IU = 16,6 nkat

42




Katalyticka koncentrace enzymu

 aktivita je vztazena na objem biologické

tekutiny (krevni sérum)

* jednotky mkat/l, pkat/]
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Koncentrace substratu béhem reakce klesa
— Kkineticka krivka

[S]

z kineticke krivky se
zjistuje rychlost




Dvé metody pro zjisténi katalytické koncentrace

Charakteristika

Kineticka metoda

Metoda konstantniho ¢asu

Co se méri

[S] nebo [P]

[P]

Jak

kontinualné
(napf. po 10 s)

po urC. ¢ase (napt. 10 min)

je reakce inhibovana

Kineticka kiivka
hodnocena

ano

ne

Co se stanovi

pocatecni rychlost v,

prumérna rychlost

Zhodnoceni metody

presna

mene presna

45




Absorpc¢ni spektrum oxidované a redukovane
formy NAD™ - princip ,,Warburgova optického
testu®

Oxidovana forma NAD™ ma
jediné absorp¢ni maximum pii
260 nm, redukovana forma

Oxidovand forma NADH ma absorp¢ni maxima pfi
/ 260 a 340 nm
Redukovana forma M¢éerenim zmeén

absorbance pi1 340 nm

1ze sledovat prirustek
nebo ubytek NADH

260 340

Vinova delka (nm)

46
Lze téZ méfit fluorescenci pi1 450 nm (pouze redukovana forma).




Princip méfeni aktivity laktatdehydrogenasy LD

LD
Pyruvat + NADH + H® > |aktat + NAD®

\ J
Y

opticky test l

pri reakci klesa absorbance
AA/AL
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Déleni enzymu dle puvodu a funkce

Enzymy se specifickou funkci v krvi

* syntetizovany v jatrech hlavné v jatrech

* maji svou funkci v krvi — koagulac¢ni faktory, cholinestrasa

Bunécné (intracelularni) enzymy

* maji svou funkci uvnitt bunky, v misté vzniku

e pi1 poSkozeni bunky se uvolni a dostanou se do krve, kde 1ze
zjistit jejich zvysSenou aktivitu

« priklady: ALT, AST, CK, GMT, LD ...

Sekrecni enzymy

e pusobi jinde, napf. v travicim traktu

« enzymy velkych zlaz (pankreas) — lipasa, amylasa ...
48




Intracelularni lokalizace enzymiu

Ruzné typy poskozeni bunky vedou k tomu, Ze se do
krve uvolnuji jen enzymy z ucité subcelularni struktury.

Organela Enzym

Cytoplazma LD, ALT, cAST (30 %)
Mitochondrie mAST (70 %)

Golgi komplex, ER CHS, AMS

Lyzosom ACP

Membrana GMT, ALP

lehke poSkozeni jater: AST/ALT < 1
téZS1 poskozeni jater: AST/ALT > 1

49




Izoenzymy (izoformy) a makroenzymy

« katalyzuji stejnou reakci

 ale 1181 se primarni strukturou a/nebo posttranslacnimi upravami

(glykosylace), tedy fyz.-chem. a kinetickymi vlastnostmi
* maji ¢asto riznou subcelularni / tkanovou distribuci
« stanovuji se elektroforézou, afinitni chromatografii, imunochem. metodami

* makroenzymy — komplexy enzymu a imunoglobulinti, maji dlouhy polocas

50




Kreatinkinasa (CK) je dimer a tvori tri izoenzymy

Izoenzym | Vyskyt | Procento celk. aktivity | ZvySeni

CK-MM | svaly 94-96 % svalove trauma

CK- srdce do 6 % infarkt

CK-BB mozek stopy poranéni mozku

51




Troji vyuziti enzymu v lékarstvi

1. enzymy jako indikatory patologického stavu
2. enzymy jako analyticka Cinidla v klin. biochemii

3. enzymy jako léCiva

52




Priklady enzymu v klinické diagnostice

Pt1 poskozeni buné€k se zvySuje aktivita intraceluldrnich enzymu
v extracelularni tekutiné

Enzym Referenc¢ni hodnoty Interpretace zvyseni

ALT do 0,9 pkat/l hepatopatie

CK do 4 pkat/l myopatie, infarkt myokardu
PSA do 4 ug/l karcinom prostaty

ALT alaninaminotransferasa, CK kreatinkinasa, PSA prostaticky specificky antigen
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Enzymy jako analyticka Cinidla

Enzym Puvod enzymu Stanoveni
Glukosaoxidasa Aspergillus niger glukosa
Peroxidasa kien (Armoracia sp.) | glukosa

Lipasa Candida sp. triacylglyceroly
Cholesteroloxidasa | Pseudomonas sp. cholesterol
Urikasa Candida sp. kyselina moCova
Bilirubinoxidasa Myrothecium sp. bilirubin

Ureasa bob (Canavalia sp.) mocovina
Laktatdehydrogenasa | Pediocus sp. ALT, AST

1aq polymerasa Thermus aquaticus PCR metoda
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Enzymové stanoveni glukosy

glukosa + O,

luk

sagxidasa

— glukonolakton + H,O,

NCT

xidasa

H,0, + H,A

bezbarvy
chromogen

L 2H,0 +A

barevny produkt
(m¢fi se absorbance)

Princip stanoveni glukosy v analyzatorech
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Pankreatické enzymy v terapii

smes enzymu (lipasy, amylasy, proteinasy)

ziskana z veprovych pankreatu

indikace: sekre¢ni nedostateCnost pankreatu rizné

etiologie, cysticka fibroza

uzivani: 3 x denn¢ pii jidle acidorezistentni
tobolky,
rozpadaji se

az v duodenu

fada ptipravku volné prodejnych
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Asparaginasa v terapii leukémie

« Katalyzuje hydrolyzu amidové skupiny asparaginu

e Asn+H,O - Asp+ NH,

« L-asparagin je nezbytny pro proteosyntézu nékterych nadorovych
bunck, Hydrolyza Asp vede k omezeni proliferace

» Indikace: akutni lymfoblasticke leukemie

Enzymova fibrinolytika

1éCiva, ktera rozpoustéji krevni srazeniny v cévach
urokinasa (lidska)
Stépi plazminogen na plazmin — ten vyvola degradaci fibrinu a trombolyzu

indikace: zilni tromboza, plicni embolie, akutni IM
57




Proteasy v terapii

Lokalni pusobeni:
« fibrinolyzin, chymotrypsin, kolagenasa

* po lokalni aplikaci vedou k lyze nekroticke tkané€, neposkozuji zdrave bunky
(obsahuji inhibitory proteas)

* hnisavé rany, bércové viedy, diabetické gangrény, dekubity apod.
Celkové pusobeni:
e trypsin, chymotrypsin, rostlinné proteasy - papain (papaya), bromelain (ananas)

* ncktere studie naznacuji protizanétlivy ucinek, ovlivnéni imunity u autoimunitnich

onemocnéni

» indikace: pomocna I€Civa pfi1 revmatoidni artritidé, traumaticke zanéty a otoky,

lymfedémy, apod., voln¢ prodejne ptipravky (Wobenzym, Phlogenzym a;.)
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