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Katalyticka aktivita enzymu

* Udava jaké latkové mnozstvi substratu bylo preménéno na produkt za urcitou
casovou jednotku

* Sl Jednotka
* kat = [mol/s]
* pkat = 10-6 kat = umol/s
* nkat = 10-9 kat = mmol/s
* Mezinarodni jednotka
* U/IU ... pfeména 1umolu substratu za 1 minutu
* Prepocet ... 1 ykat =60 U
1U = 16,6 nkat



Katalytickad koncentrace enzymu

* Je katalyticka aktivita vztazena na objem biologické tekutiny
(krevni serum/plazma)

* Sl jednotka
* Kat/l ... mol/l.s
* Mezinarodni jednotka

* U/l ... ymol/min.]
* Prepocet ... 1U/l = 16,6 nkat/l



Ovlivneni katalytické aktivity enzymu

JLIII.II}*

* Teplota ks
* Teplotni optimum obvykle 37°C

* Placentarni isoenzym ALP je termostabilni az do
65°C, naopak kostni isoenzym ALP je pri teploté
56°C zcela inaktivovan
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Ovlivneni katalytické aktivity enzymu

* Aktivator

* lonty dvojmocnych kovd
* Ca2 +... aktivace koagulacnich faktor(
* Mg2+ ... aktivator kinaz

* Zn2+ ... alkalicka fosfataza (ALP)

* Inhibitor

* Zpomaluje Ci zastavuje enzymovou reakci
* Reverzibilni inhibice

* Kompetitivni inhibice

* Nekompetitivni inhibice
* Ireverzibilni inhibice

* Kovalentni modifikace enzymu



Inhibice enzymu (snizeni aktivity)

* vratna

* nevratna

e ., o * inhibitor volné vazan
* inhibitor pevné vazan na enzym (aktivni

misto) * rovhovahaE+| = E-I
« zpUUsobi: * inhibitor Ize odstranit (dialyza, gel. filtrace)
* organofosfaty * dva zakladni typy:

* jonty t&zkych kov

* kyanidy



Kompetitivni inhibice

Competitive

inhibitor\

inhibitor se vaze do aktivniho mista enzymu Substrate
strukturni podoba substratu

Soutézi s prirozenym substratem o vazebné misto
komplex enzym-inhibitor se nepfemeéni na produkt
maximalni rychlost je dosazena az za vysSich hodnot [S]
Vmax se neméni, Km se zvysuje

Kn Ko i [S] mol/l



Pfiklady kompetitivnich inhibitoru

je kompetitivnim inhibitorem kompetitivné inhibuje aktivni misto pro tetrahydrofolat
sukcinatdehydrogenasy Dihydrofolatreduktasy béhem syntézy purinovych a
pyrimidinovych bazi nukleovych kyselin. Pouziva se jako

cytostatikum.
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Otrava methanolem se |ecCi inhibici alkoholdehydrogenasy

CHj;
ITI dehydrogenace //O oxygenace //O
H—C—CH > H—C - H—C / R
h -2H H O OH N>
N
me thanol formalde hyd mraven i H
kyselina

1) Aktivni misto enzymu je prednostné obsazeno strukturné podobnym
substratem — ethanolem (kompetice, inhibice viici methanolu)

2) Aktivni misto enzymu obsahuje Zn2+ (chelatovany 2x Cys a His),
inhibice nastane vazbou fomepizolu na Zn2+



Nekompetitivni inhibice

inhibitor se vaze jak na volny enzym (E),
tak na komplex enzym-substrat (ES), ale

inhibice nemiiZze byt prekonana vysokou
koncentraci substratu

systém se chova jako

Km se neméni (aktivni misto je volné pro
substrat)

Vmax se snizuje, protoze klesa koncentrace
funk¢niho komplexu E-S

Substrate

Substrate
Noncompetitive \

inhibitor\

K., [S] mol/l

Km inh



Mnoha léCiva jsou inhibitory lidskych/bakterialnich enzymu

Acetylsalicylova kyselina, ibuprofen (cyklooxygenasa)

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

Inhibitory ACE (angiotensin konvertujici enzym) — léCba hypertenze (enalapril)

Reverzibilni inhibitory acetylcholinesterasy (neostigmin) — nervosvalové choroby,
pooperacni atonie strev

