
1

AplikovanAplikovanáá enzymologieenzymologie

Petr Petr SklSkláádaldal

skladalskladal@@chemi.muni.czchemi.muni.cz, tel. 5 4949 7010, tel. 5 4949 7010

http://http://biosensorbiosensor..chemi.muni.czchemi.muni.cz//eduedu

EnzymyEnzymy

ExistujExistujíí dvdvěě zzáákladnkladníí podmpodmíínky pro existenci nky pro existenci 
žživota:ivota:
schopnost schopnost samostansamostanéé replikacereplikace
schopnost efektivnschopnost efektivníí a selektivna selektivníí katalýzy katalýzy 
chemických reakcchemických reakcíí

Druhou podmDruhou podmíínku uskutenku uskutečňčňujujíí ve vve vššech ech 
ppřřirozených irozených žživých organizmech ivých organizmech enzymyenzymy
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Z Z historiehistorie……
prvnprvníí fyziologovfyziologovéé postulovali postulovali „„žživotnivotníí ssíílulu““
vysvvysvěětlujtlujííccíí chemickchemickéé reakce v bureakce v buňňkkááchch
popočč. 17. stolet. 17. stoletíí –– poznpoznáána schopnost na schopnost 
biochemických lbiochemických láátek provtek prováádděět chemickt chemickéé reakce i reakce i 
mimo mimo žživý organismus, procesy jako alkoholickivý organismus, procesy jako alkoholickéé
kvakvaššeneníí a tra tráávenveníí ppřřipsipsáány neznny neznáámým mým 
substancsubstancíím m –– fermentfermentůůmm
1752 1752 –– ReamurReamur demonstroval rozpoudemonstroval rozpouššttěěccíí úúččinky inky 
ptaptaččíích trch tráávicvicíích ch ššťťááv, 1783 v, 1783 –– SpallanzaniSpallanzani tyto tyto 
studie rozstudie rozšíšířřil na dalil na dalšíší organismy vorganismy vččetnetněě ččlovlověěkaka
1836 1836 –– SchwannSchwann isoloval pepsin z isoloval pepsin z žžaludealudeččnníí
ššťťáávyvy
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Princip katalýzyPrincip katalýzy
1833 1833 –– izolovizolováána amylasa pna amylasa půůsobsobííccíí rozklad rozklad šškrobukrobu
1836 1836 –– BerzeliusBerzelius vyvinul koncept katalýzy studovvyvinul koncept katalýzy studováánníím m 
vlivu kyselin a bvlivu kyselin a báázzíí na hydrolýzu na hydrolýzu šškrobu, dkrobu, dáále takle takéé
úúččinku kovinku kovůů na rozklad peroxidu vodna rozklad peroxidu vodííku, (ku, (řřecec. . 
katalysiskatalysis –– rozpourozpouššttěět), v t), v žživých organismech ivých organismech 
probprobííhajhajíí tistisííce katalytických reakcce katalytických reakcíí
ppřřijijíímmáánníí ttééto teorie pozvolnto teorie pozvolnéé, 1850 , 1850 -- komplikace komplikace ––
PasteurPasteur objevil kvasinky jako pobjevil kvasinky jako přřííččinu kvainu kvaššeneníí
((vitalismusvitalismus))
1897 1897 –– BuchnerBuchner rozdrtil kvasinky prozdrtil kvasinky píískem askem a
prokprokáázal, zal, žže filtre filtráát takt takéé dokdokáážže zkvasit cukr,e zkvasit cukr,
cocožž vedlo k obecnvedlo k obecnéému pmu přřijetijetíí existence existence 
enzymenzymůů v metabolismuv metabolismu
enzymenzym –– z z řřeečč., ., „„v kvasnicv kvasnicííchch““ –– zavedlzavedl
KKϋϋhnehne, profesor fyziologie v , profesor fyziologie v HeidelberkuHeidelberku

Enzymy jsou proteinyEnzymy jsou proteiny……

1926 1926 –– J. J. SumnerSumner izoloval a krystalizovalizoloval a krystalizoval
ureasu ureasu –– zjistil, zjistil, žže se jedne se jednáá o bo bíílkovinulkovinu
a postuloval, a postuloval, žže ve vššechny enzymy jsouechny enzymy jsou
bbíílkovinami (lkovinami (xx ribozymy, taky abzymy)ribozymy, taky abzymy)
potvrzeno o ppotvrzeno o páár let pozdr let pozděěji ji –– J. J. NorthropNorthrop
a a M. M. KunitzKunitz krystalizovali pepsin a krystalizovali pepsin a trypsin,trypsin,
aa taktakéé to byly to byly bbíílkovinylkoviny
J.B.S. J.B.S. HaldaneHaldane –– navrhnul, navrhnul, žže slabe slabéé
vazebnvazebnéé interakce mezi enzymem ainterakce mezi enzymem a
jeho substrjeho substráátem mohou tem mohou katalyzovatkatalyzovat
probprobííhajhajííccíí reakcireakci
1963 1963 -- primprimáárnrníí struktura ribonukleasystruktura ribonukleasy
1965 1965 -- rentgenostrukturnrentgenostrukturníí analýza lysozymuanalýza lysozymu
dnes? bioinformatika, proteinovdnes? bioinformatika, proteinovéé ininžženýrstvenýrství…í…
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EnzymyEnzymy

bbíílkoviny velklkoviny velkéé 10 a10 ažž 100 100 kDakDa (typicky)(typicky),, fungujfungujíí
jako jako biokatalyzbiokatalyzáátorytory

kakažžddáá metabolickmetabolickáá reakce mreakce máá svsvůůj enzymj enzym……
jednoduchjednoduchéé ((polypeptidovýpolypeptidový řřetetěězec)zec)
slosložženenéé ((holoenzymyholoenzymy) z ) z apoenzymuapoenzymu (b(bíílkovina) lkovina) 
a a kofaktorukofaktoru
kofaktorkofaktor –– ion kovu, nebo ion kovu, nebo koenzym, koenzym, 
nepeptidovnepeptidováá slosložžkaka
koenzymkoenzym –– proprossthetickthetickáá skupina nebo skupina nebo 
kosubstrkosubstráátt

aktivace

aktivace s enzymem

∆G uvolněná při 
reakci (-2870 kJ/mol)∆G … Gibsova

volná energie

průběh reakce

aktivovaný 
komplex

glukosa

∆G++

∆G++

BiokatalýzaBiokatalýza –– oxidace glukosyoxidace glukosy

A B

1

E

2

3

Ea(1)
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„„StickaseStickase““

„„StickaseStickase““ -- zmzměěna volnna volnéé energie energie 
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KatalytickKatalytickáá úúččinnostinnost (rozklad H(rozklad H22OO22))

