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Charakteristika enzymd.

Enzymy jsou katalyzatory biologickych systému. Katalyzuji
prenos jedné formy energie na druhou.

Enzymy jsou charakterizovdny svoji katalytickou silou a
specificitou.

Vlastni katalyticka reakce probihd v aktivnim misté.
Témeér vsechny zndmé enzymy jsou proteiny.

Enzymy urychluji ustaveni reakéni rovnovaha oproti
nekatalyzovanym reakcim faktorem milion i vice.

Klasickym prikladem je hydratace a dehdratace oxidu uhli¢itého.
Enzym se nazyva karbondtanhydratasa a reakce probihad v
plicnich alveolach. Jedna molekula enzymu katalyzuje hydrataci 1
milionu molekul CO, za jednu sekundu. Reakce je 107 krdt
rychlejsi nez nekatalyzovana.

Enzymy jsou vysoce specifické pokud se tyka vybéru reakci i ve
vybéru reaktantl, které nazyvdme substraty.



Charakteristika enzymd.

Jako priklad jsou proteolytické enzymy (proteasy nebo
proteinasy), které katalyzuji hydrolyzu peptidové vazby.

Jejich trividlni nazvy jsou pepsin, trypsin, chymotrypsin apod.
Vsechny $tépi peptidovou vazbu, ale jsou specifické pri vybéru
mista na kterém stépi. Vykazuji tedy substratovou specificitu.
Papain je méné specificky, $tépi peptidové vazby mezi rliznymi
aminokyselinami. Trypsin je substrdtové specificky - stépi
peptidovou vazbu na karboxylové strané lysinu a argininu.
Thrombin, prisné specificky enzym podilejici se na srazeni krve,
stépi jen vazby Arg - Gly.

Specificita enzyml spocivd v presné interakci mezi susbtrdatem

a enzymem. Specificita a presnost vyplyvaji z trirozmérné
prostorové stavby enzymi jako proteind.



Enzymy a kofaktory.

Aktivita mnoha enzymi zdvisi na pritomnosti malych molekul -
kofaktorl. Kofaktory se obvykle béhem enzymové reakce
chemicky méni.

Enzym bez kofaktoru se nazyvad apoenzym. Kompletni katalyticky
aktivni enzym se nazyva holoenzym.

Kofaktory délime do dvou skupin:

a) Kovové ionty

b) Malé organické molekuly nazyvané koenzymy.

Koenzymy jsou Casto odvozeny z vitamind.

Pevné vdzané koenzymy se nazyvaji prostetické skupiny.

Volné vazané koenzymy na holoenzymy nazyvame kosubstraty.
Enzymy vyuzivajici stejné koenzymy katalyzuji obvykle stejnym
mechanismem.



Enzymové kofaktory.

Kofaktor Enzym
Thiaminpyrofosfdt (TPP) Pyruvatdehydrgenasa
Flavinadenindinukleotid (FAD) Aminoxidasa
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD)Dehydrogenasy

Koenzym A (CoA) Matabolismus mast.kyselin
Kovy

Zn?* Karbondtanhydratasa
Mg?* Hexokinasa

Mo Nitratreduktasa

N2+ Ureasa
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Tvorba a prenos bunécné energie.

» Kli¢ovou aktivitou Zivych systémi je schopnost prevodu jedné
formy energie na druhou.

« Jako priklad Ize uvést bunécnou respiraci probihajici v
mitochondriich. Volna energie uloZzena v malych molekuldch z
potravy je nejdrive prevedena na volnou energii gradientt iontl a

posléze na volnou energii obsazenou v molekuldch
adenosintrifosfatu (ATP).

* Volnd energie ATP muze byt ddle, pres svalova vldkna aktinu a
myosinu, uplatriovdna jako pohyb.



v /

Tvorba a prenos bunécné energie.

Enzymy urychluji reakce, ale pribéh a smér reakce zdvisi na
rozdilu energii mezi reaktanty a produkty.

Volna energie neboli Gibbsova (6) je termodynamicka veli¢ina
vyjadrujici uziteénou energii neboli schopnost konat praci.

Zndme dvé termodynamické vlastnosti reakce:
a ) Rozdily volnych energii (AG) mezi produkty a reaktanty.
b ) Energii potfebnou k zahdjeni prevodu reaktantl na produkty.

Prvni (a) vyjadruje jestli reakce probéhne spontdnné, druha (b)
urcuje rychlost reakce.



Zména volné energie je ukazatelem sméru a spontdnnosti
chemické reakce a ne rychlosti.

1. Reakce probihd samovolné, kdyz je AG negativni.
2. Systém je v rovnovdze - nedochdzi ke zméné, kdyz je AG = 0.
3. Reakce neprobihd spontdnné, kdyz je AG kladné.

