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Enzymy

bilkoviny s katalytickou aktivitou

s riznou specificitou jsou schopny urychlit
preménu substratu (reaktantt) na produkty

v pritomnosti enzymu je snizena aktivacni
energie reakce (v daném smeéru), ¢imz dochazi
k urychleni rddové 10°-10%4x

enzymy je mozné regulovat a funguiji za
specifickych podminek



Enzymy vs. anorganickeé katalyzatory

ALT Pd
alanin + 2-oxoglutarat — pyruvat + glutamat 2CO + O, — 2CO

ALT (EC 2.6.1.2) Palladium
struktura: 500 aa, 54 kDa struktura: prvek, 106 Da
teplota: 37 °C (stabilni nékolik teplota: 300-600 °C

hodin pri 50 °C) pH optimum: Siroké rozmezi
pH optimum: 7,0-9,0 tlak: vysoky

tlak: fyziologické hodnoty
kofaktor: pyridoxal-5-fosfat PN
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Struktura enzymu
alanin aminotransferasa 2

holoenzym
(aktivni)

apoenzym + kofaktor —

kofaktor
nebilkovinna slozka

pyridoxal-5-fosfat v pfipadé ALT

primarni struktura .
(uspofadani a-helix) (jednotliveé aa)
\ J
I
terciarni (3D) struktura

bilkovinna Cast enzymu = apoenzym (neaktivni)

- sekundarni struktura




Struktura enzymu (VOET)

holoenzym &>
(aktivni) s
|
' nizkomolekularni aktivujici slozka bilkovinna slozka !
% A J
2 { )
Zn i 1" w
kofaktor apoenzym (neaktivni)
A
| Ay B
2 0229 ﬁq.
ionty kovu koenzym
napf. ,zinkovy prst “ traskr. faktort napf. hem, pyridoxal-5-fosfat
A
| l
X
4 i .
3 ‘_r}; .
prosteticka skupina kosubstrat

napf. hem v cytochromech napf. pyridoxal-5-fosfat u ALT



Nazvoslovi enzymu

Trivialni
e Casto pouzivaneé
* pfipony -in/-asal/-aza

(aza)

 existuji tzv. doporucené
trivialni nazvy
 priklady:
alaninaminotransferasa
alkoholdehydrogenasa

Systematicke

« komplikovanéjsi, ruzny
zpusob tvorby nazvu v
zavislosti na tride enzymu

e pfipony -asa/-aza {(aza)

« priklady:
L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferasa

EC 2.6.1.2

ethanol:NAD*-oxidoreduktasa

EC 1.1.1.1



Nazvoslovi a deleni enzymu

6 hlavnich tfid enzymu

* OXIDOREDUKTASY
* TRANSFERASY

* HYDROLASY

* LYASY (SYNTHASY)
* ISOMERASY

* LIGASY (SYNTHETASY)

reakce

AA+B<>A+B
A-B+C< A+B-C

A-B + H,0 ¢> A-H + B-OH
A-B + X-Y < X-A-B-Y
X-A-B-Y < Y-A-B-X

A+B <> A-B

systematicky nazev enzymu

donor:akceptor-oxidoreduktasa

donor:akceptor-skupina transferasa

substrat-skupinahydrolasa

substrat-skupinalyasa

-racemasa, -epimerasa, -isomerasa, -mutasa

substrat-substratligasa (tvofrici nukleotid)



Nazvoslovi enzymu - priklady

6 hlavnich tfid enzymti reakce a systematicky nazev enzymu
D-glukosa-6-fosfat:NADP*-oxidoreduktasa (EC 1.1.1.49, G-6-P-DH) Favismus
. OXIDOREDUKTASY D-glukosa-6-fosfat + NADP* ¢ 6-fosfo-D-glukono-1,5-lakton + NADPH+H* X-vazané onem.

L-aspartat:2-oxoglutarat aminotransferasa (EC 2.6.1.1, AST) Marker poskoz.

*  TRANSFERASY L-aspartdt + 2-oxoglutarat <> oxalacetat + L-glutamat bunék (jatra...)

a-D-galaktosid-a-D-galaktosyl hydrolasa (EC 3.2.1.22, a-galaktosidasa) Fabryho nemoc

stfadava choroba

. HYDROLASY a-D-galactosid > a-D-galactosa + zbytek slouéeniny (gangliosyl, glykoprotein...)
(S)-malat-hydrolyasa (EC 4.2.1.2, fumarasa) Velmi vzacna
* LYASY (SYNTHASY) (S)-malat <> fumarat + H,0 porucha (100/w)
EC 4.2.1.2 triosafosfat isomerasa Zavazna acidurie
*  ISOMERASY dihydroxyacetonfosfat <> glyceraldehyd-3-fosft (CNS symptom.)

