2_1 ENZYMY

ENZYMY - enzymova
katalyza.



Enzymy jsou katalyzdtory biologickych szs’rémﬂ umozhujici
chemicke premény. Umoznuji také transtormaci jedno druhu
energie na druhy.

Pro enzymy je charakteristicka katalytickd sila a specifita.

Katalyticka sila enzymu je definovdna jako pomér rychlosti
reakce katalyzovane enzymem a rychlosti reakce
nekatalyzované.

Katalyza se uskutecfiuje v misté molekuly enzymu nazvaném
aktivni misto.

Ldtka jejiz preménu enzym katalyzuje se hazyvd SUBSTRAT.

Témér viechny zndmé engym¥ isoq proteiny (RNA jsou
pravdépodobné nejranéjsi katalyzatory - ribozymyg



UREASA z fazolu

Ureasa EC 3.5.1.5; systematicky ndazev: urea
(mocovina): amidohydrolasa;

Enzym obsahuje Ni?*; katalyzuje hydrolyzu mocoviny na
oxid uhli¢ity a amonné ionty.

Pri teploté 20°C je rychlostni konstanta ureasou
katalyzované reakce 3 x 10%.sec!.

Nekatalyzovanad reakce mad rychlostni konstantu
3 x 1019, sec™..

Pomér rychlostnich konstant: 104,
Katalyticka sila ureasy je 104,



Enzymy urychluji ustanoveni rovnovahy chemické
reakce. Neovlivnuji rovnovaznou konstantu.

Napr. karbondtanhydratasa mize katalyzovat hydrataci
milionu molekul CO, za sekundu.

Enzymy jsou specifické ve smyslu_katalyzované reakce
gspea ita dcinku) a ve smyslu vybéru substratu
substratova specifita).

Enzymy snizuji aktivacni energii reakce. Tvori komplex
se substratem.



Soucdsti enzymi jsou malé molekuly - kofaktory.

Proteinovd ¢dast enzymu - apoenzym.
Katalyticky aktivni enzym - holoenzym.
Apoenzym + kofaktor = holoenzym.

Kofak‘rorY rozumime heproteinové Cdstice, obvykle
nizké molekulové hmotnosti, které jsou nezbytné pro
aktivitu enzymu. Kofaktory, jako napr. kovové ionty
ruzné ionty soli, které zvysuji aktivitu enzymu se
hazyvaji aktivatory. Organické molekuly, které se daji
od apoenzymu oddelit (napr. hydrolyzou) se nazyvaji
koenzymy.

Kofaktory kovalentné vazané na apoenzym se oznacuji
jako prostheticka skupina.



Enzymové kofaktory:

Kofaktory

Koenzymy

Thiaminpyrofosfat (TPP)
Flavinadenindinukleotid (FAD)
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD+)
Pyridoxalfosfat

Koenzym A (CoA)

Biotin

5'- Deoxyadenosylkobalamin
Tetrahydrofoldt

Kovy
Zn?

Zn2*
Mg?*
Ni2+
Mo
Se
Mn2+
K+

Enzymy

Pyruvatdehydrogenasa
Monoaminoxidasa
Laktdtdehydrogenasa
Glykogenfosforylasa
Acetyl CoAkarboxylasa
Paruvdtkarboxylasa
Methylmalonylmutasa
Thymidylatsynthasa

Karbonatanhydrasa
Karboxypeptidasa
Hexokinasa

Ureasa

Nitratreduktasa
Glutathionperoxidasa
Superoxiddismutasa
Propionyl CoA karboxylasa



Proteolytické enzymy (proteasy, proteinasy):

Enzymy druhové nespecifické - specifické na $tépenou vazbu.

Mnohé katalyzujici také reakce $tépeni esterl coZ se vyuzivd
ke sledovdni jejich aktivity.

Trypsin $tépi peptidovou vazbu v misté, kde je na strané
karboxylu Lys nebo Arg nendsleduje-li Pro.

Thrombin, enzym podilejici se na procesu srdzeni krve §tépi
pouze vazbu Arg-Gly.



Vazebné misto peptidu Stépené trypsinem:

Lysin

nebo

Arginin




Vazebné misto peptidu Stépené thrombinem:

o)



Ndzvoslovi enzymu

»  Trividlni ndzvy - napr. ureasa, trypsin, pepsin.

+  Systematické - popis chemické reakce, kterou enzym
katalyzuje, koncovka -asa.

*  Napr. alkoholdehydrogenasa katalyzuje reakci (oxidaci
alkoholu na aldehyd):

Ethanol + akceptor elektronl = acetaldehyd + redukovany akceptor

V tomto pripadé je akceptorem NAD*, ktery se redukuje na NADH + H* (proton se
uvolfiuje do prostredi).

NAD* je nikotinamidadenindinukleotid (oxidovand forma)



Systematicka klasifikace enzymu
dle enzymové komise (EC):

EC x.y. z. p. Ctyrciferny kod

+ Priklad: Alkoholdehydrogenasa, EC 1.1.1.1

Systematicky nazev: Alkohol:NAD* oxidoreduktasa

1. oxidoreduktasy (oxidacné-redukcni reakce)
1. 1 PUsobi ha CH-OH skupinu donoru

1.1. 1 Akceptor NAD* nebo NADP*
1.1. 1. 1(poradi enzymu v podpodtridé)



Tridy enzymi
Trida

1. Oxidoreduktasy

2. Transferasy
3. Hydrolasy
4. Lyasy

5. Isomerasy

Podiidy:

6. Ligasy

C1Oo1o1 0101 O
Ol hwnN =

Enzymové tridy

Katalyzovand reakce Priklad

Oxidac¢né-redukéni Alkoholdehydrogenasa
PFenos skupin Proteinkinasy

Stépeni vazeb za U¢asti vody Trypsin

Adice na dvojhou vazbu

nebo odstépeni skupin

za tvorby dvojné vazby Fumarasa

Izomerace (geometrické
a strukturni zmény

uvnitr molekuly) Glukosafosfdtmutasa
racemasy hebo epimerasy

cis-tfrans-isomerasy

intramolekuladrni oxidoreduktasy

intramolekuldarni transferasy (mutasy)
intramolekularni lyasy

ostatni isomerasy

Spojeni dvou substrati Karbamoylfosfat-

za spotreby ATP synthetasy



Energetika enzymovych reakci

Zména volné(Gibbsovy) energie je termodynamickd
funkce vedouci k pochopeni katalytického Gcinku
enzymd.