8,48,4101077katalasakatalasa

2929101033FeFe(OH)(OH)22--
triethylentetraamintriethylentetraamin

50501010--44bromovodbromovodííkk

71711010--88žžáádnýdný

EEaa ((kJkJ molmol--11))Rychlost reakceRychlost reakce
((mol lmol l--11 ss--11))

KatalyzKatalyzáátortor

srovnání rychlosti rozkladu peroxidu vodíku, 2H2O2 → H2O + O2
Faktory:
proximita a orientace aktivního místa a substrátu
elektrostatické efekty
entropické faktory
konformační změny

SpecifitaSpecifita
dvojdvojíí charakter:charakter:

z hlediska lz hlediska láátek, se kterými enzym reaguje (nazývajtek, se kterými enzym reaguje (nazývajíí
se substrse substrááty)ty)
z hlediska reakce, kterou enzym z hlediska reakce, kterou enzym katalyzujekatalyzuje

žžáádný ze substrdný ze substrááttůů ppřřitom nereaguje itom nereaguje 
postrannpostranníími neproduktivnmi neproduktivníími reakcemimi reakcemi
vznikajvznikajíí pouze specifickpouze specifickéé produktyprodukty
molekulmolekuláárnrníí rozpoznrozpoznáávváánníí na bna báázi strukturnzi strukturníí
komplementaritykomplementarity
aktivnaktivníí mmíísto sto –– ččáást molekuly enzymu, kam se st molekuly enzymu, kam se 
vváážže  substre  substráát a probt a probííhháá tam katalyticktam katalytickáá reakcereakce
vazebnvazebnéé mmíísto a katalyticksto a katalytickéé mmíísto (aktivnsto (aktivníí
centrum)centrum)
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Kdyby nebyla specifita Kdyby nebyla specifita ……

Kdyby nebyla specificita a reakční
účinnost by byla pouze(!) 90%, tak na 
konci metabolické dráhy z 10 kroků by 
se nahromadilo spoustu „zbytečných“
látek …

1. 1. „„KeyKey andand locklock““ (E. Fischer, 1894)(E. Fischer, 1894)

princip princip „„zzáámku a klmku a klííččee““

enzymenzym
DOBRÝ substrDOBRÝ substráát t 

ŠŠPATNÝ substrPATNÝ substráátt
substrsubstráátt musmusíí dobdobřře pasovat do aktivne pasovat do aktivníího ho 
mmíísta sta –– sprspráávnvnáá velikost a tvar, lokalizace velikost a tvar, lokalizace 
nnááboje, vodboje, vodííkových vazeb, hydrofobnkových vazeb, hydrofobníích ch mmíístst
tvotvořříí je katalytickje katalytickéé a vazebna vazebnéé skupinyskupiny
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2. 2. „„InducedInduced fitfit““ (D. (D. KoshlandKoshland, 1958), 1958)

struktura enzymu je rstruktura enzymu je růůznznáá podle toho, zda je navpodle toho, zda je naváázzáán substrn substráátt
navnaváázzáánníí substrsubstráátu mtu měěnníí konformacikonformaci a docha docháázzíí k vhodnk vhodnéé orientaci orientaci 
pomocných skupin urychlujpomocných skupin urychlujííccíích probch probííhajhajííccíí reakcireakci
ššpatnpatnéé substrsubstrááty nejsou schopny vyvolat ty nejsou schopny vyvolat konformakonformaččnníí zmzměěnu nu 
enzymu a ten zenzymu a ten zůůststáávváá v v inaktivninaktivníí konformacikonformaci

DOBRÝ substrDOBRÝ substrááttŠŠPATNÝ substrPATNÝ substráátt

enzymenzym

aktivnaktivníí
konformacekonformace

inaktivninaktivníí
konformacekonformace

indukovanindukovanéé ppřřizpizpůůsobensobeníí

3. Neproduktivn3. Neproduktivníí vazbavazba

ššpatnpatnéé substrsubstrááty se mohou vty se mohou váázat mnoha rzat mnoha růůznými znými 
zpzpůůsoby, avsoby, avššak nedojde ke sprak nedojde ke spráávnvnéé orientaci enzymu orientaci enzymu 
a reakce se tedy neurychla reakce se tedy neurychlíí
dobrý substrdobrý substráát se vt se váážže pouze spre pouze spráávným zpvným způůsobemsobem
na rozdna rozdííl od pl od přředchozedchozíího modelu nenho modelu neníí vyvyžžadovadováána na 
konformakonformaččnníí zmzměěna enzymuna enzymu
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R C
H

COOH
NH2

R COOH
NH

R COOH
O

CO2

R C
H2

NH2

R' CO COOH R' C
H

COOH
NH2

NH3

R COOH
O

2H

SpecifitaSpecifita úúččinkuinku
substrsubstráát mt můžůže být re být růůznými enzymy pznými enzymy přřememěěnněěn na n na 
rrůůznznéé produktyprodukty

oxidační deaminace

transaminace

dekarboxylace

Regulovatelnost aktivityRegulovatelnost aktivity

aktuaktuáálnlníí koncentrace enzymukoncentrace enzymu
zmzměěny katalytickny katalytickéé schopnostischopnosti

okolnokolníí prostprostřřededíí –– pHpH, iontov, iontováá ssííla, typ la, typ pufrupufru
vazba modifikvazba modifikáátortorůů (aktiv(aktiváátory, inhibitory)tory, inhibitory)
kovalentnkovalentníí modifikace (modifikace (PPii, AMP, , AMP, ……))
rozrozššttěěpenpeníí polypeptidovpolypeptidovééhoho řřetetěězce (konverse zce (konverse 
zymogenuzymogenu na enzym)na enzym)
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MnohoMnohoččetnetnéé formy enzymformy enzymůů

