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Enzymy

» Existuji dvé zakladni podminky pro existenci
Zivota:
= schopnost samostané replikace

» schopnost efektivni a selektivni katalyzy
chemickych reakci

* Druhou podminku uskutecnuji ve vSech
prirozenych zivych organizmech enzymy
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Uvodni informace o enzymech. Zakladni pojmy. Enzymova aktivita.
Metody méieni aktivity enzymu - optické a elektrochemické, vhodné
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substraty. Priklady stanoveni nejdulezitéjSich enzymi.

Isolace enzymd, purifikaéni postupy, chromatografie. Komeréni
zdroje enzymiu. Studium struktury enzymii.

Mechanismy enzymové katalysy. Zakladni principy, typické priklady.
Kinetika reakce enzymu se substratem, parametry v, (v;,) 2 K, a
metody jejich stanoveni. Software pro enzymovou kinetiku, ukéi’ky
pouziti.

Vicesubstratové reakce, klasifikace, rozliSeni mechanismu. Inhibitory,
typy, rozliSeni, kinetické studium.

Vliv faktort prostredi (pH, teplota, iontova sila a viskosita) na rychlost
enzymové reakce. Kooperativitivni jevy pfi plisobeni enzymu.

Bioanalytické pouziti enzym. Enzymova stanoveni v klinické oblasti.
Enzymové biosensory, mérici systémy, priklady pouziti.

0. Imobilizace enzymt, enzymové reaktory. Zachyceni uvnitf polymert,
kovalentni vazba na nosic¢e a povrch sensoru.

1. Enzymy v imunochemickych technikach, ELISA. Enzymové znacky a
metody pfipravy enzymovych konjugatu.
2. Pramyslové pouziti enzymu. Informace o enzymech na internetu.

Z historie...

= prvni fyziologové postulovali ,,zivotni silu“
vysveétlujici chemické reakce v bunkach

= poé. 17. stoleti — poznana schopnost
biochemickych latek provadét chemické reakce i
mimo zivy organismus, procesy jako alkoholické
kvaseni a traveni pfipsany neznamym
substancim — fermentim

» 1752 — Reamur demonstroval rozpoustéci ucinky
ptacich travicich st'av, 1783 — Spallanzani tyto
studie rozsifil na dalSi organismy véetné ¢lovéka

= 1836 — Schwann isoloval pepsin z zalude¢ni
st'avy



Princip katalyzy

= 1833 - izolovana amylasa pusobici rozklad skrobu

= 1836 — Berzelius vyvinul koncept katalyzy studovanim
vlivu kyselin a bazi na hydrolyzu skrobu, dale také
uc€inku kovu na rozklad peroxidu vodiku, (Fec.
katalysis — rozpoustét), v zivych organismech
probihaji tisice katalytickych reakci

= piijimani této teorie pozvolné, 1850 - komplikace —
Pasteur objevil kvasinky jako pfi¢inu kvaseni

(vitalismus)

= 1897 — Buchner rozdrtil kvasinky piskem a
prokazal, ze filtrat také dokaze zkvasit cukr,
coz vedlo k obecnému prijeti existence
enzymu v metabolismu

= enzym -z fe¢., ,,v kvasnicich“ — zaved|
Kuhne, profesor fyziologie v Heidelberku Eduard Buchner

1860-1917

Enzymy jsou proteiny...

= 1926 - J. Sumner izoloval a krystalizoval
ureasu — zjistil, ze se jedna o bilkovinu
a postuloval, ze vSechny enzymy jsou
bilkovinami (x ribozymy, taky abzymy) \ ‘
James Sumner,

= potvrzeno o par let pozdéji — J. Northrop T o
a M. Kunitz krystalizovali pepsin a trypsin,

a také to byly bilkoviny

= J.B.S. Haldane — navrhnul, Zze slabé
vazebné interakce mezi enzymem a
jeho substratem mohou katalyzovat
probihajici reakci

= 1963 - primarni struktura ribonukleasy

= 1965 - rentgenostrukturni analyza lysozymu o rons

= dnes? bioinformatika, proteinové inzenyrstvi...