Anémie a CNS

Y-L-glutamyl-L-cystein:glycin ligasa (tvorici ADP) (glutathion synthasa EC 6.3.2.3) o
postizeni

. LIGASY (SYNTHETASY) ATP + Y-L-glutamyl-L-cystein + glycin—> ADP + fosfat +
glutathion



Kofaktory

nizkomolekularni neproteinové slouceniny
podileji se na funkcni specificnosti enzymu
obecna zapis rovnice enzymatické reakce

ENZYM
SUBSTRAT + KOFAKTOR < > PRODUKT + KOFAKTORyopie

modifikovany kofaktor vznikajici pri
enzymatické reakci se v jiné (nebo zpétné)
reakci muze zpétné zmenit na kofaktor



Priklad reaktivace kofaktoru:

anaerobni glykolyza
GLYCERALDEHYD-3-FOSFAT LAKTAT
: PN

( GLYCERALDEHYD-3-FOSFAT .
LAKTAT DEHYDROGENASA
DEHYDROGENASA

l\ 7

NADH+H*

2,3-BISFOSFOGLYCERAT PYRUVAT

* modifikovany (redukovany) kofaktor NADH+H* je nutné
obnovit nékterou ze ,,sprazenych reakci”

* pfinedostatku O, se tak déje anaerobni glykolyzou a hromadi
se laktat, reakce zpétné oxiduje NADH+H* za vzniku
redukovaného laktatu z pyruvatu



Oxidoreduktasy

Oxidoreduktasy katalyzuji redoxni premény (prenos e, 2H, zabudovani O do substratu). V
reakci dochazi k redukci nebo oxidaci substratu za soucasné oxidace/redukce kofaktoru.

SKUPINY

* PﬁENOS ELEKTRONU OXIDASY cytochrom-c-oxidasa
« PRENOS DVOU ATOMU H DEHYDROGENASY laktatdehydrogenasa
« ZABUDOVANI ATOMU O OXIGENASY cyklooxygenasa

Donory 2H a donory 2e" Ize dle chemicky oznacit jako redukEni Cinidla (redukuji substrat a
sami se oxiduji).

Akceptory 2H a 2e" Ize dle chemicky oznacit jako oxidacni Cinidla (oxiduji substrat a sami se
redukuji).



Kofaktory oxidoreduktas a jejich

prekursory
Vitamin Kofaktor Funkce
niacin (vitamin PP/B3) NAD* akceptor 2H
niacin (vitamin PP/B3) NADPH+H* donor 2H
riboflavin (vitamin B2) FAD, FMN akceptor 2H (CC, DR)

tetrahydrobiopterin
molybdopterin

lipoat

ubichinon

hem cytochrom
nehemové zelezo/sira

glutathion

donor 2H (Phe—>Tyr)
prenos e (XO)

akceptor 2H (Pyr—>AcCoA)
pfenos 2e”a 2H*(CC, DR)
pfenos e (CC, DR)

pfenos e (CC, DR)

donor 2H (H,0,—->H,0)



Oxidacné redukcni déje v dychacim
retézci bunéek

cytoplasma
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NAD*-dependentni dehydrogenasy

Metabolicka draha Dehydrogenasa Reakce

isocitratdehydrogenasa isocitrat - 2-oxoglutarat
citrétov{/ cyklus 2-oxoglutaratdehydrogenasa 2-oxoglutarat - sukcinyl-CoA
malatdehydrogenasa malat - oxalacetat

glyceraldehyd-3-P-dehydrogenasa glyceraldehyd-3-P - 1,3-BPG

glykolyza

laktatdehydrogenasa laktat - pyruvat

alkoholdehydrogenasa ethanol - acetaldehyd

oxidace ethanolu acetaldehyddehydrogenasa acetaldehyd - kyselina octova




Transferasy

Transferasy katalyzuji prenos skupin z jednoho substratu na druhy. Tyto skupiny mohou byt
malé (-CH;, -NH, -Glc) i velké (nukleotidy). Vyznamnou podskupinou transferas jsou kinasy.

SKUPINY

* PRENOS-CH, METHYLTRANSFERASY thiopurin-s-methyltransferasa
« PRENOS-NH, AMINOTRANSFERASY AST, ALT

« PRENOS-P KINASY hexokinasa

* tvorba polymeru POLYMERASY DNA polymerasa

Transferasy hraji dlileZitou roli jak v intermediarnim metabolismu (aminotransferasy,
methyltransferasy), tak v signalnich drahach (kinasy).



Kofaktory transferas

Vitamin

PAPS
listova kyselina tetrahydrofolat (H,F)
karboxybiotin

thiamindifosfat (TDP)
pyridoxin pyridoxalfosfat

pantothenova kyselina CoA-SH
dihydrolipoat
SAM

kyanokobalamin methylkobalamin

Kofaktor
ATP

Pfenasena skupina

_P032—

S0,

jednouhlikaté skupiny
co,

»aktivni aldehyd”



Transferasy

kinasové drahy pyridoxalfosfat a transaminasy
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Hydrolasy

Hydrolasy stépi vazby vzniklé kondenzaci za pomoci molekul vody.

HO \(
R

NH2

NH2

proteasa

o-glukosidasa

f OH
y O H
H
OH H
HO OH
H OH

glykosidova
glykosidova
glykosidova
sulfoesterova
glykosidova
peptidova
kathepsin _ [EEGKERWE
peptidova
peptidova

ribonukleasa fosfodiesterova

lipasa  EEERE

fosfatasa fosfoesterova

ceramidasa amidova




Hydrolasy

Hydrolasy jsou jednoduché enzymy tvorené pouze bilkovinou. Tzn. nemaji kofaktory.

Endopeptidase
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Ostatni skupiny

LYASY

Nehydrolytické stépeni rliznych typl vazeb, vytvareni vazeb C-C, C-O, C-N. Ze substratu
odstépuji nebo do néj vnaseji malou molekulu jako je CO,, H,O a jiné. Vyskytuji se
napriklad v citratovém cyklu.

A-B + X-Y <> X-A-B-Y

ISOMERASY

Katalyzuji intramolekulové presmyky atomu. Vyskyt v glykolyze, premény sacharidt v
nukleotidech.