4. Zména volné energie zdvisi pouze na rozdilu volné energie
produktu minus volnd energie reaktantu. AG je nezavisld na drdze
a mechanismu reakce.

« B. Zména volné energie nerikd nic o rychlosti reakce. Negativni
hodnota AG znamend, Ze reakce probéhne spontanne, ale o tom
jestli dostatecné rychle nerika nc.



Vztah zmény standardni volné energie k rovnovazné
konstante.

Abychom zjistili jestli dand reakce probéhne spontdnné nebo bude treba
dodat energii musime stanovit AG.

Musime vzit v Gvahu charakter obou reaktantl a jejich koncentraci.
A+ B C+D

AG = AG° + RTIn [C][D]/ [A][B]

AG° = zména standardni volné energie. R je univerzadlni plynova

konstanta, T absolutni teplota, [A], [B], [C], [D] .jsou moldrni
koncentrace (lépe aktivity) reaktantu.

AG® "!e zména volné energie za standardnich pominek, to zn., Ze vdechny
reaktanty jsou pritomny v 1 M koncentracich.

AG rekce zdvisi na povaze reaktanti (vyjddrené vyrazem AG°) a jejich
koncentracich (vyjadrené logaritmickym vyrazem).

Biochemicka konvence:

Standardni stav pH = 7. Pokud je raktantem H*, je jeho aktivita rovna 1
(odpovida pH 7). Aktivita vody je také rovna 1.

Zména standardni volné energie v biochemii je vyraz: AG®
Jednotky energie jsou 1 kJ a 1 kcal; 1 kJ = 0, 239 kcal.



Enzymy ovliviuji pouze rychlost katalyzované reakce.
Neovliviuji reakéni rovnovdhu !

« Rovnovdzna konstanta reakce je jen funkci zmény volné energie
reaktantl a produkti.

« Stejnad rovnovdha se dosdhne za pritomnosti enzymu daleko
rychleji !l

Produkt /I

+ Enzym

Bez enzymu




Enzymy urychluji ustanoveni rovnovahy tvorbou
pF‘@ChOdOVéhO stavu. Enzymy snizuji aktivaéni energii reakce.

 Prechodvy stav (X¥) mad vy3si obsah volné energie nez substrat a
produkt !l

« S Xt P
Prechodovy stav X+

AG T (nekatalyzovanad)

U N\AG i(ka’ralyzovand)

_______ | N

-
Substrat

AG
ireakce

"""""""""""""" *-Produkt

Volnd energie

Cas reakce ———



Enzymy urychluji ustanoveni rovnovahy tvorbou
prechodového stavu.

« Rozdil volné energie mezi prechodovym stavem a substrdtem se
nazyvy Gibbsova volnd energie aktivace, zjednodusené, aktivacni
energie. Symbol: AG .

 ProtoZe je enzymem sniZena aktivacni energie mize prechodovy
stav prekrocit vice molekul.

 SniZzeni aktivacni energie mad analogii ve skoku vysokém - sniZzeni
lat’ky je schopen zdolat vétsi poéet atletd.



Aktivni mista enzymd.

Aktivni misto enzymu je oblast v jeho molekule kde se vdzi
substrdty, pripadné kofaktory.

Aktivni misto tvori vedlejsi retézce nesousednich aminokyselin
polypeptidového retézce. Tyto skupiny nazyvame - katalytické.
Interakce substratu a enzymu v aktivnim misté vede ke tvorbé
prechodového stavu.

Aktivni misto tvori tridimenziondlni strukturu do které vstupuje
substrat.

Aktivni misto tvori malou ¢ast celkového objemu enzymu.
Substraty se vazi do aktivniho mista radou slabych interakci.
Vytvari se komplex enzym - substrat (ES).

Specificita vazby enzym - substradt je zaloZena na presné
uspordadanych atomech v aktivnim miste.

Pri tvorbé komplexu ES se uvolfiuje vazebnad energie prispivajici
ke sniZeni energie aktivacni a tvorbé prechodového stavu.



Enzymova kinetika. Rovnice Michaelise a Mentenové
a jeji konsekvence.

Enzymy ovliviiuji rychlost ustaveni rovnovdhy chemickych reakci
a proto je mozné je studovat metodami enzymové kinetiky.

