


Co jsou to enzymy? - pozoruhodné chemické
katalyzatory

» VyS&Si reakéni rychlost (6- 12 fadu)

* MirnéjSi podminky reakce (nizsSi teplota, atmosféricky tlak, neutralni pH)

» VySSi specifita reakce (specifické produkty, ,nejsou” vedlejSi produkty)

» Schopnost regulace (allostericka regulace, kovalentni modifikace, variabilita)
Chemické

« Homogenni — reaktanty a katalyzator jsou v systému pfitomny ve stejné fazi.

* Heterogenni — nejCastéji je katalyzator pevny a reaktanty jsou plynné. Tento typ

katalyzy se Casto pouziva v prumyslu (odpada problém oddélovani katalyzatoru
z reakCni smési).



Enzymy

Proteiny (mohou byt také RNA molekuly — napf. Ribosom), které slouzi jako biologicke
katalyzatory. V popisu chemické reakce s katalyzatorem pouzivame pojmy:

S+E ES P+E

Substrat (S): Jde o molekuly, které do reakce vstupuiji
Produkt (P): Jde o molekuly, které vznikaji katalyzovanou reakci
Enzym (E)

Komplex enzymu se substratem (SE) ; Q—O

{(sucrose)

Glucose

O\@ {sur.:.rase} _ @
Fructose k
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Enzym jako katalyzator

Katalyzator je latka, ktera zvySuje efektivitu
chemické reakce. Katalyzator z reakce vystupuje
nezménén. Ale Vv jejim prubéhu vytvafi
energeticky méné  stabilni  molekuly -
meziprodukty. Diky meziproduktim je energie
potfebna pro vznik produktl rozdélena do vice
Casti (s mensi energetickou narocnosti).

Energie potfebna k pribéhu reakce se nazyva
aktivaéni energie. Snizeni aktivaCni energie
umoznuje reakci za mirnejsich podminek (tzn. za
nizsi teploty, tlaku).

Enzymy snizuji aktivacni bariéru. To je umoznéno
diky vzniku meziproduktl, ve kterych jsou
rozruSeny staré vazby a naopak vznikaji nové.
Meziprodukt je znacCen jako komplex enzym-
substrat (ES).
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Enzym jako katalyzator

Enzymy se od chemickych katalyzatoru lisi:
.Efektivitou (enzymatickeé reakce byvaji mnohem ucinnéjsi nez chemicke)

Napr. je enzym Orotinmonofosfat-dekarboxylaza (enzym odbouravajici CO2 z molekul,
dulezity pro syntézu nukleovych kyselin. Reakce samotna by zabrala miliony let, s enzymem
je to otazkou milisekund). (OMP—prekurzor pyrimidinovych nukleotidi. Dekarboxylaci orotidinmonofosfdatu)
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.Podminkami (podminky enzymatické reakce jsou dany okolnim prostfedi v organizmu)
JAktivita enzymu je silné zavisla na pH a teploté prostredi.

-Vysoka specificita (enzymy Casto rozeznavaji pouze jednu specifickou molekulu)
.Nezavislost na mnozstvi produktu (Chemicka katalyza je pfimo zavisla na mnozstvi

substratu, tzn. kolik substratu do reakce dame, tolik bude produktu. Enzymy jsou Casto
regulovany a tak muze dojit k situaci, Ze i za pfitomnosti substratu nedojde k reakci).



Enzymy - struktura

Enzymy jsou vétSinou proteiny, které se mohou nachazet samostatné nebo funguji pouze v
proteinovych komplexech. Pro specificitu enzymoveé reakce je klicova jeho 3D struktura.

Spravné usporadani aminokyselin je dulezité pro funkCnost tzv. aktivhiho mista. To Ize
rozdeélit na katalytické a vazebné misto. Katalytické misto je oblast skladajici se z nékolika
aminokyselin, ve které dochazi ke katalytickeé reakci.

Katalytické misto je v proteinu obklopené vazebnym mistem. Vazebné misto funguje jako
pristavaci draha pro substrat. Navic prostorové substrat polohuje do spravné pozice nutné pro
katalyzu. Substrat a enzym musi byt k sobé geometricky komplementarni (jako zamek a klic).
Vazebné misto reguluje enzymovou aktivitu zménami afinity a polohovani substratu do
katalytickeho mista.

PROTEIN STRUCTURE

Scaffold to support and
position active site

ACTIVE SITE



Enzymy — vazba substratu

Pred enzymatickou reakci je potfeba aby se do aktivniho mista navazal substrat. Tomu
napomaha vazebné misto. Vazebné misto navic zajiStuje specificitu enzymu - vazbu
konkrétni molekuly, proteinu nebo skupiny proteinu.

Specificita je zachovana diky:

Komplementarnimu tvaru vazebného mista a substratu
Rozlozeni elektrochemického naboje

Hydrofobnim nebo hydrofilnim interakcim

Model zamku a klice

Aktivni misto neni strukturné rigidni a muze se strukturné ménit po pfijeti substratu. V
nékterych pripadech dochazi navic ke zméné tvaru substratu napomahajici katalytické

re akCI . substrate molecule product molecules
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enzyme + substrate » enzyme-substrate complex » enzyme + products




Enzymy — aktivni misto

Katalyticka reakce muize probihat

a) Stabilizaci meziproduktu

V misté proteinu diky blizkym AMK zbytkum
dochazi k vyméneé naboje s meziproduktem
(ktery by byl velice nestabilni ve volném
prostredi).

b) Do¢asnou interakci se substratem
Enzym se stane prijemcem aktivni skupiny,
umoznujici snadnejSi presun na jiné misto
substratu nebo jiny substrat

c) Zména konformace molekuly

Zmeénou struktury molekuly dochazi také ke
snizeni energie potfebné pro vznik produktu.




Enzymy - kofaktory

U nékterych enzymu se katalytické reakce neucasti jenom zbytky aminokyselin, ale i jinég,
pomocné molekuly - témto molekulam rfikame kofaktory.

Pokud je takovy kofaktor vazan kovalentni vazbou k enzymu - nazyvame jej prostetickou
skupinou. Pokud je vazba v katalytickém misté méné pevna jako v pfipadé iontd kovu
nebo organickych molekul jedna se o koenzym.

Mezi kofaktory patfi napriklad vitaminy rozpustné ve vodé (napf. B1,B2, B6, B12, C atd.)

Katalyticky aktivni dvojice kofaktoru a enzymu se nazyva holoenzym. Naopak enzym bez

kofaktoru je apoenzym.

Cofactor Catalytic site Coenzyme

Apoenzyme

AN J
Y

Holoenzyme
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Enzymy - nazvoslovi

Jak se v enzymech orientovat?

Enzymy maji svoje specifické nazvoslovi.

Nazev enzymu se sklada budto z oznaceni substratu nebo z oznaceni substratu + typ dané
katalytické reakce. Pfiponou nazvu je - asa.

Pf. proteinasa, alkoholdehydrogenasa.

V nazvu tedy mame jak vstupni substrat, tak i typ reakce a muzeme usuzovat jaky produkt
vznikne.