1. Reakce probihd samovolné, kdyz ma A & negativni
znaménko.

2. Systém je v rovnovdze, kdyz je AG = 0.

3. Reakce neprobiha samovolné, kdyz je AG pozitivni.
Musi byt doddna volna energie.

Negativni AG neznamend, ze reakce probéhne
dostatecné rychle. Rychlost reakce zavisi na volné
aktivacni energii AG".



Standardni volna energie a jeji vztah
k rovnovazné konstanté reakce.

A+B —— C+D
AG = AG° + RT In[C] [D]/ [A] [B]
AG° = zména standardni volné energie

Standardni podminky: vSechny reaktanty jsou pritomny
v koncentracich 1, 0 M.

V biochemii: standardni stav pH = 7. Aktivita H* a vody je rovna 1.

Oznaceni: AG°".



Rovnovazna konstanta za standardnich podminek:

K., = [C1[D]/ [A][B]
AG° = - 2,303 RT logy K.,
Keq’ - 10Q-26°" /(2,303 RT)

Pri 25°C

Po zjednoduseni: K, q’ - 10-46°" /1,36



Enzymy snizuji aktivacni energii - volnou energii aktivace

Prechodovy stav, S=I=

Substrat

Volnd energie —>»

Produkt

Smér reakce —»



Zavislost reakéni rychlosti enzymové reakce na koncentraci
substratu. Reakce dosahuje limitni rychlosti, drive oznacované jako
maximalni (V).

Saturaéni krivka
Limitni rychlost (V)

Reakéni rychlost [v)] — >

Koncentrace substratu [S] —>»



Model zamek a kli¢ (lock and key)

1)

Substrat

+

Aktivni
misto

Enzym

™

©p o0

Komplex ES



Model indukovaného prizpusobeni

(induced fit)

Substrat

=~ _ . m

©p o0

Aktivni

Komplex ES



Rovnice Michaelise a Mentenové:

Kineticky popis aktivity enzymu.
Reakéni rychlost v, se obvykle vyjadfuje jako pocet mold
produktu vytvorenych za sekundu.

Podminky pro odvozeni kinetické rovnice Michaelise
a Mentenové:
Tvorba komplexu enzym-substrat [ES]

Mérime pocatecni rychlost v, , kdy se nenahromadilo takové
mnozstvi produktu, Ze by ovliviiovalo zpétnou reakci.

Ustdleny stav - koncentrace [ES] se neméni i kdyz
koncentrace substrdatu a produktu se méni. Rychlost tvorby
[ES] je shodnd s rychlosti rozpadu [ES].



k1 kca‘r
E+S — ES—>» E+P

~
2

Ustdleny stav
Tvorba [ES] = Rozpad [ES] [E.] = [E] + [ES]

k, [EXIS] = k, [ES] + k_, [ES] [E] = [E,] - [ES]
k, (E,] - [ESD [E] = k, [ES] + k__, [ES]

k, [E.1[S] - k, [ES][S] = k, [ES] + k__ [ES]

cat

k, [E.1[S] = k,[ES] + k_ [ES] + k, [ES][S]

k, [E,1[S] = [ES] (K, + k., + k [S])

Es k [E;1[S] [Ells] [E1(S]
(kp + Kooy + Ky [SD (ky + kegy + K [SD (K, + k) / Ky + [S]

[E.][S] k, k,
[ES] =——— K =(k,+k_)/k

K+ [S]
dP/dt = v, = k__ [ES]

k. [E.1[S]
dP/dt = v, = L vV, =k [E]

K, +IS]

Vlim [S] ,
Vo= —— Rovnice Michaelise a Mentenovée

K+ [S]



v, = Rovnice Michaelise a Mentenové
K +[S]
m

1 ) Km +[S]
%o VlS]
1 Km [S]

= +
Yo Vlim [S] Vlim [S]
1 K 1 Sklon = K _/V.

- + m lim
Yo Vi [S] Vim Prisecik = 1/V,

Dvojndsobné reciproka rovnice
Lineweavera a Burka



Saturaéni krivka

Zavislost pocatecni rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu
(hyperbola):

lim

o>
<
3

V. /2 t-eey

lim

PoCdtecni reakeni rychlost [v ]

Koncentrace substratu [S] — >

TEST



Dvojndsobné reciproké vyneseni 1/ v, proti 1/ [S]
dle Lineweavera a Burka
1/Vo: Km/ V/im.l/[S]"' 1/ V/,-m

1/ [v,]

Sklon=K_/

\_

o

‘\ Prasecik = -1/

0 1/1[S]

Prusecik = -1/




Rychlostni konstanta -poznamka

Uvazuji, Ze rychlostni konstanta kg nemlze byt vétsi nez
ki nebot’ by to znamenalo, Ze se komplex ES se rozpada
rychleji nez se tvori.