katalyzujkatalyzujíí stejnou reakci a vyskytujstejnou reakci a vyskytujíí sese
vv jednom biologickjednom biologickéém druhum druhu
isoenzymyisoenzymy (geneticky fixovan(geneticky fixovanéé zmzměěnyny
vv primprimáárnrníí struktustruktuřře)e)

geneticky nezgeneticky nezáávislvisléé proteiny (rproteiny (růůznznáá lokalizacelokalizace
vv bubuňňce)ce)
heteropolymeryheteropolymery (hybridy) v(hybridy) vííc jak 2 c jak 2 polypeptpolypept. . řřetetěězce zce 
(nap(napřř. . laktlaktáátdehydrogenasatdehydrogenasa, H, H44, H, H33M, HM, H22MM22, HM, HM33, M, M44))
genetickgenetickéé varianty (varianty (alelozymyalelozymy) ) –– rasy, geografie,rasy, geografie,……

konjugovankonjugovanéé enzymy (enzymy (glykoproteinyglykoproteiny))
homopolymeryhomopolymery (r(růůzný stupezný stupeňň polymerace)polymerace)
konformerykonformery ((alosterickalosterickéé modifikace)modifikace)

SystematikaSystematika enzymenzymůů

klasifikace a pojmenovklasifikace a pojmenováávváánníí enzymenzymůů vychvycháázzíí
z reakce, kterou z reakce, kterou katalyzujkatalyzujíí
rozdrozděělenleníí dle typu dle typu katalyzovankatalyzovanéé reakce, ta je spolu s reakce, ta je spolu s 
nnáázvem substrzvem substráátu ztu záákladem pro vytvokladem pro vytvořřeneníí nnáázvu zvu 
enzymuenzymu
kakažždý ndý náázev jen pro jeden jedinezev jen pro jeden jedineččný enzymný enzym

mezinmezináárodnrodněě upravuje IUPACupravuje IUPAC--IUBMB IUBMB JointJoint
CommissionCommission on on BiochemicalBiochemical NomenclatureNomenclature (JCBN), (JCBN), 
http://www.http://www.chemchem..qmwqmw..acac..ukuk//iupaciupac//jcbnjcbn//
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NNáázvoslovzvoslovíí enzymenzymůů

systsystéémovmovéé (v(věědeckdeckéé))
doporudoporuččenenéé (praktick(praktickéé, pracovn, pracovníí))

kakažždý enzym mdý enzym máá ppřřididěělen jednoznalen jednoznaččnýný
ččííselný kselný kóód, který ho zad, který ho zařřazuje v razuje v ráámci systmci systéémumu

Enzyme Enzyme CommissionCommission

EC 1.1.3.4EC 1.1.3.4

ttřříídada podtpodtřříídada podpodtpodpodtřříídada popořřadovadovéé ččíísloslo

ββ--DD--glukosa:Oglukosa:O22--oxidoreduktasaoxidoreduktasa glukosaoxidasaglukosaoxidasa

TTřříídy enzymdy enzymůů
1.1. ooxidoreduktasyxidoreduktasy

2.2. ttransferasyransferasy

3.3. hhydrolasyydrolasy

4.4. llyasyyasy

5.5. iisomerasysomerasy

6.6. lligasyigasy
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1. 1. OxidoreduktasyOxidoreduktasy

katalyzujkatalyzujíí oxidoredukoxidoredukččnníí reakce, tj. preakce, tj. přřenos redukenos redukččnníích ch 
ekvivalentekvivalentůů (H, e(H, e--) z donorov) z donorovéé molekuly (oxiduje se) na molekuly (oxiduje se) na 
akceptorovou (redukuje se)akceptorovou (redukuje se)
tvorba ntvorba náázvu:zvu:
SS donor:akceptordonor:akceptor--oxidoreduktasaoxidoreduktasa

napnapřř. . alkohol:NADalkohol:NAD++--oxidoreduktasaoxidoreduktasa

DD upupřřesesňňujujííccíí klklííččovováá slova: slova: 
dehydrogenasadehydrogenasa reduktasareduktasa alkoholdehydrogenasaalkoholdehydrogenasa
oxidasaoxidasa (kdy(kdyžž je akceptorem kyslje akceptorem kyslíík) k) glukosaoxidasaglukosaoxidasa
peroxidasaperoxidasa (akceptor je H(akceptor je H22OO22))
katalasa (pkatalasa (přřejatý triviejatý triviáálnlníí nnáázev)zev)
dioxygenasadioxygenasa (nebo (nebo monooxygenasamonooxygenasa) ) -- kdykdyžž se pse přři reakci i reakci 
molekula kyslmolekula kyslííku Oku O22 (nebo jeden atom O) p(nebo jeden atom O) přříímo vmo vččlenleníí do do 
oxidovanoxidovanéé molekuly donorumolekuly donoru

ββ--DD--glukosaglukosa + + OO22 DD--glukonoglukono--1,51,5--lakton + lakton + HH22OO22

ββ--DD--glukosa:kyslglukosa:kyslííkk--11--oxidoreduoxidoreduktasaktasa glukosaoxidasaglukosaoxidasa

CHCH33CHCH22OH + NADOH + NAD++
<<========>> CHCH33CH=O + NADH + HCH=O + NADH + H++

ethanol:NADethanol:NAD++--oxidoreduktasa    oxidoreduktasa    alkoholdehydrogenasaalkoholdehydrogenasa

