13. Enzymy

Pribéh chemickych reakci zavisi téz na schopnosti molekul priblizit se dostatecné blizko a
prekonat repulsni energetickou bariéru. K tomu je zapotiebi energie typické pro kazdou reakci,
tzv. aktivaéni energie. Ta vystupuje nejcastéji ve forme kinetické energie molekul projevujici se
jako teplota. V chemii je béZzné urychlovat pribéh reakce jejim zvySenim (asi 3x/10 °C). Timto
zpusobem ovSem zivé organizmy tento problém fesit nemohou (az na vyjimky jsou pfizptisobeny
nizsim teplotam). Jinym zplisobem zvyseni rychlosti reakce je katalyza. Katalyzator urychluje
prubéh reakce snizenim aktivacni energie (rozlozenim energeticky naro¢né interakce do nékolika
dil¢ich pfemén — transitni stavy), vyznamna je téz jeho schopnost orientovat vzajemn¢ reagujici
Castice tak, aby interakce byla usnadnéna. neni schopen ovlivnit prib¢h reakce ve smyslu zmény
rovnovazného stavu. Katalyzator vSak neovliviiuje rovnovahu reakce. Posun reakce v zadaném
sméru je mozny zvysSenim koncentrace reaktantli (substratii) nebo odcerpavanim produkta (u
anabolickych pochodl zna¢n¢ omezeno) nebo doddnim energie ve vhodné formeé (v biochemii
jako makroergické slouc¢eniny).

Mnoho chemickych reakei vyuziva katalyzy k usnadnéni pritbéhu reakciV biochemickych
reakcich hraje katalyza zcela zasadni roli,
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Schematické zndazornéni ucinku katalyzatoru na prithéh chemické reakce (sniZeni aktivacni
energie).

Pozn.: Energetické minimum vpravo odpovida koncentraénim pomériim pro rovnovazny stav,
nikoli samotnym produktiim!



Mnoho chemickych reakei vyuziva katalyzy k usnadnéni priibéhu reakci. V biochemickych
reakcich hraje katalyza zcela zasadni roli, vSechny reakce v zivych organizmech jsou
katalyzovany. Témét vyluéné tuto tlohu plni bilkoviny s katalytickou funkci zvané enzymy (jen
nekolik malo reakci je katalyzovano RNA, tzv. ribozymy — snad jde o vyvojovy relikt).

Katalyza — Berzelius 1835
Chemické katalyzatory
- jsou to latky, jez urychluji chemické reakce

- neméni pitom rovnovahy chemickych reakei
- snizuji aktivacni energii

Lze tedy predpokladat, ze katalyzator se podili na tvorb¢ labilnich meziprodukti, jejichz vznik je
provazen mensi spotiebou aktivacni energie nez je tomu u reakce nekatalyzované

V Zivych organismech od organismi prokaryontnich po eukaryotni probihd obrovské mnozstvi
reakci, z nichz témé&f vSechny probihaji za ucasti biokatalyzator, jinak by tyto reakce probihaly
pomalu.

Vzhledem ke komplexnimu charakteru biochemickych reakci plynou na biokatalyzatory nckteré
charakteristické pozadavky

A.  Reakee, které katalyzuji, probihaji cilen¢ podle piesného genetického planu.

B.  Pribéh reakei musi byt specificky.

C.  Jejich aktivita musi byt piesné regulovana podle potieb organismu.

Proto se biokatalyzatory 1i§i od béZnych chemickych katalyzatori:
1) Vyssi reakéni rychlosti

2) MirnéjSimi podminkami reakce — T, pH, tlak.

3) Vyssi specifitou.