Pozor: konstanty maji rizné jednotky a proto nemohou byt
srovndvadny ||

Konstanta k; ma Jedno’rky M-! x st nebo (min), konstanta
K.+ ma Jedno’rky st nebo min,

Nejsou to rychlosti, ale rychlostni konstanty prvniho

a druhého radu !l

Rychlost tvorby [ES] je k; [E][S] a rychlost rozpadu [ES]
naE+P k.[ES].

MUZe nastat stav, kdy k., >>k, Il V tom pFipadé se K,
redukuje na k., / ki |



TEST Vyznam hodnot K, a Vi (max)

Michaelisova konstanta:

Zavisi ha typu substratu a podminkach, jako jsou pH,
teplota (doporucuje se 30°C) a iontova sila roztoku.

Zakladni vyznamy K,
a) Koncentrace subs'rr'a'ru pri které je substratem

obsazena polovina aktivnich mist enzymu. Odpovidd
koncentraci substrdtu in vivo.

b) K= (k2 + keor ) / Ky je vztah mezi K, a rychlostnimi
konstantami enzymové reakce ve smyslu rovhice Michaelise
a Mentenové.

c) Koncetrace substratu, pri které reakce probihd s
polovi¢ni max rychlosti



V pripadé, Ze k, je mnohem vétsi nez k_,, to znamend, ze
ES komplex disociuje na E a S mnohem rychleji, nez se
tvori produkt.

Vztah se zjednodusi na K, = k, / k; Disociacni konstanta
komplexu ES je:

Kes = [E1[S] / [ES] = k, / k;

+Jinymi slovy: K, je v fomto pripadé rovno disociacni

konstanté komplexu ES.

Vysoké hodnoty K., ukazuji na slabou afinitu substratu k
enzymu, a haopak nizké hodnoty na vysokou afinitu.



Hodnoty K. nékterych vybranych enzymiu a substrati:

Enzym Substrat K, ( uM.L-1)
Trypsin N-Benzoyl-Arg ethyester 3 000
Pyruvatkarboxylasa Pyruvat 400
HCO;- 1000
ATP 60
Penicillinasa Benzylpenicilin 50
Karbonatanhydratasa CO, 8 000
B-Galaktosidasa Laktosa 4 000
Hexokinasa D-Glukosa 32
ATP 1200
Glukokinasa D-glukosa 340

ATP 250



Cislo premény enzymu
Km a Vlim (max)

Maximdlni nebo limitni rychlost enzymové reakce je €islo
premény enzymu.

Definujeme jako pocet molekul substrdtu prevedenych na
produkt enzymovou molekulou za ¢asovou jednotku pri pIné
saturaci enzymu substrdtem. Nazyva se také katalyticka
konstanta k_;.



)P

Cisla premény (turnover numbers) nékterych enzymu:

Enzym Cislo premény (sec)
Karbondtanhydrasa 600 000
Acetylcholinesterasa 25 000
Penicilinasa 2 000
Laktatdehydrogenasa 1 000
Chymotrypsin 100

Tryptofansynthetasa 2



Kinetickd dokonalost enzymové katalyzy.
Kriterium k., / K.

vv/

V pripadé, Ze koncentrace substratu je mnohem vyssi nez
Ky Je rychlost enzymové reakce rovna k. coz je Cislo
premeény.

Za fyziologickych podminek enzym nebyva substratem
nasycen. Pomeér [S]/ K., je mezi 0,01 az 1, O.

Za situace, kdy je [S] < < K je rychlost enzymové reakce
mnohem mensi nez k., protoze je mnoho aktivnich mist
neobsazeno.



Existuje nejake Ciselné méritko, které by
charakterizovalo enzym za podmmek v burice ?

Za podminek, kdy je [S] < < K, zavisi rychlost enzymove
reakce na k..; /K, a na celkovém mnozstvi enzymu [ E ]¢

Pomoci tohoto kriteria mUZeme porovndvat preferenci
enzymu pro ruzné substraty.

Hornim limitem je rychlost diftize substratu do
aktivniho mista enzymu.



Estery aminokyselin jako substraty chymotrypsinu dle
rostouci hodnoty k., / K, :

Ester aminokyseliny Vedlejsi retézec k., /K, (s"1M-1)
Glycin -H 1,3 x 101
Valin isopropyl 2,0
Norvalin n-propyl 3,6 x 102
Norleucin n-butyl 3,0x103
Fenylalanin benzyl 1,0x10°

Nejdokonalejsim substrdtem je fenylalanin.



L-norleucin a L-norvalin. Neproteinogenni
a-aminokyseliny.




Enzymy pro které je hodnota k.. / K, blizko diftzi
kontrolované rychlosti vstupu substratu do aktivniho mista.

Enzym K.+

Acetylcholinesterasa
Karbondtanhydratasa
Katalasa

Fumarasa
Triosafosfatisomerasa
B-Laktamasa
Superoxiddismutasa

/ K. (s-IM-1)

16 x 108
8,3 x 107
40 x 107
1,6 x 108
2,4 x 108
1,0 x 108
7,0 x 10°



Jednotky enzymové aktivity

1 katal (1 kat) je aktivita enzymu, ktery katalyzuje
preménu jednoho molu substrdtu za jednu sekundu.

PouZivaji se pkat (10-° kat) a nkat (10-2 kat).

Aktivita se méri za optimdlnich podminek - teplota, pH a
iontova sila roztoku.

Specifickd aktivita: Aktivita enzymu vztazend na mnozstvi
prlf))’reinu v jednotce objemu (napr. nkat/mg - vse v jednom
mL).



Dvousubstratové reakce

- Sekvenéni:

* A) Ndhodny mechanismus (bi - bi)
*  B) Uspordadany mechanismus (bi - bi)

» Pingpongovy mechanismus



Nahodny mechanismus

+ Je takovy mechanismus enzymové reakce, kdy
hezdleZi na tom, ktery z obou substrdtu se vaze jako
prvni na enzym.