Zdakladni pojmy:

KdyZ je rychlost reakce zdvisla na koncentraci jednoho
reaktantu (substratu) s Umérnou r'ychlos’rnl kons‘ran’rou K, jednd
se o reakci prvniho rdadu a rychlostni konstanta md rozmeér: s,

V= k[A]
Mnohé biochemické reakce maji dva reaktanty, jsou

bimolekuldrni, jejich rychlostni konstanty je druhého fadu a ma
rozmer: M-1.s,

V= k[AJ? nebo V = K[A]. [B]
V rade pr'lpadu |ze reakci druhého Fadu prevést na reakci prvniho
rddu (napr. koncentrace reaktantu [A] mnohonasobne prevazu je

nad koncentraci reaktantu [B]), reakce nazyvdme pseudoprvniho
rdadu.



Enzymova kinetika. Rovnice Michaelise a Mentenové
a jeji konsekvence.

Nejjednodusi zplsob jak prozkoumat rychlost enzymové reakce
je sledovani prirtstku reakéniho produktu jako funkce Casu.

MnoZstvi produktu s ¢asem roste, respektive se koncentrace
substrdtu a produktu s ¢asem neméni. Byla dosaZena rovnovadha.

U&elngjsi je sledovdni reakce ve sméru k produkci produktu
(dopredna reakce).

Definice rychlosti reakce v, : Poéet moll substrdtu nebo
produktu preménénych za sekundu na poéatku (+ésné po startu)
reakce (t # 0). MnoZstvi enzymu se neméni - zlstdvad stejné.
Vyneseme v, proti koncentraci substrdtu [S]. Ziskdme
hyperbolickou zavislost.

V roce 1913 vytvorili Leonor Michaelis a Maud Mentenova
jednoduchy model:



Enzymova kinetika. Rovnice Michaelise a Mentenové
a jeji konsekvence.

K, k,
E+S— ES-— E+ P

k4 K.

Z jednoduseni, zpétnd preména produktu na komplex ES je
neméritelnd - po¢datecni rychlost !l

K k,
E+S-—ES - E+P

K4

Zpétnd rychlost je nulova: «,.[E].[P]=O

Vytvorime graf, kde vyneseme v, pro kazdou koncentraci
substrdtu pri pocatecéni rychlosti (hyperbola).



Urceni vztahu mezi po¢atecni rychlosti a koncentraci
substratu. Vytvoreny produkt za &asovou jednotku. Po&dte&ni rychlost
v pro kazdou koncentraci substratu (S) se uréi ze sklonu krivky v poatku.

Hodnoty v, jsou v druhém grafu vyneseny proti konc. [S].

Rovnovaha

Produkt

Reakéni /
rychlost (Vo) M

Koncentrace substratu S —




Kinetika Michaelise a Mentenové.
Zavislost pocatecni rychlosti (1) na koncentraci susbstratu [S] .

i

lim/2}

Reakéni f
rychlost (V,)|/

Koncentrace substratu S —



Rovnice Michaelise a Mentenové
a jeji konsekvence.

PFi odvozeni kinetické rovnice Michaelise a Mentenove uplatnili
G. Briggs a J. Haldane v roce 1924 dalsi zjednodusujici podminku:

.Steady - state assump‘rlon zjednoduseni us‘raleny stav.

Ustdleny stav znamend, Ze se béhem enzymové reakce
koncentrace mezuproduk’ru [ES] neméni, méni se pouze
koncentrace substratu a produktu. Tohoto stavu je dosazeno,
kdyz je rychlost tvorby komplexu ES rovna rychlosti jeho
rozpadu.

Na zdkladé vyse uvedeného byla odvozena rovnice Michaelise
a Men’renové v fomto tvaru:
o= Vi . [S1/[S]+ K,

K je Michaelisova kons’ran’ra (z odvozeni: K,.= k; + Kk, / k),
r‘espek’rlve [E].[S]/ [ES].

Michaelisova konstanta ma rozmér koncentrace a je nezdvisla na
koncentraci enzymu i substrdtu !l



Rovnice Michaelise a Mentenové
a jeji konsekvence.

 Pri velmi nizkych koncentracich substrdtu, kdyz [S] je mnohem
mensi nez ¥, pak v, = (Vi,/ K,,). [S] dostdvame reakci prvniho
radu s rychlosti primo Umérnou [S].

« Kdyz je koncentrace substrdtu vysokd, [S] je mnohem vyssi nez
K. Pak vy = V. tj. reakce probihd limitni rychlosti, reakce
nultého Fddu nezavisld na koncentraci susbstrdtu.

Kdyz je [S]rovno K, pak vy = W,/ 2|

« K, jerovna koncentraci substrdtu pri které md enzymova
reakce rychlost rovnou V. / 2.



Dvojndsobné reciproké vyneseni dle Lineweaverea
a Burka.

Nevyhodou grafu zdvislosti polatecni rychlosti na koncentraci
substratu je nemoznost presné urcit hodnotu V.
Pouzivd se pocitaCové zpracovani krivky (derivace V,, Vi a K,).