Enzymy

= bilkoviny velké 10 az 100 kDa (typicky), funguji
jako biokatalyzatory

» kazda metabolicka reakce ma svuij enzym...
jednoduché (polypeptidovy retézec)

slozené (holoenzymy) z apoenzymu (bilkovina)
a kofaktoru

kofaktor — ion kovu, nebo koenzym,
nepeptidova slozka

koenzym — prostheticka skupina nebo
kosubstrat

Biokatalyza - oxidace glukosy
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Katalyticka uc€innost (rozklad H,0,)

Katalyzator Rychlost reakce |E, (kJ mol)
(mol I s)

zadny 108 71

bromovodik 104 50

Fe(OH),- 103 29

triethylentetraamin

katalasa 107 8,4

srovnani rychlosti rozkladu peroxidu vodiku, 2H,0, — H,0 + O,
Faktory:

proximita a orientace aktivniho mista a substratu
elektrostatické efekty

entropické faktory

konformaéni zmény

Specifita

dvoji charakter:

= z hlediska latek, se kterymi enzym reaguje (nazyvaji
se substraty)

= z hlediska reakce, kterou enzym katalyzuje
zadny ze substratu pritom nereaguje
postrannimi neproduktivnimi reakcemi
vznikaji pouze specifické produkty
molekularni rozpoznavani na bazi strukturni
komplementarity
aktivni misto — ¢ast molekuly enzymu, kam se
vaze substrat a probiha tam katalyticka reakce

vazebné misto a katalytické misto (aktivni
centrum)



Kdyby nebyla specifita ...
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Kdyby nebyla specificita a reakéni
ucinnost by byla pouze(!) 90%, tak na
konci metabolické drahy z 10 kroku by
se nahromadilo spoustu ,,zbyteénych“
latek ...

1. ,Key and lock* (E. Fischer, 1894)

» princip ,,zamku a klice*
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DOBRY substrat

S
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SPATNY substrat

= substrat musi dobre pasovat do aktivniho
mista — spravna velikost a tvar, lokalizace
naboje, vodikovych vazeb, hydrofobnich mist

= tvori je katalytické a vazebné skupiny



2. xInduced fit“ (D. Koshland, 1958)

indukované prizpuisobeni D)
]
- r\,_.'

&’ enzym

SPATNY substrat /) DOBRY substrat

inaktivni %__ \ - il aktivni
P, _/ konformace

konformace

= struktura enzymu je rtizna podle toho, zda je navazan substrat

= pavazani substratu méni konformaci a dochazi k vhodné orientaci
pomocnych skupin urychlujicich probihajici reakci

= §Spatné substraty nejsou schopny vyvolat konformaéni zménu
enzymu a ten zGstava v inaktivni konformaci
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3. Neproduktivni vazba
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= §patné substraty se mohou vazat mnoha riznymi
zpusoby, avSak nedojde ke spravné orientaci enzymu
a reakce se tedy neurychli

» dobry substrat se vaze pouze spravnym zpusobem

* na rozdil od piedchoziho modelu neni vyzadovana
konformaéni zména enzymu



Specifita acinku
= substrat maze byt rGznymi enzymy preménén na
rizné produkty

R—|-|—COOH R—|-|—COOH
T,
NH 0

NH,
2H oxida¢ni deaminace

H
R—C—COOH R—C—NH,
NH o, H,
2 dekarboxylace
R—|-|—COOH
0]
R—CO—COOH  r—B_coon
|

NH

transaminace 2

Regulovatelnost aktivity

= aktualni koncentrace enzymu

= zmény katalytické schopnosti
= okolni prostiedi — pH, iontova sila, typ pufru
= vazba modifikatora (aktivatory, inhibitory)
= kovalentni modifikace (P;, AMP, ...)

= rozstépeni polypeptidového retézce (konverse
zymogenu ha enzym)



Mnohoéetné formy enzymu

katalyzuji stejnou reakci a vyskytuji se
v jednom biologickém druhu
isoenzymy (geneticky fixované zmény
v primarni struktuie)

= geneticky nezavislé proteiny (rizna lokalizace
v bunce)

= heteropolymery (hybridy) vic jak 2 polypept. Fetézce
(napf. laktatdehydrogenasa, H,, H;M, H,M,, HM,, M,)
= genetické varianty (alelozymy) - rasy, geografie,...
konjugované enzymy (glykoproteiny)
homopolymery (rizny stupen polymerace)
konformery (alosterické modifikace)

