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Enzymy = biokatalyzatory

zvySuji rychlost reakce
béhem reakce nejsou ménény
proteinové povahy s kovalentné vazanou prostetickou skupinou (kov)

oligomerni/ multienzymové komplexy / asociované s membranami atd.

tvori izoformy - rizna distribuce v téle i v burice

specifické (typ reakce, substrat), vysoce ucinné

funguji za mirnych podminek (pH optimum u intracelularnich enzymu vétsinou ~ 7, vyjimky v GIT, pepsin 1-2, trypsin ~ 8)
in vivo - mohou byt regulovany (aktivita enzymu, mnoZstvi enzymu)

in vitro - citlivé na vnéjsi podminky (teplota — nad 50 °C denaturace, pH)

Ribozymy — RNA vykazujici katalytickou aktivitu

Prinip ucinku: snizuji aktivacni energii




Specifichost enzymu je dvojiho typu

Ucinkova Substratova

* z moznych reakci e z moznych substratu pro
substratu katalyzuji urcitou reakci si vybiraji
pouze jedinou jediny (nebo jedinou

skupinu substratu)

* Casto stereospecifické




Struktura enzymu

* Bilkovina + neproteinova struktura = enzym

° Neproteinova’ struktura:
» Kofaktor = Zn?*; Mo?*; Fe?*; Mg?* (kov)
* Koenzym = mala organicka molekula (¢asto derivaty vitaminu B)

* Apoenzym = samotna bilkovina, enzymové neucinna

» Kofaktor / koenzym sam o sobé neni ucinny

* Aktivni misto enzymu:

* misto kam se napojuje substrat
e Tvoreno AK zbytky <= je ovlivnitelné pH

* Komplex enzym-substrat (ES)
* Nevazebné interakce




Mechanismus ucinku enzymu

* substrat se musi navazat na aktivni misto enzymu

* misto je skutecné
* flexibilita proteinu umoznuje indukované pfizptisobeni konformace, ktera odpovida substratu

* vazba substratu do aktivniho mista vyvola odpovidajici konformacni zménu
molekuly enzymu (indukované prizptsobeni)

e vytvori se komplex enzym-substrat (ES)

Substrate

ES complex

Enzyme




Katalyticky mechanismus zavisi ha poctu
substratu

S+E 2 {ES....... EP} 2 P + E
E+S,+ S; 2 {ESpg.......EPyg} @ P, +Py+ E

obadsukb§tréty se navazou na enzym a pak probehne chemicka premeéena a uvolnéni
produktd

typicke pro aminotransferasy, jeden substrat se navaze, premeni a uvolni, pak totéz
s druhym substratem




Nazvoslovi enzymu

* Trivialni nazev:
* pepsin
* trypsin

* Obecny nazev:

* laktatdehydrogenaza
* Kreatinkinaza
* glukokinaza

 Systematicky nazev:
* Laktat:NAD* oxidoreduktaza = laktatdehydrogenaza
* L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferaza = alaninaminotransferaza




Klasifikace enzymu

Trida enzymu

Obecné schéma reakce

1. Oxidoreduktasy

Ared + Box < on + Bred

2. Transferasy

A-B+C - A+C-B

3. Hydrolasy

A-B +H,0 - A-H + B-OH

4. Lyasy

A-B 2 A +B (opaény smér: synthasy)

5. Isomerasy

A-B-C 2 A-C-B

6. ngasy (synthetasy)

A+B+ ATP — A-B +ADP +P,




EC1 Oxidoreduktazy

e katalyzuji oxidaci nebo redukci substratu

podtridy:
* dehydrogenazy katalyzuji transfer 2 H atomu

* oxygenazy katalyzuji zabudovani jednoho nebo dvou O atom( do substratu
(monooxygenazy, dioxygenazy)
» oxidazy katalyzuji transfer elektroni mezi substraty

(cytochrom-c-oxidaza, ferroxidaza)
* peroxidazy katalyzuji rozklad peroxidd
Priklad: laktait+ NAD" & pyruvat + NADH + H*
Doporuceny nazev: laktatdehydrogenasa

