3 - Enzymy

EnzymU se v nasem téle nachazi tisice — Ucastni se kazdé katalyzované reakce a umoznuiji jeji
prabéh. V této kapitole se zamérime na jejich obecné vlastnosti, kinetiku a kofaktory.

3.1 Obecné vlastnosti enzymli

O enzymech obecné muizZeme fict, Ze se jednd o bilkoviny, které v nasem téle funguji jako
biokatalyzatory. Maji rGznou specifitu (vzhledem k substratu i Gc¢inku) a jsou vysoce ucinné.
Jejich dulezitou vlastnosti je, Ze funguji jiz za mirnych podminek a je moiné je regulovat.
Kdybychom enzymy z naseho téla chtéli pouzit in vitro, museli bychom velice jemné nastavit
vnéjsi podminky, jinak by enzymy nefungovaly.

Na vySe zminéné obecné vlastnosti se nyni podivame podrobnéji.

Enzymy jako proteiny

Enzymy mlZeme rozdélit na jednoduché a slozené.

Jednoduché enzymy jsou tvoreny pouze bilkovinou, prikladem takovych enzymu jsou hydrolasy.
SloZzené enzymy maji riznou stavbu. MiZe se jednat o:

proteiny s kovalentné navdzanou prostetickou skupinou, ¢i doc¢asné pripojenym koenzymem
metaloenzymy

oligomerni multienzymové komplexy (tj. komplexy tvorené vice podjednotkami)

proteiny asociované s membranami

YV V VYV

Enzymy jsou distribuovany rlizné a to, jak v téle (nékteré buriky produkuji jen urcité enzymy),
tak v bunce (nékteré enzymy najdeme jen v cytoplazmé, jiné jen v mitochondrii). Nékteré
enzymy tvofi tzv. izoformy, pficemz jedna izoforma se mliZze nachazet v jedné Casti téla, druha
izoforma v jiné (pfikladem takového enzymu je laktatdehydrogenasa, ktera tvofi 5 izoforem).

Nasledujici tabulka uvadi nékolik prikladl enzymd, které se vyskytuji jen na urcitych mistech

v burice, a proto je mozné tyto enzymy pouzit napf. k identifikaci bunééného kompartmentu, ze
kterého pochazeji (vyuzivano ve vyzkumu).

Tabulka 1 - Enzymové markery subcelularnich frakci

Frakce Enzym Typ enzymu Funkce enzymu
Plazmaticka membrana Na'/K*-ATPasa hydrolasa transport iontd

Jadro DNA/RNA-polymerasa transferasa syntéza DNA/RNA

ER Glc-6-fosfatasa hydrolasa hydrolyza glc-6-P

ER cyt-b5-reduktasa oxidoreduktasa desaturace MK

GA galaktosyltransferasa transferasa syntéza glykoproteinG
Lyzosom kysela fosfatasa hydrolasa hydrolyza fosfoester(
Mitochondrie sukcinatdehydrogenasa oxidoreduktasa  sukcinat - fumarat
Peroxisom katalasa oxidoreduktasa rozklad H,0;

Cytosol laktatdehydrogenasa oxidoreduktasa laktat - pyruvat
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Enzymy jako biokatalyzatory
Ukolem enzym0@ v nasem téle je katalyzovat v ném probihajici reakce. Funguji stejné jako
anorganické katalyzatory — snizuji aktivacni energii, ¢imz zvysuji rychlost reakce (rychlost reakce
je s enzymem o 108-10% rychlejsi, neZ bez néj!!), nijak neovliviiuji rovnovainou konstantu K.
Kdyby se v nasem téle nenachdzely enzymy, probihaly by reakce tak pomalu, Ze by nedokazaly
zajistit existenci zivé hmoty!
Pro zachovani existence Zivé hmoty je dilezité i to, Ze enzymy funguji za mirnych podminek:
> atmosféricky tlak
> uzké rozmezi teplot (okolo 37°C)
> uzké rozmezi pH (tzv. pH optimum?)
V okamziku, kdy teplota presahne 50°C, dochazi k denaturaci enzyma (tj. ke zméné terciarni a
kvartérni struktury, coZ znemozni enzymu provadét jeho funkci). Ke stejnému déji dojde i vlivem
vysSiho, €i nizsiho pH.
Regulace enzymu
Enzymy je nutné ,ovladat”, tedy regulovat. Existuji rGizné zplsoby regulace enzym(, hlavnimi
dvéma jsou:
a) regulace aktivity enzymu
Aktivita enzymu muUZe byt ovliviovana aktivatory, inhibitory a kovalentnimi
modifikacemi (napf¥. fosforylaci).
b) regulace mnoistvi enzymu
MnoiZstvi enzymu je mozné ovlivnit v misté proteosyntézy (zabranime nebo urychlime
syntézu enzymu), Ci v misté proteolyzy (urychlime, ¢i zpomalime odbouravani enzymu).
Na tomto zpUsobu regulace se podileji hormony (tzv. induktory nebo represory)
Specificnost enzyma
Enzymy katalyzuji jen urcité reakce. RozliSujeme dva typy specifi¢nosti:
a) specificnost tcinku
Tzn., Ze enzymy katalyzuji pouze jeden typ reakci (napf. oxidaci, redukci...). Za tuto
specifitu je zodpovédny kofaktor (napr. pokud je kofaktor NAD*, vime, Ze bude dochazet
k dehydrogenaci)
b) specificnost substratovou
Tzn., Ze enzymy katalyzuji pfeménu pouze jednoho daného substratu. Za tuto specifitu
je zodpovédny enzym (do jeho aktivniho mista pasuje jen urcity substrat)
Stereospecifita enzymi
Enzymy jsou stereospecifické. V tomto ohledu mizeme rozlisit dva druhy pfemén:
a) preména achiralniho substratu na chiralni produkt
Tzn. Ze latka, kterd neni chiralni (napf. pyruvat) je preménéna na chirdlni strukturu
(napft. L-laktat). Druha forma chiralni struktury (R x L) nevznika.
b) preména chiralniho substratu na produkt
Tzn. Ze enzym je vysoce specificky a kdyZ si ma vybrat, zda preméni L nebo R formu,
vybere se pouze jednu (vyznamné pro farmakologii).

1 Tento fakt je odliSuje od anorganickych katalyzatord, které reakce urychluji o nékolik fadd ménékrat.
2 Vnasem téle se nachdzeji rtdzné pufraénim systémy jako napf. systém hydrogenfosfatovy,
hydrogenkarbonatovy a bilkovinny, které se podileji na udrzovani pH optima.
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Priklady stereospecifity enzym:

ADa) Pfeména achirdiniho produktu na chiralni produkt

P¥. Al: Hydrogenace pyruvatu

Pyruvdt je achirdlni molekula — neobsahuje uhlik se ¢tyfmi rdznymi substituenty. Jeho
hydrogenace vede k vytvoreni laktatu, ktery jiz chirdlni centrum obsahuje.

In vitro (tedy ve zkumavce) dojde ke vzniku racemické smési L-laktatu a R-laktatu (nic nebrani
vodikam pfripojit se ,zleva® nebo ,zprava“):

COOH COOH
O—C—H + H—C—OH
CHs CHs

L-laktat + D-laktat
In vivo (tedy v nasem téle s plsobenim enzymii) vznikne pouze L-laktat, protoZze enzym zabrani
hydrogenaci , zprava“, ktera by vedla ke vzniku R-laktatu.

L-laktat

\enzym

P¥. A2: Hydrogenace D-fruktosy

D-fruktosa je sice chirdIni molekula, ale obsahuje i achiralni uhlik C2 na kterém je dvojna vazba.
Pfi hydrogenaci fruktosy se tento achirdlni uhlik preménuje na chiralni.

In vitro vznikd racemickd smés D-glucitolu a b-mannitolu.

In vivo vznika pouze p-glucitol.

IN VITRO

CH30H INVIVO ¢y 01 CH,OH
HO—C—H HYDROGENACE HO—C—H HO—C—H
H—C—OH H—C—oH + H— &
H—C—OH H—C—oH H—C—on
CHOH (.“,HZOH (.“,HZOH
D-frukiosa D-glucitol D-mannitol

P¥. A3: Hydratace fumaratu
Fumarat neni chiralni slou¢eninou, jeho hydrataci vsak vznika jeden z moznych enantiomer(
malatu. V téle je to vZdy L-malat.

COOH adicezleve
B strany \
HO~C—=H <+—— /o

H adicezpravé COOH

/ strany

CH,COOH H H CHzCOOH ubstrét
L-malat - 3
D-malat Enzym
In vitro In vivo
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ADb) Pfeména chirdlniho substratu na produkt

Néktera léciva funguji na zdkladé toho, Ze do téla je vpravena jejich neaktivni forma a az
nékterou reakci v téle vznika forma aktivni. Je velice dileZité, aby neaktivni forma ,pasovala“ do
enzymu, ktery ji ma za ukol pfeménit (pfeménuje-li enzym L-formu, musi byt podana v L-formé).

ucinné lécivo 5 ‘ neucinné lécivo
R ; R R
chiralni substrat =

: . | X
! ' : : X

vazebna

mista enzymu

aktivni enantiomer neaktivni enantiomer

Obdobné néktera léciva inhibuji funkci enzymi — je tedy rovnéz nezbytné, aby byla podana ve
vhodné konformaci, kterd zablokuje jejich aktivni misto.