Systematika enzymu

= klasifikace a pojmenovavani enzymu vychazi
z reakce, kterou katalyzuji

= rozdéleni dle typu katalyzované reakce, ta je spolu s
nazvem substratu zakladem pro vytvoreni nazvu
enzymu

» kazdy nazev jen pro jeden jedineény enzym

= mezinarodné upravuje IUPAC-IUBMB Joint
Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN),
http://www.chem.gmw.ac.uk/iupac/jcbn/



Nazvoslovi enzymu

= systémove (védecké)
» doporucene (praktické, pracovni)

kazdy enzym ma pfidélen jednoznaény )
Ciselny kod, ktery ho zarazuje v ramci systému

Enzyme Commission

P,
EC1.1.34
tfida podtfida podpodtiida pofadove €islo

B-D-glukosa:O,-oxidoreduktasa glukosaoxidasa

Tridy enzymu
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1. Oxidoreduktasy aq  O-fedictonequialent o~

n;'-\reci . B o In"-\nx. Bred

= katalyzuji oxidoredukcni reakce, tj. prenos redukcnich
ekvivalentd (H, e’) z donorové molekuly (oxiduje se) na
akceptorovou (redukuje se)

= tvorba nazvu:

= S donor:akceptor-oxidoreduktasa
napf. alkohol:NAD*-oxidoreduktasa

= D upresnujici klicova slova:
dehydrogenasa reduktasa alkoholdehydrogenasa
oxidasa (kdyz je akceptorem kyslik) glukosaoxidasa
peroxidasa (akceptor je H,0,)
katalasa (prejaty trivialni nazev)
dioxygenasa (nebo monooxygenasa) - kdyz se pfi reakci
molekula kysliku O, (nebo jeden atom O) pfimo véleni do
oxidované molekuly donoru

B-D-glukosa + O, = D-glukono-1,5-lakton + H,0,

= B-D-glukosa:kyslik-1-oxidoreduktasa glukosaoxidasa

CH,CH,OH + NAD* _====> CH,CH=0 + NADH + H*

= ethanol:NAD*-oxidoreduktasa alkoholdehydrogenasa

H202 + H202 — 2H20 + 02

= H,0,:H,0,-oxidoreduktasa katalasa

donor + H,0, ----> oxidovany donor + 2H,0
= donor:H,0,-oxidoreduktasa peroxidasa



Princip c¢islovani

podtiida - €islo uréuje skupinu donoru, co
podléha oxidaci, napi:

EC 1.1. enz. pusobici na CH-OH skupinu

EC 1.2. na aldehydovou nebo oxoskupinu

EC 1.3. na -CH=CH- skupinu

atd. az EC 1.21. (plus EC 1.97,, jiné)

podpodifida - jaky druh akceptoru se u€astni,

napi. 1 NAD(P)+, 2 cytochrom, 3 kyslik, ...
nakonec poradoveé Cislo konkrétniho enzymu
v ramci podpodtridy

Ukazka ¢asti systému

EC 1 Oxidoreductases

EC 1.1 Acting on the CH-OH group of donors

EC 1.1.1 With NAD or NADP as acceptor

EC 1.1.2 With a cytochrome as acceptor

EC 1.1.3 With oxygen as acceptor

EC 1.1.4 With a disulfide as acceptor

EC 1.1.5 With a quinone or similar compound as acceptor

EC 1.1.99 With other acceptors

EC 1.2 Acting on the aldehyde or oxo group of donors
= EC 1.2.1 With NAD or NADP as acceptor

EC 1.2.2 With a cytochrome as acceptor

EC 1.2.3 With oxygen as acceptor

EC 1.2.4 With a disulfide as acceptor

EC 1.2.7 With an iron-sulfur protein as acceptor
= EC 1.2.99 With other acceptors

EC 1.3 Acting on the CH-CH group of donors

netfeba si pamatovat, je na internetu:
http://Iwww.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/



Kofaktory oxidoreduktas

= typicky pro dehydrogenasy (NAD*-dependentni)
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NAD* He H NADH H\N/H
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NADPH