Selektivni inhibitory mozkové acetylcholinesterasy (rivastigmin, galantamin) -
Alzheimerova choroba

Antibiotika inhibuji enzymy nutné pro urcity zivotni déj bakterii
Peniciliny — inhibuji transpeptidasy (vystavba bunécné stény)
Tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol — inhibice proteosyntézy

Fluorované chinolony (ciprofloxacin) — inhibice bakterialni gyrasy (topoisomerasy Il)
(rozpletani DNA béhem replikace)



Ovlivneni katalytické aktivity enzymu

 Koncentrace substratu

* rovnice Michaelise a Mentenove, pro jednosubstratove reakce

[S] =
VO - Vma Viax \enzym nasycen
S] -+ K - 7 . substratem

m :
i
K, [S] mol/l

kinetika

1. fadu kinetika 0. radu

enzym nasycen
substratem

[S] mol/l



Jak se ziska saturacni krivka

[E] = konst.

» sada pokust pfi nichz je koncentrace enzymu konstantni

[P] [Sa] .
* ruzné koncentrace substratu, rozpéti 2-3 rady
S
[55] * z jednotlivych kinetickych kfivek se stanovi vo
[S2]
* vo se graficky vynesou proti prislusnym [S]
[S4]

* vznikne hyperbolicka saturacni kfivka




Koncentrace enzymu [E] také ovliviiuje rychlost

nasyceny enzym: vo = k [E]t

[E]t je celkova (totalni) koncentrace enzymu

VO B3] > [E2]
E2] > [El]
[E1]
[S]

KM se neméni, max se zvysuje s koncentraci enzymu



Mnozstvi enzymu v biologickém materialu Ize
stanovit dvojim zpUsobem

* pkat/l

] ) * ug/l, ng/l, pgll
* stanovi se produkt enzymovée

reakce * stanovi se enzym (jako antigen,

oy , , imunochemicky)
* vetsina k vyznamnych enzym (agtli(%en) + protilatka — imuno-komplex

enzymu ; . nékiere, napf. tumorové kery
substrat —— produkt



Dvé metody pro zjisteni katalytické koncentrace

* optimalni podminky (teplota, pH, kofaktory)
* meéri se A[S] nebo A[P] v urCitém Casovem intervalu

* kinetika O. radu, 1 nasyceny enzym, rychlost se blizi Vmax
Charakteristika Kineticka metoda Metoda konstantniho Casu
Co se méri [S] nebo [P] [P]
kontinualné po urC. ¢ase (napf. 10 min)
Jak . : e
(napf. po 10 s) je reakce inhibovana
Kineticka kfivka
ano ne
hodnocena
Co se stanovi pocate¢ni rychlost vo primérna rychlost

Metoda je presna mén¢ piesna



Jak stanovime aktivitu
laktatdehydrogenazy LD?



Princip méreni aktivity laktatdehydrogenasy

* optimalni podminky (teplota, pH, Ig)@tory)
* meri se A[S] nebo A[P] v urCitém Casovem intervalu
* kinetika O. radu, [ nasyceny enzym, rychlost se blizi Vmax

LD

Pyruvat + NADH+ H® > Laktat + NAD®
opticky test

pri reakci klesa absorbance
AAAL

18



Absorpcni spektrum oxidovane a redukovane
formy NAD+ (princip ,Warburgova optického
testu®)

1‘-'2 . . . . .
- * Oxidovana forma NA D+ ma jediné absorpéni maximum pii 260 nm
1 -
0 ‘ * Redukovana forma NADH ma absorp¢ni maxima pii 260 a 340 nm
¢
.E 0,6 - —NAD+
2 ' —NADH v . v ..
S 04 - \ M¢érenim zmén absorbance pi1 340 nm Ize
0.2 - sledovat prirtistek nebo ubytek NADH
e
230 260 280 330340 380 430

vinova délka (nm)

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



Déleni enzymu dle puvodu a funkce

syntetizovany v jatrech hlavné v jatrech

maji svou funkci v krvi — koagulacni faktory, cholinestraza

maji svou funkci uvnitf bunky, v misté vzniku

pfi poSkozeni bunky se uvolni a dostanou se do krve, kde Ize zjistit jejich zvySenou
aktivitu

priklady: ALT, AST, CK, GMT, LD ...

pUsobi jinde, napf. v travicim traktu

enzymy velkych zZlaz (pankreas) — lipaza, amylaza ...