Pro podrobnéjsi klasifikaci se vyuziva IUBMB (INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY
AND MOLECULAR BIOLOGY) enzymova nomenklatura. V ni jsou enzymy rozdéleny do 6
hlavnich tfid podle typu reakce, kterou katalyzuiji.

oxidoreduktasy (katalysuji intermolekularni oxidacné-redukCni reakce, napf. ethanol +
NAD+ — acetaldehyd + NADH + H+);

transferasy (prfenos chemickych skupin z molekuly donoru na akceptor, napf. ATP +
glukosa — glukosa-6-fosfat + ADP);

hydrolasy (5tépeni vazeb vodou, napf. sacharosa + H20 — glukosa + fruktosa);

lyasy (nejCastéji adice na dvojnou vazbu nebo eliminace za vzniku dvojné vazby, napf.
hydratace fumaratu v citratovém cyklu -OOC-CH=CH-COO- + H20 — -OOC-CH(OH)-
CH2-COO-);

iIsomerasy (isomerace, napr. D-glukosa — D-fruktosa nebo L-alanin — D-alanin);

ligasy (spojeni dvou molekul, k némuz se dodava energii stépenim ATP nebo GTP,
napf. karboxylace pyruvatu na oxalacetat CH3-CO-COO- + CO2 + ATP + H20 — -
OOC-CH2-CO-COO- + ADP + Pi).

napr. EC 1.1.1.1 znamena

(EC) - Enzyme commision

(1, hlavni tfida) - oxidoreduktazy (v reakci dochazi k vyméné elektront)
(1, podtrida) - reakce probiha na C-OH skupiné

(1, podskupina) - kofaktor - zde NAD nebo NADP

(1, poradove Cislo) - urCuje jiz konkrétni enzym - alkoholdehydrogenazu



Enzymova kinetika

Enzymova kinetika je studium enzymatickych reakci. Studuje efektivitu a nejvhodnéjsi
podminky pro enzymatickou reakci.

Jaka je kinetika enzymaticke reakce?

Pro jeden substrat je rychlost enzymatické reakce definovana rychlosti jakou se substrat
vaze na enzym a rychlosti jakou dochazi k tvorbé produktu.

o ¢ .
0?, . o " o

Low substrate High substrate

Pfi nizké koncentraci substratu vaéi enzymu je reakce téméf pfimo umérna jeho
koncentraci, protoze nic nebrani katalyze.

Druhym extrémem je vysoka koncentrace substratu vaci enzymu. V takovém
pripadé jsou aktivni mista enzymu zaplnény a nedochazi k vazbé s prebyteCnym substratem.
V tomto pripadé je uz celkova rychlost reakce zavisla na tom, jak rychle dokaze enzym
zpracovat substrat na produkt - tim uvolni aktivni misto pro dalSi substrat.



Dfive se podle pravidel Mezinarodni biochemické unie (IUB) z r. 1961 uzivalo pojmu
enzymova jednotka (U) pro takové mnozstvi enzymu, které katalyzuje preménu 1 umol
substratu za minutu za standardnich podminek (tj. nasyceni enzymu substratem, udana
teplota a pH).

Podle doporucCeni lUB z r. 1972 se vsak od pojmu mnozstvi enzymu upousti, protoze tato
definice se nehodi pro enzymy, které dosud nebyly izolovany.

Namisto toho byly zavedeny pojmy: enzymova aktivita jako rychlost premény substratu, ktera
se da pricist na vrub enzymoveé katalyze,

specificka aktivita jako enzymova aktivita vztazena za specifickych podminek ke hmotnosti
(napf. k ur€itému mnozstvi tkané, séra, enzymového preparatu);

molova aktivita jako enzymova aktivita vztazena za specifickych podminek k mnozstvi
enzymoveé substance (byl-li enzym jiz izolovan), které je zpravidla vyjadieno v molech. Prevod
dosavadnich enzymovych jednotek (U) na kataly (kat) se fidi vztahem:

1 U =1 umol/min = 1/60 pmol/s = 1/60 pkat = 16,67 nkat

Avsak ve starsi literature se jesté s pojmem enzymoveé jednotky (U) setkavame. U nas byly
zavedeny kataly do klinicko-biochemické laboratorni praxe povinné a vysledky laboratornich

vySetreni jsou takto vyjadifovany v séru nejCastéji jako pkatl .
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Graf ukazuje, ze na zaCatku je rychlost reakce zavisla na vazbé E se S, poté se enzym
nasyti a poté prebira dulezitost krok premény ES na P.



Enzymova kinetika

Enzymova kinetika je studium enzymatickych reakci. Studuje efektivitu a nejvhodnéjsi
podminky pro enzymatickou reakci.

Zakladni enzymaticka reakce probiha touto rovnici:

k 1 k2
—
1
kde (E) je enzym, (S) substrat, (ES) komplex enzym-substrat, (P) produkt

k., K, Jsou rychlostni konstanty, ty popisuji rychlost dané reakce. k ; je rychlostni konstanta
rozpadu komplexu ES. Rychlostni konstanta je rovna rychlosti reakce pfi jednotkovych
koncentracich vychozich latek.

Za predpokladu, ze zadny produkt neinteraguje zpétné s enzymem za vzniku ES, lIze
rychlost enzymatické reakce V (mol .S'l) definovat jako:

V = k2 [ES]



k.,

k,
E+SSES>E+P

k,

Problém je, ze ES je neméfitelny. Rychlost reakce se proto definuje podle koncentraci latek o
kterych vime jejich koncentraci. Rozdélime si vznik ES do dvou rovnic:

a) vzniku produktu: [ES] = k1 [E] [S]
b) rozpadu komplexu ES smérem k S nebo P: [ES] = (k-1 + k2) [ES]

Za predpokladu, ze je v reakci enzym plné nasycen — tzn. Koncentrace ES je stale stejna:

[E][STk;
k_| +k,

K1.[EL[S] = (k-1 + k2).[ES] adale

[ES] =



Koncentrace substratu mezi nesaturovanym a saturovanym stavem enzymu je definovana

pomoci Michaelisovy konstanty Ky, _;nstanta polovieni saturace -~ 1@ S€ rovna koncentraci
substratu, pri které doslo k poloviénimu nasyceni enzymu substratem a reakCni rychlost a

je rovna poloviné maximalni rychlosti.

Z rovnice enzymaticke katalyzy |ze K,, vyjadrit jako:

k—l + k2
k, _ k Km = k
E + S ? ES— E + P 1
1
Po dosazeni do predchozi rovnice dostavame:
[E][S]

[ES]=

Vmax--
2 .

|£ [Substrate]



Za predpokladu, ze koncentrace E v reakci je mnohonasobné mensi nez S ([E] << [F]), je
[ES] + [S]=[S].

Koncentrace volného enzymu Ize definovat jako rozdil celkovéeho enzymu a ES:

[E] = [E0] - [ES]

Po dosazeni do rovnice dostavame:
ES] = ([E,|-[ESDIS]
M
Po vyjadreni [ES] dostavame: [ES] _ [Eo] [S]
[S]+ Ky,

Vime uz, Ze rychlost je definovana jako: V = k2 [ES]

Po dosazeni dostaneme:

_ S|
V=kalBo g



Je tézké experimentalné sledovat momentalni rychlost enzymatické reakce. Proto se sleduje
rychlost maximalni Vmax. Vmax je definovana rychlosti enzymatickeé reakce pfi plné saturaci
enzymu (po ni je rychlost stabilni, I1ze ji pozorovat). Této rychlosti dosahneme pfi [S] >>KM.
Pak [S]/([S]+KM) = 1

Vmax|.
2

Vmax nasledné definujeme z predchozi rovnice:

Q [Substrate]

[S] m
V:k2[EO][S]-|-KM Vmax = k2 [ED]

Nasledné dostavame finalni rovnici, ve které Ize rychlost enzymatické rovnic ziskat mérenim
pozorovatelnych velicin.

Tato rovnice je znama jako Rovnice Michaelis-Mentenové:

V = Vi = —
[S]+ Ky




Rovnice Michaelis-Mentenoveée

Pro kinetiku enzymatické reakce s jednim substratem. Tzn. Ze do katalytického mista vstupuje
pouze jedna molekula, ktera interaguje s enzymem.

V = Viax _ 5]
[S]+ Ky

V, je pocatecni rychlost enzymatické reakce, V .. je limitni hodnota rychlosti pfi plném
nasyceni enzymu substratem, [S] koncentrace substratu, K,, je Michaelisova konstanta.