CHyOH @ CHaOr CH,OH
ECHQOPOSE_ 1CHOF - 0y AD WADH 0 5 WADH NAD o o
H LJ o H g H
L o 557H HO™ 52 CH H ) OH H OH H
OH @) TUDP TDP H UDP
H T4
OH H OH H OH

OH H

H OH
glucose-6-phosphate fructose-6-phosphate UDE-ghicose (4-keto intermediate)



Ostatni skupiny

LIGASY (SYNTHETASY)

Katalyzuji vznik energeticky narocnych vazeb za soucasného rozkladu makroergni
slouceniny (nejcastéji ATP). Prikladem je vyznamna reakce katalyzovana
pyruvatkarboxylasou, ktera je uvodni reakci glukoneogeneze a resyntézy glukdzy.

- 0 aspartate
O\, - Hiﬁf ADP + P, oo (via transamination)
fc"_'o A ‘,-’C —0
\ / O0=C
== \

0=C — 5 citrate

citric acid cycle)
CHs pyruvate carboxylase fCHE \ L
ruvate EC6E4.1.1 D ...... -C
Py biotin dependent TN
: phosphoenolpyruvate

(gluconeogenesis)

oxaloacetate

Kofaktory této reakce jsou biotin a acetyl-CoA.



Mechanismus enzymove reakce

vazba na enzym (aktivni misto enzymu)
vytvoreni prostoru pro vazbu substratu
rce. s ruznymi pocty substratu (jedno-, dvou-)

metaloenzymy



Interakce enzym-substrat

Mala cast molekuly enzymu, jejiz podoba je udana trojrozmérnym usporadanim
aminokyselin (misto je formovano vlastnostmi aminokyselin — hydrofobni a hydrofilni

interakce)

AKTIVNI MiSTO SRR ﬂ

» povrchova prohluber 4 4 8 b S

* hIUbOké étérbina @ KOMPLEX ENZYM-SUBSTRAT
VAZBA ENZYM

« substrat vyvola malou konformaé€ni zménu pfi priblizeni
« vytvofi se komplex enzym substrat



Reakce dle poctu substratu

JEDNOSUBSTRATOVE REAKCE
» substrat se navaze na enzym, zméni se na produkt a odpoji se z enzymu

SUBSTRAT + ENZYM ——> SUBSTRAT ENZYM — > PRODUKT ENZYM e PRODUKT + ENZYM

DVOUSUBSTRATOVE REAKCE
« druhym substratem reakce je Casto kofaktor

ENZYM ENZYM ENZYM
) + RSN + | ENZYM - SUBSTRAT KOFAKTOR t PRODUKT KOFAKTOR - pRODUKT | = KOFAKTOR
NADH+H*  PYRUVAT LAKTAT NAD*
« sekvenéni usporadané reakce 3 S |
ENEYM ATP KREATIN FOSFOKREATIN ADP
.. o -t 1 2 3.' 4.'
« sekvencni nahodilé reakce o :* ,_* T R |
KREATIN ATP ADP FOSFOKREATIM
ASPARTAT  ONALACETAT 2-0MOGLUTARAT  GLUTAMAT
”ping pong“ reakce NAPORM/oDPORIE 1 | 2.' S.L 41
covzme E —» BN ENW,



Aktivni misto enzymu

KATALYTICKE SKUPINY AKTIVNIHO MISTA

Chemickou preménu katalyzuji katalytické skupiny aminokyselin v aktivnim misté.
Mohou byt nuklofilni (cystein, serin), kyselé (asp, glu), bazické (his, arg, lys).

Priklad: Reakce katalyzovana chymotrypsinem.
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Metaloenzymy

OPAKOVANI — ROZDELENIi PRVKU

BIOGENNI STOPOVE
Makrobiogenni: H, C, O, N, P, S, Na, K, Stopove prvky: F, B, Br, Se, As, Ci, Al, Li,
Mg, Ca, Cl Ti, V, Ni, Au

Mikrobiogenni: Zn, Mn, Cu, Mo, Co, |

Makrobiogenni prvky jsou zakladnimi stavebnimi kameny zivé hmoty (prvky) a podileji
se nejvyznamnéji na homeostaze (ionty). Mikrobiogenni prvky a stopové prvky
podminuji zejména funkci biokatalyzatoru.



Metaloenzymy

MOLYBDEN
Soucasti nékterych oxidoreduktas. Napf.: xanthinoxidasa, aldehydoxidasa.

xanthin oxidasa (E.C. 1.17.3.2) FeS clustery

FAD

Puriny -> hypoxanthin -> xanthin -> kys. mocov*

. , \ ] 7 '\4 \ . ., ::
salicylat —— R e :
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molybden jako soucast molybdopterinu



Metaloenzymy

ZINEK

alkoholdehydrogenasa, karbonatdehydrogenasa, karboxypeptidaza,
superoxiddismutasa

MED
ceruloplazmin (ferroxidasa, Fe?*-> Fe3*), cytochrom-c-oxidasa, monoaminooxidasy
(MAO)

MANGAN
hydroxylasy, dekarboxylasy, transferasy

ZELEZO
cytochromy



Popis enzymatické reakce



Kinetika enzymové reakce

* kinetika se zabyva pribéhem enzymatické reakce
* velic¢inou je rychlost chemické reakce