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




EC 2 Transferazy

 katalyzuji transfer skupiny za jednoho substratu na druhy
Podtridy:
* aminotransferazy (alaninaminotransferaza — ALT, aspartataminotransferaza — AST)
* methyltransferazy
 glukosyltransferazy
* kindzy - fosforylace substratd = transfer fosforylu PO,%~ z ATP na substrat
(hexokinazy, proteinkinazy)

* DNA-polymeraza — ucastni se replikace (prodlouzeni 3’-konce DNA)

(DNA). + dNTP — (DNA),., + PP,

Priklad: glukosa + ATP — glukosa-6-P + ADP
Doporuceny nazev: glukokinasa

Systematicky nazev: ATP:D-glukosa fosfotransferasa
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EC3

Hydrolazy

 katalyzuji hydrolytické stépeni esteru, glykosidu, amidu, peptidl apod.

podtridy:

esterazy (lipazy, fosfolipdazy, ribonukledzy, fosfatazy)

glykosidazy (sacharaza, maltaza, laktdza, amylaza)

proteinazy a peptidazy (pepsin, trypsin, kathepsiny, kaspazy/apoptosa, dipeptidazy,
karboxypeptidazy, aminopeptidazy)

amidazy (glutamindza, asparaginaza)

ATPazy (Stépi anhydridové vazby v ATP), napr. helikaza

nukleazy (Stépi nukleové kyseliny — fosfodiesterové vazby)

Priklad: glukéza-6-P+ H,O — glukoza + P;

Doporuceny nazev: glukéza-6-fosfataza

Systematicky nazev: glukoza-6-fosfat fosfohydrolaza
11




EC 4 Lyazy

 katalyzuiji stépeni nebo vznik vazeb C-C, C-0, C-N, C-S
odstranenim nebo pridanim malé molekuly jako H,0, CO,, NH,
podtridy:
* amoniak lyazy (histidinamoniaklyaza: histidin — urokanat + NH;)
 dekarboxylazy aminokyselin (aminokyselina — amin + CO,)

* aldolazy (Stépeni nebo vznik aldolu)
* dehydratazy/hydratazy (karbonatdehydrataza: CO, + H,0 2 H,CO,)
Priklad: fumarat+ H,O 2 L-malat

Doporuceny nazev: fumarathydrataza

Systematicky nazev: (S)-malathydrolydza




EC 5 Isomerazy

e katalyzuji intramolekularni presmyky, priklady:

* epimerazy

* racemazy

* mutazy

* topoisomeraza (replikace DNA) ma dvé enzymové aktivity, nukledzovou a

ligdzovou (superstoCena DNA - relaxovana DNA)

Priklad: UDP-glukdéza 2 UDP-galaktoza
Doporuceny nazev: UDP-glukédza 4-epimeraza

Systematicky nazev: UDP-gluké6za 4-epimeraza
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EC 6 Ligazy

* katalyzuji vznik vazeb C—C, C-0, C—N za soucasného
Potridy:

* karboxylazy
* synthetazy
(glutaminsynthetdza: glutamat + ATP + NH; — glutamin + ADP + P))

* DNA-ligdza: (dNMP)_ + (dNMP)_ + ATP — (dNMP)_,_ + AMP + PP,

n+m
dNMP = deoxyribonukleosidmonofosfat
Priklad: pyruvat+ CO, + ATP — oxalacetat+ ADP + P;
Doporuceny nazev: pyruvatkarboxylaza

Systematicky nazev: pyruvat:CO, ligaza 14




Kinetika enzymoveé katalyzovanych
reakci




Rychlost enzymoveé reakce

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

 definice reakCni rychlosti:

16
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Z kinetické krivky se zjisti rychlost

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

als]|

17
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Pocatecni rychlost v,
* rychlost zmérena drive nez vznikne vyznamnéjsi mnozstvi produktu
* nejvyssi hodnota rychlosti

* neni ovlivnéna Ubytkem substratu ani vratnou preménou produktu
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Na cem zavisi rychlost reakce?