Intracelularni lokalizace enzymu

RUzné typy poskozeni buriky vedou k tomu, Ze se do krve uvoliiuji jen enzymy z ucité subcelularni
struktury.

Organela Enzym
Cytoplazma LD, ALT, cAST (30 %)
Mitochondrie MAST (70 %) lehké poskozeni jater: AST/ALT < 1
Golgi komplex, ER CHS, AMS S o

tézSi posSkozeni jater: AST/ALT > 1
Lyzosom ACP

Membrana GMT, ALP



Troji vyuziti enzymu v |ékarstvi

1. enzymy jako patologického stavu
2. enzymy jako v klinicke
biochemii

3. enzymy jako



Pfiklady enzymu v klinické diagnostice

* Pri posSkozeni bunék se zvySuje aktivita enzymu v
tekutiné
Enzym Referencni hodnoty Interpretace zvyseni
ALT do 0,9 pkat/l hepatopatie
CK do 4 pkat/l myopatie, infarkt
PSA do 4 pg/l myokardu

karcinom prostaty

ALT alaninaminotransferasa, CK kreatinkinasa, PSA prostaticky specificky
antigen



Enzymy jako analyticka Cinidla

Enzym

Glukosaoxidasa

Peroxidasa
Lipasa

Cholesteroloxidasa

Urikasa
Bilirubinoxidasa
Ureasa

Laktatdehydrogena

Sa

Tag polymerasa

Plvod enzymu

Aspergillus niger
kfen (Armoracia sp.)

Candida sp.

Pseudomonas sp.

Candida sp.

Myrothecium sp.
bob (Canavalia sp.)

Pediocus sp.

Thermus aguaticus

Stanoveni

glukosa
glukosa
triacylglyceroly
cholesterol

kyselina
mocova

bilirubin
mocovina
ALT, AST
PCR metoda



Enzymové stanoveni glukozy

HO—-CH, HO—CH,
2 glukozaoxidaza .
OH +Qy —> OH 0 +H0,
OH OH OH
OH OH
glukoza
glukonolakton
OH N
H3C ~— N / o
peroxidaza
HSC\N/ 0 4 +2H,0, ——> +4 H,0
HaC N
H,C NH,
4-aminoantipyrin
0]
bezbarvy chromogen
barevny produkt

W7

(méfi se absorbance)



Enzymy jako IéCiva

Enzym Pouziti

smés enzymu (lipasy, amylasy, proteasy) ziskana z vepf. pankreat(,
Pankreatické acidorezistentni tobolky
travici enzymy indikace: sekre¢ni nedostatec¢nost pankreatu rlizné etiologie, cysticka fibréza,
uzivani: 3 x denné pfi jidle, fada pripravkl volné prodejnych

Laktasa uziva se laktosové intoleranci

asparaginasa se nevyskytuje v lidském téle
katalyzuje hydrolyzu deamidaci asparaginu :Asn + H20 - Asp + NH3

Asparaginasa L-asparagin je nezbytny pro proteosyntézu nékterych nadorovych bunék, hydrolyza
Asp vede k omezeni proliferace, indikace: akutni lymfoblastické leukemie
fibrinolytikum, rozpousti krevni srazeniny v cévach, proteasa, §tépi plazminogen na plazmin

Urokinasa — ten vyvola degradaci fibrinu a trombolyzu, indikace: Zilni tromboza, plicni embolie, akutni

IM

fibrinolyzin, chymotrypsin, kolagenasa, papain (papaya), bromelain (ananas),
po lokalni aplikaci vedou k 1yze nekroticke tkan€, nepoSkozuji zdravé bunky, hnisavé rany,
Proteasy bércove viedy, diabetické gangrény, dekubity apod.
rizného plivodu celkova aplikace: nékteré studie naznacuji protizdnétlivy u€inek, ovlivnéni imunity u
autoimunitnich onemocnéni, indikace: pomocna 1é¢iva pi1 revmatoidni artritid€, traumatické
zanéty a otoky, lymfedémy aj. (Wobenzym, Phlogenzym)



Nadstavbovy material



TFi obecné zplsoby regulace enzym

Princip regulace Komentar

Zmeéna
koncentrace
substratu

Zmeéna
koncentrace
enzymu

Zmeéna
konformace
aktivniho mista
enzymu

rychlost enzymovych reakci zavisi na koncentraci
substratu

enzymy vykazuji saturacni kinetiku

izoformy enzymu s rliznou Km jsou rlizné citlivé na
koncentraci substratu (hexokinasa x glukokinasa)
dostupnost substratu v aktivnim misté enzymu snizuje
kompetitivni inhibitor

velmi dulezity faktor in vitro

regulace syntézy enzymu (indukce x represe) pomala
regulace degradace enzymu (selektivni x neselek. #mcna

Stépeni proenzymu (nevratny déj)
fosforylace enzymu

allosterickeé regulatory .