Priklad: kreatinkinasa



Ndhodny sekvencni mechanismus (kreatinkinasa):

NH, NH
Ha It . H Ik
o C C. w0 C C
\f/ \T'/ SNH, — "N N + ADP
i i | H
o) CH3 ) CH3

Kreatin Fosfokreatin



Clelandovo schéma - ndhodny sekvencni mechanismus
(kreatinkinasa):

Kreatin Fosfokreatin ADP
Enzyme Enzyme
E (kreatin) «~ E (fosfokreatin)
I I (ATP) ‘ (ADP)

Kreatin ADP Fosfokreatin



Usporddany mechanismus

Vyznaluje se tim, Ze substraty se vazi do aktivniho
mista v uréitém poradi.

» Priklad: alkoholdehydrogenasa, laktdtdehydrogenasa
(nejdrive se vaze koenzym NAD* a poté druhy
substrat)



Usporadany sekvencni mechanismus (laktatdehydrogenasa):

0% .20
O‘\\-//'O \f/
o
| + + pp— O—|C— + NAD’
_C
07 CH; CH;

Pyruvat Laktat



Clelandovo schéma usporddaného sekvencniho mechanismu
(laktdtdehydrogenasa):

Pyruvat Laktdt NAD

|| ]

E (NADH) (pyruvat) =<—— E (laktat) (NAD")

Enzyme Enzyme



Pingpongovy mechanismus

VyznaCuje se tim, Ze enzym prechdzi mezi dvéma
stalymi formami.

* Po vazbé prvniho substratu se tvori substituovany
enzymovy meziprodukt, modifikovany enzym.

* Prvni produkt se uvolni a poté se vdze na_
modifikovany enzym druhy substrat a odstépi se
druhy produkt.

» Priklad: aspartdataminotransferasa.



Pingpongovy mechanismus (aspartataminotransferasa):

Aspartat a-Oxoglutarat Glutamat Oxaloacetat



Clelandovo schéma pingpongového mechanismu
(aspartdtaminotransferasa):

Aspartat Oxaloacetat a-Oxoglutarat Glutamat

| | | |

E __ o (E-NH)) _—~ (E-NH]) _—~ (E-NH]) _. E
(aspartat) (oxaloacetat) (a-oxoglutarat) (glutamat)

Enzyme Enzyme



Allosterické enzymy

Allosterické enzymy se neridi kinetikou Michaelise a
Mentenové.

Skladaji se z podjednotek (kvarterni struktury). Maji
vice aktivnich mist a mist do kterych se vaze inhibitor
nebo aktivator.

+ Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci
substrdtu md sigmoidni charakter.



hlost [v,] —>»

/7

¢ni ryc

Reak

Koncentrace substratu [S] —>



Aspartattranskarbamoylasa (ATCasa).

ATCasa katalyzuje prvni krok biosyntézy pyrimidinovych
nukleotidu.

ATCasa je inhibovdna produktem - cytidintrifosfatem (CTP).
Tento typ inhibice se nazyvd - zpétnovazebnad inhibice nebo
inhibice konecnym produktem. Vzdy je inhibovdn prvni
reakéni krok.

CTP je strukturné odlisny od substratu a vaze se proto na

jiné misto enzymu nez substrat. Takova mista se nazyvaji
allostericka (z rectiny allos jind a steros struktura, misto).

ATCasa je sloZzena ze dvou katalytickych podjednotek (kazdd
obsahuje tri retézce) a tri regulac¢nich podjednotek (kazda
obsahuje dva retézce).

ATP je allostericky aktivator, CTP je allostericky inhibitor.



Aspartattranskarbamoylasa

O 0
] ar
- o.-;c\ o;-c
= o i NHz CH2
O:C\ ¥ /4 T /C /4
OPOs2~  *HsN COO- o ot COO-
Carbamoyl Aspartate N—Carbamoylaspartate

phosphate

HO  OH
Cytidine triphosphate (CTP)



Aspartattranskarbamoylasa jako priklad allosterického
enzymu. Pridavek allosterického inhibitoru - CTP.

s |
-
e
>
< 8
S 3
- =
>
b 2
25 + 0.4 mM CTP
£ 0
Y
=
2
I I
10 20

[Aspartat], mM



Aspartattranskarbamoylasa. Pridavek allosterického
aktivatoru ATP.

S

+ 2 mM ATP

Rychlost tvorby
N-karbamoylaspartatu

| |
10 20

[Aspartdt], mM




Rychlost enzymové reakce zavisi na pH, teploté a
iontové sile prostredi.

VEétdina enzymd je aktivni pouze v Gzkém rozmezi pH.
Spociva to ve vlivu pH na kombinaci faktord:

A) Vazba substratu na enzym
B) Stav ionizace substratu

C) Ionizaéni stavy vedlejsich Fetézcl aminokyselin v
aktivnim misté

Vétsina enzymovych reakci vytvdri zvonovou krivku
zavislosti reakéni rychlosti na pH. Napr. fumarasa.
Hodnotu pH, pri které dochdzi k nejvyssi rychlosti
enzymové reakce nazyvdme pH optimum.



Fumarasa (enzym cyklu trikarboxylovych kyselin).

Rychlost —>»




Vliv teploty na stabilitu a aktivitu enzymd.

Teplotni stabilita enzymi zdvisi na radé faktord jako_je pH, iontovd
sila prostredi a pritomnost nebo nepritomnost ligandu. Substraty
obecné chrani enzymy pred tepelnou denaturaci. Nizkomolekuldrni
enzymy s jednoduchym polypeptidovym Fetézcem obsahujici
disulfidove vazby, jsou obvykle teplotné stabilnéjsi nez
vysokomolekularni oligomerni enzymy.