na koncentraci substratu [S] .... kineticka rovnice

na teploté ... Arrheniova rovnice

u reaktantu v plynné fazi (g) na tlaku

na pritomnosti efektoru (katalyzatoru, inhibitoru)
katalyzatory snizuji aktivacni energii (E,)

U enzymovych reakci navic:

e koncentrace enzymu [E]

opH
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Kineticka rovnice pro reakci 1. radu

v = k[S] = k[S]' =

Vv

k = rychlostni konstanta

[S]
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Kinetické krivky pro reakci 1. radu

substrat produkt
[S] [P] rovnovaha

t t

b&hem reakce: z kinetické kFivky se

koncentrace substratu klesa zjistuje rychlost

koncentrace produktu vzrusta

Okamzita rychlost v, v Case ¢, se rovna smérnici tecny ke kiivce v daném case.
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Kineticka rovnice pro reakci O. radu

* rychlost reakce nezavisi na koncentraci substratu
ev =k[S]" =k.1=k =

* nastava pri velkém nadbytku S, takze jeho ubytek je

prakticky zanedbatelny

—
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[S]

Kinetické krivky pro reakci O.

radu

kineticka kfivka pro substat S

S

[P]

kineticka kfivka pro produkt P
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Pocatecni rychlost v,

* rychlost zmérena drive nez vznikne vyznamneéjsi mnozstvi

produktu

* nejvyssi hodnota rychlosti, protoze neni ovlivnéna ubytkem

substratu ani vratnou premenou produktu
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Zavislost v, na koncentraci substratu

rovnice Michaelise a Mentenové, pro jednosubstratové reakce

VO — Vmax [S]
[S]+ K,

%

max

= maximalni rychlost (pro danou koncentraci enzymu)
K., = Michaelisova konstanta

K, je koncentrace substratu, pti niZ reakce probiha polovinou maximalni
rychlosti V.. , pfi této koncentraci je enzym z 50 % nasycen

max
K, je nepfimo umérna afinité enzymu pro dany substrat

existuje-li vice strukturné podobnych substratil, ten ktery ma nejmensi K, se
povazuje za nejptirozengjsi pro dany enzym

pro méfeni aktivity enzymu by méla byt koncentrace substratu > 100 K
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Grafickym vyjadrenim predchozi rovnice je
saturacni krivka

\ enzym nasycen

...... substratem

K., [S] mol/l
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RUzné oblasti saturacni krivky

[SI<<K, |v =V = ~max [S] = k[S]'

[S]>> K, v, =V [5] =V @:V :k[S]O

[S] = K, Vo = Vi >l = Vinas Sl Vo
[S]+[S] 2[S] 2
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Dvé oblasti v saturacnim grafu

kinetika
1. radu kinetika 0. radu

enzym nasycen
substratem

[S] mol/l
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Rozlisujte

e Casovy zaznam jedné reakce

e zavislost [P] nebo [S] na Case (t)

* zavislost ziskana z mnoha stejnych

reakci

* zavislost v, na [S]

29




Faktory ovlivnujici rychlost enzymoveé reakce

Tenlota S rostouci teplotou rychlost reakce vzrista, optimalni je kolem 40 °C,
P pi1 vysSich teplotach rychlost klesa — denaturace enzymu
Ovliviiuje stav ionizace skupin v aktivnim misté enzymu a jeho okoli
H konstatni pH v télesnych tekutinach udrzuji pufracni systémy
£ kazdy enzym ma pH optimum, intracelularni enzymy kolem pH 7
travici enzymy maji odlisné: pepsin pH 2
., Umoziuji nebo urychluji enzymovou reakci
Aktivatory y ) i ] .
Casto ionty dvojmocnych kovi: Ca*, Mg?*, Zn>*, Mn?*
Zpomaluji nebo zastavuji enzymovou reakci
Inhibitory Kompetitivni: podobné substratu, soutézi o aktivni misto
Jiné: napf. ionty téZkych kovil, pevné se vazou na dulezité skupiny
Koncentrace | Pii vysoké koncentraci substratu je enzym nasycen, reakce probihd maximalni
substratu rychlosti, graficky vyjadfuje saturacni kiivka
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Kofaktory