= prenasi H-, reakce je stereospecificka (A a B atomy H)
= vzdy funguje v rozpusténém stavu, neni pevnou soucasti enzymu
= NADH obvykle pienasi redukéni ekvivalenty z katabolickych drah

do respiraéniho Fetézce

vvvvvv

- 0 H
Flaviny i S
HiCo o N Cs HiC. __C. N /’C‘\_ _H
Zah e CZ e N
i |
O O B
HsC C "N "N "0
[ | |
CH3z
[
FMN a H—C—0H
flavinmononukleotid H—|C—0H
L. . , Ribitol (Rit) [
= na bazi isoalloxazinového skeletu H—ilz—oHﬁ
= v reakci vystupuji jako radikaly FMNH, | HzC—O—!T—OO
= vzdy vazany jako prosth. skupina . L
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Lipoamid s

H H
HC. _CH 5 S F|4
ﬁz HC._ _CH._ N
= kys. lipoova vazana ﬁz [
na zbytek lyzinu °
= oxidac¢ni dekarboxylace
Fe - S klastry [Fe,5,]™ (FeaSa™
= jonty Zeleza koordinované | RS s SR Rsm.Fe$?F|°
. A “Fe Fe |
cysteinovymi zbytky a RS” s7 ep RS"S'ETJES
anorganickou sirou e
* [Fe,S,l, [Fe;S,], [Fe,S,]
= stabilni uvnitf bilkovin
= vyskyt zejména ve slozkach dychaciho retézce
= vyskytuji se i v lyasach (akonitasa)
Hemy
R3
CH3
coo® coo®

= vyskyt v respiraénim retézci, ve fotosyntéze, u monoxygenas a

peroxidas

= redoxni proteiny s hemem se nazyvaji cytochromy
= hemy typu a - b - ¢ se liSi substituenty R,, R, aR,
= hem b - hemoglobin, myoglobin (neméni se redoxni stav!)

= hemy a - cytochrom c oxidasa
= hem c - cytochrom ¢




2. Transferasy

akceptor:

« S

|

B-C

lo-n

katalyzuji prenos skupiny z molekuly donoru na

D-Z+A— D+ A-Z

donor:akceptor-skupinatransferasa

napi. L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferasa
ATP:pyruvat-2-O-fosfotransferasa

akceptor-skupinatransferasa

donor-skupinatransferasa
napf. alaninaminotransferasa

= tridéni: podtfida - €islo urCuje prenasenou skupinu (EC 2.1.
jednouhlikaty zbytek, EC 2.2. aldehyd ¢i oxoskupina, EC 2.3.

acylskupina, ...);

podpodtrida - dalSi upfesnéni skupiny (EC 2.1.1 methyltransferasy,
EC 2.1.2. hydroxymethyl a formyltransferasy)

pozn: aminotransferasa = transaminasa

0 5]
: N
o\r o \T
<H3N+ (|3—H t :T
| +  H—C—H
H——C—H |
| H—r|:—H
7\ c
o o
o/ g

0 o
o \ /
o\ C \T
cis
o=—c |
_— | + H—C—H
H—C—H |
| H—T—H
/l_Z
2 O/c\

L-aspartat + 2-oxoglutarat .===>

oxaloacetat + L-glutamat

= L-aspartat:2-oxoglutarat-aminotransferasa

= aspartataminotransferasa

= glutamat-oxaloacetat transaminasa GOT



(1,4-a-D-glukan),, + P,

N

1,4-a-D-glukan), _, + a-D-glukosa-1-fosfat
= 1,4-a-D-glukan:fosfat-a-D-glukosyltransferasa fosforylasa

ATP + D-hexosa ---> ADP + D-hexosa-6-fosfat

= ATP:D-hexosa-6-fosfotransferasa hexokinasa

Kofaktory transferas

Nukleosid fosfaty 0o 0% o Baze
T . , ©0—P—0—P—0—P—0—CH,
= prenasené skupiny: fosfat P;, Lo N ;

o o~

(o]

B-Rib, B-Rib-P,, B-Rib-PP, Yy
= vyskyt ve fosfotransferasach, HY==fH
nukleotidyltransferasach, také OH OH

ale v nékterych ligasach (tr. 6)

= nefunguji pouze jako prekursory tvorby nukleovych kyselin, ale
maji ¢asto i funkci koenzymu

= v ramci energetického spojeni (energetic coupling) umoznuji
pribéh endogennich reakci - metabolity jsou vice reaktivni ve
fosforylovaném stavu

= spojeni s nukleosid difosfaty (hlavné UDP a CDP) se uplatiuje pfi
vzniku polysacharidi a lipidt