(4

Obecné, se zvySujici se teplotou roste aktivita enzyml. Enzymy jsou
proteiny u kterych se tercidrni a kvarterni struktura udrzuje
slabymi interakcemi jako jsou vodikové vazby, iontové interakce
atd. Zdvislost rychlosti na teploté obvykle vykazuje vrchol, ktery
oznacujeme jak teplotni optimum. Pri dalsim zvysovani te oty )
obvykle dochazi k denaturaci proteinu. Zavislost mezi rychlostni
konstantou reakce a aktivacni energii se vyjadruje exponencidlni
Arrheniovou rovnici.

Vliv teploty na rychlost reakce se také vyjadruje terminem teplotni
koeficient Q. &loje faktor kterym vzroste rychlost enzymové
reakce pri rustu teploty o 10 °C.

Pro teplotni oblast mezi 25 az 35 °C je timto faktorem Cislo 2.
Pro prdci s enzymy je doporucovdna IUB teplota 30 °C.



Inhibice enzymové aktivity

Ireversibilni Reversibilni

a. Kompetitivni
b. Nekompetitivni
c. Akompetitivni



Ireversibilni inhibice

Ireversibilni inhibitory blokuji nevratné enzymovou
aktivitu tim, Ze vytvari s enzymem velmi pevny kovalentni
komplex enzym - inhibitor.

Priklad: Inhibice cholinestearasy a proteinas
diisopropylfluorfosfatem, ktery se kovalentné vaze na Ser
v aktivnim misté nebo reakce enzymi s ionty téZkych kovd.



Ireversibilni inhibice acetylcholinesterasy (enzym prenosu
nervového vzruchu) diisopropylfosfofluoridem (DIPF):

CHs CH,
F /O 0]
——OH +  >p — > § 9%, +F + H
Ser O - P \O
H+CH3 H/FCH3
cHs CH;
DIPF

Acetylcholinesterasa Inaktivovany enzym



Inaktivace cysteinového retézce enzymu jodacetamidem:

Jodacetamid

Enzym Inaktivovany enzym



Reversibilni inhibice

Vytvdri se reversibilni komplex mezi inhibitorem a
enzymem nebo mezi inhibitorem, enzymem a substrdtem.

Rozezndvdme tri typy reversibilnich inhibict:
A) Kompetitivni - soutézi substrat a inhibitor o aktivni
misto.

B) Nekompetitivni - inhibitor se vaze na molekulu enzymu
do jiného mista nez substrat, ale brani tvorbé produktu.

C) Akompetitivni - vazba substrdtu na enzym predchdzi
vazbé enzymu. Teprve vazbou substratu na na enzym se
vytvori vazebné misto pro inhibitor a vznikly ternarni
komplex je inaktivni.



Kompetitivni inhibice

Klasicka kompetitivni inhibice

'luﬂ%ﬂ:&

Neklasickd kompetitivni inhibice
[z] 2
—

l T Bud'to vstoupi substrdt do
aktivniho mista enzymu a

zamezi vstupu inhibitoru
nebo naopak.




Priklad klasické kompetitivni inhibice sukcinatdehydrogenasy
(enzym citratového cyklu) malonatem:

COO
CH, HC—CO0O0
= - ] + 2H
CH,  Sukcindtdehydrogenasa OOC——CH
coo
Sukcinat Fumarat
lcoo'
|CH2 Kompetitivni E+I — EI
COO inhibitor K. = [E] [T]/ [ET]

Malonat



Kompetitivni inhibice

dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera a Burka:

Stejné mnozstvi
substratu a inhibitoru:

E+S~—— ES —= E+P
+

I

EI

Nadbytek substratu:

Ss

SE+ST— ES —= E+P
S + S

SI

E+I —= EI
K. = [E] [I]/ [EI]

1/ [v,]

30
Kompetitivni inhibice
T K [1] 1
1/v. = 1 +— —
: . K. V.
lim I lim

20 - Méni se sklon
10

Bez inhibice
K 1

- 1/v0 =+ —

K_se méni Vi [S1 V..

/ V.. se neméni
| ! | | ! |
0 100 200 300 400 500
1/[s], M!



Potlaceni intoxikace ethylenglykolem - ethanolem:

Tvorba oxalové kyseliny z ethylenglykolu je inhibovdna ethanolem:

O /H
H,c—OH Alkoholdehydrogenasa ¢ COOH
| > l > > |
H,C—OH TInhibovdno ethanolem  H,C—OH COOH
Ethandiova
Ethylenglykol Aldehyd kyselina,
- oxalaty
HO—THZ
CH,

Ethanol



Schéma nekompetitivni inhibice:

Nekompetitivni inhibice

§0 0 — ()
|l |l
GV — (W)




Schéma a grafické vyneseni nekompetitivni inhibice dle
rovnice Michaelise a Mentenové:

100
Bez inhibitoru
s s 80
9
E+I L—> ES —>» E +P -';
= 60
: -
i “ S “ £ JL)|= 6
=
ET L» EIS —X» o 40
20 [I1=5K,
[I]=10 K.

Koncentrace substratu [S] —>



Nekompetitivni inhibice

dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera a Burka:

Stejné mnoZstvi
substratu a inhibitoru:

E+S s=——ES —= E+P
+ +
I I

[

EIl + S «— EIS

Nadbytek substratu:

Ss
S E+Ss—— ES —/8— EsI
S + S

s I Nadbytek substrdtu

neovlivni reakci.

EI

E+I —
K. = [E][T]/ [ET]

ES+I —= ESI

K. = [ES] [I]/ [EST]

1/ [v,]

30

20 -

10 H

Nekompetitivni inhibice

K
1/v = 1
I Vlim ]

[1]

—
Ki

)£ s

Méni se sklon

Bez inhibice

/

[1]

Km 1
- 1/v, = + —
K se neméni V. [S] V.
‘_ m lim lim
% V. se meéni
m
| | | |
0 100 200 300 400 500
1/1[5], M!