3.2 Nazvoslovi enzymt a jejich klasifikace

Nazvoslovi enzym( rozliSujeme:

a) Trivialni
Velice €asto pouZivané, nazvy maji historicky pGvod. Casto koné&i pfiponou —in nebo —asa.
Napf. trypsin, pepsin; amylasa, lipasa
Existuji i tzv. doporucené trivialni ndzvy, které by se mély pouZivat a jsou (alespon nékteré)
odvozeny od ,vlastnosti“ enzymu (viz ddle)

b) Systematické (systémové)
Systematické nazvoslovi je komplikovanéjsi. Nazev konci pfiponou —asa a obsahje informace
o substratu (substratech) a typu reakce.
VSechny znamé enzymy jsou navic popsany Ctyfmistnym kédem EC X.X.X.X, kde X je Cislo.
Prvni Cislo ze Ctvefice zafazuje enzym do jedné ze Sesti hlavnich skupin (viz dale)

Priklady nékterych ndzvu:

Doporuceny trivialni nazev: alkoholdehydrogenasa
Systémovy nazev: EC 1.1.1.1 ethanol:NAD*-oxidoreduktasa
Reakce: ethanol + NAD* - acetaldehyd + NADH+H*

Doporuceny trivialni nazev: alaninaminotransferasa (ALT)
Systémovy nazev: EC 2.6.1.2 L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferasa
Reakce: L-alanin + 2-oxoglutarat - pyruvat + L-glutamat

Enzymy rozdélujeme do nasledujicich 6 hlavnich tfid (kazda tfida ma své podtridy):
1. OXIDOREDUKTASY
2. TRANSFERASY
3. HYDROLASY
4. LYASY
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5. ISOMERASY
6. LIGASY
Obecna charakteristika jednotlivych skupin:
AD1) OXIDOREDUKTASY
Katalyzuji redoxni premény substratli — pouZzivaji k tomu rlizné mechanismy:
» prenos elektronl (napf. cytochrom-c-oxidasa)
> prenos dvou atomU H (napf. dehydrogenasy)
» zabudovani atomu O do substratu (napf. monoexygenasy, dioxygenasy)
Ptiklady viz vySe (uvedené hydrogenace)

AD2) TRANSFERASY

Transferasy katalyzuji prenos skupin z jednoho substratu na druhy. Tyto skupiny mohou byt malé
(methyl, aminoskupina, glukosa) i velké (napf. nukleotidy...).

Jednou podtiidou transferas jsou kinasy, které katalyzuji pfenos fosforylové skupiny —POs?
z ATP na —OH skupinu substratu.

Napr. fosforylace glukosy:

Py
CH,OH AP ADP CH,0
H H H Oy
H A H
OH H GLUKOKINASA ' HEXOKINASA OH i
HO oH HO OH
H OH H oH
glukosa glukosa-6-fosfat

AD3) HYDROLASY
Hydrolasy maji za ukol Stépit vazby vzniklé kondenzaci za pomoci molekul vody. Nasledujici
tabulka uvadi nékolik ptiklad(:

Tabulka 2 - U¢inek hydrolas

Hydrolasa Typ Stépené vazby
glukosidasa glykosidova
galaktosidasa glykosidova
hyaluronidasa glykosidova
arylsulfatasa sulfoesterova
lysozym glykosidova
pepsin, trypsin peptidova
kathepsin peptidova
kolagenasa peptidova
elastasa peptidova
ribonukleasa fosfodiesterova
lipasa esterova
fosfatasa fosfoesterova
ceramidasa amidova

Poznamka: Je velice ddleZité rozlisovat kinasy (pfenos fosforylové skupiny) a fosfatasy (hydrolasy odstrariujici fosfat):
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{FOSFORVLACE] .
OH \ —o—Q
-

FOLIATALA

(DEFOSFORVLACE)
° wo)

AD4) LYASY

Jednd se o dalsi skupinu enzymu, které S$tépi rlizné typy vazeb, avsak jejich Stépeni je
nehydrolytické. Navic vytvareji vazby C-C, C-O a C-N.

Ze substratu odstépuji, nebo do néj vnaseji malou molekulu (CO,, H,0...).

Napt. fumardthydratasa (katalyzuje hydrataci fumardtu — vnasi do néj vodu)

\C/COOH COOH
| + H,0 —> HO—C—H
HOOC H H,C—COOCH

fumarat L-malat

AD5) ISOMERASY
Katalyzuji intramolekulové pfesmyky atom.
Napft. glukosa-4-epimerasa preméni UDP-glukosu na UDP-galaktosu:

o]
CHZOH ﬁL CHZOH H\
UDP-galaktosa

OH CH OH OH
UDP-glukosa

AD6) LIGASY
Ligasdam se nékdy téz fikd synthetasy. Katalyzuji vznik energeticky narocnych vazeb za
soucasného rozkladu makroergni slouceniny (nejcastéji ATP).
Napt. pyruvatkarboxylasa katalyzuje reakci:
pyruvat + CO, + ATP + H,O - oxalacetat + ADP + P;

Praktické poznamky:
Enzymy, které maji co do Cinéni s fosfatem:

Enzym Schéma reakce
(trida) Typ reakce
Kinasa substrat-OH + ATP - substrat-O-P + ADP

(transferasa) fosforylace = prenos fosforylu na substrat

Fosfatasa substrat-O-P- + H,0 - substrat-OH + P

(hydrolasa)  hydrolyza fosfoesterové vazby

Fosforylasa  (glykogen), + Pi = (glykogen),.1 + glukosa-1-P

(transferasa) fosforolyza = Stépeni O-glykosidové vazby pomaoci P; (transfer glykosylu na P;)

,Lyza“ tfikrdt jinak:

»Lyza“ Popis

Hydrolyza Stépeni substratu vodou, velmi ¢asté v GIT, napf:
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sacharosa + H,0 - glukosa + fruktosa
(skrob)n + H,O = (Skrob),.» + maltosa

Fosforolyza Stépeni O-glykosidové vazby fosfatem:
(glykogen), + Pi = (glykogen)n.1 + glukosa-1-P
Thiolyza Stépeni vazby C-C sirou z koenzymu A (skupina —SH) nap¥. pri B-oxidaci MK

nebo pfi stépeni ketolatek
R-CH5-CO-CH,-CO-SCoA + CoA-SH - RCH,-CO-SCoA + CH3-CO-SCoA

3.3 Kofaktory enzymti

Kofaktory jsou nizkomolekularni neproteinové slouceniny, které se podileji na funkéni
specifiénosti enzym. Vétsinou se podileji na prenosu:

» 2H nebo e (oxidoreduktasy)

» jinych skupin (transferasy)
Kofaktory rozliSujeme na:

a) prostetické skupiny (jsou pevné navazany k enzymu)

b) koenzymy (kosubstraty; jsou vazany volné/docasné)

Podivame-li se na obecny pribéh enzymové reakce, mizZeme fict, Ze se ji ucastni tfi hlavni
sloZky: substrat(y) + enzym + kofaktor

SUBSTRAT = < | KOFAKTOR | g > PRODUKT = | KOFAKTOR,, |

Substraty jsou vétSinou nizkomolekularni latky, stejné jako kofaktory. Pravé s kofaktory
substraty reaguiji, pficemz dochazi k jejich preméné na produkty a k modifikaci kofaktory.
Enzymy jsou vysokomolekularni latky a jejich ukolem je koordinovat a urychlovat reakci.

(Vse ma ale své vyjimky a nékteré reakce probihaji bez kofaktoru — napr. reakce hydrolas; jindy jsou zase substrdty
vysokomolekuldarnimi latkami).

V dal$im textu se budeme vénovat podrobnéji vybranym kofaktordm jednotlivych enzymovych
skupin.

A) Kofaktory oxidoreduktas

Tabulka 3 - Kofaktory a vitaminy oxidoreduktas

Vitamin Kofaktor Funkce kofaktoru
niacin NAD+ akceptor 2H3
niacin NADPH+H donor 2H
riboflavin FAD, FMN akceptor 2H
[ tetrahydrobiopterin donor 2H
molybdopterin prenos elektront
vznikaji v lidském téle lipodat akceptor 2H
< ubichinon prenos 2 elektront (a 2H*)
(nepotrebuji vitamin) hem cytochrom prenos 1 elektronu
nehemové Zelezo a sira prenos 1 elektronu
\ 2 GSH (glutathion) donor 2H

3 Rozlisujme od sebe donory 2H (=redukéni ¢inidla) a akceptory 2H (=oxidaéni ¢inidla) od donord H*
(=kyselin) a akceptord H* (bazi).
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Kofaktory oxidoreduktas se vidy mohou vyskytovat bud’ ve své redukované formé, nebo ve své
oxidované formé. Oxidovana a redukovana forma tvofi redoxni par charakterizovany hodnotou

E° (pH=7,00).

NAD*
NAD* slouZzi jako dehydrogenacni ¢inidlo. Zkratka NAD se odvozuje znazvu

nikotinamidadenindinukleotid, znaménko plus se udava proto, Ze v molekule NAD* se vyskytuje

ctyfvazny dusik, ktery je kladné nabity.

| AN CONH, anhydnd / N 2denin
pyridinium <
+Z ester | | | | ester )

N H,C—O0—P—0—P—0—
| | N- glyk03|dova vazba

N-glykosidova vazba OH OH
OH O kyselina E z g f mgp
o difosforecna - -
ribosa OH O—R
ribosa

NAD+ je kofaktorem enzymi dehydrogenas. Ze substratu odjima 2H (2H = H* + H7). Jeden vodik
v podobé hydridového aniontu (H™) se napoji do p-polohy pyridinového kruhu a druhy vodik se
ve formé protonu (H*) uvolni do prostredi (resp. navaZe na enzym; proto se redukovana forma

zapisuje jako NADH+H"*).