4) Schopnosti regulace

Biologické katalyzatory
Globularni proteiny — enzymy
RNA —ribozymy 1986 Cech, Altman (Nobelova cena)

I
TABLE 8.1 Rate enhancement by selected enzymes
Uncatalyzed Catalyzed Rate
Nonenzymatic rate rate enhancement
Enzyme half-life (kyn 51 (kg ™1 (keat/ kun)
OMP decarboxylase 78,000,000 years 2.8 107106 39 1.4 X 1017
Staphylococcal nuclease 130,000  years 1.7 %1013 95 5.6 X 1014
AMP nucleosidase 69,000 years 1.0x 10~ 11 60 6.0 X 1012
Carboxypeptidase A 7.3 years 3.0x10°9 578 1.9 x 1011
Ketosteroid isomerase 7 weeks 1. 7610~ 66,000 3.9 x 1011
Triose phosphate isomerase 1.9 days 4.3%x10°° 4,300 1.0 X 109
Chorismate mutase 7.4 hours 2.6 X105 50 1.9 X 106
Carbonic anhydrase 5 seconds 1.3x 1071 1106 7.7 X100

Abbreviations: OMP, orotidine monophosphate; AMP, adenosine monophosphate.
Source: After A. Radzicka and R. Wofenden. Science 267 (1995):90-93.



Piiklady katalytického piisobeni enzymii — porovnani rychlostnich konstant spontdnni a
katalyzované reakce.

I tak snadno a rychle probihajici pochod jako je disociace CO, je v organizmech katalyticky
urychlena.

Historie poznavani enzymu

Kiihn 1878 —,,Enzym* en zyme — v kvasnicich

Paster 1860 — fermentace je katalyzovany latkami, tuto schopnost vSak nelze odd¢lit od zivych
bunék, které jsou vybaveny tzv. zivotni silou vis vitalis

Liebig — fermenty jsou schopny katalyzovat tyto reakce 1 mimo Zivou buiiku — spor s Pasterem.
Buchner 1897 — tyto reakce je schopen katalyzovat i samotny extrakt kvasinek

Sumner 1926 — bilkovinnd povaha enzymi — ureasa
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KLASIFIKACE A TRIDENI ENZYMU

Nazvoslovi enzymu

A. Trivialni — ndzvy souvisely s mistem vyskytu nebo funkci — trypsin, pepsin
B. Nazev substratu nebo reakce + koncovka asa — amylasa
C. Systematické nazvoslovi

a. Substrat A +reakce R + asa

glukosa-6-fosfatdehydrogenasa



b. Substrat A + substrat B + reakce R + asa

alkohol:NAD:oxidoreduktasa

Systematické nazvy jsou vSak pro praktické pouziti piili§ slozité a proto se v dané publikaci
pouzivaji jenom pii prvnim piedstaveni enzymdi.

Klasifikace enzymu

IUB — 1961
6 tid podle typu reakce, kterou katalyzuji, dale podttidy podle vazby, kterou vytvareji, ptipadné
Stépi, dale podle ptipadného kofaktoru a nakonec podle mista uvnitt skupiny

vvvvvv

laktatdehydrogenasa

2.tfida transferasy — pfenos skupin
aspartataminotransferasa

3.tfida hydroelazy — hydrolyticky (za ucast H,O) §t€pi vazby — pocetna skupina
ureasa

4.tfida lyasy — nehydrolyticky (bez ti¢ast H,O) $tépi vazby
karbonatdehydratasa

5.tfida izomerasy — intramolekularni pfesuny atomu ¢i skupin
glukosa-6-fosfatizomerasa

6.trida ligasy — vznik energeticky naro¢nych vazeb nejcastéji za spotieby ATP
asparaginsyntethasa

I
TABLE 8.3 Six major classes of enzymes

Class Type of reaction Example Chapter

1. Oxidoreductases Oxidation-reduction Lactate dehydrogenase 16

2. Transferases Group transfer Nucleoside monophosphate 9

kinase (NMP kinase)