Kofaktory enzymu

nizkomolekularni neproteinové slouceniny
mnohé odvozeny od vitamin( B komplexu

mnohé maiji charakter nukleotidl

pevné (kovalentné) vazané se nazyvaji prostetické skupiny

volné vazané se nazyvaji kosubstraty
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Tri ruzné slozky v enzymové reakci

substrat [+ | kofaktor < produkt + kofaktor

modif

1. substrat(y)

rimo spolu reaguji
2. kofaktor P P s

3. enzym katalyzuje (= koordinuje + urychluje) reakci

Poznamky:

» substrat mize byt jeden nebo dva (dehydrogenace x transaminace)

* substrat maze byt nizko / vysokomolekularni (hexokinasa x proteinkinasa)
* nékteré reakce probihaji bez kofaktoru (napt. hydrolyzy)

» reakce mliZe vratna i1 nevratna (dehydrogenace x dekarboxylace)
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Kofaktory oxidoreduktas

Oxidovana forma

Redukovana forma

Funkce kofaktoru

NAD*

NADP*

FAD

Dihydrobiopterin (BH,)
Molybdopterin,,;4
Lipoat (-S-S-)
Ubichinon (Q)
Hem-Fe3*

Dehydroaskorbat
Glutathion g, (G-S-S-G)

NADH+H*
NADPH+H"*

FADH,
tetrahydrobiopterin (BH,)
molybdopterin,4
dihydrolipoat (2 -SH)
ubichinol (QH,)
hem-Fe?*

askorbat

glutathion ., (GSH)

NAD™ akceptor 2 H
NADPH+H" donor 2 H
FAD akceptor 2 H

BH, donor 2 H

pienos elektroni
antioxidant / pfenos acylu
pienos 2 elektronii a 2 H*
pienos 1 elektronu

pienos 2 elektronti a 2 H*

2 GSH donorem 2 H
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NAD* je dehydrogenacni kofaktor, derivat
nikotinamidu (vitamin B3)

* nikotinamidadenindinukleotid

 kofaktor dehydrogenas YH=H-+H*

e odnima 2H ze substratu

* jeden se jako hydridovy anion H aduje do p-polohy pyridiniového kruhu
* NAD*+ H = NADH = ekvivalent dvou elektront

e druhy se jako proton H* vaze na enzym
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Struktura NAD*

adice hydridového aniontu

= CONH2 adenin NH2
pyridinium | anhydrid N
N ester O @) ester </ I
® ISR e
N-glykosidova CH,—O ||3 O ||3 O—CH, N
vazba OH OH | |
N-glykosidova
OH HO difosforeéna kys. O Vazba
@)
ribosa
OH  OH

ribosa
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Redoxni par kofaktoru

H® H
|
No .

oxidovana forma NAD*
aromaticky kruh

Ctyfvazny dusik
kladny naboj na dusiku
UV absorpce pii 260 nm

H H
CONH,

N

redukovana forma NADH
aromaticita zcela poruSena
trojvazny dusik

neutralni slou¢enina

UV absorpce pii 260 a 340 nm

vysoky obsah energie
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Dehydrogenace pusobenim NAD*

Substrat Produkt
substrat ztraci 2 atomy H ze skupin: primarni alkohol aldehyd
primarni alkoholova skupina -CH,-OH sekundarni alkohol keton
sekundarni alkoholova skupina >CH-OH aldehyd hydrat karboxylova kyselina
sekundarni aminova skupina >CH-NH, hemiacetal ester
cyklicky hemiacetal lakton
hydroxykyselina oxokyselina
aminokyselina iminokyselina
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Dehydrogenace ethanolu (alkoholdehydrogenaza)

G

0
H,C—C—0 + NAD® - HiC—C” 1 NADH+HP
H H
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Redukovany kofaktor NADPH+H* je hydrogenacni
cinidlo

donor 2H pfi hydrogenaci

kofaktor MK, cholesterol)