H H H
CONH, Ve CONH,
[ — />
2H->H"+H ~
T i
REDUKOVANA FORMA OXIDOVANA FORMA
aromaticita poruSena aromaticky kruh
trojvazny dusik Ctyfvazny dusik
neutralni slou¢enina kladny naboj na dusiku

vysoky obsah energie
Dehydrogenasy, které maji jako kofaktor NAD*, zplsobuji vznik dvojné vazby mezi skupinami
(atomy):
» —CH,0H (primarni alkoholova skupina)
» >CHOH (sekundarni alkoholova skupina)
» >CHNH, (sekundarni aminova skupina)
Pf. 1 Dehydrogenace etanolu (alkoholdehydrogenasa)

H NAD* NADH+H* o
' z
H,C——C—OH H;C C
||4 ALKOHOLDEHYDROGENASA Fli
ethanol acetaldehyd

PF. 2 Dehydrogenace glutamatu (glutamatdehydrogenasa)

© JN 2009 Kapitola 3 — Enzymy 8



N N
N—C—H NAD NADH-+H" N=C
/
H | A H/ |
CH, - CH,
| GLUTAMATDEHYDROGENASA |
CH, ?HZ
COOH COOH
glutamat 2-iminokyselina

(2-aminokyselina)

Priklady NAD*-dependentnich enzymu (téZ zvanych pyridinové dehydrogenasy):

Tabulka 4 - NAD*-dependentni dehydrogenasy

Metabolicka draha Dehydrogenasa Reakce
isocitratdehydrogenasa isocitrat - 2-oxoglutarat
citratovy cyklus 2-oxoglutaratdehydrogenasa 2-oxoglutarat - sukcinyl-CoA
malatdehydrogenasa malat - oxalacetdt
glykolyza glyceraldehyd-3-P-dehydrogenasa glyceraldehyd-3-P - 1,3-BPG
laktatdehydrogenasa laktat - pyruvat
alkoholdehydrogenasa ethanol - acetaldehyd

CLLEOGUETTSE acetaldehyddehydrogenasa acetaldehyd - kyselina octova

NADPH+H*

Oproti NAD*, je NADPH+H* hydrogenaénim ¢inidlem (tedy donorem 2H). Uéastni se:
> ruznych redukénich syntéz (napt. syntéza mastnych kyselin a cholesterolu)
> regenerace GSH v erytrocytech
> jako koreduktant riznych hydroxylaénich reakci*

o obecné: R-H + O, + NADPH+H* - R-OH + H,0 + NADP*
o priklady: cholesterol - - ZluCové kyseliny
kalciol - - kalcitriol
xenobiotikum - hydroxylované xenobiotikum

FAD
FAD je podobné jako NAD* dehydrogenacni cinidlo, zkratka pochdazi znazvu

flavinadenindinukleotid.

4 Hyxdroxylaéni reakce jsou monooxygenasové reakce — do molekuly substratu se vnasi pouze jeden
z atomu kysliku. Druhy atom kysliku je potreba odstranit, cehoZ se chopi NADPH+H™ tak, Ze vénuje své dva
vodiky a umozni vznik vody.
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dimethylisoalloxazin

mf*

CH2
HC—OH NH,
adenin
ribitol HC—OH N
N
H(\Z—OH ﬁ 0 </
I )
CH,——0—P—0—P—0—CH,
| | 0
OH OH
ribosa
OH OH

Jednd se rovnézi o kofaktor dehydrogenas, konkrétnéji se jedna o prostetickou skupinu
(flavinové kofaktory jsou pevné vazany na enzym a vétSinou se vyskytuji na wvnitini
mitochondridlni membrané).

Katalyzuji vznik dvojné vazby mezi dvéma uhliky (—-CH,—CH,— - —CH=CH-). Odtrzené 2H se
vazou na dusiky riboflavinu (naznaceno cervenymi sipkami).

Redoxni par kofaktoru:

(0]
gl
HsC N HsC N
103 NH | 10 | NH
NS X /g
H,C N N 0 HsC N N (0]
| |
1
oxidovana forma FAD redukovana forma FADH,

aromaticky systém

o I aromaticita naruSena
neutralni slou¢enina

neutralni slou¢enina
vysoky obsah energie

P¥. Dehydrogenace sukcinatu na fumarat (flavinova dehydrogenasa)

COOH COOH

| FAD FADH, |

(|:H2 CH

(|3H2 SUKCINATDEHYDROGENASA ﬂH

COOH (|:OOH
sukcinat fumarat

Tetrahydrobiopterin (THa)

Tetrahydrobiopterin je hydrogenacni cinidlo, ucastni se hydroxylacnich reakci, pfi nichz
poskytuje dva vodiky, které ,odstrani“ nepouZity druhy atom kysliku ve formé vody (podobné
jako u NADPH+H"*). Po odevzdani 2H (oxidaci) se preménuje na dihydrobiopterin.

o]
| H
N N (l;|-|—(|;|-|—<:|-|3 - 2H CH CH CHs
OH OH OH OH
l}l N N

H
tetrahydrobioterin dihydrobioterin
(BH,) (BHp)

Ucastni se napt. hydroxylace fenylalaninu na tyrosin
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COOH COOH

HzN*?H HZN—‘CH

CH, 4+ o0—0 + BH, CH>  + H,0 + BH,

fenylalanin L, tyrosin

OH

Koenzym Q (ubichinon)

Koenzym Q je derivatem 1,4-benzochinonu a je dlleZitou soucasti dychaciho retézce. Je schopen
postupné prfijmout dva elektrony (pochazi zzivin) a dva protony (pochdzi z matrix
mitochondrie), él’mi se postupné redukuje na semiubichinon a ubichinol.

HyCO e HCO g HsCO

H3CO HzCO HzCO

ubichion semiubichion ubichinol

Q QH OH,

Pozndmka: R ve vzorci je 50C dlouhy isoprenoidni retézec, ktery ubichinonu udéluje lipofilni charakter a ukotvuje jej
v membradné.

Hem cytochromt
Hemy cytochrom( pfenasi jeden elektron — nastava reverzibilni pfechod mezi Fe?* a Fe®*

Cytochromy jsou hemové proteiny, které jsou vyznamnou slozkou dychaciho retézce.

Nehemové Zelezo a sira

Proteiny se Zelezem a sirou jsou rovnéz vyznamnou slozkou dychaciho fetézce, jejich ukolem je
prenaset jeden elektron. | kdyZ obsahuji vice iontl Zeleza (jejich oxidacni Cislo by se mohlo
ménit), méni se vzdy oxidacni Cislo jen jednoho atomu.

Nehemové Zelezo a sira tvofi klastry Fe,;S; nebo FesSs (podrobnéji viz Dychaci Fetézec).

Cys (IZys Cys Cys s S—Cys
S Is Cys—S /S—/Fe
\ / % N 4 % Sed s
/ \ - / \ lo_Fe s
; ARV,
Cys Cys Cys Cliys S—Fe
oxidovany stav redukovany stav \S—Cys
klastr Fe,S; klastr FesSa

Molybdopterin
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Molybdopterin obsahuje ve své molekule pteridin, na ktery je navazan heterocyklus obsahuiji
molybden.

OPO;
Jedn3d se o kofakor oxygenas, napr. xanthinoxidasy, ¢i sulfitoxidasy.
PF. Reakce katalyzovana xanthinoxidasou (oxygenace purint)

0, @) o, e
| H,0 H,0, H,0 H,0, |

2 | H
HN NNl A \ N HN N
k | > | \> XANTHINOXIDASA O%J\A)[szo

\N NH XANTHINOXIDASA O% N NH N
hypoxantin xantin kyselina mocova

Pt.2 Sulfitoxidasa katalyzuje vznik siranového aniontu (sulfatu):

—SH skupina cysteinu je odbourdna na HSOs™, ktery je oxidovan na SO4% (pfi této oxidaci vznikaji i
protony, které okyseluji vnitfni prostiedi).

Lipoat

Lipoat je cyklicky disulfid, systematickym nazvem 1,2-dithiolan-3-pentanova kyselina. Na enzym
je napojen amidovou vazbou na lysin.

Po prijeti 2H, dojde k otevreni cyklu a ke vzniku dvou —SH skupin:

2 2
7 \3/4\ _6 - 17 \3/4\ _6
\ / 57 N\, ~CONH-Lysin-Enzym =~ | | 57 \\,_~CONH - Lysin - Enzym
S—S 8 SH SH 8
lipoat dihydrolipoat

Lipoat je jednim z kofaktorti komplexu oxidacni dekarboxylace 2-oxokyselin (napf. pyruvatu)

Glutathion

Jednd se o tripeptid sloZeny zglutamatu, cysteinu a glycinu, systematicky ndzev zni
y-glutamylcysteinylglycin. Jedna se o kofaktor enzymu glutathionperoxidasy (coZ je enzym
obsahuijici selenocystein), ktera ma za ukol redukovat peroxidy na vodu.

2 G-SH + H-0-0-H - G-5-5-G + 2 H,0

Praktickd pozndmka: slouceniny obsahujici —SH skupinu maji vZdy redukéni viastnosti.

B) Kofaktory transferas

Tabulka 5 - Kofaktory a vitaminy transferas

Vitamin Kofaktor Pfenasena skupina
----- ATP —P0s>
----- PAPS —S03%"

listova kyselina

tetrahydrofolat (H4F)

jednouhlikaté skupiny
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biotin karboxybiotin CO;

thiamin thiamindifosfat (TDP) ,aktivni aldehyd“
pyridoxin pyridoxalfosfat —NH,
pantothenova kyselina CoA-SH acyl

----- dihydrolipoat acyl

[methionin] SAM —CHjs
kyanokobalamin methylkobalamin —CH;s

Vsechny kofaktory transferas maji spolecné to, Ze jsou na sebe schopny navazat jistou skupinu a
pfenést ji na jinou molekulu.

Pyridoxalfosfat
Pyridoxalfosfat je kofaktorem transaminas — podili se na pfenosu —NH; skupiny z aminokyseliny
na 2-oxokyselinu (reakce se odehrdvd na skupiné oznacené cervenou Sipkou; pro presny popis reakce viz

Metabolismus AK).