V praxi se ¢asto pouziva dprava rovnice Michaelise a Mentenové
dle Lineweaver a Burka, kteri prevedli plivodni rovnici rovhoosé
hyperboly na primku. Dvojndsobné reciproké vyneseni.

1/ Vo :Km/l/hml/[s] +1/ I/Iim

Ziskame primkovy graf (y = kx + q), primka neprochdzi poc¢atkem,
prisecik s osouy je 1/ V,,, sklon K./ V,,, pruseCik na ose x je
-1/ K,,.



Dvojndsobné reciproké vyneseni dle Lineweaverea
a Burka.

1/VO

Sklon= K/ v

Priseik=-1/ K “~~Prisedik=1/ Vlim

0 1/[S]



Hodnoty K, a Vi,
charakterizuji enzymy.

Hodnoty K, vétdiny enzymi se pohybuji mezi 10-1az 107 M.
Hodnoty K, zdvisi daném substratu, pH, iontové sile roztoku a
teploté. Doporucena teplota pro kineticka meéreni je 30°C.
Michaelisova konstanta ma dva vyznamy: Reprezentuje
koncentraci substratu pri které je obsazena polovina aktivnich
mist. PFi méreni aktivity enzymu je nutné saturovat enzym
substratem. Doporucuje se mérit pri koncentracich substratu 10
az 100x K, . U mnoha enzymu reprezentuje K, pribliznou
koncentraci substratu /n vivo.

K., je ve vztahu k rychlostnim konstantam jednotlivych fazi
enzymové reakce.

Kn=ki+ k, [k .V pripade, ze k; je mnohem vétsi nez 4,
znamenad to, Ze komplex ES disociuje na E + S rychleji nez se
tvori produkt.

K.® ki/ K, coz odpovida disociachi konstanté komplexu ES I!
Konsekvence: Vysoka hodnota K, slabou vazbu substrdtu na

enzym, nizka hodnota K, silnou vazbu. Afinita enzymu k danému
substratu.



Hodnoty K, a Vi,
charakterizuji enzymy.

Limitni rychlost V},, reprezentuje ¢islo premény enzymu - pocet
molekul substratu preménénych enzymem na produkt za sekundu
pri pIné substratem saturovaném enzymu.

V tom pripadé je Cislo premény rovno A, a oznacuje se jako A, !
V pripadé, kdyz koncentrace substrdtu mnohokrat prevysuje K,
je rychlost enzymové reakce rovna Vj,, a potazmo 4.

Za fyziologickych podminek je koncentrace substratu mnohem
nizsi nez K, a rychlost je mnohem nizsi nez k. - enzym neni
saturovdn substrdtem.

Jak lze ¢iselné charakterizovat tento stav ?

Za této situace je témér veskery enzym volny. Rychlost
enzymové reakce zavisi na poméru .../ K.

Tento pomér je méritkem efektivity reakce. Je to pomér
rychlosti k afinité enzymu k substratu |



Hodnoty K, a Vi,
charakterizuji enzymy.

Rychlost enzymové reakce a tedy hodnota 4.,/ K,, hemlze byt
vyssi nez diflze (vstup substratu do aktivniho mista).

Hodnota k., / K, mize byt maximdlné 108 az 10°s!. M1,

Cisla premény nékterych enzymi:

Karbondtanhydratasa 600 000
Acetylcholinesterasa 25 000
Chymotrypsin 100

DNApolymerasa I 15



Vicesubstratové reakce.

Sekvencni reakce. Vdechny substrdaty musi byt navdzdny na
enzym nez se oddéli kterykoliv produkt.

Ndhodné sekvenéni reakce. Vstup substrdti a oddéleni
kteréhokoliv produktu je ndhodné.

Ping - pongovy mechanismus. Jeden nebo vice produktl se
z enzymu oddéli drive nez se navazi véechny substraty.
Zobrazeni sekvenci dle W.W. Clelanda:

Priklad sekvencni reakce. Laktatdehydrogenasa.

Pyruvdat + NADH + H* — — Laktdt + NAD*

NADH Pyruvat Laktdt NAD"

I | |

Enzym Enzym



Graf zavislosti reakéni rychlosti allosterického enzymu
na koncentraci subtrdtu.

Vo

|

Reakcni rychlost

Koncentrace substrdtu [S] —



Allosterické enzymy.

Allosterické enzymy se neridi kinetikou Michaelise a Mentenové.

Allosterické enzymy jsou proteiny s kvarterni strukturou - jsou
slozeny z podjednotek.

Graf zdvislosti rychlosti enzymové reakce na koncentraci
substrdtu ma esovity (sigmoidni) tvar.

