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ENZYMOLOGIE

Katalyza - Berzelius 1838

katalyzator - latky urychlujici chemické reakce
- neméni rovnovahu chemickych reakci

- sniZuji aktivacni energii

energie

priibéh reakce



Pozadavky na biokatalyzatory :

A.Reakce musi probihat cilené.

B. Musi probihat specificky

C. Jejich aktivita musi byt presné regulovana

Biokatalyzatory :

globularni bilkoviny

RNA - CZECH a ALTMAN (1986)

Historie poznani enzymu

1878 - KUHNEN - ENZYM - En Zyme - v kvasnicich

1860

PASTEUR - vis vitalis - zivotni sila v kvasinkach

- LIEBIG - fermenty - chemické latky

1897 - BUCHNER - extrakt kvasinek katalyzuje kvaSeni
1926 - SUMNER - bilkovinna povaha enzymii - ureasa
Enzymologie :

studium struktury enzymii

studium Kinetiky enzymovych reakci

studium reakénich mechanismui

studium forem a lokalizace enzymii

studium vztahu enzymii k patologii organismu
praktické vyuziti enzymiu

priprava a studium umélych enzymi

Nazvoslovi
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1. trivialni - trypsin, pepsin, ptyalin

2. nazev substratu + asa - lipasa, amylasa

reakce + asa - oxidasa, hydrolasa

3. substrat + reakce - alkoholdehydrogenasa

substrat; + substrat, + reakce - alkohol: NAD-oxidoreduktasa

Enzymova nomenklatura

IUB 1961 - nejnovéjsi 1984

1. OXIDOREDUKTASY oxidaéné redukéni reakce

- alkoholdehydrogenasa

2. TRANSFERASY - prenos skupin

- aspartdtaminotransferasa

3. HYDROLASA - hydrolytické Stépeni (+ H,O)
- proteasy

4. LYASY - nehydrolytické Stépeni (bez H,0)
- karbonatanhydrasa

5. IZOMERASY presuny atomii a skupin

- glukosafosfatizomerasa



6. LIGASY - vznik vazby za sou¢asného
rozkladu ATP
- asparaginsynthetasa
EC 1.1.1.27 1. 1. 1. 27
Enzyme Commission
Trida - oxidoreduktasa
Podtrida - skupina CHOH
Podpodtrida -koenzym NAD
Cislo enzymu

Vyjadrovani aktivity enzymi :

e smluvené jednotky

e U - International Unit - mezinarodni jednotka (IUB 1961)

- pocet mikromoli pFfeménéného substratu za minutu

e Kkat - katal (IUB 1971)

- po¢et molii pFfeménéného substratu za sekundu

Specificka aktivita - aktivita vztazena na mg bilkoviny

Cislo premény - pocet molii substratu prfeménénych molem

enzymu za jednu sekundu



STRUKTURA ENZYMU
jednoduché

ENZYMY
slozené

KOFAKTOR + APOENZYM — HOLOENZYM

Kofaktor - kovovy ion nebo organicka latka

METALOENZYMY
kovovy ion enzym
Zn** alkoholdehydrogenasa
alkalicka fosfatasa
karbonatanhydrasa
Mg fosfohydrolasy
fosfotransferasy
Mn** arginasa
Fe’*, Fe’' cytochromy
peroxidasa
katalasa
Cu*’, Cu’ tyrosinasa
diaminoxidasa




7

VITAMIN - FUNK - “amin potiebny pro Zivot”

prosteticka skupina - kovalentni vazba

ORGANICKA LATKA <
koenzym - disociabilni

KOFAKTORY A VITAMINY

Vitamin Kofaktor Funkce
rozpustné ve vodé prenos (reakce)
thiamin - B, thiamindifosfat TPP | aldehydické s.
riboflavin - B, FMN, FAD H
k.nikotinova(nikotinamid) NAD", NADP H
k.pantothenova CoA acylové s.
k.listova k.listova C, skupin
pyridoxin - Bg pyridoxalfosfat aminoskupiny
kobalamin - B, kobalamin izomerace
k.askorbova - C k.askorbova hydroxylace
biotin - H biotin COOH

k. lipoova k. lipoova H

rozpustné v tucich

karotenoidy - A
kalciferoly - D
tokoferoly - E

maftochinony - A

proces vidéni
metabolismus Ca
antioxidans

srazeni krve
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NIKOTINAMIDOVE KOENZYMY

k. nikotinova nikotinamid
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FLAVINOVE KOENZYMY

riboflavin
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k.lipoova
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ATP