Pokud ma enzym nizké K,,, znamena to, Ze muze dosahovat maximalni rychlosti pfi nizkée
koncentraci substratu. Enzymy s K,, pfi 10° — 101 Mt.s-1 — prakticky kazdy kontakt se
substratem vede k preméné na produkt.



Rovnice Michaelis-Mentenové

Je tfeba brat tuto rovnici pouze jako zjednoduSenou. Nezohlednuje dalSi faktory, které
v reakci mohou nastat jako:

.Inhibici reakce produktem

.zvratna reakce v meziproduktem

.nepopisuje allosterické chovani proteinu (tedy ze konformacni zména proteinu muze
ovlivnit enzymatickou aktivitu)
.kooperativni interakce

Navic je platna za predpokladu, kdy:
Koncentrace ES se méni mnohem pomaleji nez koncentrace P a S.

Koncentrace enzymu se v ¢ase nemeni.




Multisubstratove enzymaticke
reakce

Kinetika v takovych reakci navic sleduje v jakém poradi dochazi k vazbe S na E.

Bi-Bi reakce

Oba substraty se vazou na enzym v jednom okamziku a
A B P Q vyvari ternarni EAB komplex.

E E,u.a..—_-Epg B Mulze probihat nahodnym mechanismem - nezaleZi na poradi
EB e ve kterém se substraty navazou. V usporadaném mechanismu

5 A = ¥ je definovano a zalezi na tom ktery substrat do aktivniho mista
pristupuje jako prvni, druhy atd.

Bi-Bi mechanismus vyuziva napriklad DNA Polymeraza.




Multisubstratove enzymatické
reakce

Ping-Pong mechanismus enzymové reakce

Enzym ma dva stavy - zakladni a intermediarni. V intermediarnim stavu je enzym
chemicky modifikovan prvnim substratem.

A P B Q
E EA-FP F FB-EQ E

A - substrat umoznujici pfenos chemické skupina na enzym a po jejim vypusténi dochazi
k vazbé B, na ktery je chemické skupina z enzymu pfenesena.

Pr. mohou byt enzymy vyuzivajici kofaktory.

©)
CH, CH
@Cys: +>:o < > @ @Cys +
CoA Y 0
CoA e I —
S




Kinetika allosterickych enzymu

allostericky — charakterizovany odliSnym prostorovym sterickym usporadanim

Dochazi ke kooperativni vazbé substratu.

Kinetika rozdilna oproti Michaelis-Mentenové. Struktura allosterickych enzymd muze byt
pozménéna vazbou allosterickych efektorl do allosterického mista. Allosterické misto se
nachazi mimo aktivnino mista. Efektory mohou zménit konformaci vazebného nebo
aktivniho mista enzymu vedouci jak k aktivaci tak inhibici enzymatickych procesu.

Common enzyme
Distorted Substrate
active site Active site

! \

: —_— —_—
Allosteric k_/ ~4
| N
enzyme S (
\ \\/X L/

Allosteric site Allosteric activator
(b) Allosteric activation
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Reaction rate

Substrate concentration

Krivka zavislosti koncentrace substratu na rychlosti reakce je sigmoidni (jak zname napf. z
hemoglobinu). Kooperativni interakce jsou u enzymu bézné. UmozZznuiji regulovat jejich funkci
na zakladé koncentrace substratu nebo produktd.

Napfiklad pfi pozitivni regulaci mohou byt vice citlivé na nizkou koncentraci S, v negativni
naopak necitlive.



Enzymova inhibice

Inhibitory jsou molekuly, které redukuji nebo blokuji enzymatickou aktivitu. Inhibitor maze
branit vazbé k aktivnimu mistu enzymu nebo zabranit katalytické reakci. Naopak
aktivatory enzymatickou aktivitu zvysuiji.

Inhibice muze byt vratny nebo nevratny proces.

Irreverzibilni inhibitory - vytvari kovalentni (pevnou) vazbu na inhibitor. Dochazi k
chemické modifikaci zbytki AMK potfebné pro enzymatickou aktivitu.

Reverzibilni - vazba je nekovalentni (vodikovy mustek, hydrofobni interakce, iontova
vazba).

V kinetice inhibi¢ni reakce sledujeme primarné specificitu inhibitoru a také jeho ucinnost.



Inhibice enzymi

pusobeni mnoha léku je zalozeno na inhibici specifickych enzymU metabolickych drah tyto Iéky jsou
analoga substratt - maji podobnou strukturu jako substraty, ale nejsou enzymem pfeménovany (napf.
methotrexat, strukturni analog folatu /= koenzym/, soutézi s timto koenzymem o vazbu do aktivniho centra
enzymu podilejiciho se na syntéze thymidin monofosfatu ® pokles syntézy DNA vede k poklesu
bunééného deéleni nadorovych bunék)

Existuji tfi hlavni skupiny inhibitoru:

1) kompetitivni inhibitory
- strukturou podobné substratu
- enzym nekatalyzuje pfeménu inhibitoru, inhibitor se pouze na enzym navaze
- vazi se do vazebného mista substratu (soutézi se substratem o vazebné misto)
- zvySenim koncentrace substratu lze inhibici potlacit
- Km se v pritomnosti inhibitoru zdanlivé zvySuje
-V max se nemeni

2) nekompetitivni inhibitory

- nebrani vazbé substratu na enzym

- vazi se mimo vazebné misto substratu

- inhibici nelze potlacCit zvySenim koncentrace substratu, Ize ji snizit pouze odstranénim inhibitoru
dialyzou (inhibitor se nevaze kovalentné)

- zadny z komplexu enzym-inhibitor (E-I ani E-I-S) neni katalyticky aktivni ® snizeni koncentrace
aktivnino enzymu _ pokles Vmax

- Km se neméni

3) akompetitivni inhibitory
- vazi se pouze na komplex enzym-substrat
- dochazi ke zdanlivé zméné Km i Vmax



Neurotoxin je druh jedu, ktery plsobi na nervovou soustavu. Produkuji ho jedové Zlazy vétsiny
koralovcovitych hadU Zijicich na sousi (kobry, koralovci, mamby,...).

Myotoxin je jed plsobici na svalovinu. V jedovych Zlazach ho maji vSechny mofrské druhy
koralovcovitych hadll (vodnafi, vinozZilové) a nékteré suchozemské druhy kordlovcovitych hadu

ee/

Zijicich v Australii.

e Veétsina zivoCiSnych bunék ma vysokou koncentraci K* uvnitr bunék a nizkou Na* ve vztahu k
vneéjsSimu prostredi.

* Takovy iontovy gradient je generovan specifickym transportnim systémem, enzymem s ndazvem
Na*- K* pumpa nebo také

* Na*- K* ATPasa.

* Hydrolyza ATP pumpou poskytuje energii potrebnou k aktivnimu transportu Na*ven z bunky a K*
dovnitr, za ucelem tvorby gradientu. Nazev Na*- K* ATPasa je pouzivan proto, ze k hydrolyze ATP
dochazi pouze za situace, kdy jsou oba ionty na pumpu vazany.

* Enzym vyZaduje pfitomnost Mg?* iontud. Aktivni transport je ma velmi vyznamny fyziologicky
efekt. Na tvorbu gradientu se spotfebuje vice nez tfetina vytvoreného ATP pri odpocCinku
organismul.

