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Enzymy

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

Substrat (S) - molekuly, které do reakce vstupuji

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

Komplex enzymu se substratem (ES)

Maltose i :GIUEDSE
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Enzyme + Substrate Enzyme-Substrate Enzyme + Products

Complex 1 2 3



Na co slouzi enzymy

- vyssi reakeni rychlost (6- 12 radu)
- 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 pfitomny 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)
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Alcohal (Ethanol) Acetaldehyde Acetate [Acetic acid)
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if it thinks it can hydrolyse that protein.
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"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
DNA-ligase RNA primer,

DNA-Polymerase (Pola)
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DNA Polymerase (Pold)
Helicase

Single strand,
Binding proteins

Lagging
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Topoisomerase
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Restrikéni enzymy

- sekvencne specifické endonukleazy, vyuziti v genetickém inzenirstvi
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Enzym jako katalyzator

Katalyzator

- zvySuje efektivitu chemické reakce

-z reakce vystupuje nezméneén

- v prubéhu reakce vytvari energeticky méné stabilni molekuly — meziprodukty

Aktivacni energie

- energie potrfebnd k pribéhu reakce

- snizeni aktiva€ni energie umoznuje reakci za mirnéjsich podminek (tzn. za nizsi teploty,
tlaku).

Enzymy snizuji aktivacni bariéru - diky vzniku meziprodukt(
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Enzymy se od chemickych katalyzatoru lisSi

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

- efektivita (enzymatické reakce byvaji

Rate of Reaction

mnohem ucinnéjsi nez chemickeé)

- podminky (pH, teplota) s s Sk
- vysoka specificita (enzymy casto Temperature of Reaction (C)
rozeznavaji pouze jednu specifickou
molekulu)

- nezavislost na mnozstvi produktu
(chemicka katalyza je pfimo zavisla na

R

Optimum pH for pepsin Optimum pH for trypsin

Rate of Reaction
—

mnozstvi substratu) i 2 3 4 5 & 71 8 9

pH of Reaction
. Increasing

+@ A o
concentration does
Specific substrates Specific substrate Specific substrate not affect reaction rate
of enzyme 1 of enzyme 2 of enzyme 3

Substrate concentration

m m X = point of saturation

?

Rate of reaction




Struktura enzymu

- 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

- prostoroveé 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

Substrat a enzym musi byt k sobé

geometricky komplementarni (model
zamku a klice)

Substrate

@ E Actlve site
Key (substrate) Lock (enzyme) “

l

&

Enzyme

|

Lock-Key Complex Enzyme-Substrate
Complex




Aktivni misto enzymu

Katalyticka reakce mliZe probihat

a) stabilizaci meziproduktu

- v misté proteinu diky blizkym AMK
zbytklm dochazi 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 iontl kovl nebo
organickych molekul jedna se o koenzym

Holoenzym - katalyticky aktivni dvojice kofaktoru a enzymu

Apoenzym - enzym bez kofaktoru Cofactor

e —
Cofactor
Apoenzyme

Apoenzyme Holoenzyme “ . y
Holoenzyme

Copyright © 2006 Pearson

Catalytic site Coenzyme




Nazvoslovi enzymui

- enzymy maiji svoje specifické nazvoslovi

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

- priponou nazvu je — asa

- napf. proteinasa, alkoholdehydrogenasa, laktatdehydrogenasa

Notsure if
enzyime

random word\thaliends with -ase




Klasifikace enzymti

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

oxidoreduktasy (katalysuji intermolekularni oxida¢né-redukéni reakce, napr. ethanol +
NAD+ - acetaldehyd + NADH + H+)

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

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

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

isomerasy (isomerace, napft. 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)

napr. EC 1.1.1.1 znamena

(EC) - Enzyme commision

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

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

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



Kinetika enzymu

- 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
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Low substrate High substrate

nizka koncentraci substratu viici enzymu
- reakce témeér primo umérna jeho koncentraci

vysoka koncentrace substratu vici enzymu
- aktivni mista enzymu jsou zaplnény a nedochazi k vazbé s prebytec¢nym 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 mnoizstvi enzymu, které katalyzuje preménu 1 pumol
substratu za minutu za standardnich podminek

Namisto toho byly zavedeny pojmy:

enzymova aktivita - rychlost premény substratu

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

Prevod dosavadnich enzymovych jednotek (U) na kataly (kat) se fidi vztahem:

1 U =1 umol/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>S ES—E+P

k1, k2 — rychlostni konstanty, popisuju rychlost dané reakce
k-1 — rychlostni konstanta rozpadu komplexu ES
Rychlostni konstanta je rovna rychlosti reakce pfi 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.,

kz
E+SSES—2E+P

1

Problém je, ze ES je neméritelny.
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:

[E1[SIk,

k_, +k,

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



Kinetika enzymu — Michaelisova konstanta

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

substratem
- reakéni rychlost a je rovna poloviné maximalni rychlosti

Z rovnice enzymatické katalyzy lze K,, vyjadfrit jako:
k—l + k2

K,

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

k, k,
E+SSES>E+P Kum

k,

Vmax ...........................................................