H. 2
[l
HO CH,—O—P—OH
= 2 |
| OH
N
HsC N

pyridoxalfosfat

ATP (adenosintrifosfat)

ATP je sloucenina, kterd ma dvoji vyznam:
a) jako makroergni sloucenina je schopna dodavat energii do endergonnich procesi
b) slouzi jako kofaktor kinas (tedy jako fosforylacni cinidlo)

NH,
adenin
anhydrid /N XN
e el 0 < |
10 e N
HO—P—O0—P—0—P—0 N

| | | O N-glykosidova vazba
OH OH OH

anhydrid

OH OH
ribosa

Jako kofaktor kinas katalyzuje pfenos —P0O3?™ (fosforylové) skupiny.
PAPS (3‘-fosfoadenosin-5‘-fosfosulfat)

PAPS slouZi jako sulfataéni €inidlo. Ve své molekule obsahuje smiSeny anhydrid kyseliny
fosforecné a kyseliny sirové.
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smiseny adenin

——_Eil?hydl’ld /N XN
TN O < |
;o || . || ester —
{0—S—0+P—0 N N
VoL o

.0 . 0
"aktivovany"

sulfat

(0] OH

|
OZT—O ribosa
fosfat o

Katalyzuje esterifikaci —OH skupin kyselinou sirovou.

Karboxybiotin

Jedna se o kofaktor karboxylacnich reakci. Aby bylo mozné néjakou skupinu karboxylovat, je
nutné nejprve napojit oxid uhli¢ity na biotin (tato reakce vyZaduje energii v podobé ATP), za
vzniku karboxybiotinu, aZ po té, je mozné —CO; skupinu prendset na dalsi slouceniny.

0
co\i |C|> <\3C\ k
ATP ADP + P C
N ONH Cho” N OONH
MCOOH Mcoo'*
s

biotin karboxybiotin

Karboxybiotin se Ucastni napf. karboxylace pyruvatu na oxalacetat.

Pozor! Karboxylace neni obracenim dekarboxylace! Karboxylace vyZaduji karboxybiotin,
dekarboxylace mohou probihat spontanné (acetoacetdt -> aceton), nebo mohou byt
katalyzovany enzymové, pticemz se jich Ucastni pyridoxalfosfat (u AK) nebo TDP (u
2-oxokyselin)!

Koenzym A (CoA-SH)

Koenzym A prenasi acyly vdazané na atomu siry thioesterovou vazbou. Acyl-CoA je tzv.
aktivovany acyl (napf. acetyl-CoA).

NH,
; . adenin
kyselina pantoova N oSy
vazba o CHs o o </ |
acylu o A\ | [l [l N gz
/C—(ltH—C—CHZ—P—O—P—O o N
C—CH;=CHy=NH  on  CH, o o
HS—CH,—CH,—NH B-alanin ribosa
cysteamin o OH
O0=P—0

SAM (S-adenosylmethionin)
Kofaktor metylaénich enzymi — prenasi tzv. aktivni methyl navazany na sulfonovém kationtu
(trojvazné site). Trojvazna sira vznika tak, Ze se methionin navaze na paty uhlik ribosy pravé pres

siru.
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aktivni

methyl
\ NH,
methionin CHg N adenin
g / N
HOOC—CH CH,—CH,-S. < |

N =

N

ribosa

OH OH

U&astni se napt. premény fosfatidylethanolamin - fosfatidylcholin.
Po pfedani methylu, dojde k odstépeni homocysteinu od ribosy (homocystein se od methioninu
liSi pravé onim odevzdanym methylem).

H4F (H4-folat; tetrahydrofolat)
Jedna se o prenasec jednouhlikatych skupin:

» methylu (-CHs) (vznik: metabolismus methioninu pfes SAM)
> methylenu (—CH>-) (vznik: katabolismus serinu a glycinu)

» formylu (-CHO) (vznik: katabolismus tryptofanu)

» formiminoskupiny (~-CH=NH) (vznik: katabolismus histidinu (FIGLU))

> methenylu (-CH=) (vznik: katabolismus histidinu)

Jednouhlikaté fragmenty se vaZzou na dusiky 5 a/nebo 10.

vazba
jednouhlikatych
skupin
OH
H/ \ 0 coo
N | 5 CH,—NH C—NH—CH
)\\ (|:H2
H,N N H CH,
tetrahydrofolat CI:OO'

Tetrahydrofoldat se uplatriuje pfi syntéze purind a pfi metylaci uracilu.

Methylkobalmin
Methylkobalamin vznika z vitaminu B, (=bud’ kyanokobalamin nebo hydroxokobalmin).
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R =CN nebo OH

NH:

NH>

HO
Pozndmka: Povsimnéme si, Ze vitamin By, ve své strukture obsahuje korinovy cyklus.

Methylkobalamin je dlleZity pro:
> regeneraci methioninu (provadi S-methylaci pridanim methylu, ktery predtim ziskal z
tetrahydrofolatu)
> regeneraci tetrahydrofolatu (odebird methyl z methyl-tetrahydrofolatu, c¢imz jej
zregeneruje na tetrahydrofolat)
> prabéh reakce propionyl-CoA - sukcinyl-CoA

Pozndmka: Hydroxokobalmin se vyuZiva pfi otravé kyanidy (vdZe kyanidové ionty a prfeménuje se na netoxicky
kyanokobalmin).

TDP (thiamindifosfat)
Thiamin difosfat vznika napojenim dvou fosfatti na thiamin (tedy vitamin B,). Je pfenasecem tzv.

aktivniho aldehydu.
NH, CH,
N7 NN
)l\)j/\b—»\.‘
s
HsC N

vazba
"aktivniho
aldehydu™

TDP je jeden zkofaktorl oxidacni dekarboxylace 2-oxokyselin (stejné jako lipoat), napf.
pyruvatu na acetyl-CoA a 2-oxoglutaratu na sukcinyl-CoA.
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3.4 Mechanismus enzymové reakce

Doposud jsme se bavili o obecnych vlastnostech enzym(, jejich nazvoslovi, klasifikaci a
kofaktorech. Moc jsme si toho ale nerekli o tom, jak pfesné probiha enzymem katalyzovana
reakce a co se pfi ni odehrdva —to je nasim ukolem nyni.

A) Aktivni misto enzymu
Substraty se pfi reakci vazou do tzv. aktivniho mista enzymu. Jedna se o malou ¢ast molekuly,
jejiz podoba je uddna trojrozmérnym uspofadanim aminokyselin (toto usporddani je ovlivnéno
tim, jaké AK se v aktivnim misté nachazeji — jejich skupiny se mohou odpuzovat nebo pfitahovat).
Obecné Ize rozlisit:

a) tvar hluboké stérbiny (napf. amylasa)

b) tvar povrchové prohlubné
DuleZité je uvédomit si, Ze na stavbé aktivniho mista se mohou podilet AK, které jsou od sebe
v primarni struktufe velice vzdaleny (pfi Upravé enzymu do jeho konecné terciarni struktury se
k sobé tyto AK mohou pfriblizit).
Aktivni misto neni rigidni struktura — mizZe se prizpUsobit tvar substratu, pro ktery je urceno.

B) Teorie indukovaného pfizptisobeni

Teorie indukovaného prizplsobeni se tyka vazby substratu na enzym. Vychazi z vyse uvedeného
faktu, Ze aktivni misto ma moZnost trochu pozmeénit svou konformaci, ktera umozni vazbu
substratu a priibéh reakce.

Po pfiblizeni substratu k aktivnimu mistu enzymu, vyvola substrat odpovidajici konformacni
zménu v aktivni misté a napoji se na enzym, ¢imz se vytvori komplex enzym-substrat (ES):

SUBSTRAT
-+ _—

b KOMPLEX ENZYM-SUBSTRAT

ENZYM

Vazbu substratu v aktivnim misté je pomérné slaba.

C) Pocet substratd
Pocet substrat(, které se reakce Ucastni, ovliviiuje katalyticky mechanismus plisobeni enzymu.
Monosubstratové reakce probihaji podle nasledujiciho schématu:
S+E<{ES... ... .. EP} <> P+E
Substrat se navaze na enzym, pfeméni se na produkt a oddéli se od enzymu.

Dvousubstratové reakce probihaji nasledujicim zplsobem:
SA+SB+E@{ESAB ......... EPAB}HPA"’ Ps+E
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Uvédomme si, Ze druhym substratem reakce je ve velkém mnozstvi ptipad(i kofaktor.

Pribéh dvousubstratovych reakci mize byt dvoji, rozliSujeme:
a) sekvencni reakce
a. usporadané
b. nahodilé

b) ping-pongové reakce

Pti sekvencni reakci se oba substraty navdzou na enzym, pak probéhne chemicka pfeména a
nasledné uvolnéni produkt.

Je-li sekvencni reakce usporadana, napojuji se substraty na enzym v urcitém poradi a stejné tak
se z néj v urcitém poradi uvoliuji produkty.

Napr. Pfeména pyruvatu na laktat:

NADH+H* PYRUVAT LAKTAT NAD*

1.1 2,1 3,T 4,T

ENZYM

Je-li sekvencni reakce nahodila, je jedno, v jakém poradi se substraty napoji. Reakce probéhne
v obou pripadech.
Napr. Vznik fosfokreatinu:

ATP KREATIN FOSFOKREATIN  ADP
sUB 1. l 2. 1 3. T a. T
NEBO 1.T 2.T ENZYM 3.1 4.1

KREATIN ATP ADP FOSFOKREATIN

PFi ping-pongovych reakcich, které jsou typické pro aminotransferasy, dojde k navazani jednoho
substratu, jeho pfeméné, uvolnéni (na enzymu vétsinou ziistane édst molekuly prvniho substrdtu, kterd md byt
pfenesena na druhy substrdt) a nasledné k tomu stejnému s druhym substratem.