* Gradient obou iontl kontroluje objem buriky, udrZzuje neurony a svalové bunky v elektricky
excitovaném stavu a pohani aktivni transport sacharidl a aminokyselin.
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activators (site-4 toxins)

% B-toxins

ﬂq &-palutoxins

ﬂf\\ p-agatoxins ‘

j) Sodium channel blockers @@@
W—’ p-conotoxins

@" p-O-conotoxins Neuromuscular junction

% Cn-11 Sodium channel blockers

ﬂq Hainantoxin-I @" H-conotoxins
K Protoxin-Il W" p-O-conotoxins

-neurotoxins

Sea anemone type 3 (BDS)

potassium channel toxins CRISP toxins

@ Nicotinic receptor antagonist

a-conotoxins

‘\Q a-neurotoxins

@ Muscarinic receptor
antagonists

Uncharacterized toxin(s)

Type-A muscarinic toxins

"Q Phospholipase A, toxins

Type-B muscarinic toxins



Hemotoxin je druh jedu, ktery rozklada krevni bunky ustknuté kofisti. Produkuji ho jedové Zlazy druh
had( z celedi zmijovitych (zmije, chrestysi, ploskolebci apod.).

Inhibition of ADP-induced . . T
. Inhibition of collagen-induced Platelet aggregation inhibition by

platelet aggregation @ platelet aggregation @ GPlIb/Illa receptor antagonism
Snake venom . . .
metalloproteinases '\Q C-type lectins .‘0 Disintegrins
Type IB Snake venom . .
phospholipase A, metalloproteinases '\'a Mambin/dendroaspin
Type liA . Prothrombin
phospholipase A, o activation

= Apyrase Vascul
R — o P R '\'a Factor V

Inhibition of epinephrine-
@
f .
fX
fVila
GPlIb/llla
@ Fibrinogen
fixa

induced platelet
aggregation
Snake venom

metalloproteinases

Type lll
ﬂphospholipase#\; Prekallskr n PEasmmogen

# Tissue factor
ay Thrombin inhibition

Type IB
phospholipase A, Exposed”
tissue cells
@) vasodilation by fXila g \ a Cypelectins
kinin-like activity . Textilini
extilinins
% Tachykinin-like Type IIA
peptides Kalhkrem phospholipase A,
) Tachykinin-like f)(l .
- peptide Prcthrombm X ; Platelet @ Fibrinol Jlyti
ibrino(geno)lytic
fXllla activit
Vasodilation by kinin- . . ’
‘-~T-hnombm Fibrinogen Snake venom

releasing activity

"'Blarinatoxin, kallikrein f M“ r :—&i‘g )

% Peptidase $1 toxins

metalloproteinases

,é Peptidase S1 toxins




Contact activation (intrinsic) pathway Tissue factor

Damaged (extrinsic) pathway

surface
l Trauma
o l Y TFPI
XIT  XITa P
<7 T VIIa  VII
s A T VIII
: R b |Tissue factor «—Trauma
;o IX IXa VIIIa |
.:." '.- fresesensnsamnnsnsannens .Antifhrombin
. Prothrombin_= Xa . Thrombin ----... ) Common
L .~ Va T (1) pathway
L . . Fibrinogen  Fibrin :
:.:,."..., .................. L R L ...... (I) (Ia) v
Active Protein C l XIﬁII
Protein S '
Protein C+ & Cross-linked
FOTEIR ¢ fibrin clot

thrombomodulin



Slozky jed ovliviiujici hemokoagulaci

Toxiny a enzymy ovliviujici funkci hemokoagulacniho systému maji vliv na funkci krevnich desticek i endotelu.
Hemokoagulacni aktivni toxiny maji na svédomi nejvice fatdlnich pripadl intoxikace hadimi jedy na svété. Klinicky se
ucinek projevi krvacenim, avSak muze dojit az k neztiSenému krvaceni z traumat, sliznic a do orgadnu, smrt tedy konci
poruchami typu diseminované intravaskularni koagulopatie. Tyto toxiny jsou charakteristické pro bojgy, zmije,
koralovcovité a morské hady. Hemostaza je ovlivnéna zdsahem toxinl do rdznych struktur hemokoagula¢niho
systému.

Toxiny mohou pUsobit na tyto systémy:

Krevni desticky

Zasah toxinu je vétSinou do povrchnich aktivacnich struktur desticek. Enzymy typu fibrinogenaza, nukleotidaza, PLA2
mohou zpUsobit inhibici agregace krevnich desticek. (Valenta 2008)

Kontaktni cesta aktivace hemokoagulace

Aktivace protrombinu

Zvyseni trombinové aktivity je zplsobena aktivaci koagulacnich faktort, nebo pfimym zdsahem do molekuly
protrombinu. Dochazi ke krvaceni typu diseminované intravaskularni koagulopatie. Dalsi z typ( enzym{, je enzym
serinové protézy, ucinkujici se spoluticasti fosfolipid( a Ca2+.

Konvertujici fibrinogen na fibrin
Enzymy hadich jed( zpUsobuji odStépovani fibrinopeptidl (fibrinopeptid A) z molekul fibrinogenu, a tak zpUsobuji
konverzi fibrinogenu na fibrin

Degraduijici fibrinogen na fibrin

Jednd se o enzymatické plsobeni proteinaz na fibrinogen nebo fibrin. Mohli bychom je také nazvat
Fibrino(geno)lytické aktivity hadich jedl. PUsobenim téchto latek vznikd zvysené krvaceni z ran a obraz
hypofibrinogenémie nebo afibrinogenémie.

Inaktivace antitrombinu
Aktivace C proteinu



Reverzibilni Enzymove inhibice

Kompetitivni reverzibilni inhibice

E+S— ES —E+P

v
@\ .

Kde I je inhibitor.

S a | se mohou vazat na enzym ve stejném
case. Inhibitor je Casto strukturalné velmi
podobny substratu, ale nedochazi u néj k
enzymatické reakci. | se tedy vaze na
vazebné (i aktivni) misto enzymu. O tyto
misto tedy S a | soupefi.

Ethanol Methanol
NAD" NAD™
ADH ADH
NADH + H" NADH + H*
Acetaldehyde Formaldehyde
ALDH l l FMD
Acetic acid Formic acid
Acetyl Co-A Ce
H,O



vmax

No inhibitor present

1[2 Vmax ----------------------------------------------------------------------------------------

|
|
Reaction in the
| presence of areversible
|
|
|
A
Ko

Reaction Velocity (M sec™')

competitive inhibitor

[Substrate]

Pokud zvySime koncentraci S, bude dochazet k CastejSim interakcim mezi E a S a
inhibicni u€inek bude potlacen.

Po inhibici kompetitivnim inhibitorem dochazi k zvySeni K,, (ProtozZe inhibitor obsazuje
cast molekul enzymu, pro vytvoreni komplexu enzym-substrat je tedy k dispozici jen
malo molekul volného enzymu. Z tohoto duvodu je reakce pomala). V__ se nemeéni.



Reverzibilni Enzymove inhibice

Akompetivni reverzibilni inhibice

Inhibitor se muze vazat na jiné misto enzymu (a to pouze v pfipadé, kdy je substrat vazany
na enzym). Po vazbé dochazi k zméné struktury enzymu vedouci ke znemozneni
enzymatickeé reakce.

E+S——ES—E+P

- &< @

o

140
120 B /
100 <

80

Zde se inhibitor vaZze pouze na ES. Pro inhibici =1

tedy potrebuje pfitomnost substratu. S rostouci
koncentraci substratu vede k zvySené inhibice
enzymu. Proto dochazi ke snizeni V__. Tim se | | | |
shizuje se takeé i KM' 0 100 200 300 400 500

tyrosine concentration (uM)

40 +
= N0 inhibition
uncompetitive inhibition
competitive inhibition

20 {

velocity of the TH reaction (uM/hr)




Reverzibilni Enzymove inhibice

Smisena reverzibilni inhibice

Inhibitor se vaze na aktivni misto enzymu nezavisle
na tom, zdali je aktivni misto prazdné nebo je S v
komplexu s enzymem. Nicméné ma vétsi afinitu k
jednomu nebo druhému stavu. Jedna se 0 mix
kompetitivni a akompetitivni inhibice.