Koenzym A + 1 0°

|

I ICHz O OH CH; (|3 NH,
=0 =0 0=pP—0°
[ H—I{.I (|) HC//N | h
— | |
i r?l CH, CHy, /
(I:Hz CH, HO
9_'2 % acetyl-CoA ) I
SH Ic;O O OH
CoA 0 T’ 0
O@

prenasec¢ acylovych skupin, reakce thiolové skupiny s karboxylovou
skupinou poskytne thioester - napi. acetyl-CoA (acetyl-S-CoA) -
aktivované formy karboxykyselin

endergonicka reakce - nutno spojit s dalSim exergonickym krokem

Acetate [
CoA [
- Cysteamine
slozky molekuly CoA
pantethein spojeny s 3'-fosfo- | feidamice 'r
ADP
a_ v . PrAlanine
= pantethein je slozen z pantoové
kyseliny, B-alaninu a cysteaminu Acd- Lown
(dva biogenni aminy vznikajici amideband
dekarboxylaci Asp a Cys) — :

. . P [H3C—C—CHy  vanderwaslsmo
pantoinat a B-alanin se nazyvaji WETE e
pantothenova kyselina (charakter Posphark acd o
vitaminu) *o-p=0

Phosphate i iy
z m::‘»:: 015~ |NH,
o=p-0° |
| —
Phosphate mbp::;w ‘ I?I ch\, _\| ...NI
CH; N— ~y7 Aderine
Rbose o _I
' NH ¥ Ngyoicbond
H H
R o o
fg—pr=0
Phosphate 0= '_1 Energy-rich bond
o Chiral centers




Thiamindifosfat TPP

H I
- HiC.. _N. NH3 H—C—0H
S P
— N.Q:\\// CH_-‘-_N S
H3C CHZ_ —

HsC CHy—CH0—P—(P)

= obsahuje thiazolovy aromaticky cyklus
= je u enzymu prenasejicich zbytky aldehydu ¢i ketont

= prenasi je ve formé hydroxyalkylovych skupin - transketolasové

reakce (prenosy zbytk( sacharidu)

= hydroxyalkylové zbytky také vznikaji dekarboxylaci oxokyselin -

uvolni se jako aldehydy
= také pfi dehydrogenaci oxokyselin

Pyridoxalfosfat PLP

Oy H NH;
C [
HO CH,0—P S
PA AN
/ HO._~ CH,0—(P
2% _l
HAC N H @ A
[ H;C rl\l H
H
H

= metabolismus aminokyselin - pfenos aminoskupiny

= reakce transaminas - pyridoxaminfosfat (vpravo) prejde zpét
reakci s vhodnou 2-oxokyselinou

= aldehydova forma (vlevo) obvykle neni volna, ale vazana s
lyzinem jako aldimin (Schiffova baze -C=N-)

= také u mnoha lyas - dekarboxylace a dehydrogenace
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pirenos CO, - karboxylasy

N-karboxybiotin - aktivovana forma o
na jiné molekuly

= vznik oxaloacetatu z pyruvatu

= vznik malonyl-CoA z acetyl-CoA

Tetrahydrofolat THF

vazan na enzym pies amidovou vazbu se zbytkem lyzinu
v pfitomnosti ATP reaguje s hydrogenuhli¢itanem HCO;- na

xidu uhli¢itého prenasena

pifenos C, skupin
(jednouhlikaté zbytky
v rizném oxidacénim
stupni)
= a) N5-formyl
= b) N'"0-formyl H
= ¢) N5N'°-methenyl ,Q H
= d) N5N'%-methylen I . :
= ¢) N5-methyl T cHy
G RHN—
ucast v syntetickych a) g v
reakcich
= purinové nukleotidy, .
dTMP - proto cilem I N
cytostatik N H
XL
Ve (|:H2
c) HC=N—

0
HI’N\I//\N/T\(ILIHH
N H
| G i o
HNGE—N—F—H
o} CH,
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d) penN— 8 HCo




Kobalaminy

= X =adenosyl-

(koenzym B,,)
... mutasy

= X =methyl-...
methyltransferasy

= jinak

= vystupuje také u fady
isomeras (mutas) -
radikalové presmyky -
homolytické stépeni
vazby mezi kovem a
adenosylovou

skupinou
= methylmalonyl-CoA HOCH.0
na sukcinyl-CoA ok
] o @
3. Hydrolasy & ) ®
AB H50 AH___ B-OH

hydrolytické stépeni vazeb C-O, C-N, C-C aj., ¢asto ucinkuji na rizné
kondezované latky - estery, peptidy, proteiny,...
S  substrathydrolasa
substrat-skupinahydrolasa (pfi vyhranéné specificité)
napi. fosfatidylcholin-cholinfosfohydrolasa
1,4-a-D-glukan-glukanohydrolasa (amylasa)