Napf. Transaminace:

ASPARTAT OXALACETAT 2-OXOGLUTARAT  GLUTAMAT
COSE
NAPOJUJE/ODPOJUJE: l.l 2. T S.l 4, T
CO VZNIKA E - > E-NH;* E-NH,* E-NH;* > E
(ASPARTAT) (OXALACETAT) (2-OXOGLUTARAT) (GLUTAMAT)

D) Katalytické skupiny aktivniho mista
Chemickou pfeménu v aktivnim misté katalyzuji katalytické skupiny pochdzejici z aminokyselin,
které aktivni misto tvofi.
RozliSujeme katalytické skupiny:
a) nukleofilni (cystein-SH, serin-OH)
b) kyselé (aspartat, glutamat)
c) bazické (histidin, arginin, lysin)
Podle charakteru katalytické skupiny pak probihaji reakce rznymi mechanismy:
a) acidobazické reakce (prenasi se proton)
b) vytvoreni pfechodné kovalentni vazby
c) katalyza kovovym iontem (metaloenzymy)
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d) elektrostatické interakce (bez vody)

e) deformace substratu
Fungovani katalytickych skupin si vysvétlime na ptikladu chymotrypsinu, enzymu, ktery Stépi
peptidovou vazbu.
V jeho aktivnim misté se nachazi histidin (poloha 57) a serin (poloha 195). —OH skupina serinu
provede nukleofilni atak na karbonylovy uhlik peptidové vazby. Tim se s nim spoji a oddéli jej od
dusiku, ktery se na sebe navaze vodik z histidinu. Aby vodik histidinu nechybél, sebere si jej od
-OH skupiny serinu.

57 195 57 195
His ) Ser His Ser
4 YDRTZENI } ~
| IKUZESERINU- H — O = (o]
= o |
NI 1 N—H ¢
PRESUN DVOIN 1. NUKLEOFILNIATAE \ _ Y/
N — N — o
| o
H ' H
N
- .'I, I'.I'. . p N
0 S
WTRF FMIVOINIE HISTIDINLY H
pred plsobenim enzymu vysledek (rozstépena peptidova vazba)

3.5 Metaloenzymy

Metaloenzymy obsahuji ve své molekule kovové ionty. MliZzeme rozlisit dvé skupiny enzym:
a) enzymy, které obsahuji funkcéni kovové ionty, které se pfimo ucastni katalyzované
reakce (v tomto pfipadé jsou ionty kovl na enzym pevné navazany)
b) enzymy, které potrebuji ionty kovl pouze k aktivaci (v tomto pripadé jsou ionty kovl na
enzym navazany slabé; vétdinou se jednd o dvojmocné ionty jako Ca?* u koagulaénich
faktor(l, nebo Mg?* nékterych kinas)

Kation kovu je soucasti tzv. ternarniho komplexu (tj. komplexu obsahujiciho tfi slozky):
> enzym (Enz)
> substrat (S)
> kationt kovu (M)

V komplexu mohou byt slozky rizné napojeny:
» Enz-S-M
> Enz-M-S

Podle zpUsobu napojeni mohou vznikat i cyklické komplexy, pfipadné chalaty.

lonty kovu mohou reakci katalyzovat riznymi mechanismy:

» do svych vakantnich orbital(l pfijmou elektronovy par nukleofilu, ¢imz vznikne o-vazba

» napoji se na vhodné skupiny enzymu ¢i substratu (vytvofi chelat), ¢imz deformuji jejich
strukturu, coZz se mlze projevit jako pnuti, které usnadni chemickou pfeménu (t. napjaté
molekuly jsou méné stabilni — je snazsi na né néco napojit, nebo z nich néco odebrat)

> kolem kazdého kationtu kovu je jista koordinacni sféra, kterd plsobi jako trojrozmérny
templat, coz mize slouZit pro stereospecifickou kontrolu (. kov upravi aktivni misto enzymu tak, Ze

bude odpuzovat jednu z konformaci a do reakce vpusti jen tu sprdvnou konformaci).

© JN 2009 Kapitola 3 — Enzymy 19



Kationty kov, které se uplatiiuji v metaloenzymech:
Molybden
Je soudasti nékterych oxidoreduktas — napf. mlZe byt slozkou kofaktoru molybdopterinu.
Ten je kofaktorem: xanthinoxidasy (xantin = kyselina mocova)
sulfitoxidasy (HSOs™ > S04%)

Zdroje molybdenu: lusténiny, celozrnné obiloviny

Zinek
Zinek je soudasti velkého mnozstvi enzymd, napf:
» alkoholdehydrogenasa (ethanol - acetaldehyd)
» karbonatdehydratasa (H,0 + CO, <> H,COs)
> karboxypeptidasy (Stépeni polypeptidli od C-konce)
» Cu,Zn-superoxiddismutasa (cytosolova izoforma SOD; 2:0,” + 2H* - O, + H,0,)

Zdroje zinku: ¢ervené maso, korysi, lusténiny, slunec¢nicova a dyriova seminka, celozrnné obilniny
Méd’
Je soucasti mnoha oxidoreduktas:

> ceruloplazmin (téZ ferrooxidasa; Fe**>Fe3*)

A\

cytochrom-c-oxidasa (DR, pienos elektrond na kyslik)

Y

monoaminooxidasy (MAO; aktivuji biogenni aminy pfeménou na aldehydy; vznika H,0,)

A\

dopaminhydroxylasa (dopamin = noradrenalin)
> lysyloxidasa (vyzravani kolagenu; lysin =>allysin)

Zdroje médi: jatra, maso, kakao, lusténiny, ofechy

Mangan

Je soucasti hydroxylas, dekarboxylas a transferas.
» Mn-superoxiddismutasa (mitochondrialni forma SOD)
» arginasa (arginin = mocovina + ornithin)
» syntéza proteoglykani a glykoproteint

Zdroje manganu: lusténiny, celozrnné obilniny, ofechy

Zelezo
Je soucasti hemovych enzymii, ¢i nehemovych pfenasect elektron(.
» katalasa (hem; H,0; = H,0 + % 0,)
» myeloperoxidasa (hem; neutrofily; H,O, + CI~ + H* = HCIO + H,0)
> cytochromy (hem; pfenasece elektron( v DR)
> Fe-S proteiny (nehem; pienasece elektronu v DR)

Zdroje Zeleza: vyrobky z veprové, husi a kachni krve, (Cervené) maso, jatra, Zloutek, ofechy

Selen
Selen obsahuje nékolik enzymd, které obsahuji ve své molekule AK selenocystein. Uastni se
redoxnich reakci.

» glutathionperoxidasa (2 GSH + H-O-O-H = 2 H,0 + G-S-5-G)

> dejodasy thyronin( (tyroxin T4 = trijodthyronin T3)

» thioredoxin reduktasy (ribosa = deoxyribosa)
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> selenoprotein P (plazma; antioxidacéni funkce)

Zdroje selenu: hlavonoiZci, mofské ryby, lusténiny
3.6 Kinetika enzymovych reakci

Kinetika je oblast chemie, ktera se zabyva tim, jak reakce probihaji. Zakladni veli¢inou v tomto
ohledu bude rychlost chemické reakce (reakcni rychlost), kterd je dana jako ubytek koncentrace
substratu za uréity €as, respektive pfibytek koncentrace produkti za uréity €as (obecné feceno:
zména koncentracni slozky za cas).
_A[S] _A[P] mol |
o [

Jedna se o vidy kladnou veli¢inu, jejiz jednotkou je mol/I's.

I-s

Dalsi moznosti, jak rychlost reakce vyjadfit, je vyuziti kinetické rovnice, kterd udava zdvislost
reakéni rychlosti na koncentraci reaktantd.

Pro reakci S - P je jeji tvar nasledujici:

v =k-[S] =k-[S]*
kde k je rychlostni konstanta.
Index ,,na prvou” u koncentrace substratu uddva rad reakce — jedna se tedy o reakci 1. fadu, pfi
niz je rychlost reakce pfimo Umérnd koncentraci substratu (grafické znazornéni zavislosti
velikosti rychlosti na koncentraci substratu je primka).

v

[s]
Béhem reakce dochazi k poklesu koncentrace substratu a k naristu koncentrace produktu. Pfi
vyneseni koncentrace (substratu/produktu) na osu y a pfi vyneseni ¢asu na osu x, ziskame tzv.
kinetickou kFivku, kterd nam popisuje ¢asovou zavislost koncentrace reaktantl na Case.

Kineticka kfivka se vZdy tyka pouze jedné reakce.

(s] (P]

t t

Z kinetické krivky je moZné odvodit rychlost chemické reakce tak, Ze k ni vytvofime tecnu,
zvolime si ¢as 1 a c¢as 2 a k nim odpovidajici hodnoty koncentrace, které nasledné odecteme

5 Tato definice plati pro prdmérnou rychlost, pro vypocet okamzité rychlosti bychom museli vychdazet
z derivaci, tedy nekonec¢né malych cisel.
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(ziskdme rozdil ¢asu At a rozdil koncentrace A[S] nebo A[P]) a takto ziskané hodnoty pak
vydélime.
Zvlastnim typem reakce je reakce 0. fadu:

v=k[S]° =k-1=Kk
Rychlost takovéto reakce neni zavisla na koncentraci substratu, je konstantni a odpovida
rychlostni konstanté.

[S]
Reakce 0. fadu nastavaji pfi velkych nadbytcich substratu (tzn. jeho ubytek je prakticky
zanedbatelny) a v téle neprobihaji. Je mozné je uskutecnit pouze v laboratornich podminkach.