RYCHLOST ENZYMATICKE REAKCE
* ubytek koncentrace substratu [S] v case (t)

» pribytek koncentrace produktu [P] v éase (t)




Kinetika enzymové reakce

zavislost rychlosti reakce (v) na koncentraci substratu [S] lze
navic vyjadrit kinetickou rovnici (k=konstanta)

index ,,na prvni“ udava rad reakce, tzn. jak je rychlost reakce
(v) zavisla na koncentraci substratu [S]

pokud index=1, pak v primo umeérné stoupa s [S]
Pokud index=0, pak v=konst. protoze je nezavisla na [S]



Kinetika enzymové reakce

z toho vypliva, ze pokud
mame kinetickou rovnici
v = k.[S]}, tzn. v = k.[S],
bude graf zavislosti
vypadat takto:

pokud nechame reakci
bézet bez pridavku
substratu/odebrani
produktu, dostavame
tyto zavislostni grafy s tzv
kinetickymi krivkami:

)

IP

[si

/




Kinetika enzymové reakce

[E] enzym
(koncentrace) kinetika I. Fadu
[S] substrat
(koncentrace)
[P] produkt
2 (koncentrace)
&
@
&
®
& ®
o
@

[s1
¢im vice substratu, tim vyssi
rychlost reakce (ndarUst konc.

oroduktu) rychlost reakce zavisld na

konc. enzymu i substrdatu




Kinetika enzymové reakce

pri velkém nadbytku
substratu, kdy neni jeho
ubytek rozhoduijici
vypada kineticka rovnice
takto v = k.[S]?, tzn. v =k

rychlost narUstu
produktu neni
limitovana prisunem
substratu, ale napt.
koncentraci enzymu,
cehoz lze laboratorné
vyuZzit k analyze enzymu

[5]



Kinetika enzymové reakce

[E] enzym
(koncentrace)
[S] substrat
(koncentrace) N
£« & £
& &£ “*
o&£ & Ve
& &£ 44 \ 5 @
p. &
& £ g4
&£ o&

[s]

mnozstvi substratu je pro rychlost
reakce irelevantni, je limitovana jen
mnozstvim enyzmu

kinetika 0. radu

[P] produkt
(koncentrace)

®



Pocatecni rychlost v,

* rychlost zmérena na zacatku reakce, je nejvyssi hodnota
rychlosti reakce (neni ovlivnéna ubytkem [S] jeho vratnou
premeénou [P])

* je vSak zavisla na vstupni koncentraci [S] dle rovnice
Michaelise a Mentenové (saturacni krivka)

ENZYM PLNE NASYCEN SUBSTRATEM

\ K. [S] v mol/l

maximalni rychlost pfi dané [E] koncentrace [S] pFi které béZi reakce polovinou V.




Kinetika enzymoveé reakce
- stav na zacatku reakce (v,)

[S] substrat (koncentrace)

[E] enzym (koncentrace) [P] produkt (koncentrace)
Ch
ﬁ o
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Kinetika enzymoveé reakce

- stav na zacatku reakce — polovina max. rychlosti (K. )

[S] substrat (koncentrace) [E] enzym (koncentrace) [P] produkt (koncentrace)
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¢
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& /
~J /’ —
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Kinetika enzymoveé reakce
- stav na zacatku reakce — polovina max. rychlosti (K. )

[S] substrat (koncentrace) [E] enzym (koncentrace) [P] produkt (koncentrace)

) [S1vmolf



Co lze zjistit z rovnice MM?

mame-li reakéni smés s koncentraci [S] mnohem mensi, nez je
M. konstanta K, pak reakce probiha kinetikou 1. radu

mame-li reakéni smés s koncentraci [S] mnohem vétsi, nez je
M. konstanta K, pak reakce probiha kinetikou 0. radu

kinetika 1. i4du

kinetika 0. Fidu




Co lze zjistit z rovnice MM?

[E] enzym (koncentrace)
[E] enzym (koncentrace)

&

5 £ ©

mame-li reakéni smés s koncentraci [S] mnohem mensi, nez je M. mame-li reakéni smés s koncentraci [S] mnohem vétsi, nez
konstanta K,,,, pak reakce probiha kinetikou 1. fadu je M. konstanta K, pak reakce probihd kinetikou 0. fadu




Michaelisova konstanta a afinita enzymu

* Michaelisova konstanta K _ je hodnota koncentrace konkrétniho
substratu [S] pri niz reakce katalyzovana konkrétnim enzymem bézi
%2 rychlostiv, .,

* ruzné substraty mohou mit (pri stejné koncentraci) s jednim
enzymem riznou hodnotu K |

« stejné tak jeden substrat mize mit (pri stejné koncentraci) s mnoha
enzymy ruznou hodnotu K

1.0 P [

0.84 |

Prikladem je utilizace glukdzy v organismu: ol
Pfi nizké koncentraci je aktivovana primarné = L
hexokinasa (4 K_ pro glukosu). Pfi vyssich "
koncentracich jiz jeji aktivitaneroste, ale aktivuje 0z

se nizkoafinitni glukokinasa (K, pro glukosu).

0.0 T T L I E—
0 5 10 15

[Glucose]



Afinita enzymu (v,)

[S] substrat (koncentrace) [E] enzym (koncentrace) [P] produkt (koncentrace)
o
£ &0

@
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& ~ 4 ®

O
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Kinetika reakce z pohledu konc. [E]

prubéh reakce ovliviiuje i koncentrace enzymu [E]

pocatecni rychlost reakce v, je prfimo umeéerna koncentraci
enzymu [E]

Michaelisova k. K_ se s koncentraci enzymu [E] neméni

eVvwv/s

Vo

ENZYM PLNE NASYCEN SUBSTRATEM

[Eg] > [E.]