D  substratasa (zkracena verse) lysozym
napfi. cholinesterasa proteinasa

tridéni: podtfida - druh stépené vazby (EC 3.1. ester, EC 3.2. glykosyl,
...); podpodtfida - povaha substratu (EC 3.1.1. karboxylesterhydrolasa,
EC 3.1.2. thiolesterhydrolasa)

pozn: formalné Ize tyto enzymy povazovat za ,,transferasy na
molekulu vody*, maji ale vlastni tridu
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K-kasein + H,O ----> para-k-kasein + kaseinovy makropeptid

= chymosin (ev. jinak renin, proteinasa)

4. Lyasy a, = |L

= odStépovani mensich skupin ze substratu -

eliminaénim zptsobem (tj. vznikne dvojna vazba, nebo cyklus), nebo
naopak adice skupin na dvojné vazby
= S substrat-skupinalyasa napf. L-histidin-NH;-lyasa
threo-D-isocitrat-glyoxylatlyasa

= D substratdekarboxylasasa -CO,
substrataldolasa eliminace - aldehyd
substratdehydratasa -voda
substratsynthasa + néco
substratkarboxylasa adice +CO,
substrathydratasa + voda
substratcyklasa vznik cyklu
napr. fosfoenolpyruvatkarboxylyasa adenylatcyklasa

karbonatdehydratasa

= tfidéni: podtfida - jaka vazba je Stépena (EC 4.1. C=C lyasy, EC 4.2.
C=0 lyasy, ...); podpodtfida - dal$i informace o eliminované skupiné
(EC 4.1.1. CO2, EC 4.1.2. H20)
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CH,-CO-COOH —— CH,-CH=0 + CO,

= pyruvat-karboxylyasa pyruvatdekarboxylasa

HzCO3 - H20 + COZ

= karbonat-hydrolyasa karbonatanhydrasa,

karbonatdehydratasa
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ATP——cAMP + PP,
= ATP-pyrofosfatlyasa (cyklizujici) adenylatcyklasa



5. Isomerasy

= jntramolekulové strukturni ¢i A U Iso-A @
geometrické (konfiguracni) zmény molekuly substratu

= S/D substratisomerasa (obecny tvar)

substrat-cis-trans-isomerasa
substrat-tautomerasa
substrat-cykloisomerasa
substrat-mutasa

substrat-racemasa
substrat-epimerasa

napfi. alanin-racemasa aldosa-1-epimerasa
D-glyceraldehyd-3-fosfat-ketolisomerasa

} geometrické zmény

Hcf:o H,C-OH
HO-CH O o=c o
| L | |
H,C—0—P-0 HC—0—P-0
1l : I
[o) o)

= tridéni: podtfida - druh isomerace (EC 5.1. racemasy, epimerasy, EC
5.2. cis-trans isomerasy, EC 5.3. intramolekulové oxidoreduktasy, EC
5.4. intramolekulové transferasy, EC 5.5. intramolekulové lyasy);
podpodtfida - druh substratu

HOH SC CHZOH

HO H

a-D-glukopyranosa <——  a-D-fruktofuranosa

= D-xylosa-ketolisomerasa xylosaisomerasa, glukosaisomerasa



H?’:O H,C-OH
HO-CH O —— 9=t o
| | — | |
HZC—O—IIT—O H,C—0—P-0
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D-glyceraldehyd-3-fosfat «——" dihydroxyacetonfosfat
= D-glyceraldehyd-3-fosfatketolisomerasa triosafosfatisomerasa
3-fosfo-D-glycerat —— 2-fosfo-D-glycerat

= D-fosfoglycerat-2,3-fosfomutasa fosfoglyceratmutasa

6- Ligasy []8  x-acuc [_ XDP

A XTP

z jednodussich latek, spojena se stépenim ATP nebo jiné
energeticky bohaté slouceniny