Pocatecni rychlost

Pocatecni rychlost vo je rychlost zmérend na zacatku reakce, jesté drive, nez stihne vzniknout
vyznamnéjsi mnozstvi produktu. Jedna se o nejvyssi hodnotu rychlosti, neni ovlivnéna Ubytkem
substratu ani vratnou pfreménou produktu. Stanovujeme ji z kinetickych krivek.

| pocatecni rychlost je zavisld na koncentraci substratu — tuto zdvislost popisuje rovnice
Michaelise a Mentenové (plati ale pouze pro jednosubstratové reakce).
_y_ .18l
“ Vmax 1oy .,
[S]+K,,

kde:  Vmax je maximalni rychlost (pro danou koncentraci enzymu [E])

Vo

Km je Michaelisova konstanta

Grafickym znazornénim rovnice Michaelise a Mentenové je saturacni krivka (neplést s kfivkou

kinetickou!). Ta popisuje zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci substratu a ziskava se tak,

Ze provedeme mnoho méfeni se stdle stejnou koncentraci enzymu, avSak ménime koncentrace

substratu (timto zplsobem ziskdme sadu kinetickych kfivek, ze kterych odecteme pocatecni
rychlosti a ty graficky zaznacime k pfislusnym koncentracim substratu). Tvar saturacni kfivky
odpovida hyperbole.
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ENZYM PLNE NASYCEN SUBSTRATEM

K [S]v mol/I

Z rovnice Michaelise a Mentenové vyplyvaji nasledujici fakta:
1) lJe-li koncentrace enzymu [S] mnohem mensi, nez Michaelisova konstanta, fidi se reakce
kinetikou prvniho fadu
Je-li [S]<<Km, |ze rovnici zapsat takto:
[S]

= Ynec )~k [5)*
s+ K, B K B

m

Vg =

max

2) Je-li koncentrace enzymu [S] mnohem vétsi, nez Michaelisova konstanta, fidi se reakce
kinetikou nultého fadu
Je-li [S]>>Km, |ze zapsat rovnici takto:
] 8

Vo = Vmax'— = Vmax P Vmax'l = k[S]O
[S]+x,, [S]

3) Je-li koncentrace enzymu [S] rovna Michaelisové konstanté, probiha reakce polovinou
maximalni rychlosti
Je-li [S]=Km, |ze zapsat rovnici takto:
— [S] _ [S] _ Vmax
Vo = Vimax ' Tor rer = Vimax " Sren T
[S]+[S] 2[s] 2

VySe popsané skutecnosti Ize znazornit i na saturacni kfivce. Hodnota Ky, ji vice méné rozdéluje
na dvé poloviny — v levé poloviné bézi reakce ,kinetikou nultého fadu”, v pravé poloviné bézi
,kinetikou prvniho rfadu”.

v, | Kinetikal.fadu
kinetika 0. fadu

' K. [S]v mol/I

Michaelisova konstanta Ky
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Rozmér Michaelisovy konstanty je stejny jako rozmér koncentrace (mol/l), jelikoz Michaelisova
konstanta udava koncentraci substratu, pfi které reakce probiha polovinou maximalni rychlosti
(viz pfipad 3). To také znamena, Ze pfi této koncentraci substratu je enzym z poloviny nasycen.

Dalsi vyznam Michaelisovy konstanty tkvi v tom, Ze je nepfimo iUmérna afinité enzymu pro dany
substrat (tzn., Ze existuje-li vice strukturné podobnych substratl, tak ten, ktery ma nejnizsi
hodnotu Ky se povaZuje za nejprirozenéjsi pro dany enzym, tedy bude nejsnaze podléhat reakci;

Ize Fici, Ze jej ,enzym bude preferovat”)

Hodnoty Km a Vmax charakterizuji kinetické vlastnosti enzymu. Daji se snadno zjistit
z linearizovaného grafu. Graf zlinearizujeme dvojitym reciprokym vynesenim podle
Lineweaver-Burka. 1/vo se vynasi proti 1/[S].

Matematicky Ize reciproky vztah odvodit ndsledovné:

(8]

=V
VO max [S] + K
1 _ 1 [Sl+K, ([S] j
Vo Vi [S] [S] [S]
1 K, 1
- = 4 J—
VO Vmax Vmax [S]

Takto ziskany vztah je jiz rovnici pfimky, pricemz:
» 1/vo je zavisle proménna
» 1/[S] je nezavisle proménna
»  Km/Vmax j& smérnice pFimky
» 1/Vmax je Gsek na ose zavisle proménné
Linearizovany graf by vypadal nasledovné:

1/v,

1/[s)

Koncentrace enzymu
Doposud jsme se bavili o tom, jak koncentrace substratu ovliviiuje pribéh reakce. Ale pribéh
reakce je ovlivnén i koncentraci enzymu.
Pocatecni rychlost je pfimoumérna celkové koncentraci enzymu:
vy =k-[E],

kde: [E]:je celkova (totalni) koncentrace enzymu

Od koncentrace enzymu se odviji i tvar saturacni kfivky:
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[Es] > [E,]
[E.] > [E,]

(E.]

[s]

PovSimnéme si, Ze enzym neovliviiuje hodnotu Ky, ale méni se hodnota Vpax.

Stanoveni mnoistvi enzymu v biologickém materiadlu
Stanovit mnozstvi enzymu, nachazejici se napf. v krevnim séru, je velmi obtizné hned z nékolika
davodu:
» ve vzorcich se nachazeji stopové koncentrace enzyml
» ve vzorcich se nachazi velké mnoiZstvi dalsich protein(
> nelze vyuzit béiné chemické dikazové reakce (nelze podle jejich vysledk( rozlisit
jednotlivé enzymy)
Pro stanoveni mnoZstvi enzymu v biologickém materidlu se uzivaji dva typy metod:
a) neprimé stanoveni
PFi nepfimém stanoveni stanovujeme produkt enzymové reakce.
Vyuzivame veli¢inu zvanou katalyticka koncentrace (pkatal/l).
Timto zplsobem se stanovuje vétsina klinicky vyznamnych enzyma.
b) pfimé stanoveni
PFi pfimém stanoveni stanovujeme rovnou mnozstvi enzymu (oznacime jej jako antigen, Ci
imunochemicky).
Vyuzivame veli¢inu hmotnostni koncentrace (pg/l).
Timto zplsobem se stanovuji jen nékteré specifické enzymy, napt. tumorové markery.

Katalyticka aktivita enzymu
Jednd se o velic¢inu, jejiz jednotkou je katal [kat = mol/s]. Jeden katal je katalyticka aktivita
enzymu, pii které se v reakci preméni jeden mol substratu za jednu sekundu.
Kromé katalu se pro vyjadfeni katalytické aktivity vyuZiva i tzv. mezinarodni jednotka IU
(international unit), kterou definujeme pomoci vztahu: 1 IU = pmol/min.
Z defini¢niho vztahu vyplyvaji i nasledujici vztahy pfevodni:

» 1lpkat=60IU

> 11U =16,6 nkat

Katalyticka koncentrace enzymu

Tato jednotka se vyuZiva pfi nepfimém stanoveni a je definovdna jako katalyticka aktivita
vztazena na objem biologické tekutiny (napf. krevni sérum).

Jednotkou je mkat/I, ¢i pkat/I.

Warburgiv (opticky, UV) test

© JN 2009 Kapitola 3 — Enzymy 25



Warburglv test je moZné vyuZit pro stanoveni aktivity NAD(P)-dependentnich dehydrogenas
nebo pro stanoveni aktivity ostatnich enzymt, po té, co je reakce jimi katalyzovana sprazena
s nékterou z NAD(P)-dependentni dehydrogenasou.

Jak je tedy patrné, je mozné vyuiZit tento test pouze
pro reakce, kterych se ucastni NAD(P)*.

Warburglv test totiz vychazi znasledujiciho
pfedpokladu: NAD(P)" a NAD(P)H+H* absorbuji pfi
vinové délce 340 nm znacné odliSnd mnoistvi

NADH

-
Pl Y

prochazejicich paprskt (maji jinou absorbanci A).

340 A (nm)

Absorbance je veli¢ina, kterou je mozné mérit kontinualné, tedy béhem testu. To ndam umoznuje
pozorovat nartst koncentrace NAD(P)H+H* (absorbance se zvySuje) nebo ubytek jeho
koncentrace (absorbance se snizuje).
Katalytickou koncentraci (tedy aktivitu enzymu v biologickém materidlu) pak lze odvodit od
rychlosti naristu absorbance (¢im vétsi aktivita enzymu, tim rychleji absorbance roste):
DAsso

At
Napt. Stanovujeme-li katalytickou koncentraci enzymu laktatdehydrogenasy (LD), ktera bude
katalyzovat reakci: pyruvat + NADH+H"* < laktat + NAD*, bude absorbance klesat.

katalyticld koncentrae =

V laboratofich se ve skutecnosti pfi stanovovani katalytické aktivity postupuje nasledovné:
> jsou zajistény optimalni podminky (teplota, pH, dostatek kofaktor()
» méfise A[S] nebo A[P] v uréitém casovém intervalu:
o je-lito moziné prlibézné — napf. s vyuzitim Warburgova testu
o neni-li priibézné méreni mozné, vyuZivaji se konstantni ¢asové Useky; viz ddle
» reakcni podminky jsou nastaveny tak, aby reakce probihala kinetikou 0. fadu ([S]>>Kw), tedy
aby byla rychlost reakce konstantni a pfibliZovala se Vimax®
Pro stanoveni katalytické koncentrace se tedy vyuzivaji dvé metody:
a) Metoda kineticka
Pouziva se u reakci, u kterych lIze pribéziné mérit [S] nebo [P], napf. po deseti sekundach.
Timto mérenim mlzeme sestrojit kinetickou kfrivku, ze které zjistime vo. Jednd se o metodu
velmi presnou, ale bohuzel neni proveditelna u vSech enzym{.

6 Koncentrace substratu [S] by méla byt asi 100x vétsi, neZ Km.
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[P]

[P,
[P1; =

[P];

[P1, =

T T T T .
LI, t, t, t [min]

b) Metoda konstantniho ¢asu

PouZiva se tam, kde nelze pouzit metodu predchozi. Méfime [P] po probéhnuti reakce.
Kinetickou kfivku nejsme tedy schopni sestrojit (zndme jen kone¢né hodnoty). Z namérenych
hodnot viak ziskdme primérnou rychlost (A[P]/At). Metoda je méné presna.

[P]

[Pleinas ®

tFII'ML t [min]

3.7 Priklady

1)

2)

3)

4)

Laktdt dehydrogenasa mad katalytickou aktivitu 2 ukat. Kolik molekul laktdtu vznikne

Z pyruvdtu za 1 minutu pri nadbytky substratu?

Katalyticka aktivita 2 pkat znamen3, Ze za sekundu vzniknou 2 pmoly laktatu.