HH22OO2 2 + H+ H22OO22 --------> 2H> 2H22OO + O+ O22

HH22OO22:H:H22OO22--oxidoreduktasa    oxidoreduktasa    katalasakatalasa

donordonor + H+ H22OO2 2 --------> > oxidovanoxidovaný donorý donor + 2+ 2HH22OO
donordonor:H:H22OO22--oxidoreduktasa    oxidoreduktasa    peroxidasaperoxidasa
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Princip Princip ččííslovslováánníí
podtpodtřříídada -- ččííslo urslo urččuje skupinu donoru, co uje skupinu donoru, co 
podlpodlééhháá oxidaci, oxidaci, napnapřř::
EC 1.1.EC 1.1. enzenz. p. půůsobsobííccíí na CHna CH--OH skupinuOH skupinu
EC 1.2.EC 1.2. na na aldehydovoualdehydovou nebo nebo oxoskupinuoxoskupinu
EC 1.3. EC 1.3. na na --CH=CHCH=CH-- skupinuskupinu
atd. aatd. ažž EC 1.21. (plus EC 1.97., jinEC 1.21. (plus EC 1.97., jinéé))

podpodtpodpodtřříídada -- jaký druh akceptoru se jaký druh akceptoru se úúččastnastníí, , 
napnapřř. 1 NAD(P)+, 2 . 1 NAD(P)+, 2 cytochromcytochrom, 3 kysl, 3 kyslíík, ...k, ...
nakonec nakonec popořřadovadovéé ččíísloslo konkrkonkréétntníího enzymu ho enzymu 
v rv ráámci mci podpodtpodpodtřříídydy

UkUkáázka zka ččáásti syststi systéémumu
EC 1 EC 1 OxidoreductasesOxidoreductases
EC 1.1 Acting on the CHEC 1.1 Acting on the CH--OH group of donorsOH group of donors

EC 1.1.1 With NAD or NADP as acceptorEC 1.1.1 With NAD or NADP as acceptor
EC 1.1.2 With a EC 1.1.2 With a cytochromecytochrome as acceptoras acceptor
EC 1.1.3 With oxygen as acceptorEC 1.1.3 With oxygen as acceptor
EC 1.1.4 With a disulfide as acceptorEC 1.1.4 With a disulfide as acceptor
EC 1.1.5 With a EC 1.1.5 With a quinonequinone or similar compound as acceptoror similar compound as acceptor
EC 1.1.99 With other acceptorsEC 1.1.99 With other acceptors

EC 1.2 Acting on the EC 1.2 Acting on the aldehydealdehyde or or oxooxo group of donors group of donors 
EC 1.2.1 With NAD or NADP as acceptorEC 1.2.1 With NAD or NADP as acceptor
EC 1.2.2 With a EC 1.2.2 With a cytochromecytochrome as acceptoras acceptor
EC 1.2.3 With oxygen as acceptorEC 1.2.3 With oxygen as acceptor
EC 1.2.4 With a disulfide as acceptorEC 1.2.4 With a disulfide as acceptor
EC 1.2.7 With an ironEC 1.2.7 With an iron--sulfur protein as acceptorsulfur protein as acceptor
EC 1.2.99 With other acceptorsEC 1.2.99 With other acceptors

EC 1.3 EC 1.3 Acting on the CHActing on the CH--CH group of donorsCH group of donors

netnetřřeba si pamatovat, je na internetu: eba si pamatovat, je na internetu: 
http://www.http://www.chemchem..qmulqmul..acac..ukuk//iubmbiubmb/enzyme//enzyme/
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Kofaktory oxidoreduktasKofaktory oxidoreduktas

typický pro dehydrogenasy (NADtypický pro dehydrogenasy (NAD++--dependentndependentníí))
ppřřenenášíáší HH--, reakce je stereospecifick, reakce je stereospecifickáá (A a B atomy H)(A a B atomy H)
vvžždy funguje v rozpudy funguje v rozpuššttěěnnéém stavu, nenm stavu, neníí pevnou soupevnou souččááststíí enzymuenzymu
NADH obvykle pNADH obvykle přřenenášíáší redukredukččnníí ekvivalenty z katabolických drah ekvivalenty z katabolických drah 
do respirado respiraččnníího ho řřetetěězcezce
NADPH je zase nejdNADPH je zase nejdůůleležžititěějjšíší pro syntetickpro syntetickéé procesyprocesy

NADNAD++ NADHNADH

P

NADPHNADPH

FlavinyFlaviny

FMNFMN
flavinmononukleotidflavinmononukleotid

FMNHFMNH22

FADFAD
flavinadeninflavinadenin
dinukleotiddinukleotid

FADHFADH22

na bna báázi isoalloxazinovzi isoalloxazinovéého skeletuho skeletu
v reakci vystupujv reakci vystupujíí jako radikjako radikáályly
vvžždy vdy váázzáány jako prosth. skupinany jako prosth. skupina
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LipoamidLipoamid

kys. lipoovkys. lipoováá vváázanzanáá
na zbytek lyzinuna zbytek lyzinu
oxidaoxidaččnníí dekarboxylacedekarboxylace

ionty ionty žželeza koordinovaneleza koordinovanéé
cysteinovými zbytky acysteinovými zbytky a
anorganickou sanorganickou síírourou
[Fe[Fe22SS22], [Fe], [Fe33SS44], [Fe], [Fe44SS44]]
stabilnstabilníí uvnituvnitřř bbíílkovinlkovin
výskyt zejmvýskyt zejmééna ve slona ve složžkkáách dýchacch dýchacíího ho řřetetěězcezce

vvyskytujyskytujíí se i v lyasse i v lyasáách (akonitasa)ch (akonitasa)

Fe Fe -- S klastryS klastry

HemyHemy

výskyt v respiravýskyt v respiraččnníím m řřetetěězci, ve fotosyntzci, ve fotosyntééze, u monoxygenas a ze, u monoxygenas a 
peroxidasperoxidas
redoxnredoxníí proteiny s hemem se nazývajproteiny s hemem se nazývajíí cytochromycytochromy
hemy typu hemy typu aa -- bb -- cc se lise lišíší substituenty Rsubstituenty R11, R, R22 a Ra R33

hem hem bb -- hemoglobin, myoglobin (nemhemoglobin, myoglobin (neměěnníí se redoxnse redoxníí stav!)stav!)
hemy hemy aa -- cytochrom cytochrom cc oxidasaoxidasa
hem hem cc -- cytochrom cytochrom cc
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2. 2. TransferasyTransferasy

katalyzujkatalyzujíí ppřřenos skupiny z molekuly donoru na enos skupiny z molekuly donoru na 
akceptor:akceptor: DD--Z + A       D + Z + A       D + AA--ZZ

SS donor:akceptordonor:akceptor--skupinaskupinatransferasatransferasa
napnapřř. . LL--alaninalanin:2:2--oxoglutaroxoglutaráátt--aminotransferasaaminotransferasa