[E]> [E,]

[s]



KINETICKA KRIVKA

Rozdil mezi kinetickou a saturacni krivkou

B

je vlastné casovy zaznam .
jedné konkrétni

enzymatické reakce, kdy v
ruznych ¢asech mérime
koncentraci substratu nebo
produktu ve forme odezvy
(absorbance, fluorescence,

turbidita...)

P

'

I /
1

1

1

1

SATURACNI KRIVKA

saturacni krivku Ize ziskat
naopak z mnoha stejnych
reakci s konstantni
koncentraci enzymu s
riznymi koncentracemi
substratu, kde v, bude
pocatecni smernici v grafu




Shrnuti dulezitych faktu

pro hodnoceni pribéhu enzymatické reakce jsou dulezité
koncentrace zakladnich komponent [E], [S], [P]

rychlost reakce je prirtistek koncentrace (mol/l) [P] nebo ubytek [S]
v Case t (s) (vysledna jednotka: mol/l.s) a tuto zavislost
charakterizuje kineticka krivka

zavislost pocatecni rychlosti reakce v, (v€etné maximalni rychlosti
V... Fce.) na koncentraci substratu urcuje saturacni krivka, ktera

vychazi z rovnice Michaelise a Mentenové

konstanta K_ ma vztah k afinité mezi enzymy a substraty, a to
neprimo umeérneé

kinetika 1. radu znamena, Ze rychlost reakce je primo umeérna
koncentraci substratu [S]

kinetika 0. Fradu znamena, Ze rychlost reakce je nezavisla na
koncentraci substratu [S]



Regulace enzymoveé aktivity

* regulace mnozstvi molekul enzymu

exprese gend, transkripce, translace

* regulace biologické aktivity enzymu

izoenzymy

aktivace enzymu (napf. pepsinogen->pepsin,
fibrinogen->fibrin, angiotensinogen->angiotensin)
kovalentni modifikace (kinasy)

allosterie — enzym ma kromeé aktivniho mista dalsSi misto pro vazbu
,alosterického modifikatoru” (inhibitor/aktivator), ten po navdzani zméni
kvarterni strukturu a aktivita je inhibovana/aktivovana

* dostupnost a koncentrace substratu a/nebo kofaktoru, teplota, pH




Inhibitory enzymu
e |atky, snizujici aktivitu enzymu

INHIBICE IREVERZIBILNi (NEVRATNA)

Trvalé poskozeni enzymu, ktery jiz neni schopen piné vykonavat svou
funkci. Inhibitor se pevneé vaze do aktivniho mista kovalentni vazbou a

tim zabrani navazani substratu.

PRIKLADY: organofosfaty, kyanidy, téZké kovy




Inhibitory enzymu

INHIBICE REVERZIBILNI (VRATNA)

Vazba inhibitoru neni kovalentni (trvala). Muze
se vazat do aktivniho mista nebo mimo néj.

1) INHIBICE KOMPETITIVNI

Inhibitor se vaze na enzym v aktivnim misté, o
které soutézi se substratem.

V pritomnosti kompetitivniho inhibitoru

W

SUBSTRAT
_|.

INHIBITOR

roste K _substatu pro enzym.

V..., ZUstane stejna (ale s vyssi [S]) Voo

Kank Blmolf



Kompetitivni inhibice
- roste hodnota (K, ), substrat koncentraci muze ,pfebit” inhibitor

[S] substrat (koncentrace) [E] enzym (koncentrace) [P] produkt (koncentrace)

-
\U ¥
\
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ko Kom 5] molA



Inhibitory enzymu m

INHIBICE REVERZIBILNI (VRATNA)

Vazba inhibitoru neni kovalentni (trvala). Muze
se vazat do aktivniho mista nebo mimo néj.

1) INHIBICE NEKOMPETITIVNI

Inhibitor se vaze mimo aktivni misto enzymu.
Vaze se rovhomerneé na samotny enzym a na
komplex enzym-substrat.

V pritomnosti nekompetitivniho inhibitoru
probiha reakce tak, jakoby enzymu bylo méné.

K. substatu pro enzym zustava stejna.
V..., Se shizuje (ale s vyssi [S])

SUBSTRAT
_|.
™.
C
b

é ENZYM

INHIBITOR

Va

Is1molAl




Nekompetitivni inhibice
- stejna hodnota (K ), snizeni koncentrace aktivniho enzymu snizuje

Vmax
[S] substrat (koncentrace) [E] enzym (koncentrace) [P] produkt (koncentrace)
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Inhibitory enzymu v |ékarstvi

LECIVA

aspirin, ibuprofen (neselektivni inhibitory cyklooxygenasy)
nimesulid (Aulin, selektivni inhibitor cyklooxygenasy Il)
statiny (Lescol, inhibitor HMG-CoA-reduktasy)

antibiotika
penicilin (inhibice transpeptidasy — synteza bun. Stény)

tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol (proteosyntéza
bakterii)

fluorované chinolony (bakterialni gyrasy)



Enzymy v diaghostice



Jak enzymy stanovujeme?

e stanoveni se muze jevit obtizné kvuli velmi
nizkym koncentracim enzymu

* jedna se o bilkoviny, kterych je v biologickém
materialu velké mnozstvi

* béznymi chemickymi zpusoby je neodliSime,
neni zde dostatecna specifita



Kvantitativni analyza zahrnuje v zasadé
dvé hlavni moznosti

katalyticka koncentrace (ukat/l)

stanovujeme produkt
enzymatické reakce

takto se stanovuje vétsSina
klinicky vyznamnych
enzymu

jednotka je podle kinetické
kfivky mol/l.s, kde
mol/s=kat

hmotnostni koncentrace (pg/l)

stanovujeme enzym jako
bilkovinu

imunochemicka analyza
podstatné méné pouzivana
zejmeéna ma vyuziti u
tumorovych markert (PSA,
NSE...)