R—0—® + ®—(P—Rib—Ade ® + ®—® +R-S—Rib—Ade
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koenzym A - CoA - CoASH

NH,
N_~Z>N
H 0 0
o ¥ P I
Q /C—$—$—CH2—O—P—0—P—0—CH2 o N N
_C—CH~CH;-NH HO CH, N} }? ?{
HS—CH;~CH;~NH on OH

CoASH + RCOOH —— CoAS—C—R + HzO

pyridoxalfosfat R—E—COO’
|
N
}R/O ILK/
®—H,C_~~_OH + R_CI_COO — ®—-Hc - | OH
| NH
= CH, 2 NN ONCH,
cyvtidindifosfat NH
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Lyasy a ligasy - bez kofaktoru nebo jiZ popsanym kofaktorem

TPP

Hydrolasy - bez kofaktoru

Izomerasy - vétSinou bez kofaktoru nebo kobalamin,

Regenerace kofaktori

1. Prosteticka skupina se regeneruje na téze enzymoveé bilkoviné :
alanin l PLP T T k.glutamova
pyruvat PLPNH, k.ketoglutarova
2. Koenzym se odstépi napoji se na jiny apoenzym a regeneruje se
v jiné enzymoveé reakci :
alkohol + NAD® —— aldehyd + NADH
pyruviat + NADH — laktat + NAD"

Enzvmové bilkoviny

e monomerni
e oligomerni

e multienzymové komplexy

Aktivni misto enzymu

katalytické
Aminokyseliny vazebné

strukturni
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Fischer - 1894 - teorie o zamku a klici

substrat

Koshland - 1959 - teorie indukovaného piizpiisobeni
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Mechanismus pusobeni lvsozymu
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Specifita enzymové reakce

specifita reak¢ni - ucinku - jaka reakce probéhne
specifita substratova - absolutni
- skupinova

- stereospecifita

ENZYMOVA KINETIKA

Reakce s jednim substratem

BROWN 1902
MICHAELIS MENTENOVA 1913

a) zavislost po¢ate¢ni rychlosti na koncentraci enzymu

[E]
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b) zavislost pocate¢ni rychlosti na koncentraci enzymu

Vo

V/2

[S]
Rovnice Michaelis Mentenové
_ _V.IS]
Km + [S]
v - pocatecni reakéni rychlost
V - maximalni (limitni) reakéni rychlost
Km - Michaelisova konstanta
V. I[S
[S]>>Km vV = 151 =V

[S]
V. [S]

- Km + [S] \
[S]<<Km vV = V. [S]=k0nst.[S]

Km
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Stanoveni Km :

LINEWEAVER BURKE

1/v,

v
1/Km 1/[8]

Reakce se dvéma substraty

Mechanismy - CLELAND

Sekvencéni :
a) nahodny
A B P Q
EA EAB&EPQ EQ
EB EBA©EQP EP
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b) usporadany

A B P Q
| EA | EAB©EPQ | EQ ‘
Pingpongovy
A P B Q
EA-EP F FB&EQ ‘

Latky ovliviiujici ¢innost enzymu

aktivatory
Latky ovliviiujici ¢innost enzymii <
inhibitory

Aktivatory - zvySuji rychlost enzymové reakce

Inhibitory - snizuji rychlost enzymové reakce

Inhibice
e Ireverzibilni inhibice

E +1 —> EI
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e Reverzibilni inhibice

Kompetitivni inhibice

E+1 El

1/v,

1/y

v
/Km .
I/Km,

1/[S]

Km; >Km V;=V
Nekompetitivni inhibice

E+1e El EFA + 1 & EAI

1/v,

1Km 1/[s]
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Fyzikalné chemické faktory
ovlivinujici rychlost enzymové reakce

Viiv pH

Aktivita

pH
optimum

pH

Vliiv teploty

log k

teplotni optimum

1/T
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Regulace ¢innosti enzymu

Regulace koncentrace enzymu
Allostericka regulace MONOD 1963
Regulace zpétnou vazbou

Regulace kovalentni modifikaci

Kompartmentace

Vvuziti enzymu

bioanalyticka chemie stanoveni substratu
- stanoveni inhibitori
- neprimé stanoveni
lékarstvi
prumyslové vyuziti
prumyslové vyuziti - praci prostiedky
- Kkrmivarstvi
- potravinarstvi

- farmacie

enzymova katalyza v organické chemie

Umélé enzymy

Synzymy
Abzymy
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