Za 60 sekund vznikne 60*2 pumol = 120 pmol = 120*10°° mol.

Latkové mnoistvi vyndsobime Avogadrovou konstantou a ziskdme vysledek: 7,23 *10*° molekul

Jaké latkové mnoZstvi produktu vznikne za 10 minut pfi reakci katalyzované enzymem o
aktivité 10 ukat? Co je podminkou toho, aby teoreticky vypoctené mnoZstvi skutecné vzniklo?
PFi aktivité 10 pkat je dany enzym schopny vytvofit 10 umol dané latky za sekundu. Za 10
minut (tedy 600 sekund) vznikne 6000 pumol dané latky, po prevedeni pak 6 mmol.

Aby mohlo vySe vypoctené mnozstvi, je potieba, aby byl v reakéni smési nadbytek substratu.

Do reakéni smési obsahujici substrat a pufr bylo pfiddno 0,1 ml séra. Jakd je katalyticka
koncentrace enzymu, jestlize po 10 minutdch méreni metodou konstantniho ¢asu obsahovala
reakcni smés 6 umol produktu?

Ze zadani vyplyva, Ze za 10 minut (600 sekund) vzniklo 6 pumol produktu. Za 1 sekundu tedy
vznikne 0,01 pmol, z ¢eho?Z vyplyva, Ze katalyticka aktivita je 0,01 ukat.

Katalytickou koncentraci ziskame tak, Ze katalytickou aktivitu podélime objemem séra, tedy:

0,01/0,0001 = 100 pkat/I.

Urcete aktivitu katalasy, bylo-li zjisténo, Ze pfi nadbytku H,0; v reakéni smési se uvolni po 10
minutdch 6,72 ul O, (za normdlnich podminek).

Nejdfive zjistime, kolik molG O, se uvolnilo: 6,72 pl= 6,72 pdm? = [6,72*10°%]/22,4 dm* = 0,3
pmol
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0,3 umol vzniklo za 10 minut (600 sekund), za 1 sekundu vzniklo tedy 0,5 nmol O,.

Reakce probiha dle rovnice: 2 H,0, - 2 H,0 + O,

Z rovnice vyplyva, Ze aby mohl vzniknout 1 mol kysliku, musi kataldza rozloZit 2 moly H,0..
Vzniklo-li tedy 0,5 nmol O,, bylo potfeba rozlozit 1 nm H,0; a aktivita katalasy je tedy 1 nkat.

5) Pri enzymové reakci byl do roztoku substrdtu v pufru priddan vzorek obsahujici enzym (0,1 ml).
Po 5 minutdch bylo stanoveno 0,2 mmol produktu. Jakd je katalyticka koncentrace enzymu?
Za 5 minut (300 sekund) vzniklo 0,2 mmol produktu. Za 1 sekundu by tedy vzniklo 0,67 pmol.
Reakce probéhla v1 ml roztoku, po prevedeni na litry ziskame katalytickou koncentraci:
0,67 umol/ 0,0001 | = 6700 pkat = 6,7 mkat/I.

6) Reakcni smés obsahovala:
2,5 ml pufru 0,1 ml krevniho séra
0,2 ml roztoku koenzymu NADH 0,2 ml roztoku substratu
Po 60 sekunddch byl pokles absorbance koenzymu AA=0,03. Vime, Ze enapn=6220 I/mol-cm,
Sirka kyvety byla 1 cm. Jakd je katalytickd koncentrace enzymu?
Dle Lambert-Beerova zdkona vime, Ze AA =e-Ac-1(vyjadfime si Ac). Navic vime, Ze k této
zméné doslo za 60 sekund (= At; tento ¢as zahrneme do vzorecku)
Ac  AA 0,03
At elAt 6220-1-60
Musime si uvédomit, Ze enzym, ktery nds zajima se nachazel v krevnim séru (0,1 ml), objem

=0,08umol/s

vzorku s ostatnimi ptisadami je ale 3 ml, sérum je tedy 30x zfedéno! Toto zfedéni
zapocitame: 0,08 pmol/s * 30 = 2,4 pkat/I
3.8 Inhibice enzymu

Inhibitory jsou latky, které sniZuji aktivitu enzyma.
Inhibici miZeme rozdélit na:
> ireverzibilni (nevratnou)
» reverzibilni (vratnou)
o kompetitivni
o nekompetitivni

Ireverzibilni inhibice
V pripadé nevratné inhibice dochazi k trvalému poskozeni enzymu, ktery jiz nadale neni schopen
plnit svou funkci. Inhibitory se pevné navazi do aktivniho mista (kovalentni vazbou) a zabrani
navazani substratu.
Ptikladem ireverzibilnich inhibitord jsou:

» organofosfaty (inhibuji napf. acetylcholinesterazu)

> ionty tézkych kovl (navazuji se na —SH a —OH skupiny)

» kyanidy (vytvareji komplexy s kationty kovU; inhibuji nap¥. cytochrom-c-oxidasu)

Reverzibilni inhibice

V pripadé vratné inhibice se inhibitory volné vazi do aktivniho mista enzymu nebo mimo néj.
Dochazi ke vzniku rovnovahy v reakci E + | <> EL.

Inhibitor lze z enzymu odstranit pomoci dialyzy, gelové filtrace apod.

RozliSujeme dva zakladni typy reverzibilni inhibice: kompetitivni a nekompetitivni.

Kompetitivni inhibice
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V pfipadé kompetitivni (od slova compete — soutézit), je inhibitor strukturné podobny
substratu. Stejné jako substrat se vaze do aktivniho mista a soutéZi s pfirozenym substratem o
toto misto (vétSinou vyhrdvd ten, ktery se v okoli enzymu nachazi ve vyssi koncentraci).

PF. Inhibitor sukcinatdehydrogenasy je malonat

(Sukcinatdehydrogenasa je enzym citratového cyklu; katalyzuje reakci: sukcinat - fumarat)

?oo' )
o, o0
sukcinat CH 5
CH, 2_ malonat
| . coo
Co0
Vi
Kompetitivni inhibice se (z pohledu kinetiky) v,
projevuje tak, Ze maximalni rychlosti je g
dosazeno za vysSich hodnot koncentrace
substratu’:
v Vinan
»  Vmax se tedy neméni 5
» Knse ale zvysuje®
Nekompetitivni inhibice vl —

V tomto pfipadé nedochazi k zddné soutézi. V..

Inhibitor se vaze mimo aktivni misto enzymu —
vaze se tedy stejnou mérou jak na samotny enzym,
tak na komplex enzym-substrat. Z pohledu kinetiky
to vypadda, jakoby enzymu bylo méné, coz se
projevi tak, ze:

> Vmax Se shiZuje

> Kmnse neméni K, (S] mol/l

Vyuziti inhibitort v lékafFstvi

Mnoha IécCiva slouZi jako inhibitory rtznych enzym:

» kyselina acetylsalicylova, ¢i ibuprofen slouZi jako inhibitor enzymu cyklooxygenasy (COX)

» statiny inhibuji HMG-CoA-reduktasu (snizuji syntézu cholesterolu; pf¥. lovastatin)

> inhibitory ACE (angiotensin konvertujictho enzymu) slouzi k 1écbé hypertenze (pt. enalapril)

> reverzibilni inhibitory acetylcholinesterazy se uZivaji klé¢bé nervosvalovych chorob, i
pooperacni atonii stfev (pr. neostigmin)

> selektivni inhibitory mozkové acetylcholinesterazy slouzZi k 1écbé Alzheimerovy choroby
(pt. rivastigmin, galantamin)

Jiné inhibitory jsou vyuZzivany jako antibiotika:
> peniciliny inhibuji bakterialni transpeptidasy (zabrariuji tak vystavbé bunécéné stény)

7 Lze Fici, Ze pfi kompetitivni inhibici to vypadd, jakoby enzym ztracel afinitu k substratu (zmen3uje-li se
afinita, zvysuje se Km)

8 Km je takovd koncentrace substratu, pfi které reakce probiha polovinou maximalni rychlosti... zvysi-li se
koncentrace potiebna pro dosazeni maximalni rychlosti, zvysi se i Km

© JN 2009 Kapitola 3 — Enzymy 29



» tetracykliny, makrolidy, chloramfenikol inhibuji proteosyntézu
» fluorované chinoliny inhibuji bakteridlni gyrasy, které slouZi k uvolfiovani superstaceni
béhem replikace DNA, ¢imz replikaci zastavi (napf. ciprofloxacin)

Zavér a doplnéni z kapitol 3.6 a 3.8:
Ve zminénych kapitoldch jsme se bavili o enzymové kinetice a o faktorech, které ovliviuji
rychlost enzymem katalyzované reakce. Zminili jsme nasledujici:

» koncentraci substratu [S]

» koncentraci enzymu [E]

» pritomnosti aktivatord a inhibitorQ
Dalsimi faktory, které rychlost reakce ovliviiuji, jsou teplota (pfi vysokych teplotach enzymy
denaturuji) a pH (rovnéz pfi vysokém/nizkém pH enzymy denaturuji, pracuji pouze pfi tzv. pH
optimum).

3.9 Regulace enzymové aktivity

Obecné je mozné enzymovou aktivitu regulovat tfremi zpUsoby:
a) regulace mnozstvi molekul enzymu
b) regulace biologické aktivity enzymu
c) dostupnost a koncentrace substratu a/nebo kofaktoru®

Regulace mnoistvi enzymu
Mnozstvi enzymu, které se v daném okamziku nachazi v organismu, je vyslednici dvou déja:
syntézy a odbouravani.
Proteosyntézu je mozné ovlivnit na kazdém jejim kroku:
> na arovni exprese genti
o konstitutivni exprese (enzym je syntetizovdn neustdle v ur¢itém mnozstvi)
o indukovana exprese (enzym je syntetizovan pouze na podnét)
> na urovni transkripce
o lze ovlivnit rychlost transkripce
o lze ovlivnit posttranskripcni ipravy RNA (napf. sestfih RNA)
> na drovni translace
o lze ovlivnit rychlost translace
o lze ovlivnit posttranslacni Upravy proteinu (napf. metylace, glykace...)
Degradaci enzymu je rovnéZz mozné ovlivnit — napt. v bufice se nachazi celd fada specifickych
proteinas, které rozkladaji jen konkrétni enzym, nebo typ enzymu (a opét je mozné fidit i
syntézu téchto proteinas...).