Jednotky pri stanoveni katalyticke
koncentrace

katalyticka aktivita enzymu

e jednotkou je mol/s tedy katal

e jeden katal odpovida aktivité enzymu, pfi které se v reakci premeéni
jeden mol substratu na produkt za jednu sekundu

* mezinarodni jednotka (IU) odpovidad 1 pmol/min

e 11U=1pumol/min=1/60 umol/s =1/60 pkat = 0,0166 pkat = 16,6
nkat

katalyticka koncentrace enzymu

* je aktivita vztazena na objem biologické tekutiny
* jednotky: pkat/l, nkat/I



Jak postupujeme pri stanoveni
enzymu?

zajistime optimalni podminky reakce: teplota, pH,
dostatek kofaktoru

meri se A[S] nebo A[P] v urcitém Casovém
intervalu a to nejlépe prubézné nebo alespon v
urcitych casovych usecich

stanovujeme enzym tudiz reakci nesmi limitovat
nedostatecna koncentrace substratu, proto by se
mela pohybovat radove ve stonasobku Km

timto zajistime konstantni rychlost po celou dobu
reakce




Jak postupujeme pri stanoveni
enzymu?

KINETICKA METODA STANOVENI

* pouziva se u reakci, kde Ize pribézné mérit [S] nebo [P] napt.
po deseti sekundach

* sestrojime kinetickou krivku

* touto metodou ziskame v, (kat)

t. t [miin]

METODA KONSTANTNiIHO CASU (dvoubodova)

* alternativa, pokud nejsme schopni pribézné mérit [S] Ci [P]

 zmeérime [P], start, stop, zmérime [P] = rozdil "
e ziskdme pouze priumérnou rychlost v (kat) ]




Stanoveni enzymu v praxi

Pokud je K_<<< [S], pak:

R

kinetika 1. if4du

...a z toho vyplyvi, Ze pFirustek
koncentrace produktu (reakcni
rychlost) v reakci bude zavisly jen
na koncentraci enzymu, a to
prfimo Umeérneé

V,>V,>V; [E], > [E], > [E];

[Pl




Warburguv opticky UV test

* test, vyuzitelny ke stanoveni aktivity NAD(P)-dependentnich
dehydrogenas nebo sprazenych reakci (reakci se ucastni NAD*
nebo NADP*)

e test vychazi z predpokladu
premény NAD(P)* - NAD(P)H + H*
e privlnové délce 340 nm maji
NAD(P)H a NAD(P)* rliznou
absorbtivitu, takze spolu
neinterferuji

* pri enzymatickeé reakci tedy
mérime ubytek/narist NAD(P)H

NADH

-
-

340 R (mm)




Vybrané klinicky vyznamné enzymy

* AST, ALT, ALP a izoenzymy
* GGT, AMS, CK a izoenzymy, CK-Mb__

* LD aizoenzymy, LPS, cholinesterasa



ASPARTAT AMINOTRANSFERASA (AST)

* trida: transaminasa

L] HU—%’I‘ a a H'D‘<
i —NH,
/V\HL Hﬂwm + gl

o
HO HO

Calutamate Uxaloacelate it-Foeloolularale Aspartate

* |okalizace: cytoplazmaticky enzym (30%),
mitochondridlni enzym (70%)

e tkanova distribuce: hlavné jatra, myokard, ledviny
a kosterni svaly




ASPARTAT AMINOTRANSFERASA

* princip stanoveni (priklad): Warburgtv test pfi pouZiti sprazené
reakce katalyzované malatdehydrogenasou (MDH)

AST
2-oxoglutarat + L-aspartat -

MDH

L-glutamat + oxalacetdat

oxalacetat + NADH+H?*

—> L-malat + NAD*

T~

mérime Ubytek absorbance pfi 340 nm

 reagencie: R1 (pufr 7,8, L-aspartat,

R2 (2-oxoglutarat)

NADH, MDH, konzervans)



Absorbance (Primary wavalength - Secondary waelength)

ASPARTAT AMINOTRANSFERASA

AST Reaction Profile

Main Read Time

£ |
I
L
X Fo#

F:l:lﬁﬂd'l'l:ﬂ :

Main Raad Tima

L E
"
B E=n ®
E 8 %
] L ]
]
L ]
-
L ]
] L ]

Aead Time (18 sstonds)

1)

2)
3)

4)