Akompetitivni inhibice. Podminkou vazby inhibitoru
je vazba substratu. Terndrni komplex.

Akompetitivni inhibice

PR (&)
I




Akompetitivni inhibice
dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera a Burka:

Stejné mnozstvi 30
substratu a inhibitoru: Akompetitivni inhibice /
E+S =——=ES — E+P . 1]
: tve—"—sf 1+—
T v, [S] K
M 20 Neméni se sklon
o
ELS > Bez inhibice
~
Nadbytek substratu: — K., 1
1/v, = + —
Ss 10 4 Vlim [S] Vlim
S E+Ss—— ES —— EsI
S + 8
I Nadbytek substratu
S neovlivni reakci. . .
Km se meni
V. se méni
ES + I — ESI / . . _ . . . . .
K. = [ES][I]/ [ESI] 0 100 200 300 400 500
]

1/1[5], M!



Tabulka typu inhibice a prislusnych konstant:

Inhibice Konstanty

Kompetitivni Roste K, V,;, Se neméni.
I se vdze jenna E

Nekompetitivni Klesa V,,,, K,, se heméni
I se vaze jak na E tak na ES

Akompetitivni Klesa V,,, a K,
I se vdaze jenna ES Pomér Vj,,,/ K, se neméni




PENICILIN jako INHIBITOR vznikly enzymovou
reakci - sebevrazedny substrat.

Penicilin ireversibilné inhibuje rdst bakterii - narusuje
syntézu bakterialni stény.

* Penicilin inhibuje enzym glykopeptidtranspeptidasu tim,

Ze napodobuje prirozeny substrat enzymu a tim je D- Ala-
D-Ala (dipeptid). Penicilin se kovalentné navaze na Ser
aktivniho mista glykopeptidtranspeptidasy.

* Inhibice penicilinem zasahuje do stavby bunécne stény.

Penicilin zabrafuje zesit'ovani peptidoglykanovych vldken
bunécné stény.



Struktura penicilinu. Dipeptid (Val a Cys).
Thiazolidinovy kruh, reaktivni peptidovd vazba B-laktamového kruhu a
R je zaménitelnd skupina.

Variabilni skupina

R o) Thialozidinovy kruh

W/
H

: |s

HN
\ﬁ cH
3

O

Reaktivni peptidova
vazba v B-laktamovém
kruhu



Model benzylpenicilinu - penicilin G.
Na misté skupiny R je benzyl.

Benzylova skupina

Velmi reaktivni
peptidovd vazba



Porovndni konformaci penicilinu a dipeptidu
D-Ala-D-Ala, ktery penicilin napodobuje:

Penicilin R-D-Ala-D-Ala peptid



Schématické znazornéni peptidoglykanu bakterie

Streptococus aureus.
Zluty je sacharid, Eerveny tetrapeptid a pentaglycinovy mistek je modry.

O
)

O—O IC O IQ O IQ O
O—O IC O IC @ IC @
\




Tvorba sité peptidoglykanu (S. aureus).
Koncova aminoskupina pentaglycinového mistku v bunééné sténé napada
peptidovou vazbu mezi dvéma D-alaniny a tim dochdzi k zesit'ovani.

o o H CcH

] . il H s

C NH .2C N R
Y- A R N

H B
2 H CH;
Koncovy glycin Koncovd D-Ala-D-Ala
pentaglycinového mistku skupina

o C o

i H H}i% il
¢ _N R S c _NH
—  R{ Y™ O NP Y 0T T
Hz A H CH,

Gly-D-Ala kriZova vazba D-Ala



Interakce penicilinu s transpeptidasou vedouci
k velmi stabilnimu inaktivnimu komplexu.

O=<
NH H
0= HN\)/
o E

CH;
" CH,
/ co0’

Glykopeptidtranspeptidasa Komplex peniciloyl-enzym



Struktura transpeptidasy s vazanym penicilinem.




Suicide substrates, mechanism based inhibitors - sebevrazedny
substrdt. Priklad: ornithindekarboxylasa a difluormethylornithin

(DFMO).
O
HoN /\_/\I)J\OH
NH,
S Cys
KE
H;_N ﬁ‘ \/\ECHF—F %‘ \/\/ﬁGHF
DFMO
E P(Y )
LYS E HN—Lys—E
LCys—E :2 i _Cys—E J S ~Lys=E
3 y - > &
CH CH whay
H,N = H,N = \/\/\\'5
\/\/mE \/\/\;’ Y

: N
4 i



KOENZYMY

+ A) Oxidoreduktas
- B) Transferas

- C) Isomeras, ligas, lyas



Prehledna tabulka béZnych koenzymd:

Koenzym

Biocytin

Koenzym A

Kobalaminové koenzymy
Flavinové koenzymy
Lipoovd kyselina
Nikotinamidové koenzymy
Pyridoxalfosfdt

Tetrahydrofolat

Thiaminpyrofosfat

Enzymova reakce Vitaminovy zdroj Onemocnéni
z nedostatku

Karboxylace Biotin Neni zndmo
Prenos acyll Pantothendt (Bs) Neni zndmo
Alkylace Kobalamin (B;;)  Perniciosni anemie
Oxidace-redukce Riboflavin (B,) Neni znamo
Prenos acyli - Neni zndmo
Oxidace-redukce Nikotinova Pelagra
kyselina (niacin,B3)
Prenos aminoskupinPyridoxin (B) Neni zndmo

Prenos C; skupin  Listovd kyselina  Megaloblastickd
anemie

PPenos aldehydli  Thiamin (B,) Beriberi



Koenzymy oxidoreduktas:

 A) Nikotinamidoveé

- B) Flavinove



X NH, ‘ X OH
4 4
N N
Nikotinamid Nikotinova kyselina

(niacinamid) (niacin)



Nikotinamid {

D-Ribosa {

Oxidovand forma

+ Z[H.] ‘—_‘

> Adenosin

Nikotinamidadenindinukleotid (NAD")
Nikotinamidadenindinukleotidfofat (NADP™)

Redukovana forma
H

\

+



Dvouelektronovy prenos (hydridovy aniont)
pri oxidacné-redukéni reakci NAD* na NADH.

|



Alkoholdehydrogenasova reakce za dc¢asti nikotinamidového

koenzymu:
O 0
H3C—C/ + NAD' | = /u +
H > HsC \H

Ethanol Acetaldehyd



H3C

HC

Struktura flavinadenindinukleotidu (FAD)
s vyznacCenim reaktivnich mist.




Flavinadenindinukleotid (FAD)
(oxidovana nebo chinonova forma)

1 -

FADH- (radikélova nebo semichinonova forma)

1 -

HsC

HsC

FADH2 (redukovana nebo hydrochinonova forma)



Oxidovand a pIné redukovand forma flavinového koenzymu (FAD).
Mechanismus shodny s flavinmononukleotidem (FMN).

H (o) H (o)
HsC N \ _H HsC N:(\kN _H
| POEAREEE | /K
HsC N \N o HsC N N o)
H l H l
Oxidovana forma Redukovana forma

(FAD) (FADH,)



Oxidace (dehydrogenace) vazby mezi dvéma uhliky
za G¢asti FAD:

\ / Ry R,
C R A
N8+ FAD < C=C + FAD
H H



Koenzymy transferas:
+ A) Koenzym A
+ B) Lipoova kyselina

» C) Thiaminpyrofosfat (TPP)



Koenzym A, CoA, CoASH.

Vyznacena struktura slozeného nukleotidu s reaktivni SH skupinou na konci.
Pantothenat - vitamin Bs,.

Reaktivni skupina

H OH <|>' <|>
NH__~__NH ; P P
| | o o
O O H3C CH3

B-Merkaptoethylamin Pantothenat



Thioesterova vazba s vysokym obsahem energie.
Acetyl CoA + H,0 = acetat + CoA + H*
AG° = -31,4 kI/mol

O

C

O

O

RN 77N

R HC

Acyl CoA Acetyl CoA



Lipoova kyselina

Lipoova kyselina



Lipoamid - isopeptidova vazba lipoové kyseliny na vedlejsi retézec
apoenzymu (Lys) s vyznacenim reaktivni disulfidové vazby:

]
! N
H
Postranni retézec
lysinu
HN
(@)

o
S—S

Reaktivni disulfidova vazba

Lipoamid



Prenos acetylu z acetyldihydrolipoamidu na CoA:

/
— + — +
CoA—SH - ? —» CoA—S /.
R R

H
Koenzym A Acetyllipoamid Acetyl CoA Dihydrolipoamid



Struktura thiaminpyrofosfdtu:

Thiaminpyrofosfat (TPP)



Uhlikovy atom mezi atomy dusiku a siry thiazolového kruhu je silné kysely
(pK, = 10). Dochdzi k ionizaci za tvorba karbaniontu, ktery se vaze na
oxoskupiny (napt. pyruvatu v pyruvatdehydrogenase).

R R
/2 /2

H3C N'I-
b
S

N+
=)
S R;

TPP Karbaniont TPP

HyC

Ri



Interakce karbaniontu TPP s pyruvatem (soucdst pyruvatdehydrogenasy).
Hydroxyethyl-TPP se také oznacuje jako .aktivni acetaldehyd”.

R, R2
HsC ! H HC " i
\- N __,
~_ |
S S
Ry
Karbaniont TPP Pyruvat Adicni sloucenina

Re
HsC H' H3C

41% H- \%

Rezonancni formy hydroxyethyl-TPP Hydroxyethyl-TPP



Adenosintrifosfat - ATP, univerzdlné vyznamny
koenzym a enzymovy regulator.

ATP urychluje Fadu metabolickych reakci pfi kterych
dochazi k jeho hydrolyze.

Chemicka energie ATP se uplatniuje pri aktivhim
transportu, mlze se prevést na mechanickou prdci
(svaly), na svétlo (bioluminiscence), elektrickou energii
a teplo.

ATP se dCastni Fady biosyntetickych reakci prenosem
fosfatu, difosfatu, adenosylu a adenylu na druhé
me’rabolﬂry



Fosfoesterova NH;

vazba

Fosfoanhydridove

NZ

OH OH
———
Adenosin

|/_|VO.NM ........ ¥ V W
N &
ST \

ATP



Pro¢ je ATP tak energeticky bohata molekula?

Aktivni forma ATP je obvykle komplex ATP s Mg?* nebo
Mnz-,

ATP je energeticky bohata molekula, protoze jeji
trifosfdtova ¢dst obsahuje dvé fosfoanhydridové vazby.
Dlvodem je resonancni stabilizace, elektrostatické
odpuzovani a stabilita produkt.

Produkty hydrolyzy, jako je fosfdt:

AMP (adenosinmonofosfat) nebo ADP (adenosindifosfat),
vykazuji vétsi stabilitu a mensi elektrostatickou repulzi

hez ATP.