ATP:ATP:pyruvpyruváátt--22--OO--fosfotransferasafosfotransferasa

DD akceptorakceptor--skupinaskupinatransferasatransferasa
donordonor--skupinaskupinatransferasatransferasa
napnapřř. . alaninaminotransferasaalaninaminotransferasa

ttřříídděěnníí: : podtpodtřříídada -- ččííslo urslo urččuje puje přřenenášášenou skupinu (EC 2.1. enou skupinu (EC 2.1. 
jednouhljednouhlííkatýkatý zbytek, EC 2.2. aldehyd zbytek, EC 2.2. aldehyd čči i oxoskupinaoxoskupina, EC 2.3. , EC 2.3. 
acylskupinaacylskupina, ...); , ...); 
podpodtpodpodtřříídada -- daldalšíší upupřřesnesněěnníí skupiny (EC 2.1.1 skupiny (EC 2.1.1 methyltransferasymethyltransferasy, , 
EC 2.1.2. EC 2.1.2. hydroxymethylhydroxymethyl a a formyltransferasyformyltransferasy))
poznpozn: : aminotransferasaaminotransferasa = = transaminasatransaminasa

LL--aspartaspartáátt + 2+ 2--oxoglutaroxoglutaráát t <<======>> oxaloacetoxaloacetáátt + L+ L--glutamglutamáátt

LL--aspartaspartáát:2t:2--oxoglutaroxoglutaráátt--aminotransferaaminotransferasasa
aspartaspartáátaminotransferastaminotransferasaa
glutamglutamáátt--oxaloacetoxaloacetáátt transaminastransaminasaa GOTGOT
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(1,4(1,4--αα--DD--glukan)glukan)nn + P+ Pii

1,41,4--αα--DD--glukan)glukan)nn--11 + + αα--DD--glukosaglukosa--11--fosffosfáátt

1,41,4--αα--DD--glukan:fosfglukan:fosfáátt--αα--DD--glukosyltransferasaglukosyltransferasa fosforylasafosforylasa

ATP + DATP + D--hexosa   hexosa   ------>  ADP + D>  ADP + D--hexosahexosa--66--fosffosfáátt

ATP:DATP:D--hexosahexosa--66--fosfotransferasafosfotransferasa hexokinasahexokinasa

Kofaktory transferasKofaktory transferas

ppřřenenášášenenéé skupiny: fosfskupiny: fosfáát Pt Pii, , 
BB--Rib, BRib, B--RibRib--PPii, B, B--RibRib--PPiiPPii

výskyt ve fosfotransferasvýskyt ve fosfotransferasáách,ch,
nukleotidyltransferasnukleotidyltransferasáách, takch, takéé
ale v nale v něěkterých ligaskterých ligasáách (tch (třř. 6). 6)
nefungujnefungujíí pouze jako prekursory tvorby nukleových kyselin, ale pouze jako prekursory tvorby nukleových kyselin, ale 
majmajíí ččasto i funkci koenzymuasto i funkci koenzymu
v rv ráámci energetickmci energetickéého spojenho spojeníí (energetic coupling) umo(energetic coupling) umožňžňujujíí
prprůůbběěh endogennh endogenníích reakcch reakcíí -- metabolity jsou vmetabolity jsou vííce reaktivnce reaktivníí ve ve 
fosforylovanfosforylovanéém  stavum  stavu
spojenspojeníí s nukleosid difosfs nukleosid difosfááty (hlavnty (hlavněě UDP a CDP) se uplatUDP a CDP) se uplatňňuje puje přři i 
vzniku polysacharidvzniku polysacharidůů a lipida lipidůů

Nukleosid fosfNukleosid fosfáátyty BBáázeze
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Koenzym AKoenzym A

ppřřenaenaššeečč acylových skupin, reakce thiolovacylových skupin, reakce thiolovéé skupiny s karboxylovou skupiny s karboxylovou 
skupinou poskytne thioester skupinou poskytne thioester -- napnapřř. acetyl. acetyl--CoA (acetylCoA (acetyl--SS--CoA) CoA) --
aktivovanaktivovanéé formy karboxykyselinformy karboxykyselin
endergonickendergonickáá reakce reakce -- nutno spojit s dalnutno spojit s dalšíším exergonickým krokemm exergonickým krokem

CoACoA

acetylacetyl--CoACoA

CoACoA

slosložžky molekuly CoAky molekuly CoA
pantetheinpantethein spojený s 3spojený s 3''--fosfofosfo--
ADPADP

pantethein pantethein je sloje složžen z pantooven z pantoovéé
kyseliny, kyseliny, ββ--alaninu a cysteaminualaninu a cysteaminu
(dva biogenn(dva biogenníí aminy vznikajaminy vznikajííccíí
dekarboxylacdekarboxylacíí Asp a Cys)Asp a Cys)

pantoinpantoináát a t a ββ--alanin se nazývajalanin se nazývajíí
pantothenovpantothenováá kyselinakyselina (charakter (charakter 
vitaminu)vitaminu)
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ThiamindifosfThiamindifosfáát TPPt TPP

obsahuje thiazolový aromatický cyklusobsahuje thiazolový aromatický cyklus
je u enzymje u enzymůů ppřřenenášášejejííccíích zbytky aldehydch zbytky aldehydůů čči ketoni ketonůů
ppřřenenášíáší je ve formje ve forměě hydroxyalkylových skupin hydroxyalkylových skupin -- transketolasovtransketolasovéé
reakce (preakce (přřenosy zbytkenosy zbytkůů sacharidsacharidůů))
hydroxyalkylovhydroxyalkylovéé zbytky takzbytky takéé vznikajvznikajíí dekarboxylacdekarboxylacíí oxokyselinoxokyselin --
uvolnuvolníí se jako aldehydyse jako aldehydy
taktakéé ppřři i dehydrogenaci oxokyselindehydrogenaci oxokyselin