5)

znameé mnozstvi
vzorku smichano se
znamym mnozstvim
R1

v v7s

zmeri se blank

prida se startovaci
reagencie R2, zahaji
se meéreni startu
reakce

meéri se ubytek
absorbance NADH na
zakladé Warburgova
testu

odecteni hodnot
zmény absorbance v
Case a vyhodnoceni z
kalibrace



ASPARTAT AMINOTRANSFERASA

e klin. vyznam:

marker poskozeni tkane (enzym se pfri
poskozeni vyléva z bunek a jeho aktivita je
meritelna v séru)

infarkt myokardu
hepatopatie — infekcni a toxické hepatitidy
poskozeni kosterniho svalu — urazy, DMD

pomér AST/ALT: do 0,7 (méné zavainé poskozeni

Veoewvyse



ASPARTAT AMINOTRANSFERASA

* fyziol. hodnoty: <0,58 pkat/l (37 °C)

* biol. materidl: sérum/plazma

* preanalyticka faze a interference: hemolyza,
dodriet ¢as od odbéru (mize se lidit Tl
mezilaboratorné)

k . ;
. |
d: s



ALANIN AMINOTRANSFERASA (ALT)

* trida: transaminasa

* |lokalizace: cytoplazmaticky enzym

e tkanova distribuce: jatra, ledviny, srdce,
kosterni sval, pankreas, plice




ALANIN AMINOTRANSFERASA

* princip stanoveni (priklad): Warburgtv test pfi pouZiti sprazené
reakce katalyzované laktatdehydrogenasou (LDH)

ALT

2-oxoglutarat + L-alanin = L-glutamat + pyruvat

| DH

pyruvat + NADH+H*

P laktat + NAD*

T~

mérime Ubytek absorbance pfi 340 nm

 reagencie: R1 (pufr, L-alanin, NADH, LDH, konzervans)

R2 (2-oxoglutarat)



ALANIN AMINOTRANSFERASA

e klin. vyznam:

marker poskozeni tkane

hepatopatie — spise virové hepatitidy (TNEBV) a chronickd
onemocneéni jater

poskozeni kosterniho svalu — urazy, zanéty



ALANIN AMINOTRANSFERASA

* fyziol. hodnoty:
M <0,75 pkat/I
/ <0,58 pkat/I
* biol. materidl: sérum/plazma

* preanalyticka faze a interference: hemolyza, dodrzet
cas od odbéru (muze se liSit mezilaboratorné)




ALKALICKA FOSFATAZA (ALP)

trida: hydrolasa

reakce: v alkalickém prostredi katalyzuje hydrolyzu
organickych monoesteru kys. fosforecné

princip stanoveni: fotometricka detekce p-nitrofenolu,
ktery za katalyzy ALP vznika z p-nitrofenylfosfatu

lokalizace: epitelialni bunééna membrana
tkanova distribuce: 3 hlavni izoenzymy
placentarni
strevni
tkanové (kostni/jaterni/ledvinna)




ALKALICKA FOSFATAZA

e klin. vyznam:
zvysena aktivita pri
JATRA: cholestaza (obstrukce Zlu¢ovych cest), nadory,

KOSTI: osteoblasty (reparace kostni tkané), zlomeniny a
metastazy v kostech, Pagetova choroba, osteomalacie, rist u
deéti

OSTATNI: hyperparathyredza, selhani ledvin

preanalyticka faze a interference: hemolyza, vék pacienta (u déti
fyziologicky vyssi)




y-GLUTAMYL TRANSFERASA (GGT)

trida: transferasa

reakce: katalyzuje prenos glutamatoveho zbytku, y-
glutamylovy cyklus zabezpecuje transport aminokyselin
a peptidl pres bunéénou membranu

princip stanoveni: prenos glutamatove skupiny ze
substratu na glycylglycin, substrat se meéni na barevny
5-amino-2-nitrobenzoat

lokalizace: membrana

tkanova distribuce: jatra, zlucové cesty, ledvinné
tubuly




y-GLUTAMYL TRANSFERASA

e klin. vyznam:

jaterni onemocneéni

poruchy cytoplazmatické membrany hepatocytu, vyrazné se
zvysuje u alkoholickych hepatopatii, cirrhdzy, steatdzy a
malignich nadorl jater a pankreatu



a-amylasa (AMS)

trida: hydrolasa

reakce: hydrolyzuje a-1,4-glykosidovou vazbu
skrobu a glykogenu

princip stanoveni: p-nitrofenylované
polysacharidy jsou stépeny na p-nitrofenol a
glukosu, p-nitrofenol stanovime fotometricky

lokalizace: sliny, pankreaticka Stava

tkanova distribuce: slinné zlazy, pankreas
(izoenzymy)




a-amylasa (AMS)

e klin. vyznam:
zvysena aktivita pri
SLINNE ZLAZY: zanéty, nadory
PANKREAS: zanéty, nador

OSTATNI: poskozeni jater, ledvinova nedostateénost

material: sérum, plazma, moc

preanalyticka faze a interference: hemolyza, vék pacienta (u déti
fyziologicky vyssi)




lipasa (LPS)

trida: hydrolasa

reakce: katalyzuje hydrolyzu TG v tenkém streve
na 1. a 3. uhliku v pritomnosti

v Ve + Position 1 o
Zluci a Ca? S S

lokalizace: pankreaticka stava, lipoproteiny,
tukova tkan

tkanova distribuce: pankreas, endotel céy,
tukova tkan




lipasa (LPS)

* princip stanoveni: substrat lipasy s havazanym
chromogenem (metylresorufin) je stépen na
chromogen a detekuje se intenzita cerveného
zareni (fotometricky)

e klin. vyznam:
detekce a vylouceni akutni pankreatitidy
obstrukce pankreatického traktu
relaps chronické pankreatitidy