Vazba inhibitoru ovliviuje vazbu S (zvySuje se K,)) a
zaroven snizuje pocet aktivnich molekul enzymu
(snizeni V__).

Inhibi¢ni efekt muze byt redukovan, ale ne potlacen
zvysenou koncentraci S.

E+S — ES—>E+P

+
|

X

El+S—

ES.Q @9
Q@@%



Reverzibilni Enzymoveé inhibice

Nekompetivni reverzibilni inhibice

Specificky pfipad smiSené enzymoveé inhibice.

Inhibitor redukuje afinitu enzymu k substratu, ale neovliviiuje jeho vazbu (S se tedy na
enzym nevaze). Inhibitor se podobné jako u akompetitivni inhibice vaze na jiné misto
proteinu a vyvolava strukturalni zmeény v aktivnim misté enzymu.

Noncompetitive Inhibition

El+S = ESI

E+S == ES — E+P

ES+l = ESI
K

Product
N

O ~+@



VMax

Normal Enzyme

Competitive inhibitor, same V.,
different Ky,

Noncompetitive inhibitor, Same K,
different Vy,,

K Is]

Tento typ inhibice je pfimo zavisly na koncentraci |, ne na koncentraci S (protoze se
Inhibitor vaze na jiné misto enzymu a nesoupefi se substratem). Takze kdyz dojde k
inhibici 50% enzymu, tak jak pfi nizkeé i vysoké koncentraci substratu.

Klesa V
efekt.

e Protoze aktivita enzymu uz je redukovana a vysoka koncentrace S na ni nema

Ale K,, zUstava stejna (mechanismus enzymatické reakce je stejny, ale s omezenym
mnozstvim aktivnich enzyma).



Vliv teploty na enzymatickou reakci
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Enzymy mohou byt stabilni mezi teplotou 0 az
100°C (termofilni bakterie maji napf. velmi
stabilni enzymy, které jsou aktivni i pfi 110°C). V
lidském téle jsou enzymy konstruovany na
teplotu okolo 37-C.

Enzymy jsou aktivni pouze v malém teplotnim
intervalu. Teplota, pfi kterém je enzym nejvice
aktivni -  Teplotni optimim. To je umoznéno
idealni  stabilitou proteinu a spravnému
usporadani AMK v aktivnim miste.



Vliv teploty na enzymatickou reakci
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temperature (°C)

Zavislost reakce na teploté je v oblasti teplotniho optima definovano Arheniovou
rovnici, ktera definuje zavislost jakékoliv chemické reakce na teploté. S rostouci teplotou
ziskavaji molekuly (S i E) vétSi kinetickou energii a narista pravdépodobnost idealni
srazky mezi S a E. Pri nizkych teplotach je sice enzym stabilni a neni ovlivhéna struktura
proteinu, ale pocCet srazek je omezeny.

Pri vysSSich teplotach pak dochazi k CasteCné nebo uplné denaturaci (rozpadu 3D
struktury a tvorbé neusporadanych proteinovych klubek) a degradaci proteinu.



VlIiv pH na enzymatickou reakci

pH optimum zavisi na funkci a prostredi
ve kterém se protein vyskytuje.

Pepsin Amylase Trypsin
pH 7 - trypsin, enzymy v Krvi
pH 2 - pepsin
pH 10 — Arginasa g
Zalezi na AMK zbytcich v aktivnim miste,
protoZze katalyticka aktivita enzymul se
odviji od toho zda jsou AMK ionizovane. | L
Také dochazi k narudeni elektrochemické 2 s 8 8§ 10
interakce mezi vazebnym mistem a
substratem.

Vysoké a nizké pH denaturuje
proteinovou strukturu.



Enzymy
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Enzymy

Proteiny (mohou byt také RNA molekuly — napf. ribosom), které slouzi jako biologické
katalyzatory

Substrat (S) - molekuly, které do reakce vstupuiji

Produkt (P) - molekuly, které vznikaji katalyzovanou reakci
Enzym (E)

Komplex enzymu se substratem (ES)

E+S ES E+P

¢:-¢-¢

Enzyme + Substrate Enzyme-Substrate Enzyme + Products
Complex 1 2 3

<‘:>Dlucu59
<:>Glum5e

Mattose




Na co slouzi enzymy

- vySSi reakéni rychlost (6- 12 rada)
- mirnéjsi podminky reakce (nizsi teplota, atmosféricky tlak, neutralni pH)
- vysSi specifita reakce (specifické produkty, ,nejsou” vedlejsi produkty)

- schopnost regulace (allostericka regulace, kovalentni modifikace, variabilita)

Mohou byt:
- homogenni — reaktanty a katalyzator jsou v systému pritomny ve stejné fazi

- heterogenni — nejcastéji je katalyzator pevny a reaktanty jsou plynné



Jaké zname enzymy

Alcohol Aldehyde Motherfucker must be trypsin
dehydrogenase dehydrogenase

(ADH) (ALDH)

"

Acetaldehyde Acetate (Acetic acid)
H,C-CH=0 H,C-COO"

Alcohol (Ethanol)
H;C-CH,-OH

DNA replication in higher organisms

i
W Wi,

5 replication fork N\ d // origin

Vo VAWE ST
/ " S\/ ) single-strand /x\ﬂgu@i&l
7 T

© 2008 Encyclopzedia Britannica, Inc.

"It has nothing to do with you, Bessie, It's
Jjust that I'm lactose intolerant."



Replikacni enzymy

- podileji sa na replikaci DNA

DNA primase
RNA primer

DNA-ligase

DNA-Polymerase (Pola)

||,;, “'llllﬂllll‘ Im!‘ NN //ll
«"|I|I|'|'|I|I|'|| e,

DNA Polymerase (Pold)
Helicase

Single strand,
Binding proteins

Lagging
strand

LI,

Topoisomerase

Leadmg
strand




Restrikcéni enzymy

- sekvencne specifické endonukleazy

GAATTC

EcoRi, restriction endonuclease
AATTC
A A IR E R R L
Ly 10201010,
5 ¢

—— Agrobacterivm call

DMNA containing
gena Tor
desired trait

Recombinant

Insert

Vector

Plant with
Mew gene W trait

within plant
chromosoma
Plamt call

Restriction site
@) The desired gene €D The plasmid is introduced €) The plant cells
& insarad inlo into plant calls culturad develop into
the plasmid, in a laboratory, full-grown plants,



Enzym jako katalyzator

Katalyzator
- zvySuje efektivitu chemické reakce
-z reakce vystupuje nezmeénén

- v prubéhu reakce vytvari energeticky méné stabilni molekuly — meziprodukty

Aktivacni energie
- energie potrebna k prabéhu reakce

- snizeni aktivacni energie umoznuje reakci za mirnéjsich podminek (tzn. za nizsi teploty,

tlaku).
Enzymy snizuji aktivacni bariéru - diky vzniku meziproduktt

e
s s Transition state

(uncatalyzed) THE ACTIVATION ENERGY IS .}; i?f_gcmf.-an

' energy barrier

l".

J‘*ﬁ‘

Transition state
(catalyzed)

Free energy, G

Reactants

Reamnts i‘ -

¥ =

v
Products | ™
Products

Without enzyme

e

Progress of reaction —>

: ,f:Ernz',rme .

" lowers
- barrier

Fteamants M

Products

With enzyme



Enzymy se od chemickych katalyzatora |

V4

- efektivita (enzymatické reakce byvaji
mnohem ucinnéjsi nez chemické)

- podminky (pH, teplota)

- vysoka specificita (enzymy casto
rozeznavaji pouze jednu specifickou
molekulu)

- nezavislost na mnozistvi produktu
(chemicka katalyza je pfimo zavisla na
mnozstvi substratu)

-

7\
+@

!