Allosterické enzymy maji vice katalytickych a regulénich mist do
kterych se vazi aktivatory a inhibitory.

Mezi podjednotkami dochdzi ke kooperaci - bud’ pozitivni nebo
negativni.

Allosterické enzymy jsou obvykle na regulacnich a kli¢ovych
mistech metabolickych drah (napr. fosfofruktokinasa v
glykolyze)

Typickym allosterickym proteinem je hemoglobin.



Inhibice enzymové aktivity.

 Malé organické molekuly mohou reagovat s enzymy tak, ze
zpomaluji jejich reakéni rychlost. Inhibuji - brzdi !l

. Inhlbl‘ror (I), Substrat (S), Enzym (E), Pr'oduk’r (P).
EL—>ES—>E+p E+IL—>ES—>E+P

A | s |

K L—» EST —%—>»
ET > Nekompetitivni inhibice
Kompetitivni inhibice S
E + | ES+ |—=E + P
|
ESI —¢—>

Akompeti tivni inhibice



Inhibice enzymové aktivity.

Enzymovd inhibice miZe byt ireversibilni nebo reversibilni.

Ireversibilni inhibitor disociuje z vazby na enzym velmi pomalu
nebo vibec. Obvykle je na enzym vdzdn kovalentné.

Prikladem je aspirin (acetylsalicylova kyselina), ktery se vdze
kovalentné na enzym cyklooxygenasu a shizuje tak syntézu
signdlnich molekul zanétu.

Reversibilni inhibitor je charakterizovan rychlou disociaci z
vazby na molekulu enzymu (komplex enzym-inhibitor).

TFi typy reversibilnich inhibitord:
A) Kompetitivni

B) Nekompetitivni

C) Akompetitivni.



Inhibice enzymové aktivity.

Kompe‘rmvm inhibitor soutézi se substratem o aktivni misto.
Bud' se vaZe substrdt nebo inhibitor. Kompetitivni inhibitor je
¢asto strukturné podobny substratu. Kompetitivni inhibice se da
potlacit nadbytkem substrdtu. I, se neméni, K roste.

Napr. malonat je kompetivnim inhibitorem
sukcindtdehydrogenasy, kde soutézi s sukcindtem (citrdatovy
cyklus).

Disociaéni konstanta inhibitoru je: K =[E][I]/ [EI] Cim menéi
hodnota inhibi¢ni konstanty K tim snlneru inhibitor.

Nekompetitivni inhibitor se vdZe na enzym nebo na komplex
enzym-substrat nezdvisle na vazbé substratu. Vaze se na jiné
misto neZ substrat, ale omezuje tvorbu produktu. Nekompetitivni
inhibitor snizuje koncentraci funk&niho enzymu. Shizuje K.
Nekompetitivni inhibici nelze potlacit nadbytkem substratu.

Z terndrniho komplexu EIS se netvofi produkt. Vi, klesd, K, se
nemeéni.



Inhibice enzymové aktivity.

Nekompetitivni inhibice poskytuje dvé disociani konstanty -
(inhibi¢ni konstanty) komplext ET a EIS. Pri pravé nekompetici
jsou obé konstanty shodné.

Priklad nekompetitivniho inhibitoru: Jaterni
alkoholdehydrogenasa (ADH) je nekompetitivné inhibovdna
fomepizolem (chemicky 3 - methylpyrazol). ADH je zablokovdna,
netvori se mravenci kyselina a toxické alkoholy (methanol) se
vyplavuji moci.

Akompetitivni inhibitor se vdze na enzym az po vazbé substrdtu
(substrat vytvori vazebné misto pro inhibitor). Komplex EIS
neposkytuje produkt. V., klesd, K klesa.

Jako priklad |ze uvést herbicid glyfosat (Roundap), ktery blokuje
u rostlin metabolickou drdhu tvorby aromatickych aminokyselin.


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/89/Glyphosate-2D-skeletal.png

Schematické znazornéni vazby inhibitort na enzym.

* Nahore - vazba kompetitivniho inhibitoru na enzym do stejného
mista jako substrdt.

« Dole - vazba nekompetitivniho inhibitoru na enzym.

2 E> - E>

ENZYM SUBSTRAT INHIBITOR

2> - §>

ENZYM SUBSTRAT INHIBITOR




Reversibilni inhibice se nejlépe

Inhibice enzymové aktivity.

zobrazuji ve vyneseni dle

Lineweavera a Burka (dvojitée

reciproké vynesent).

1/V0

L

+ akompeti tivni
i nhi bi tor

2 Bez inhi bi toru

0

1/ [S]

+ kompeti tivni
i nhi bi tor

Bez i nhi bi toru

Bez i nhibitoru

0 1/([8]
+ nekompeti ti vni
i nhi bi tor
17y,
0 1/([S]



Inhibice enzymové aktivity.