LAKTAT DEHYDROGENASA (LDH)

e trida: oxidoreduktasa

0..~ ..0 _
e Lactate o. .0
¢ X
dehydrogenase C
HO—C—H + NAD* < = | + NADH + H*
C
=
CHs 07 CH,
Lactate Pyruvate

Unnumbered 3 p67
Biochemistry, Seventh Editi

* |okalizace: cytoplazma

e tkanova distribuce: vSechny tkané, celkem 5 izoenzymd s
riznymi podjednotkami — srdce (H) kosterni sval (M)

VAL




LAKTAT DEHYDROGENASA

* princip stanoveni (priklad): Warburguv test pfi stanoveni LDH
(global), srde¢ni izoenzym HBDH (LDH1) ma schopnost Stépit a-
ketobutyrat

I'DH(gIobaI)
pyruvat + NADH+H* = laktat + NAD*

HBDH (LDH izoenzym 1, 4H)
a-ketobutyrat + NADH+H* = a-hydroxybutyrat + NAD*

 fyziol. hodnoty: <4,2 pkat/l (37 °C)
* preanalyticka faze a interference: hemolyza




LAKTAT DEHYDROGENASA

e klin. vyznam:

marker hypoxie a poskozeni tkané
infarkt myokardu (vyznam izoenzymu HBDH!)
nadorova onemocnéni

jaterni onemocnéni

hemolyticka anémie

leukemie (i jako prognosticky marker)



KREATINKINASA (CK)

* trida: transferasa

katalyzuje tvorbu fosfokreatinu, ¢imz konzervuje energii
(zpétna reakce tvori ATP substratovou fosforylaci) a naopak

O iliHs OH CHy
HO \H/ + aTP o \f + ADP
CH
NH HN._ /
P

* |okalizace: cytoplazma

e tkanova distribuce: izoenzymy - kosterni svalstvo (CK-MM),
mozek (CK-BB), srdce (CK-MB)

u zdravych osob v séru 95% CK-MM a 5% CK-MB, CK-BB 0%



KREATINKINASA (CK)

e klin. vyznam:

poskozeni srdce infarkt myokardu: po 4-8 hodinach se zvysuje
aktivita CK-MB (nekréza a vyliti z bunék), normalni hodnoty 3-
5 dni po IM, musi se stanovit imunochemicky (CK-Mb___),
protoze jeji aktivitu prekryva plazmaticka CK-MM

—__—— Myoglobin

Troponin | (Tnl)

Nasobky normalnich hladin

0 1 2 3 4 5 6 Ti 8 9
Dny od zacatku infarktu




KREATINKINASA (CK)

e klin. vyznam:

poskozeni kosternich svalli: Urazy a zanéty, svalové
dystrofie (obrovské hodnoty CK-MM, doprovazené
elevaci transaminas)

onemocneéni CNS: aktivita CK-BB se zvysSuje umeérné
poskozeni mozkové tkané

e princip metody (celkova CK): Warburgiv opticky test

pri nadbytku kreatinfosfatu a ADP se tvori kreatin a ATP, ATP se vyuzije v
navazujici hexokinasové reakci (vznik glukosy), glukosa je potom
pfreménéna na fosfoglukonat za vzniku NADPH (méfi se narist)




CHOLINESTERASA (CE)

Acetylcholine

* trida: hydrolasa > N o
hydrolyza estert cholinu |
inaktivace acetylcholinu v Tacatng =2 (o

4 l s
nervosvalové ploténce a _\w—) VS

cholinergnich synapsich a tim
zastaveni regulace prenosu ° o
vzruchu

Acetylcholinesterase

* l|okalizace: cytoplazma, cholinergni nervy
e tkanova distribuce: izoenzymy acetylcholinesterasa

(erytrocyty, cholinergni nervy), pseudocholinesterasa (syntéza

v jatrech)



CHOLINESTERASA

klin. vyznam:

intoxikace organofosfaty (stanoveni aktivity AchE v erytrocytech)
familiarni idiopaticka acholinesetazémie

dédicny defekt syntézy enzymu

zpusobuje problémy pfi  anestézii (podani sukcinylcholinu,
ktery se potom nemuze odbouravat)

vysokeé riziko az zastavy dechu

onemocneéni jater, proteinova malnutrice

princip stanoveni: substratem je butyrylthiocholin, ten se méni v reakci
CHE na thiocholin, ktery tvori komplex s hexakyanozeleznatanem
(barevny produkt)




STANOVENI 1IZOENZYMU

* laktat dehydrogenasa — LDH, .
e kreatinkinasa — CK-MM, CK-MB, CK-BB

 alkalicka fosfatasa — strevni, placentarni tkanova
(jaterni, kostni, ledvinna)

METODY

imunoanalyza (specifické mAb proti konkretnimu izoenzymu,
stanovime tim hmotnostni koncentraci)

elektroforéza (separace na zakladeé rizné pohyblivosti v
elektrickém poli a ruzné Mr)

specificky substrat (v pripadé HBDH)



KVALITATIVNI ANALYZA ENZYMU

enzym = bilkovina
bilkoviny jsou kddovany v DNA

fenotyp enzymu (aktivita) je zakotvena na
urovni genu tohoto enzymu (genotyp)

vyuziti: screening vrozenych metabolickych
poruch, genotypizace enzymu metabolismu
|éCiv (cytostatika — TPMT, DPD) a jiné...

metody: PCR



Dékuji za pozornost.