* regenerace glutathionu (GSH) v erytrocytech

kofaktor
cholesterol — — Zlucové kyseliny
kalciol - — kalcitriol

xenobiotikum — hydroxylované xenobiotikum

obecné schéma hydroxylace:

R-H + O, + NADPH+H* -~ R-OH + H,O + NADP*
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FAD je dehydrogenacni kofaktor
derivat riboflavinu (vitamin B2)

flavinadenindinukleotid
kofaktor flavinovych dehydrogenaz
dehydrogenace -CH,-CH,- skupiny

se vazou na dva dusiky riboflavinu

FAD + 2H — FADH,
COOH
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Struktura FAD

jij[ ﬁNH dimethylisoalloxazin = flavin
C

H2 adenin
CH OH
ribitol CH—OH
N Z N
CH OH 0 O </ J
CH2—O—P—O—P—O—CH2 N~ Xy
OH OH @)
difosfat ribosa

OH OH
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Redoxni par kofaktoru

N CHs
/)\ =
O” °™N” °N CHs;
oxidovana forma FAD

aromaticky systém

neutralni slou¢enina

o /i
LN CH;
HN | i
1
O '/ | ‘\ N CH3
‘\\ H/ /" :
redukovana forma FADH,

aromaticita ¢asteCné poruSena

neutralni slou¢enina

vysoky obsah energie
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Tetrahydrobiopterin (BH4) je kofaktor
hydroxylacnich reakci

Monoxygenazova reakce

COOH (|:OOH
HoN— CH + O—'—O + BHy ————™ HZN_(EH + H,O + BH,
\j CH2
OH

fenylalanln tyrosin
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Vitaminy a kofaktory transferas

Vitamin Kofaktor PrenasSena skupina
Pyridoxin (B6) pyridoxalfosfat -NH, (transaminace)

- ATP -PO,?" (fosforyl)

--- PAPS -SO,;*

Biotin (vitamin H) karboxybiotin CO,

Pantothenova kys. (BYS) CoA-SH acyl

--- dihydrolipoat acyl

--- SAM -CH,4

Listova kys. (folat; B9) tetrahydrofolat C, skupiny (z aminokyselin)
Kyanokobalamin (B12) methylkobalamin -CH,4

Thiamin (B1) thiamindifosfat zbytek nékterych oxokyselin
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Pyridoxalfosfat je kofaktor transaminace a
dekarboxylace AK

R—CH—COOH L
NH, I transaminace
/ N I
e 0 -H,0 <
HO _ CH20—|I'-|1—0H -~ | dekarboxylace
- | OH -
H5;C N

aldimin
(Schiffova baze)
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ATP je kofaktor kinaz — fosforylacni Cinidlo

anhydrid

T s

@O_FI) _____

O@ O@ O@ k % N-glykosidova
vazba
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Fosforylace substratu

;S 0 0 Ade
. i v Il |
C )—OH + {O~P-D-P-0-p-O—Rib
\\\ OC/; O@ O@
substrat ATP (4-)
kinasa
\ J
0O 0O O Ade
. - I ) 1 I |
( y—0—p—d> + O7P-O-P-O~Rib + D
& 4 |
0o Oo Oo

fosforylovany substrat (2-) ADP (3-)
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Karboxybiotin je kofaktor karboxvylacnich reakci

S COOH
Biotin—COOH Biotin—H
pyruvétkarboxyla»sa .
H3C—$|)—COOH HOOC—CHZ—%)—COOH
O O

pyruvat oxalacetat




Koenzym A

e prenasi acyly vazané na atom siry

e acyl-CoA je aktivovany acyl

NH
7 N

@Q
vazba acylu Xy N

beta-alanin O CH3 ﬁ ﬁ
O\ _(l:H CH2 ‘IT’-O-IID-O- Ho
HS—CH,—CH,—HN~ HO CHs o°® O o)
cysteamin pantqova
kyselina
N W
Y o CP OH
pantothenova kyselina O—Flzo
o)