1
A ©

Specific substrates Specific substrate Specific substrate
of enzyme 1 of enzyme 2 of enzyme 3

| Enzyme type 2 S Encyme type 3 |

Rate of Reaction

R

Rate of Reaction

Optimum temperature for Optimum temperature for enzyme
human enzyme from hotsprings prokaryote

! !
40 50 60 70 80
Temperature of Reaction (C)

Optimum pH for pepsin ~ Optimum pH for trypsin

Rate of reaction

pH of Reaction

X = point of saturation

?

Increasing
concentration does
not affect reaction rate

Substrate concentration



Struktura enzymui

- proteiny, které se mohou nachazet
samostatné nebo v proteinovych komplexech

- pro specificitu enzymové reakce je klicova
jeho 3D struktura

- spravné usporadani aminokyselin je dulezité
pro funkénost tzv. aktivniho mista

Aktivni misto:

Katalytické misto

- oblast skladajici se z nékolika aminokyselin, ve
které dochazi ke katalytické reakci

Vazebné misto

- funguje jako pristavaci draha pro substrat

- prostorové substrat polohuje do spravné pozice
nutné pro katalyzu

- reguluje enzymovou aktivitu zménami afinity a
polohovani substratu do katalytického mista

PROTEIN STRUCTURE

Scaffold to support and
position active site

ACTIVE SITE




Vazba substratu

- do aktivniho mista (zajistuje vazebné misto)
- vazebné misto navic zajistuje specificitu enzymu

Specificita je zachovana diky:
- komplementarnimu tvaru vazebného mista a substratu
- rozlozeni elektrochemického naboje

- hydrofobnim nebo hydrofilnim interakcim

Substrate

Substrat a enzym musi byt k sobé l Enzyme
geometricky komplementarni (model

zamku a klice) (b) @ .

Lock-Key Complex Enzyme-Substrate
Complex

Actlve site

o= D

Key (substrate) Lock (enzyme)




Aktivni misto enzymu

Katalyticka reakce muze probihat

a) stabilizaci meziproduktu

- v misté proteinu diky blizkym AMK
zbytkim dochdzi k vyméné naboje s
meziproduktem (ve stejném prostredi
by byl nestabilni)

b) docasnou interakci se substratem

- enzym se stane prijemcem aktivni
skupiny, umoznujici snadnéjsi presun na
jiné misto substratu nebo jiny substrat

c) zména konformace molekuly

- zménou struktury molekuly dochazi
také ke snizeni energie potrebné pro
vznik produktu




Enzymy - kofaktory

- katalytické reakce se neucasti jenom zbytky aminokyselin, ale i jiné molekuly —
kofaktory (napf. vitaminy rozpustné v tucich, napr. B1,B2, B6, B12, C atd.)

- pokud je kofaktor vazan kovalentni vazbou k enzymu - prosteticka skupina
- pokud je vazba v katalytickém misté méné pevna jako v pripadé iontu kovl nebo
organickych molekul jedna se o koenzym

Holoenzym - katalyticky aktivni dvojice kofaktoru a enzymu

Apoenzym - enzym bez kofaktoru Cofactor

+ il —
Cofactor
Apoenzyme

Apoenzyme Holoenzyme \ § .

Holoenzyme

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Catalytic site Coenzyme




Nazvoslovi enzymu

enzymy maji svoje specifické nazvoslovi

nazev enzymu se sklada budto z oznaceni substratu nebo z oznaceni substratu + typ
dané katalytické reakce

priponou nazvu je — asa

napr. proteinasa, alkoholdehydrogenasa, laktatdehydrogenasa

Not sure If
elzyme

random word\thialdends with -ase




Klasifikace enzymu

podrobnéjsi klasifikaci IUBMB (INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY AND
MOLECULAR BIOLOGY)

oxidoreduktasy (katalysuji intermolekularni oxidacné-redukéni reakce, napf. ethanol +
NAD+ - acetaldehyd + NADH + H+)

transferasy (prenos chemickych skupin z molekuly donoru na akceptor, napr. ATP +
glukosa - glukosa-6-fosfat + ADP)

hydrolasy (Stépeni vazeb vodou, napf. sacharosa + H20 - glukosa + fruktosa);

lyasy (nejcastéji adice na dvojnou vazbu nebo eliminace za vzniku dvojné vazby, napr.
hydratace fumaratu v citratovém cyklu -OOC-CH=CH-COO- + H20 - -O0C-CH(OH)-CH2-
COO0-)

isomerasy (isomerace, napr. D-glukosa - D-fruktosa nebo L-alanin - D-alanin);

ligasy (spojeni dvou molekul, k némuz se dodava energii stépenim ATP nebo GTP, napt.
karboxylace pyruvatu na oxalacetat CH3-CO-COO- + CO2 + ATP + H20 - -O0OC-CH2-CO-
COO- + ADP + Pi)

napf. EC 1.1.1.1 znamena

(EC) - Enzyme commision

(1, hlavni tfida) - oxidoreduktazy (v reakci dochdzi k vyméné elektront)
(1, podtrida) - reakce probiha na C-OH skupiné

(1, podskupina) - kofaktor - zde NAD nebo NADP

(1, poradové Cislo) - uréuje jiz konkrétni enzym - alkoholdehydrogenazu



Kinetika enzymti

- studuje efektivitu a nejvhodnéjsi podminky pro enzymatickou reakci
- rychlost enzymatické reakce definovana rychlosti jakou se substrat vaze na enzym a

rychlosti jakou dochazi k tvorbé produktu

o ¢ &
& . &’, L 4 .&:,’ ”’
< & L 4
— 30
’ o 0” .’00’9”
o - SN AR

Low substrate High substrate

nizka koncentraci substratu vii¢i enzymu
- reakce témér primo umeérna jeho koncentraci

vysokda koncentrace substratu vici enzymu
- aktivni mista enzymu jsou zaplnény a nedochazi k vazbé s prebytecnym substratem
- celkova rychlost reakce zavisla na tom, jak rychle dokaze enzym zpracovat substrat na

produkt



Kinetika enzymu - jednotky

Drive se podle pravidel Mezinarodni biochemické unie (IUB) z r. 1961 uzivalo pojmu
enzymova jednotka (U) pro takové mnozstvi enzymu, které katalyzuje preménu 1 pumol
substratu za minutu za standardnich podminek

Namisto toho byly zavedeny pojmy:

enzymova aktivita - rychlost pfemeény substratu

specificka aktivita - enzymova aktivita vztazena za specifickych podminek ke hmotnosti
molova aktivita - enzymova aktivita vztazena za specifickych podminek k mnozstvi
enzymovu vyjadreno v molech

Pfrevod dosavadnich enzymovych jednotek (U) na kataly (kat) se ridi vztahem:

1U =1 pmol/min=1/60 umol/s = 1/60 pkat = 16,67 nkat

U nas byly zavedeny kataly do klinicko-biochemické laboratorni praxe povinné a vysledky
laboratornich vysetreni jsou takto vyjadfovany v séru nejcastéji jako pkat/I.