Q‘m [Substrate]



Kinetika enzymu — odvozeni rovnic

Za predpokladu, Zze 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 = UEo = [ESDIS]
M
Po dosazeni do rovnice dostavame:
S
[ES] = [E
[S]+ Ky,

Po vyjadreni [ES] dostavame:

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

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 pfi plné saturaci enzymu (po ni je
rychlost stabilni, Ize ji pozorovat). Této rychlosti dosahneme pfi [S] >>K,, Pak

[S1/([S]+Ky) = 1

Y
V =k,[E,] [S] pfedchozi rovnice: Vmax

Vmax = ko [Eo] .J

m

[Substrate]

Nasledné dostavame finalni rovnici, ve které lze rychlost enzymatické rovnic ziskat
mérenim pozorovatelnych velicin: rovnice Michaelis-Mentenové:

[S]
[S]+ Ky

V = Vinax



Rovnice Michaelis-Mentenové

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

[S]
[S]+ Ky

V = Viax

V, je pocatecni rychlost enzymaticke 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 nizké
koncentraci substratu
Enzymy s K, pfi 10° — 10"° M*.s-1 — prakticky kaZdy kontakt se substrdtem vede k
preméné 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 Zze 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 Sna E

Bi-Bi reakce
- oba substraty se vazou na enzym v jednom okamziku a " 5w
vyvari ternarni EAB komplex
E EAB-——"‘EPQ >
- muze 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 pfenos chemické skupina na enzym a po jejim vypusténi dochazi
k vazbé B, na ktery je chemické skupina z enzymu prenesena

Pf. mohou byt enzymy vyuZivajici kofaktory

=)

CH, CH4 CHa
@Cys: +>:o ~ - @Cys \—o \ > @Cys: +}o
CoA Y Y 0
H vy

CoA

s S ."'
\\. S ',." l\_."

\
S



Kinetika allosterickych enzymu

- allostericky — charakterizovany odliSnym prostorovym sterickym usporadanim

- dochazi ke kooperativni vazbé substratu

- kinetika rozdilna oproti Michaelis-Mentenové

Reaction rate

struktura allosterickych enzymU muze byt pozménéna vazbou allosterickych efektor( do
allosterického mista (allosterické misto se nachazi mimo aktivniho mista)

efektory mohou zménit konformaci vazebného nebo aktivniho mista enzymu vedouci jak
k aktivaci tak inhibici enzymatickych procesi

Common enzyme

Allosteric
enzyme

Substrate concentration

Distorted Substrate
active site \ Active site .

Allosteric site Allosteric activator
(b) Allosteric activation

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



Inhibitory enzymu

Inhibitory - molekuly, které redukuiji
nebo blokuji enzymatickou aktivitu

Aktivatory - enzymatickou aktivitu
zZvysuji

Irreverzibilni inhibitory

- vytvari kovalentni (pevnou) vazbu na
inhibitor

- dochdzi k chemické modifikaci zbytku
AMK potrebné pro enzymatickou
aktivitu

Reverzibilni inhibitory

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

(a) Reaction

Substrate

(b) Inhibition

Inhibitor 1

Enzyme

&

Active site

— Y
—® v

Enzyme binding substrate Enzyme release products

—’Iv—’l

Inhibitorcompetes

Enzyme binding inhibitor
ym 9 with substrate

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



Inhibice enzymu

1) kompetitivni inhibitory Competitve
- strukturou podobné substratu inhibitor
) . . L o, interferes with
- enzym nekatalyzuje pfeménu inhibitoru, inhibitor se active site of
, v enzyme so
pouze na enzym navaze subgtrate
cannot bind

- vazi se do vazebného mista substratu

- zvySenim koncentrace substratu Ize inhibici potlait
- Km se v pfitomnosti inhibitoru zdanlivé zvySuje