: e rychla
protein-protein interakce yména
nekompetitivni inhibitory



Regulace mnozstvi enzymu

konstitutivni a indukova exprese gend, regulace
rychlosti transkripce, posttranskripcnich tprav RNA,
regulace rychlosti translace a posttranslacnich
uprav

specifické intracelularni proteinasy — urcuji
rozdilné biologické polo¢asy enzymu



aktivni enzym vznika nevratnym odstépenim urcité sekvence

(propeptidu) z molekuly proenzymu
obecné: proenzym + H20 - enzym + propeptid

nastane zména konformace molekuly, ktera exponuje aktivni

misto, takze je pripraveno navazat substrat
Proteinasy v GIT (pepsinogen - pepsin)
Faktory krevniho srazeni

Proteinasy (kaspasy) aktivované v pribéhu apopt6zy



Fosforylace/defosforylace enzymu

* kovalentni modifikace, katalyzuji proteinkinasy

* prenos fosforylu -PO32- z ATP na -OH skupinu
enzymu (Ser, Thr, Tyr)

* v zasade vratny degj

* defosforylaci katalyzuji , hydrolyza

esteroveé vazaneého fosfatu



Fosforylace a defosforylace enzymu meéni jeho aktivitu

proteinkinasy jsou aktivovany

ATP ADP  druhym poslem
\ / (CAMP, kalcium-kalmodulin komplex)
}—ﬂ (l?
protein-serin-OH protein- _O_lla_O@
~_ serin o°
] 0
©0—P—CH



Priklad dUsledkU fosforylace/defosforylace dvou enzymu
Charakteristika Glykogenfosforylasa Glykogensynthasa

Enzym je aktivovan glukagonem inzulinem

Stépeni energeticky bohatého glykogenu syntézu energeticky bohatého glykogenu

E Katal . energeticky chudym z energeticky bohaté

nzym katalyzuje fosfatem (P1) = transfer glukosylu z UDP-glukosy = transfer glukosylu z
(Glc)n na Pi (= transferasa) UDP-Glc na (Glc)n (= transferasa)

Katalyzovana : (Glc)n + UDP-Gle - (Gle)n+1 +

reakee (Gle)n + P1 - (Glc)n-1 + Glc-1-P UDP

Fosforylace aktivuje inhibuje

enzym

Defosforylace inhibuje aktivuje

enzym



Allosterické enzymy jsou oligomerni

* vice podjednotek, Casto regulacni a katalyticka

* na enzym se vaze efektor strukturné odliSny od substratu,

casto produkt
* vaze se do allosterického mista —

* vazba vyvola zménu konformace enzymu [ zmeéna aktivity

- allostericka aktivace nebo inhibice



Allosterické enzymy jsou oligomerni

Alloster
Ac:twe site osteric 5uh5trate

5 ite
Active SR _ Product
form formation
Regulatory Catalytic
subunit subunit
I _ NO
na;twe - — product
orm formation

N p e
Active
:il;:rster;c site  Allosteric inhibitor



Saturacni kfivka allosterickych enzymu je
sigmoidni

Vo | aktivace

bez inhibice

efektoru

[S]



Kooperativni efekt

* u oligomernich enzymdu a proteint (napf. Hb)
* vice podjednotek [ vice vazebnych mist

* navazani substratu (nebo O2 na Hb) na jednu podjednotku
iIndukuje zmeény konformace u ostatnich, ze se dalsi

molekuly substratu (nebo O2) vazou snadnéji (obtiznéji)

* priklad: hemoglobin (tetramer) x myoglobin (monomer)



Srovnejte

jednoduchy enzym myoglobin
(vyhovuijici M.-M.
kinetice) I Saaélér §monomer
(%)
allostericky hemoglobi
enzym n
(oligomerni) (tetramer)

[S] pO2
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