Enzymova kinetika

- studium enzymatickych reakci: efektivita a nejvhodnéjsi podminky
- zakladni enzymaticka reakce se da vyjadrit touto rovnici:

k.,

Lk
E+S>SES—E+P

k1, k2 — rychlostni konstanty, popisuju rychlost dané reakce
k-1 —rychlostni konstanta rozpadu komplexu ES
Rychlostni konstanta je rovna rychlosti reakce pri jednotkovych koncentracich latek

Za predpokladu, ze zadny produkt neinteraguje zpétné s enzymem za vzniku ES, lze rychlost

enzymatické reakce V (mol*s-1) definovat jako:
V =k2 [ES]



Enzymova kinetika

k.

k,
E+SSES>E+P

1

Problém je, Zze ES je neméfitelny.
Rychlost reakce se proto definuje podle koncentraci latek o kterych vime jejich

koncentraci.
Rozdélime si vznik ES do dvou rovnic:

a) vzniku produktu: [ES] = k1 [E] [S]
b) rozpadu komplexu ES smerem k S nebo P: [ES] = (k-1 + k2) [ES]

Za predpokladu, ze je v reakci enzym plné nasycen — tzn. koncentrace ES je stale
stejna:

[E][S]k,

k_, +k,

K1.[E][S] = (k-1 + k2).[ES] adale [ES] =



Kinetika enzymu — Michaelisova konstanta

Koncentrace substratu mezi nesaturovanym a saturovanym stavem enzymu je
definovana pomoci Michaelisovy konstanty K;, - konstanta polovicni saturace
- rovna se koncentraci substratu, pri které dosSlo k polovicnimu nasyceni enzymu

substratem
- reakcni rychlost a je rovna poloviné maximalni rychlosti

Z rovnice enzymaticke katalyzy Ize K,, vyjadrit jako:
k_ | T k2

K,

Po dosazeni do predchozi rovnice dostavame: [E] [S]

k k,
E+S S ESSE+P Km

k,

|€m [Substrate]



Kinetika enzymu — odvozeni rovnic

Za predpokladu, Ze koncentrace E v reakci je mnohonasobné mensi nez S ([E] << [S]), je [ES]
+[S] = [S].

Koncentrace volného enzymu lze definovat jako rozdil celkového enzymu a ES:

[E] = [Eo] - [ES] s = UEa = [ESDIS]
KM
Po dosazeni do rovnice dostavame:
S
[ES] = [E ]
[S]+ Ky,

Po vyjadreni [ES] dostavame:

Vime uz, ze rychlost je definovana jako: V = k2 [ES] V = k2 [E ] [S]
- 0
[S]+ Ky,

Po dosazeni dostaneme:



Kinetika enzymu — odvozeni rovnic

- experimentalné sledovat momentalni rychlost enzymatické reakce je tezké

- proto se sleduje rychlost maximalni Vmax

- Vmax je definovana rychlosti enzymatické reakce pri plné saturaci enzymu (po ni je
rychlost stabilni, Ize ji pozorovat). Této rychlosti dosdhneme pri [S] >>KM. Pak
[S1/([S]+KM) = 1

VA |-eroreeerereeeeeseneeesens e
V =k,[E,] [5] predchozi rovnice: Vinax.--

Vmax = ko [Eo] .a‘

m

[Substrate]

Nasledné dostavame finalni rovnici, ve které lze rychlost enzymatické rovnic ziskat
merenim pozorovatelnych veli¢in: rovnice Michaelis-Mentenové:

[S]
[S]+ Ky

V = Vinax



Rovnice Michaelis-Mentenové

- plati pro kinetiku enzymatické reakce s jednim substratem (do katalytického mista
vstupuje ouze jedna molekula, kterd interaguje s enzymem)

V = Vinax 5]
[S]+ Ky

V, je pocatecni rychlost enzymatické reakce
V__ Jjelimitni hodnota rychlosti pfi plném nasyceni enzymu substratem

[S] koncentrace substratu
K,, je Michaelisova konstanta

Pokud ma enzym nizké K;,, znamena to, Ze miZe dosahovat maximalni rychlosti pfi nizké
koncentraci substratu
Enzymy s K, pfi 10® — 10" M™.s-1 — prakticky kazdy kontakt se substratem vede k
premene na produkt.



Rovnice Michaelis-Mentenové

Nezohlednuje dalsi faktory, které v reakci mohou nastat:

inhibice reakce produktem

zvratna reakce v meziproduktem

nepopisuje allosterické chovani proteint (tedy Ze konformacni zména proteinu
muze ovlivnit enzymatickou aktivitu)

kooperativni interakce

Navic je platna za predpokladu, kdy:
- koncentrace ES se méni mnohem pomaleji nez koncentrace P a S

- koncentrace enzymu se v Case nemeéni.




Multisubstratové enzymatické reakce

Kinetika v takovych reakci navic sleduje v jakém poradi dochazi k vazbé S na E

Bi-Bi reakce
- 0oba substraty se vazou na enzym v jednom okamziku a " 5 &
vyvari ternarni EAB komplex
E EAB.——'-EP-: =
- muUze probihat ndhodnym mechanismem - nezaleZi na EB QE"P
B A

poradi ve kterém se substraty navazou

Bi-Bi mechanismus vyuziva napriklad DNA Polymeraza

Leading strand




Multisubstratové enzymatické reakce

Ping-Pong mechanismus enzymové reakce:

Enzym ma dva stavy:
zakladni a intermediarni (chemicky modifikovan prvnim substratem)

A P B Q
E EA-FP F  FB-EQ E

A - substrat umoznujici prenos chemické skupina na enzym a po jejim vypusténi dochazi
k vazbé B, na ktery je chemické skupina z enzymu prenesena

O \ @Cys +

Pr. mohou byt enzymy vyuzivajici kofaktory

©)

@ P
Cys: + Cys
\ @
CoA




Kinetika allosterickych enzymui

- allostericky — charakterizovany odliSnym prostorovym sterickym usporadanim
- dochazi ke kooperativni vazbé substratu
- kinetika rozdilna oproti Michaelis-Mentenové

- struktura allosterickych enzym( muze byt pozménéna vazbou allosterickych efektort do
allosterického mista (allosterické misto se nachazi mimo aktivniho mista)

- efektory mohou zménit konformaci vazebného nebo aktivhiho mista enzymu vedouci jak
k aktivaci tak inhibici enzymatickych procesu

Common enzyme .
| Distorted Substrate
active site \ Active site .
Allosteric
enzyme \

Allosteric site Allosteric activator
(b) Allosteric activation

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Reaction rate

Substrate concentration



Inhibitory enzymi

Inhibitory - molekuly, které redukuji
nebo blokuji enzymatickou aktivitu

(a) Reaction

Substrate
Active site

Aktivatory - enzymatickou aktivitu

zvySuji v
Enzyme

Irreverzibilni inhibitory
- vytvari kovalentni (pevnou) vazbu na
inhibitor Inhibitor

- dochdzi k chemické modifikaci zbytk 1
v . . —. ) '

) v
—® v

Enzyme binding substrate Enzyme release products

(b) Inhibition

AMK potrebné pro enzymatickou
aktivitu

Enzyme

Inhibitorcompetes

Enzyme binding inhibitor
ym 9 with substrate

Reverzibilni inhibitory

- vazba je nekovalentni (vodikovy
mustek, hydrofobni interakce, iontova
vazba)

V kinetice inhibi¢ni reakce sledujeme primarné specificitu inhibitoru a také jeho ucinnost.