Tabulka zmény standardni Gibbsovy energie
hydrolyzy fosfatu nékterych biologicky
vyznamnych sloucenin:

Sloucenina A G°' (kJ.mol?)
Fosfoenolpyruvat - 61,9
1,3-bisfosfoglycerat -49,4
ATP (— AMP + PP,— 2P)) - 45,6
Acetylfosfat - 43,1
Fosfokreatin -43,1
ATP (— ADP + P)) - 30,5
Glukosa-1-fosfat 20,9
PP, 19 2
Fruktosa-6-fosfat - 13,8
Glukosa-6-fosfat - 13,8
Glycerol-3-fosfat - 9 2



Vypocet zmény volné energie hydrolyzy
ATP na ADP a P, v bunce.

Vhitrobunéénad koncentrace ATP se udrzuje v rozmezi:
2 - 10 mM.

Koncentrace ADP a P; jsou variabilni.

+ Pri typické bunécné koncentraci

[ATP] =3, 0 mM,
konc. [ADP] =0, 8 mM

konc.[ P,] = 4, 0 mM je volna energie hydrolyzy ATP na
ADP a P, pri 37°C: - 48, 1 kJ.mol-!

Podle vzorce:
AG=AG° +RT.In[ADP][P; ]/ [ATP].
AG° =-35,6 kJ.mol!



Hydrolyza fosfoanhydridové vazby:
°

O—a—0
.O.
I
> +
I
.0,
0O—a—0




Spojeni endergonni reakce s exergonni (hydrolyza ATP):

6 (kI.mol™)
Endergonni poloreakce 1 P. + glukosa — glukosa-6-P +13.8
Exergonni poloreakce 2 ATP + H,O — ADP + P - 30.5

Celkova spojend reakce ATP + glukosa T—= ADP + glukosa-6-P -16.7



-60

'
Ql
o

'
H
o

AG°" hydrolyzy (kJ.mol™)
3 08

o
o

D

(~P

(~P)

ATP

Fosfoenolpyruvat

1,3-Bisfosfoglycerat

Fosfokreatin

- slouceniny

r )
Vysokoenergeticke

S

. slouceniny

oy c e )
Nizkoenergeticke

Glukosa-6-fosfat
Glycerol-3-fosfat



Fosfoanhydridova vazba byva ¢asto znacena ™~
a pouzZivdn ndzev ,makroergicka vazba".

ﬁ OH O

|
2-
Hyc—C 0,POCH—C—cC

Acetylfosfat 1,3-Bisfosfoglycerat



Fosfoenolpyruvat A G°' (kJ.mol-1) = 61, 9

P v krouzku znaci fosfat, zde esterové vdzany.

CliOO COO"
C-0{ p —O
I CH,

CH2 Pyruvat

O|
—TU=
Ol
|



CH,0

C o, CH,OH
ITl/H \IT' e
¢OH H ¢ HO—C—H

HO Crmmmmc?” OH

! i CH,O

a.-D-6lukosa-6-fosfat L-Glycerol-3-fosfat



Zdasobni fosfageny (guanidinové fosfdty) obratlovci:

H,N- 0
| BN |
C—N—P—O
H |
N—X O
CH,—CO, X = CH; Fosfokreatin
W

CH,—CH,—CH,—CH—CO, X =H  Fosfoarginin



Doplnék:
Strukturni vzorce vitamind rozpustnych ve vodé a uplatiiujicich se jako
prekurzory koenzymi a vitaminu C (L-askorbovd kyselina):

"' 3 foX 2‘2 :
~N C/
H3C N H ’,'
\ NH O 2 O H3C CH3
HsC N N o) Vitamin B, Vitamin B,
| (Niacin) (Pantothenat)
H H—T—H
H—C—OH
| CH,OH
H—T—OH HO\ H
HOH,C OH 3
H—C—OH = o) O
CH,OH X Y
. N CH;
V":’:l'“ B, H HO OH
Riboflavin . .
( ) Vitamin B, Vitamin C

(Pyridoxin) (Askorbova kyselina)



HsC N
A NH
NN,
H H—C—H
H—C—OH
H—C—OH
H—C—OH
CH,OH
Vitamin B,

(Riboflavin)



Vitamin B3
(Niacin)



H, H
OTC\C _N
HZ
e,

Vitamin B,
(Pantothenat)

O H3C CH3



Vitamin B ’
(Pyridoxin)



HO H

C
O C\\\ \CHZOH
vh
HO OH
Vitamin C

(Askorbova kyselina)



Askorbova kyselina, askorbdt (aniont) a oxidovand forma
dehydroaskorbova kyselina.

Ho H HO H
$ A
c C
o e O CH,0H o e CH,0H
H H
HO OH HO
Askorbova kyselina Askorbat
HO H
\ .
o ~O
ﬁc\‘ CH,OH
vy
o) o)

Dehydroaskorbova kyselina



Uéast askorbdtu (vitaminu €) na hydroxylaci prolinu na trans -4-hydroxy-
L-prolin v peptidovém retézci - klicova role pri syntéze kolagenu. Dalsim
kofaktorem je Fe3*. Nedostatek vit. C - skorbut.

o
(0] (0]

", _)Ln\ Prolylhydrolasa ™,

N—= + ascorbat N—=

4 - + + > g + CO, +

\c/ o \c/

S\ 3 "

H H H H
Prolin-soucast a-Oxoglutarat Hydroxylovany prolin Sukcinat

peptidového retézce v retézci



Strukturni vzorce vitaminl rozpustnych v tucich:

HyC  CH3 CH; CH;
CH,OH
X X AN X
CH,
Vitamin A
(Retinol)
CH,
HO CH,
H3C o cH 3 4
3
cH, CH,
Vitamin E

(o.- Tokoferol)

Vitamin D,
(Kalciferol)

CH;

N H
CH; CHy

Vitamin I(1



Vitamin A
(Retinol)



Vitamin D,
(Kalciferol)



CH,

CH,
Vitamin E
(a.-Tokoferol)



CH,

X

CH,

Vitamin K1

CH,