X +Y +ATP X-Y + ADP + P,

= S substrat1:substrat2-ligasa (tvorici ADP)
napi. sukcinat:CoA-ligasa (tvorici GDP)
acetyl-CoA:CO,-ligasa (tvorici ADP)
L-tyrosin:t-RNAY"-ligasa (tvorici AMP)

= tridéni: podtfida - druh tvorené vazby (EC 6.1. C-O,
6.2. C-S, 6.3C-N, 6.4 C-C,
6.5 estery kys. fosfore¢né - ligasy, ...)
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= y-L-glutamyl-L-cystein:glycin-ligasa (tvofici ADP)

= X glutathionsynthetasa — nepouzivat, ale
poznat...

Nazvoslovi - dalsi pravidia

= pomocha upresnéni se uvadi za vlastnim
nazvem enzymu v zavorce
napf. ... (tvorici ADP), ... (dekarboxylujici), ...
(dimerizujici), ... (decyklizujici)

= pokud enzym katalysuje dvé nasledné
reakce, pro zarazeni je urcujici ta prvni

= v nazvech lze pouzivat bézné zkratky (ATP,
NAD*, CoA, ...)

= alternativni substraty se uvadi v zavorce



Enzymova aktivita a

* mira mnozstvi enzymu, urcéuje se méfenim
katalytické aktivity enzymu, tj. méfenim
rychlosti reakce, kterou enzym katalyzuje:

dng dn, An

a=-— = ~

dt dt At

= zména latkového mnozstvi substratu (ubytek -
proto s minusem) nebo produktu za ¢as

Jednotky enzymové aktivity

* 1 |IU (international unit) - mnozstvi enzymu, co
katalyzuje preménu 1 pmolu substratu za 1
minutu pfi 30 °C a optimalnich podminek
(zastarala, ale stale uzivana)

= 1 kat (katal, dle Sl) - mnozstvi enzymu, co za
danych podminek pfeméni 1 mol substratu na
produkty za 1 sekundu

» prepocty (lze odvodit z definic!)
= 1 kat =1 mol/s =6-107 IU
= 11U =1 pmol/min = 16,6 nkat



Specificka a molekularni aktivita

= specificka aktivita - aktivita vztazena na
hmotnost bilkoviny enzymového preparatu

A, = [napF. nkat/mg]

» molekularni aktivita (€islo premény, kolik molekul
substratu preméni 1 molekula enzymu za 1
sekundu)

[s7]

Co si zopakovat... Matematika

« uprava algebraickych vyrazu

* prevadéni z jedné strany rovnice na druhou

« pfima umeéra (,,trojclenka“)

* feSeni soustavy dvou rovnic o dvou
neznamych

* rovnice pfimky

 metoda nejmensich ¢tvercu (lin. regrese)

» (derivace, integrace)



Rovnice pFimky

y=ax+b

175

150-
Y 125 .
100
75

50

a ... smérnice urceni parametru:
b ... usek (absolutni ¢len) linearni regrese
Fyzika

= zakladni jednotky Sl
» predpony
= m mili 10-3, p mikro 106, n nano 10
= k kilo 103, M mega 106
» hustota vody je 1, j.
= 1 ml odpovida1g
= 1 ul odpovida 1 mg
= kazdy vysledek ma vzdy tvar
Cisla s uvedenou jednotkou



Chemie

= vzorce zakladnich biochemickych slou¢enin
(organické kyseliny, aminokyseliny, cukry, ...)

= hmotnost m [g], molekulova hmotnost M [g/mol]

= latkové mnozstvi n [mol], n = mIM

= objem V[dm3 =1, cm? = ml, mm?3 = pul]

= molarni koncentrace ¢ [mol/l], ¢ = n/lV

= fedéni roztoku, c,V, = c(V,+ AV)

= fotometrie Lambert-Beer A = &cl

= kinetické rychlostni (k) a rovhovazné (K) konstanty,
pPK = -logK

= molarni objem plynu V,, = 22,4 dm3/mol

= absolutni teplota T=273,15 + ¢

priklady do cvi€¢eni na

priste...

= |

= cilem je rozsirit a upevnit znalosti zejména v
oblasti enzymologickych vypoctua

» sylabus i studijni materialy (zadani i feSeni
prikladi) jsou k dipozici na internetu:

http://biosensor.chemi.muni.cz/edu/enzymol