Rovnice dvojitého reciprokého vyneseni pri kompetitivni inhibici:
1/ Vo =1/ [/lim+Km/ l/Iim-(l + [I]/K,)(l/[S])
Rovnice dvojitého reciprokého vyneseni pri akompetitivni
inhibici:

1/ vy = Ko/ Vi 17181 + 1/ Vi (1 + [I1/K)

Rovnice dvojitého reciprokého vyneseni pri nekompetitivni
inhibici:

1/ vo = Ky/ Vi 1/7[S]1 + 1/ V. (1 + [I1/K;)



Ireversibilni inhibice.

« Ireversibilni inhibitor se vdZe na apoenzym pevnou, ¢asto
kovalentni vazbou. Ireversibilni inhibitory jsou vyuZzivany k
identifikaci esencidlni skupiny v aktivnim misté enzymu. Oznacuji
se jako .affinity labels nebo reaktivni substratovd analoga®.

« Jako priklad |ze uvést organofosfdty, které se vazi do aktivniho
mista cholinesterasy (na vedlejsi retézec serinu), kterad se
dcastni prenosu nervového vzruchu. Napr.
diisopropylfosfofluorid (DIFP).



Ireversibilni inhibice acetylcholinesterasy DIPF -
skupinové specifické Cinidlo (affinity label)
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Nazvoslovi enzymu a rozdéleni enzymi do trid.

U enzyml se pouzivaji ¢asto trividlni ndzvy jako napr. enzym
$tépici moCovinu na oxid uhli¢ity a amoniak se nazyva ureasa,
enzymy hydrolyzujici proteiny trypsin, pepsin, atd.

DileZitéjsi je systematické ndzvoslovi, které charakterizuje
chemickou reakci katalyzovanou enzymem s koncovkou -asa.

Napr. alkoholdehydrogenasa, aminoxidasa,
karbamoylfosfdtsynthetasa atp.

Mezindrodni biochemicka unie seradila véechny zndmé a uznané
enzymy do Sesti zdkladnich trid. Kazdy rdadné charakterizovany
enzym ma vedle systematického ndzvu jesté EC (enzyme
comission) Cislo sloZzené ze ¢tyr Cislic. Prvni oznacuje tridu,
druhé podtridu, treti podpodtridu a ¢tvrté je poradovym Cislem
v podpodtridé.

Alkoholdehydrogenase patri EC 1.1.1.1



Tabulka enzymovych trid (EC x.y.z.¢). x = 1 az 6.

1. trida - oxidoreduktasy (katalyzuji intermolekuldrni oxidacné-
redukéni reakce, napr. ethanol + NAD* — acetaldehyd + NADH +
H*):

2. trida - transferasy (prenos chemickych skupin z molekuly
donoru na akceptor, napr. ATP + glukosa — glukosa-6-fosfdt +
ADP):

3. trida - hydrolasy (S§tépeni vazeb vodou, napr. sacharosa + H,0
— glukosa + fruktosa):

4. trida - lyasy (nejéastéji adice na dvojnou vazbu nebo eliminace
za vzniku dvojné vazby, napr. hydratace fumardtu v citrdtovém
cyklu -00C-CH=CH-COO- + H,0 — -00C-CH(OH)-CH,-COO");

5. trida - isomerasy (isomerace, napr. D-glukosa — D-fruktosa
hebo L-alanin — D-alanin);

6. trida - ligasy (spojeni dvou molekul, k némuz se doddva energii
stépenim ATP nebo GTP, napr. karboxylace pyruvdtu na
oxaloacetdt CH;-CO-COO- + CO, + ATP + H,O — -O0C-CH,-CO-
COO" + ADP + P)).
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Stanoveni aktivity enzymd.

» Enzymy jsou obsazeny v biologickém materidlu v tak nizkych
koncentracich, Ze je nelze stanovit primo. Naproti tomu [ze s
vyhodou vyuzit jejich substrdtové specificnosti a znacné
katalytické dcinnosti pri neprimem stanoveni kinetickou
metodou, tj. na zdkladé rychlosti, jakou enzym katalyzuje
premenu substratu na produkt ve zvoleném casovem intervalu.

 Tato metoda je dostatelné specifickd za predpokladu, Ze na
substrdt pusobi v daném materidlu jen jeden enzym. Je i
dostatecné citliva a EFesnc’x, je-li zvolena vhodnd koncentrace
substratu vzhledem k enzymu a vhodnd metoda stanoveni dbytku
substratu nebo prirustku produkiu v case, neboli vhodnd
metoda stanoveni rychlosti premény substrdtu na produkt.