-V max se nemeéni

Noncompetitive inhibitor
2) nekompetitivni inhibitory - S

- nebrani vazbé substratu na enzym ' 0o sutietald

- 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 neméni

Normal
enzymsa

Noncompetitive inhibator

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

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
S a | soupefi (kompetice)

Ethanol

NAD"
ADH
NADH + H
Acetaldehyde
ALDH

A\ 4

Acetic acid

\

Acetyl Co-A

+

NAD
ADH é

\ 4

Formaldehyde

v

Formic acid

Gl




vmax

No inhibitor present

1,2 vm‘l ----------------------------------------------------------------------------------------

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

Reaction Velocity (M sec'')

competitive inhibitor

[Substrate]

rvzs

- pokud zvysime koncentraci S, bude dochazet k ¢astéjSim interakcim meziEa S -
inhibi¢ni u¢inek 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

- inhibitor se mulze vazat na jiné misto ,
enzymu (a to pouze v pripadé, kdy je “K-
substrat vazany na enzym) ESI

enzymu  vedouci ke  znemoznéni
enzymatickeé reakce

0
- po vazbé dochazi k zmeéné struktury M

. . Y, v 140
- inhibitor se vaze pouze na ES

120
- pro inhibici tedy potfebuje pfitomnost
substratu

100
80

- s rostouci koncentraci substratu vede k il U

zvysSené inhibice enzymu

40 H,

= N0 inhibition
= ncompetitive inhibition
s competitive inhibition

- dochazi ke snizeni V
také i K,,.

velocity of the TH reaction (uM/hr)

may LIM S€ sniZuje se 20 |

0 100 200 300 400 500

tyrosine concentration (uM)



Reverzibilni enzymové inhibice

Smisena reverzibilni inhibice

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

komplexu s enzymem |

. ma vetsi afinitu k jednomu nebo “K' Q Q§>
druhému stav - mix kompetitivni a El+S— ESI
akompetitivni inhibice

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

M
poCet aktivnich molekul enzymu
(snizeni V__ )

- inhibiéni efekt mUze byt redukovan,
ale ne potlaCen zvySenou
koncentraci S



Reverzibilni enzymové inhibice

Nekompetitivni reverzibilni inhibice

- specificky pfipad smisene Noncompetitive Inhibition

enzymové inhibice

- inhibitor redukuje afinitu enzymu k
substratu, ale neovliviuje jeho
vazbu (S se tedy na enzym
nevaze)

- podobné jako u akompetitivni
inhibice vaze na jiné misto

3

proteinu a vyvolava strukturalni [Eles = sl

zmeny v aktivnim misté enzymu.

|E+S == ES — E+P

‘—SUbstrate Product\
, +@
2Ax

ES+l = ESI
K,




VMax

Normal Enzyme

Competitive inhibitor, same V.,
different Ky,

Noncompetitive inhibitor, Same Ky,
different Vy,,,

K [s]

inhibice je primo zavisla na koncentraci I, ne na koncentraci S
kdyz dojde k inhibici 50% enzymu, tak jak pri 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 enzym?)



Competitive - Binds to the ACTIVE SITE * Yomax 1s the SAME m - INUCREEASES the
- Shape of the inhibitor is similar the presence of the apparent K for the
to the shape of the active site mhibitor given substrate
- Imcreased substrate reverses - Reversed by an = More substrate is
imhibition mcrease m [substrate| required to get half

1il.mn

Uncompetitive - ONLY binds to the enzyme * Vmax 15 apparently + Km 15 apparenthy
substrate complex away from DECREASE to the DECREASE to the
the active site. SAME value as Kkm SAME value as Vmax
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Vliv teploty na enzymatickou reakci

enzymy mohou byt stabilni mezi
teplotou 0 az 100°C

termofilni bakterie maji napf. velmi
stabilni enzymy, které jsou aktivni i
pri 110°C

v lidském téle jsou enzymy
konstruovany na teplotu okolo 37°C

aktivni pouze v malém teplotnim
intervalu

teplota, pri kterém je enzym nejvice
aktivni - teplotni optimum
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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)
vétsi  kinetickou energii a narusta
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 castecné
nebo Uplné denaturaci (rozpadu 3D struktury
a tvorbé neusporadanych proteinovych
klubek) a degradaci proteinu

increasing enzyme activity
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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 aktivnim misté

- katalytickd aktivita enzym( se odviji od
toho zda jsou AMK ionizované

- vysoké a nizké pH denaturuje protemovou

strukturu
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pH 7 — trypsin, enzymy v krvi % %
pH2 — pepsin gc
pH10 -arginasa M
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