PyridoxalfosfPyridoxalfosfáát PLPt PLP

metabolismus aminokyselin metabolismus aminokyselin -- ppřřenos aminoskupinyenos aminoskupiny
reakce transaminas reakce transaminas -- pyridoxaminfosfpyridoxaminfosfáát (vpravo) pt (vpravo) přřejde zpejde zpěět t 
reakcreakcíí s vhodnou 2s vhodnou 2--oxokyselinouoxokyselinou
aldehydovaldehydováá forma (vlevo) obvykle nenforma (vlevo) obvykle neníí volnvolnáá, ale v, ale váázzáána s na s 
lyzinem jako aldimin (Schiffova blyzinem jako aldimin (Schiffova bááze ze --C=NC=N-- ))
taktakéé u mnoha lyas u mnoha lyas -- dekarboxylace a dehydrogenacedekarboxylace a dehydrogenace
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BiotinBiotin

ppřřenos COenos CO22 -- karboxylasykarboxylasy
vváázzáán na enzym pn na enzym přřes amidovou vazbu se zbytkem lyzinues amidovou vazbu se zbytkem lyzinu
v pv přříítomnosti ATP reaguje s hydrogenuhlitomnosti ATP reaguje s hydrogenuhliččitanem HCOitanem HCO33

-- nana
NN--karboxybiotin karboxybiotin -- aktivovanaktivovanáá forma oxidu uhliforma oxidu uhliččititéého pho přřenenášášenenáá
na jinna jinéé molekulymolekuly

vznik oxaloacetvznik oxaloacetáátu z pyruvtu z pyruváátutu
vznik malonylvznik malonyl--CoA z acetylCoA z acetyl--CoACoA

TetrahydrofolTetrahydrofoláát THFt THF
ppřřenos Cenos C11 skupin skupin 
(jednouhl(jednouhlííkatkatéé zbytky zbytky 
v rv růůznznéém oxidam oxidaččnníím m 
stupni)stupni)

a) Na) N55--formylformyl
b) Nb) N1010--formylformyl
c) Nc) N55NN1010--methenylmethenyl
d) Nd) N55NN1010--methylenmethylen
e) Ne) N55--methylmethyl

úúččast v syntetických ast v syntetických 
reakcreakcííchch

purinovpurinovéé nukleotidy, nukleotidy, 
dTMP dTMP -- proto cproto cíílem lem 
cytostatikcytostatik
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KobalaminyKobalaminy
X = adenosylX = adenosyl--
(koenzym B(koenzym B1212))

…… mutasymutasy
X = methylX = methyl-- ……
methyltransferasymethyltransferasy
jinak jinak 
vystupuje takvystupuje takéé u u řřady ady 
isomeras (mutas) isomeras (mutas) --
radikradikáálovlovéé ppřřesmyky esmyky --
homolytickhomolytickéé ššttěěpenpeníí
vazby mezi kovem a vazby mezi kovem a 
adenosylovou adenosylovou 
skupinouskupinou

methylmalonylmethylmalonyl--CoA CoA 
na sukcinylna sukcinyl--CoACoA

3. 3. HydrolasyHydrolasy

hydrolytickhydrolytickéé ššttěěpenpeníí vazeb Cvazeb C--O, CO, C--N, CN, C--C aj., C aj., ččasto asto úúččinkujinkujíí na rna růůznznéé
kondezovankondezovanéé lláátky tky -- estery, peptidy, proteiny,...estery, peptidy, proteiny,...
SS substrsubstráátthydrolasahydrolasa

substrsubstráátt--skupinaskupinahydrolasahydrolasa (p(přři vyhrani vyhraněěnnéé specificitspecificitěě))
napnapřř. . fosfatidylcholinfosfatidylcholin--cholinfosfohydrolasacholinfosfohydrolasa

1,41,4--αα--DD--glukanglukan--glukanohydrolasaglukanohydrolasa (amylasa)(amylasa)

DD substrsubstrááttasaasa (zkr(zkráácencenáá verse) verse) lysozymlysozym
napnapřř. . cholinesterasacholinesterasa proteinasaproteinasa

ttřříídděěnníí: : podtpodtřříídada -- druh druh ššttěěpenpenéé vazby (EC 3.1. ester, EC 3.2. vazby (EC 3.1. ester, EC 3.2. glykosylglykosyl,  ,  
...); ...); podpodtpodpodtřříídada -- povaha substrpovaha substráátu (EC 3.1.1. tu (EC 3.1.1. karboxylesterhydrolasakarboxylesterhydrolasa, , 
EC 3.1.2. EC 3.1.2. thiolesterhydrolasathiolesterhydrolasa))
poznpozn: form: formáálnlněě lze tyto enzymy povalze tyto enzymy považžovat za ovat za „„transferasytransferasy na na 
molekulu vodymolekulu vody““, maj, majíí ale vlastnale vlastníí ttřříídudu
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κκ--kasein + Hkasein + H22O O --------> > parapara--κκ--kasein + kaseinovkasein + kaseinovýý mamakkropeptidropeptid

chymosinchymosin ((evev. . jinakjinak reninrenin, , proteinasa)proteinasa)

4. 4. LyasyLyasy
ododššttěěpovpováánníí menmenšíších skupin ze substrch skupin ze substráátu tu 
eliminaeliminaččnníímm zpzpůůsobem (tj. vznikne dvojnsobem (tj. vznikne dvojnáá vazba, nebo cyklus), nebo vazba, nebo cyklus), nebo 
naopak adice skupin na dvojnnaopak adice skupin na dvojnéé vazbyvazby
SS substrsubstráátt--skupinaskupinalyasalyasa napnapřř. . LL--histidinhistidin--NHNH33--lyasalyasa

threothreo--DD--isocitrisocitráátt--glyoxylglyoxyláátlyasatlyasa
DD substrsubstrááttdekarboxylasasadekarboxylasasa -- COCO22

substrsubstrááttaldolasaaldolasa eliminaceeliminace -- aldehydaldehyd
substrsubstrááttdehydratasadehydratasa -- vodavoda
substrsubstrááttsynthasasynthasa + n+ něěcoco
substrsubstrááttkarboxylasakarboxylasa adiceadice + CO+ CO22
substrsubstráátthydratasahydratasa + voda+ voda
substrsubstrááttcyklasacyklasa vznik cykluvznik cyklu
napnapřř. . fosfoenolpyruvfosfoenolpyruváátkarboxylyasatkarboxylyasa adenyladenyláátcyklasatcyklasa

karbonkarbonáátdehydratasatdehydratasa

ttřříídděěnníí: : podtpodtřříídada -- jakjakáá vazba je vazba je ššttěěpenpenáá (EC 4.1. C=C (EC 4.1. C=C lyasylyasy, EC 4.2. , EC 4.2. 
C=O C=O lyasylyasy,  ...); ,  ...); podpodtpodpodtřříídada -- daldalšíší informace o eliminovaninformace o eliminovanéé skupinskupiněě
(EC 4.1.1. CO2, EC 4.1.2. H2O)(EC 4.1.1. CO2, EC 4.1.2. H2O)
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LL--histidinhistidin--amoniaklyasaamoniaklyasa
histidindeaminasahistidindeaminasa

urokanát

CHCH33--COCO--COOH    COOH    CHCH33--CH=O + COCH=O + CO22
pyruvpyruváátt--karboxylyasakarboxylyasa pyruvpyruváátdekarboxylasatdekarboxylasa