3’-fosfoADP
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S-Adenosylmethionin (SAM)

yaktivni methyl“, trojvazna sira =
kofaktor methylacnich reakci: S
ethanolamin - cholin (trojnasobna methylace) HOOC—ClH—CH2CH2/ES9

NH,
guanidinacetat - kreatin

OH OH
noradrenalin = adrenalin ..... a fada dalSich

z methioninu vznika

pro remethylaci homocysteinu je nutny methyl-FH, a B, kofaktor
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Tetrahydrofolat H,F

Prenasi 1C zbytky
Pfijimana ve formeé kyseliny listové, ktera je v téle je hydrogenovana na 5,6,7,8-tetrahydrofolat (H,F)

Kyselina listova

OH 5 PI C|DOOH
N. 6 CHzNH@C—NH—CH glutamova kys.
N~ ~ I
T,
> -~
HoN N N 7 p-aminobenzoova kys. CH,
I
pteridin 8 COOH
pfenos jednouhlikatych skupin
Tetrahydrofolat l l

OH O COOH

H I |
F NjCHZNH@CNHCHCHQCHQCOOH
10

(3]

Ir=z
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C1 skupiny prenasené tetrahydrofolatem

Oxid. ¢. C | Vzorec Nazev Metabolicky piivod / Vyuziti
redukce methylen-H,F (ze serinu, glycinu)

-1IT -CH, methyl (N-CH,-N)H,F + NADPH+H* - HN(H,F)N-CH; + NADP~*
methyl-H,F spolupracuje s B,, pfi methylaci homocysteinu
katabolismus serinu a glycinu

I CH ol synteza dTMP — DNA

] "y | methylen dUMP + methylen-H,F — dTMP + H,F (thymidylatsynthasa)

H,F + NADPH+H" - H,F + NADP" (dihydrofolatreduktasa)
I CH= methenyl meziprodukt, deaminace formimino-H,F (z histidinu)
(methin) konverze na formyl-H,F, syntéza purinovych bazi

o _CH=0 formyl katal’)ohsml}s try’ptofaflu’ — formiat - formyl-H,F
syntéza purinovych bazi

+1 -CH=NH | iminoformyl katabolismus histidinu (FIGLU — formiminoglutamat)
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B12 vitamin je kyano nebo hydroxokobalamin

at . R R = CN nebo OH
CH kormovy cyklus
0 HC i1 CH N,
=
el HJ': H____ ._..H © .
. L "
e 0
H H CH,
HaHl CH,
o HS _ w2 0
H CHj
O 0 e
,\I\ P “H:IC[
Hi™ o7 To CH;

HO

hydroxokobalamin - terapie otravy kyanidy

vaze kyanidove anionty na netoxicky

kyanokobalamin
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B12 kofaktor je methyl nebo

deoxyadenosylkobalamin

* je nutny pro dve reakce v téle:

H,F /B,
1. homocystein — methionin

2. homocystein - — propionyl-CoA — — sukcinyl-CoA

B12
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Thiamindifosfat (TDP) je kofaktor

CHs
@ o)
, N™ NN\ I I o
* pyruvat — acetyl-CoA )\ | p\ CHzCH,—0—P—0—P—0
, . H,C~ >N~ NH, S 0o °
» 2-oxoglutarat — sukcinyl-CoA (CC)
» 2-oxokyseliny z katabolismu Val, Leu, lle
| | | pfenos na
- — | — - > - | > lipoat a CoA
-

* ribosa-5-P + xylulosa-5-P & glyceraldehyd-3-P + sedoheptulosa-7-P
* xylulosa-5-P + erythrosa-4-P 2 fruktosa-6-P + glyceraldehyd-3-P 56




lzoenzymy/lzoformy

katalyzuji stejnou reakci

1181 se primarni strukturou a tedy fyzikalné-chemickymi a kinetickymi vlastnostmi

maji Casto riiznou tkanovou distribuci

stanovuji se elektroforézou nebo imunochemicky

Izoenzym  Vyskyt Procento celk. aktivity ZvySeni
CK-MM svaly 94-96 % svaloveé trauma
CK-MB srdce do 6 % infarkt

CK-BB mozek stopy poranéni mozku
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