Inhibice enzymti

1) kompetitivni inhibitory Competitive
- strukturou podobné substratu ek

- enzym nekatalyzuje pfeménu inhibitoru, inhibitor se active site of
pouze na enzym navaze riting

- vazi se do vazebného mista substratu Gannot g
- zvySenim koncentrace substratu Ize inhibici potladit
- Km se v pfitomnosti inhibitoru zdanlivé zvySuje

-V max se nemeni

Noncompetitive inhibitor
2) nekompetitivni inhibitory - s

- nebrani vazbé substratu na enzym ‘ nCI0 SutiEtEle

- VaZi se mimo vazebné misto substratu (a) Competitive inhibition (b) Noncompetitive inhibition
- inhibici nelze potlacit zvySenim koncentrace substratu,
|ze ji snizit pouze odstranénim inhibitoru

dialyzou (inhibitor se nevaze kovalentné)

- zadny z komplext enzym-inhibitor (E-I ani E-I-S) neni
katalyticky aktivni ® snizeni koncentrace

aktivniho enzymu _ pokles Vmax

- Km se nemeéni

Normal
enzyme

Noncompetitive inhibitor

Rate of reaction

3) akompetitivni inhibitory
- vazi se pouze na komplex enzym-substrat
- dochazi ke zdanlivé zméné Km i Vmax

Substrate concentration



Reverzibilni enzymové inhibice

Kompetitivni reverzibilni inhibice E+S—ES—E+P

+
- S a | se mohou vazat na enzym ve I
stejném Case @
I =

- Iinhibitor je Casto strukturalné velmi
podobny substratu, ale nedochazi u El

néj k enzymatickeé reakci |
A7 = . <I\\ |
- | se tedy vaze na vazebné (i

aktivni) misto enzymu. O tyto misto
S a | soupefi (kompetice)

Ethanol . Methanol
NAD NAD*
ADH ADH d
NADH + H* e mmrspn o
Acetaldehyde Formaldehyde
ALDH FMD
Acetic acid Formic acid
Acetyl Co-A G



vmax

No inhibitor present

1/2 vm'x T B R T

I
I
Reaction in the
| presence of areversible
I
I
I
i
Km

Reaction Velocity (M sec™)

competitive inhibitor

[Substrate]

- pokud zvysime koncentraci S, bude dochazet k ¢astéjsim interakcimmeziEa S -

inhibicni ucinek bude potlacen

- dochazi k zvyseni K, (inhibitor obsazuje Cast molekul enzymu, pro vytvoreni komplexu
enzym-substrat je tedy k dispozici jen malo molekul volného enzymu —reakce je
pomala)

- Vmax se nemeni



Reverzibilni enzymové inhibice

Akompetivni reverzibilni inhibice E+S—ES—E+P
| (s
- Inhibitor se muze vazat na jiné misto ' —
enzymu (a to pouze v pfipadé, kdy je HK-
substrat vazany na enzym) ESI M
®

- po vazbé dochazi k zméné struktury
enzymu  vedouci ke  znemoZzZnéni
enzymatické reakce

- Iinhibitor se vaze pouze na ES 140

- pro inhibici tedy potfebuje pfitomnost 120 |

substratu 100 |

80 F
- s rostouci koncentraci substratu vede k

zvysené inhibice enzymu 60 |/

40 H

= N0 inhibition
= ncompetitive inhibition
+ competitive inhibition

- dochazi ke snizeni V
také i K,,.

max LM S€ snizuje se

velocity of the TH reaction (uM/hr)

20 |

0 100 200 300 400 500

tyrosine concentration (uM)



Reverzibilni enzymové inhibice

Smisena reverzibilni inhibice

- inhibitor se vaze na aktivni misto
enzymu nezavisle na tom, zdali je E+S——ES—E+P
aktivni misto prazdné nebo je S v + +

komplexu s enzymem | I @
2 G RET - - “K, “K,' _
- ma veétsi afinitu k jednomu nebo
druhému stav - mix kompetitivni a El + S= ESI

akompetitivni inhibice “® M@

- vazba inhibitoru ovliviiuje vazbu S
(zvysuje se K,,) a zaroven snizuje

poCet aktivnich molekul enzymu @
(snizeni V) .

- inhibi¢ni efekt muze byt redukovan,
ale ne potlaCen zvysSenou
koncentraci S



Reverzibilni enzymové inhibice

Nekompetitivni reverzibilni inhibice

- specificky pfipad smisené Noncompetitive Inhibition

enzymove inhibice

E+l =— EI
N L K
- inhibitor redukuje afinitu enzymu k '

substratu, ale neovliviiuje jeho
vazbu (S se tedy na enzym
nevaze)

lnhibitor\

- podobné jako u akompetitivni
inhibice vaze na jiné misto
proteinu a vyvolava strukturalni (evs = €si]
zmeny v aktivnim misté enzymu.

E

) ‘-Substrate Product_

E+S == ES — E+P

. +@
Ve

K,




VMax

Normal Enzyme

Competitive inhibitor, same V.,
different K,

Noncompetitive inhibitor, SameK,,
different V.,

K [s]

inhibice je primo zavisla na koncentraci |, ne na koncentraci S
kdyz dojde k inhibici 50% enzymu, tak jak pfi nizké i vysoké koncentraci substratu
V__ klesa - aktivita enzymu uz je redukovana a vysoka koncentrace S na ni nema efekt

Ky, ZUstava stejna (mechanismus enzymaticke reakce je stejny, ale s omezenym
mnozstvim aktivnich enzymi)



Competitive « Binds to the ACTIVE SITE * Vomax 15 the SAME m = INCEEASES the
- Shape of the inhibitor is similar the presence of the apparent Ky, for the
to the shape of the active site imhibitor grven substrate
- Imcreased substrate reverses - Reversed by an - More substrate is
mhibitron mcrease m [substrate| required to get hall

Tmn

Uncompetitive - DMLY bmds to the enpvme * Vmax 15 apparently * Km 15 apparently
substrate complex awav from DECREASE to the DECREASE to the
the active site. SAME value as Km SAME value as Vmas

- Not with free enzvmes




Type of inhibition | A Al il K’
VI‘I‘IH IKM I
competitive Vs (i L ) Ko (1 + %J
K
I /KM
1y max 1+ ([11/K)
e Ve (1) 1+ ) Kl )
Ky
Knu}r!KM
noncompetitive V,“,.,:‘.l"r (1+ Lj:]*}) (i R (1] ) Ko
K
[ ]
uncompetitive m“f(l + [‘,:l Vm“/KM Ky /(1+ 2 !




Vliv teploty na enzymatickou reakci

- enzymy mohou byt stabilni mezi
v pH 4.5 5.0 5.5
teplotou 0 az 100°C - T T T T
°F Alpha pmylase
s . .r v . 160 FL
- termofilni bakterie maji napr. velmi it i g j‘ ""
stabilni enzymy, které jsou aktivni i .o b—t—————— -
ve /]\ [gelatinization
pri 110°C complata) Béta Amylase
140
- v lidském téle jsou enzymy 1m0 P B L EEEEEEE
konstruovany na teplotu okolo 37°C | | | 5.._:,_"._.,’_ ':________ ________
120
- aktivni pouze v malém teplotnim T 4y -
) LLL leeta I Dabranching
intervalu ____[petatucanasel Enzymes | ___ | -
100
IR, " 2 & ==
- teplota, pfi kterém je enzym nejvice . Desired
aktivni - teplotni optimum T R
' 11 1 1 1 1 | .
pH 4.5 5.0 5.5




Vliv teploty na enzymatickou reakci

zavislost reakce na teploté je v oblasti
teplotniho optima definovano Arheniovou
rovnici

s rostouci teplotou ziskavaji molekuly (S i E)
vetsi  kinetickou energii a  narUstd
pravdépodobnost idealni srazky meziSa E

pri nizkych teplotach je sice enzym stabilni a
neni ovlivnéna struktura proteinu, ale pocet
srazek je omezeny

pri vysSich teplotach pak dochazi k ¢astecné
nebo Uplné denaturaci (rozpadu 3D struktury
a tvorbé neusporadanych proteinovych
klubek) a degradaci proteinu

increasing enzyme activity

>

optimum =
temperature =

I I I I I I
10 20 30 40 50 60 70

temperature (°C)

TN, A v B =
YRy o = —

A s ————

O/ e

Functional protein Denatured protein
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Vliv pH na enzymatickou reakci

- pH optimum zavisi na funkci a prostredi, ve
kterém se protein vyskytuje

- zalezi na AMK zbytcich v aktivhim misté
- katalytickd aktivita enzymu se odviji od toho
zda jsou AMK ionizované

- vysoké a nizké pH denaturuje proteinovou
strukturu

pH 7 — trypsin, enzymy v krvi
pH2 — pepsin
pH10 -arginasa

Increasing

enzyme activity

0 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

pH
l Enzyme l Pepsin l Catalase
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