Regulace biologické aktivity enzymu
Regulace biologické aktivity je zajisténa:
> Existenci izoenzym(®

9 Posledni zminény zplsob nema in vivo vétsi vyznam
10 Existuje i pojem izoforma, ktery je obecnégjsi, nez pojem izoenzym. lzoforma v obé zahrnuje i tzv.
pseudoizoenzymy, i rizné posttranslacni varianty daného enzymu.
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Izoenzymy jsou takové enzymy, které katalyzuji stejnou reakci, ale lisi se primarni strukturou
a tedy i fyzikdlné-chemickymi a kinetickymi vlastnostmi. Maji (velmi casto) rozdilnou
tkariovou distribuci, pficemz v kazdé tkani muUZe byt dany izoenzym regulovan jinym
zpUsobem.

V laboratofich je stanovujeme pomoci elektroforézy.

Napft. Kreatinkinasa je dimer, ktery vytvafi 3 izoenzymy sloZené z podjednotek M — muscle a
B — brain:

Tabulka 6 - Izoformy kreatinkinasy (CK)

Izoenzym Vyskyt Procento celkové aktivity Zvyseni
CK-MM svaly 94-96% svalové trauma
CK-MB srdce do 6% infarkt

CK-BB mozek stopy poranéni mozku

» Aktivaci enzym0 ¢asteCnou a nevratnou proteolyzou
Enzym je nasyntetizovan ve své neaktivni formé (=proenzym) a az po té, co je znéj
odstépena ¢ast molekuly se stava aktivnim. Tento zpUsob aktivace enzymu je typicky pro
enzymy GIT (napf. pepsinogen = pepsin), pro faktory krevniho sraZeni a pro proteinasy
(kaspasy), které se ucastni apoptozy.

> Aktivaci/deaktivaci enzymu kovalentni modifikaci
V predchozim ptipadé byl enzym upraven tak, Ze jsme z néj néco odstranili, vtomto pfipadé
na néj néco pridavame. Nejbéinéjsi kovalentni modifikaci enzym je fosforylace, tedy
prenos fosforylové skupiny z ATP na —OH skupinu serinu, treoninu, ¢i tyrosinu katalyzovany
kinasami. Jedna se o vratny déj, opacnou reakci (defosforylaci) katalyzuji enzymy fosfatasy
(hydrolyzuji vazbu mezi enzymem a fosforylovou skupinou).
Dalsimi priklady kovalentni modifikace enzym( jsou napf. karboxylace, acetylace, methylace
apod.
Enzymy, které podléhaji fosforylaci a defosforylaci jsou napf. glykogenfosforylasa a
glykogensynthetasa (viz Kapitola 5 — Metabolismus sacharidii)

> Allosterickym ovliviiovanim
Allosterické enzymy jsou zvlastni skupinou enzymi, které se vidy skladaji zvice
podjednotek. Kromé aktivniho mista miZzeme na jejich molekule najit i tzv. allosterické
misto, do kterého se véie allostericky modifikator!! (inhibitor nebo aktivétor). Svym
navazanim zméni konformaci enzymu a tim snizi/zvysi jeho aktivitu.
Saturacni kfivka alosterickych enzymi je podobna té, kterou jsme vidéli u hemoglobinu
(hemoglobin se rovnéz sklada z vice podjednotek), ma tedy sigmoidni tvar:

11 Allosterickym modifikdtorem je ¢asto produkt reakce; v takovém p¥ipadé mluvime o inhibici/aktivaci
produktem.
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allostericka
inhibice

il [S] mol/I
Stejné jako u hemoglobinu hovofime i zde o kooperativnim efektu — allosterické enzymy
maiji vice podjednotek, tedy vice vazebnych mist pro substrat nebo allosterické modifikatory.
Navazani substratu/aktivatoru/inhibitoru na jednu podjednotku indukuje zmény konformace
u ostatnich podjednotek a dalsi molekuly (substratu/aktivatoru/inhibitoru) se vazou snadnéji
nebo obtiznéji.

3.10 Vyuziti enzym v lékafstvi

Enzymy maji v |ékar'stvi troji vyuZiti:
a) jako indikatory patologického stavu
b) jako analyticka cinidla v klinické biochemii
c) jako léciva

Priklady enzym v klinické diagnostice

PFi poSkozeni bunék (z riznych patologickych dlvodu), dochazi k tomu, Ze se zvySuje aktivita
intracelularnich enzymi v extraceluldrni tekutiné. Zvysenou aktivitu je mozné zjistit z rozboru
krevniho séra.

Tabulka 7 - Enzymy jako indikatory patologickych procest

Enzym Referencni hodnoty Interpretace zvy3eni
;Aa:-a-ll-'linaminotransferasa) do 0,9 pkat/l hepatopatie
(f(lfeatinkinasa) do 4 pkat/| myopatie, infarkt myokardu
(PpsroAstatickV specificky antigen) do 4 pg/| karcinom prostaty

o do 13 pg/I bronchogenni karcinom

(neuron specificka enolasa)

Pozndmka: povsiméme si, Ze prvni dva enzymy (ALT, CK) se stanovuji pomoci nepfimych metod (napf. metodou
konstantniho casu), dalsi dva (PSA, NSE) jsou tumorové markery, které se stanovuji pfimou metodou (napfr.
imunobiochemicky).

Enzymy jako analyticka cinidla

Enzymy slouZici jako analyticka Cinidla vétSinou pracuji tak, Ze jistou latku (kterou chceme
stanovit) pfeménuji na jinou latku, pficemzZ koncentraci této ,jiné latky” je mozné néjak méfit
(vznikne-li napf. latka barevna, je mozné méfit absorbanci apod.)
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Tabulka 8 - Enzymy jako analyticka cinidla

Enzym Plavod enzymu Stanovovana latka/ Metoda
Glukosaoxidasa Aspergillus niger glukosa

Peroxidasa kifen (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

Taq polymerasa Thermus aquaticus PCR metoda

Podrobnéji se zaméfime na enzymové stanoveni glukosy:

A) Stanoveni v analyzatorech
Vyuzivdme pti ném dva enzymy — glukosaoxidasu a peroxidasu.
Glukosaoxidasa katalyzuje dehydrogenaci glukosy: glukosa + O, = glukonolakton + H,0,
Peroxidasa katalyzuje rozklad peroxidu vodiku: H,0, + H,A = 2 H,0 + A
Latka H,A je bezbarva, ale reakci s peroxidem vodiku z ni vznika latka A, kterd je barevna a je
mozné méfit jeji absorbanci.

B) Osobni glukometry
Dalsi moznosti je vyuZiti osobniho glukometru, které slouzi k osobni potrebé diabetikd.
Glukosaoxidasa je zakotvena na pevné fazi pfristroje, vznikajici H,O, se stanovuje pomoci
platinové elektrody. Na displeji se nasledné ukazuje koncentrace glukosy v mmol/I.

Enzymy jako léciva
Enzymy slouzici jako léciva maji velmi Siroké spektrum uziti. O nékterych dalSich prikladech se
obcas objevi zminka i v jinych kapitolach neZ této.

Pankreatické enzymy

Jedna se o smés enzymU (lipasy, amylasy, proteinasy), kterd se ziskdva z veprovych pankreatd.
UZivaji se v pripadé sekrecni nedostatecnosti pankreatu (ktera mize mit rlizny plvod) a pfi
cystické fibroze, 3x denné pfi jidle.

Jsou volné prodejné ve formé acidorezistentnich tobolek (tobolka se rozpadne az v duodenu).

Asparaginasa

Asparaginasa je enzym, ktery se vyuziva v terapii leukémie (konkrétné lymfoblastické leukémie).
Enzym katalyzuje hydrolyzu amidové skupiny asparaginu: asparagin + H,O - aspartat + NH;
L-asparagin je nezbytny pro proteosyntézu nékterych nddorovych bunék — tim, Ze jej
hydrolyzujeme, omezime tak jejich proliferaci.

Enzymova fibrinolytika

Jedna se o léciva, kterd rozpoustéji krevni srazeniny v cévach, napf. enzymy streptokinasa
(bakteridlni pGvod) a urokinasa (lidsky enzym). Stépi plazminogen na plazmin, ktery nasledné
vyvola degradaci fibrinu a trombolyzu.

VyuZivaji se pfi Ié€bé Zilnich trombdz, plicnich embolii a akutnim infarktu myokardu.
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Proteasy

Slouzi v lokalni terapii a systémové terapii.

V lokalni terapii se jedna napt. o enzymy fibrinolyzin, chymotrypsin a kolagenasu. Po lokalni
aplikaci zpGsobi lyzu (rozklad) nekrotické tkané a neposkozuji zdravé buriky (zdravé buriky totiz
obsahuji inhibitory téchto proteas).

VyuZivaji se v chirurgii pro lécbu hnisavych ran, bércovych viedl, diabetickych gangrén,
dekubitl, pooperacnich ran apod.

V systémové terapii se vyuZivaji napf. enzymy trypsin a chymotrypsin, dale pak rostlinné
ucinek a ovlivnéni imunity u autoimunitnich onemocnéni.

VyuZivaji se jako pomocna léciva pfi revmatoidni artritidé, u |é¢by traumatickych zanétll a otokd,
lymfedém{, zanétl Zil apod.

Jedna se i o nékteré volné prodejné pripravky (Wobenzym, Phlogenzym), které jsou dosti drahé a
nékteré je potfeba konzumovat v mnozstvi az 30 tablet denné.
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