HH22COCO33 HH22O + COO + CO22
karbonkarbonáátt--hydrolyasahydrolyasa karbonkarbonáátanhydrasa, tanhydrasa, 
karbonkarbonáátdehydratasatdehydratasa

ATP        cAMP + PPATP        cAMP + PPii
ATPATP--pyrofosfpyrofosfáátlyasa (cyklizujtlyasa (cyklizujííccíí)) adenyladenyláátcyklasatcyklasa
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5. 5. IsomerasyIsomerasy
intramolekulovintramolekulovéé strukturnstrukturníí čči i 
geometrickgeometrickéé (konfigura(konfiguraččnníí) zm) změěny molekuly substrny molekuly substráátutu
SS//DD substrsubstrááttisomerasaisomerasa (obecný tvar)(obecný tvar)

substrsubstráátt--ciscis--transtrans--isomerasaisomerasa
substrsubstráátt--tautomerasatautomerasa
substrsubstráátt--cykloisomerasacykloisomerasa
substrsubstráátt--mutasamutasa
substrsubstráátt--racemasaracemasa
substrsubstráátt--epimerasaepimerasa
napnapřř. . alaninalanin--racemasaracemasa aldosaaldosa--11--epimerasaepimerasa

DD--glyceraldehydglyceraldehyd--33--fosffosfáátt--ketolisomerasaketolisomerasa

ttřříídděěnníí: : podtpodtřříídada -- druh druh isomeraceisomerace (EC 5.1. (EC 5.1. racemasyracemasy, , epimerasyepimerasy, EC , EC 
5.2. cis5.2. cis--trans trans isomerasyisomerasy, EC 5.3. , EC 5.3. intramolekulovintramolekulovéé oxidoreduktasyoxidoreduktasy, EC , EC 
5.4. 5.4. intramolekulovintramolekulovéé transferasytransferasy, EC 5.5. , EC 5.5. intramolekulovintramolekulovéé lyasylyasy); ); 
podpodtpodpodtřříídada -- druh substrdruh substráátutu

geometrické změny

DD--xylosxylosaa--ketolisomerasketolisomerasa    a    xylosxylosaaisomerasisomerasa, a, gluglukkososaaisomerasisomerasaa

α-D-glukopyranosa α-D-fruktofuranosa
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DD--glyceraldehydglyceraldehyd--33--fosffosfáát             dihydroxyacetonfosft             dihydroxyacetonfosfáátt

DD--glyceraldehydglyceraldehyd--33--fosffosfááttketolisomerasketolisomerasaa triosafosftriosafosfááttisomerasisomerasaa

33--fosfofosfo--DD--glycerglyceráát           2t           2--fosfofosfo--DD--glycerglyceráátt

DD--fosfoglycerfosfoglyceráátt--2,32,3--fosfomutasa    fosfomutasa    fosfoglycerfosfoglyceráátmutasatmutasa

6. 6. LigasyLigasy

synthesa slosynthesa složžititěějjšíších ch molekulmolekul
zz jednodujednoduššíšších lch láátek, spojentek, spojenáá se se ššttěěpenpeníím ATP nebo jinm ATP nebo jinéé
energeticky bohatenergeticky bohatéé slouslouččeninyeniny

X + Y + ATP          XX + Y + ATP          X--Y + ADP + Y + ADP + PPii

SS substrsubstráát1:substrt1:substráát2t2--ligasaligasa (tvo(tvořřííccíí ADP)ADP)
napnapřř. . sukcinsukcináátt::CoACoA--ligasaligasa (tvo(tvořřííccíí GDP)GDP)

acetylacetyl--CoACoA:CO:CO22--ligasaligasa (tvo(tvořřííccíí ADP)ADP)
LL--tyrosintyrosin:t:t--RNARNAtyrtyr--ligasaligasa (tvo(tvořřííccíí AMP)AMP)

ttřříídděěnníí: : podtpodtřříídada -- druh tvodruh tvořřenenéé vazby (EC 6.1. Cvazby (EC 6.1. C--O, O, 
6.26.2. C. C--S,  S,  6.3 C6.3 C--N, 6.4 CN, 6.4 C--C,C,
6.5 estery kys. fosfore6.5 estery kys. fosforeččnnéé -- ligasy, ...)ligasy, ...)
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γγ--LL--glutamylglutamyl--LL--cystein:glycincystein:glycin--ligasligasaa ((tvotvořřííccíí ADPADP))

XX glutathionglutathionsynthetassynthetasaa –– nepounepoužžíívat, ale vat, ale 
poznatpoznat……