* Aby byla zajisténa srovnatelnost téchto zmén v jednotlivych
¢asovych intervalech, je icelné, aby ubytek substratu nebo
prirustek produktu v case byl linearni, 1j. aby reakce probihala
podle kinetiky nultého radu, s konstantni rychlosti v.



Stanoveni aktivity enzymd.

» Toho by bylo dosazeno exaktné vzato {c}an tehdy, kdyby veskery
enzym byl substratem nasycen, tj. kdyby veskery enzymo
celkové koncentraci E byl vazan ve formé enzym-substratového
komplexu ES, coZ je mozné jen pri velkém nadbytku substratu.
Pak probihd enzymova reakce limitni rychlosti V (V).

* Za podminek uréovani V (V,,), tj. pfi znatném nadbytku
substratu S, |ze tedy kineticky stanovit E. MnoZzstvi enzymu,
spr'avné']‘i mnozstvi enzymove ak,’riviTK,,plak vyjadfujeme v
katalech. Toto novéjsi vyjadreni vz/c azi, na rozdil od starsiho,
ze zdkladniho latkového mnoZstvi 1 mol a z ¢asové jednotky

1 sekunda. Jako jednotka enzymové aktivity se tedy nyni
oznacuje takové mnozstvi enzymove akftivity, které katalyzuje
preménu 1 molu substratu za sekundu. Tato nova jednotka se
oznacuje katal (ve zkratce kat). Uvedenad jednotka je ovsem pro
praxi prilis velikd. Ve vétsiné pripadu je vhodnéjsi vyjadreni v
mikrokatalech (pkat) = 10-¢ kat, hanokatalech (nka’r{z 10-° kat a
pikokatalech (pkat) = 10-12 kat.



Vliv teploty na aktivitu enzymd.

Vétsina chemickych reakci zdvisi na teploté a reakce katalyzované
enzymy v fom nejsou vyjimkou.

Teplotni koeficient Q10 je pomér, kolikrdt se rychlost chemické )
reakce zméni se vzristem teploty o 10 °C. U vétsiny chemickych reakci
¢ini tento pomeér asi Z, ale pro nékteré fyziologické pochody,
katalyzované enzymy, je vyssr.

Pro vétsinu enzymi je optimdlni teplota zhruba shodnd s teplotou, kterd

existuje v prostredi buriky, a pro teplokrevné organismy, k nimz patri
clovék, Cini 37 °C. U rostlin 30°C.

Pro nékteré bakterie, Zijici v extrémnich podminkdch, mize optimdini _

teplota (ale i optimalni pH a optimadlni iontové slozeni) dosahovat znacné

extrémnich hodnot. Napr. nékteré nikroorganismy Zijici v horkych
rirodnich pramenech maji optimdlni teplotu pro své enzymy blizkou
odu varu vody.

U sav¢ich enzymi véak takové teploty leZi jiz za optimdlni teplotou. V
takovych podminkdch je kineticka energie enzymovych molekul tak velka,
ze prekroCi energetickou bariéru pro rozruseni sekundarnich vazeb a
interakci, udrzujicich enzymovou molekulu v té konformaci (sekunddrni a
terciarni strukture), ktera je pro enzymovou katalyzu nezbytnd. Tim
nﬁstévé denaturace provazena ubytkem az i ztratou enzymové
aktivity.



Zdvislost enzymové aktivity na pH.

Zavislost enzymové aktivity na pH je jinym vyznamnym Cinitelem,
ovliviujicim aktivitu enzymu. Takeé Tuto zavislost |ze vyjadrit
graficky zvonovitou krivkou s vrcholem u optimalniho pH, které u
vetsiny enzymu lezi v rozmezi 5,0 az 9,0.

Nékteré enzymy jsou viak vyjimkou, napr. pepsin, ptsobici v silné
sy(sjelem prostredi zaludecni st'avy, ma optimadlni pH mezi 1,5 az
Vliv pH na vzrist enzymové aktivity az do dosaZeni optimalniho
pH Ize vyloZit ovlivnénim disociace ionizovatelnych funkcnich
skupin substratu i enzymu, které odgovud{a\jn za interakci enzymu
se substrdatem pri tvorbé enzym-substrdtového komplexu, ale i
za udrZovani konformace enzymu. Krom toho se nékteré
ionizovatelné funkéni skupiny v aktivnim miste podileji na
acidobazické katalyze. Protoze enzymy jsou proteiny, jsou stdlé
jako amfolyty jen v urlitém rozmezi hodnot pH blizkém
neutralité.

Extrémné kyselé nebo alkalické roztoky enzymy denaturuji
opét zménou konformace. To je podminéné rozrusenim
sekunddrnich vazeb a interakci, nékdy i rozpadem kvartérni
struktury na podjednotky nebo disociaci neproteinové slozky
enzymu (apoenzym).



Vliv iontl na enzymy

Vliv iontli na enzymy je nejlépe patrny u nékterych dvojmocnych
kationtu (napr. Ca?*, Mg?*, Zn#) jako aktivatoru. Tyto ionty mohou
vytvdaret komplex se substratem za tvorby metalosubstrdatového 5
komplexu, nebo komplex s enzymem, ktery pak vaze substrdt ve formé
enzym-metalo-substrdtového komplexu.

Kovové ionty mohou ménit také rovnovazné stavy, at’ uz odstrariovanim
produktu ve formeé komplexu s produktem reakce, nebo zvysenou
nabidkou substrdtu, je-li d¢innou formou metalo-substrdtovy komplex.

« Jindy mohou kovy ovlivnit konformaci enzymového proteinu,
udrzovat kvartérni strukturu enzymu nebo mohou pusobit jako
inhibitory vazbou na G¢inné skupiny aktivnho mista (napr. -SH
skupiny jsou blokovdny ionty Hg?*).

« Neékteré kovové ionty se mohou podilet na mechanismu enzymove
katalytické reakce interakci se substrdtem jako tzv. Lewisovy
kyseliny (akceptory elektronovych para).

Fluoridové ionty mohou zase plisobit inhibicné vazbou kationtl jako
aktivdtord, napr. vazbou Ca®* nebo Mg?*.

Pritomnost soli miiZe také nespecificky ovliviiovat aktivitu enzymu
zménou iontové sily (napr. ionty CI°), a tim pusobit na hydrataci )
enzymového proteinu nebo na elektrokineticky potencidl, ktery méni
pevnost iontovych (elektrostatickych) vazeb v molekule enzymu.



Warbuglyv opticky test.
(NAD* = nikotinamidadenindinukleotid).

NAD* + 2 H = = NADH + H*
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Warbuglv opticky test.

Prevaznd vétsina dnes rutinné pouzivanych metod ke stanoveni aktivity
enzymu je zaloZena primo nebo neprimo na fotometrii absorbance
reakcnich smési, které obsahuji pyridinovy koenzym. Tento princip dal
také metodé jeji oznaleni ,opticky test”.

Reverzibilni hydrogenace nikotinamiduadenindinukleotidu (NAD*), kterd
nastava na pyridinovém kruhu nikotinamidu, vede k redukované forme
(NADH + H*) a je provdzena vyraznou zménou absorpchiho spektra.
Zatimco oxidovana forma (NAD*) md absorpéni maximum pri vinové
délce 260 nm, je zruseni aromatického charakteru pyridinového jadra a
jeho prechod v chinoidni formu (NADH + H*) provdzeno vznikem dalsiho
absorpéniho maxima pri 340 nm.

Velikost, pripadné zmény absorbance pri vinové délce 340 nm jsou primo
umeérné poctu redukovanych molekul koenzymu. PFeména jednoho molu
koenzymu zase ocﬂ:ovuda preméné jednoho molu substrdtu, a navic lze
tuto preménu sledovat v ¢ase, tedy kontinudlné mérit rychlost reakce
pomoci spektrofotometru.

Tak je mozné pripravit reakéni smés ze sledovaného enzymu (nebo
biologického materidlu, v némz ho stanovujeme), koenzymu a prislusného
sutgs?r'ci‘ru v optimalni konceniraci, a za optimdlniho pH i teploty
zjist'ovat reakéni rychlost mérenim zmén absorbance na vhodném
fotometru pri vinové délce 340 nm.



Sprazené reakce.

Vzhledem ke skutelnosti, ze NAD* je koenzymem jen nékterych
dehydrogenas a Ze existuje rada klinicky vyznamnych enzymi z
jinych trid nez jsou pradvé oxidoreduktasy, pouziva se vedle
.jednoduchého optického testu" jesté Castéji .slozenych
optickych testd", kdy se vyse uvedeného principu vyuzivd pouze
jako indikdtorové reakce, zatimco vlastni reakce mérici aktivitu
prislusného enzymu je predrazena nebo dokonce sprazena v celou
sérii s dalsimi pomocnymi reakcemi.

Napr:

Enzym: Alaninaminotransferasa EC 2.6.1.2

Reakce: Alanin + 2-oxoglutardt —— glutamadt + pyruvadt
Indikacni reakce: pyruvat + NADH + H* — — laktat + NAD*

Spektrofotometricky se sleduje Ubytek absorbance pri 340 nm,
ktery poCetné odpovida aktivité alaninaminotransferasy.