γ-L-glutamyl-L-cystein

glycin

glutathion

NNáázvoslovzvoslovíí -- daldalšíší pravidlapravidla
pomocnpomocnáá upupřřesnesněěnníí se uvse uvááddíí za vlastnza vlastníím m 
nnáázvem enzymu v zzvem enzymu v záávorcevorce
napnapřř. . ... (tvo... (tvořřííccíí ADP)ADP), , ... (... (dekarboxylujdekarboxylujííccíí), ... ), ... 
((dimerizujdimerizujííccíí), ... (), ... (decyklizujdecyklizujííccíí))
pokud enzym pokud enzym katalysujekatalysuje dvdvěě nnááslednslednéé
reakce, pro zareakce, pro zařřazenazeníí je urje urččujujííccíí ta prvnta prvníí
v nv náázvech lze pouzvech lze použžíívat bvat běžěžnnéé zkratky (ATP, zkratky (ATP, 
NADNAD++, , CoACoA, ...), ...)
alternativnalternativníí substrsubstrááty se uvty se uvááddíí v zv záávorcevorce
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EnzymovEnzymováá aktivita aktivita aa
mmííra mnora množžstvstvíí enzymu, urenzymu, urččuje se muje se měřěřeneníím m 
katalytickkatalytickéé aktivity enzymu, tj. maktivity enzymu, tj. měřěřeneníím m 
rychlosti reakce, kterou enzym rychlosti reakce, kterou enzym katalyzujekatalyzuje::

zmzměěna lna láátkovtkovéého mnoho množžstvstvíí substrsubstráátu (tu (úúbytek bytek --
proto s minusem) nebo produktu za proto s minusem) nebo produktu za ččasas

t
n

t
n

t
na PS

∆
∆

≈=−=
d

d
d

d

Jednotky enzymovJednotky enzymovéé aktivityaktivity

1 IU1 IU ((internationalinternational unit) unit) -- mnomnožžstvstvíí enzymu, co enzymu, co 
katalyzujekatalyzuje ppřřememěěnu 1 nu 1 µµmolu substrmolu substráátu za 1 tu za 1 
minutu pminutu přři 30 i 30 °°C a optimC a optimáálnlníích podmch podmíínek nek 
(zastaral(zastaraláá, ale st, ale stáále ule užžíívanvanáá))
1 kat1 kat ((katalkatal, dle SI) , dle SI) -- mnomnožžstvstvíí enzymu, co za enzymu, co za 
daných podmdaných podmíínek pnek přřememěěnníí 1 mol substr1 mol substráátu na tu na 
produkty za 1 sekunduprodukty za 1 sekundu
ppřřepoepoččtyty (lze odvodit z definic!)(lze odvodit z definic!)

1 kat = 1 mol/s = 61 kat = 1 mol/s = 6··101077 IUIU
1 IU = 1 1 IU = 1 µµmol/min = 16,6 mol/min = 16,6 nkatnkat



28

SpecifickSpecifickáá a molekula molekuláárnrníí aktivitaaktivita

specifickspecifickáá aktivitaaktivita -- aktivita vztaaktivita vztažženenáá na na 
hmotnost bhmotnost bíílkoviny enzymovlkoviny enzymovéého preparho preparáátutu

[[napnapřř. . nkatnkat/mg/mg]]

molekulmolekuláárnrníí aktivitaaktivita ((ččííslo pslo přřememěěny, kolik molekul ny, kolik molekul 
substrsubstráátu ptu přřememěěnníí 1 molekula enzymu za 1 1 molekula enzymu za 1 
sekundu)sekundu)

[[ss--11]]

enz
sp m

aa =

enz
m n

aa =

Co Co sisi zopakovatzopakovat...... MatematikaMatematika

•• úúprava algebraických výrazprava algebraických výrazůů
•• ppřřeveváádděěnníí z jednz jednéé strany rovnice na druhoustrany rovnice na druhou
•• ppřříímmáá úúmměěra (ra („„trojtrojččlenkalenka““))
•• řřeeššeneníí soustavy dvou rovnic o dvou soustavy dvou rovnic o dvou 

neznneznáámýchmých
•• rovnice provnice přříímkymky
•• metoda nejmenmetoda nejmenšíších ch ččtverctvercůů ((linlin. regrese). regrese)
•• (derivace, integrace)(derivace, integrace)
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Rovnice pRovnice přříímkymky

a ... a ... smsměěrnicernice ururččeneníí parametrparametrůů::
b ... b ... úúsek (absolutnsek (absolutníí ččlen)len) linelineáárnrníí regreseregrese

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

25

50

75

100

125

150

175

∆x

∆y
y

x

b

y = ax + b

∆y      79a =       =
∆x      0.26

FyzikaFyzika

zzáákladnkladníí jednotky SIjednotky SI
ppřředponyedpony

m m milimili 1010--33, , µµ mikromikro 1010--66, n , n nanonano 1010--99

k kilo 10k kilo 1033, M mega 10, M mega 1066

hustota vody je 1, tj.hustota vody je 1, tj.
1 ml odpov1 ml odpovííddáá 1 g1 g
1 1 µµl  odpovl  odpovííddáá 1 mg1 mg

kakažždý výsledek mdý výsledek máá vvžždydy tvartvar
ččíísla s uvedenou jednotkousla s uvedenou jednotkou
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ChemieChemie

vzorcevzorce zzáákladnkladnííchch biochemických sloubiochemických slouččenin enin 
(organick(organickéé kyseliny, aminokyseliny, cukry, ...)kyseliny, aminokyseliny, cukry, ...)
hmotnosthmotnost mm [g], [g], molekulovmolekulováá hmotnost hmotnost MM [g/mol][g/mol]
lláátkovtkovéé mnomnožžstvstvíí nn [mol], [mol], nn = = mm//MM
objemobjem VV [dm[dm33 ≈≈ l, cml, cm33 ≈≈ ml, mmml, mm33 ≈≈ µµl]l]
molmoláárnrníí koncentrace koncentrace cc [mol/l], [mol/l], cc = = nn//VV
řřededěěnníí roztokroztokůů, , cc00VV00 = = cc((VV0 0 + + ∆∆VV))
fotometriefotometrie LambertLambert--Beer Beer AA = = εεclcl
kinetickkinetickéé rychlostnrychlostníí ((kk) a rovnov) a rovnováážžnnéé ((KK) konstanty, ) konstanty, 
ppKK = = --loglogKK
molmoláárnrníí objem plynu objem plynu VVmm = 22,4 dm= 22,4 dm33/mol/mol
absolutnabsolutníí teplota teplota TT = 273,15 + = 273,15 + tt

ppřřííklady do cviklady do cviččeneníí na na 
ppřříšíšttěě……

ccíílem je rozlem je rozšíšířřit a upevnit znalosti zejmit a upevnit znalosti zejmééna v na v 
oblasti enzymologických výpooblasti enzymologických výpoččttůů
sylabus i studijnsylabus i studijníí materimateriáály (zadly (zadáánníí i i řřeeššeneníí
ppřřííkladkladůů)) jsou k dipozici na internetu:jsou k dipozici na internetu:

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