3. Hydrolases Hydrolysis reactions (transfer of Chymotrypsin 9
functional groups to water)

4. Lyases Addition or removal of groups to form Fumarase 18
double bonds

5. Isomerases Isomerization (intramolecular group Triose phosphate isomerase 16
transfer)

6. Ligases Ligation of two substrates at the expense ~ Aminoacyl-tRNA synthetase 29

of ATP hydrolysis




Cislovani enzymd :

alkohol:NAD:oxidoreduktasa (alkoholdehydrogenasa) EC 1.1.1.27
EC 1 — oxidoreduktasy

EC 1.1. — skupina CHOH

EC 1.1.1. — kofaktor NAD

EC 1.1.1.27 — ¢islo uvnitt skupiny

http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/index.html

Struktura enzymu

1) Jednoduché enzymy — sloZené pouze z proteinu

2) SloZené enzymy — obsahuji nebilkovinou sloZku — tzv kofaktor
Kofaktor (neaktivni) + apoenzym (neaktivni) <> holoenzym (aktivni)
Star$i nazvy — koenzym obecné

Kofaktor :

Kovovy ion — tzv metaloenzymy

Zn2+ - alkalicka fosfatasa, alkoholdehydrogenasa
Cu2+ - tyrosinasa, diaminoxidasa

Organicka latka
A) Pevné (vétSinou kovalentn¢) vazana — prosteticka skupina — Sirs$i vyznam
B) Volné vazana - koenzym

Jak prostetickd skupina, tak koenzym vstupuji do enzymové reakce, 1isi se vSak zplisobem
regenerace :

prosteticka skupina — na téze enzymové bilkoving, je kovalentné vazana

koenzym — disociuje z dané enzymové bilkoviny a mliZze se regenerovat v jiné enzymové reakci —
téz druhy substrat

Enzymové bilkoviny
Chemickou strukturou a konformaci se enzymy nelisi od molekul jinych globularnich proteinti.
Podle slozitosti 1ze rozliSovat enzymy monomerni, tvofené jedinou podjednotkou, oligomerni,
tvofené zvice podjednotek a na tzv.multienzymové komplexy, tvoifené vlastné nckolika
molekulami enzymu.



http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/index.html

Typy kofaktort (koenzymu a prostetickvch skupin) — vztah k vitaminim

Koenzymy oxidoreduktaz
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Koenzymy transferaz
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Vyjadfovani katalytické ucinnosti enzymu

Mnozstvi (koncentraci) enzymu jak cCistych tak v komplexni proteinové smési, lze vyjadfit
hmotnosti, latkovym a katalytickym mnozstvim (koncentraci). Posledni z nich ma nejvétsi
vyznam a odrdzi ucinnost enzymu. Vyjadiuje se ve form¢ aktivity tj. odvozené od rychlosti
enzymové reakce — jako mnozstvi pfeménéného substratu ¢i vzniklého produktu za casovou
jednotku. Tato rychlost (dc/dt) se stanovuje vhodnymi metodami, s vyhodou fotometricky.

Jednotky aktivity:
A) Smluvni jednotky — napf. u amylasy - mnozstvi enzymu, které rozstépilo za 30 min pfii
40 °C dané mnozstvi skrobu aby ten nedava reakci s jodem

B) IU mezinarodni jednotky 1961 — mnozstvi enzymu, jez pteménni 1 umol substratu za 1
minutu za standardnich podminek (pH, T. ptebytek substratu, ptitomnost aktivatort)
0] Katal (podle soustavy SI) 1971 - mnozstvi enzymu, jez pfeméni 1 mol substratu za 1

sekundu za standardnich podminek (pH, T. pfebytek substratu, ptitomnost aktivatort)

Specificka aktivita — aktivita vztazena na celkovou koncentraci bilkoviny (katal/gram)

Cislo premény — latkové mnozstvi substratu pfeménéné molem enzymu za ¢asovou jednotku



Vliv prostiedi na rychlost enzymové reakce
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Kinetika enzymové reakce
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[ES]
[P]
[ES] [E]
Steady state: d[ES]/dt = 0 [E]
———
Pre-steady Time — Pre-steady
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Casovy priubéh enzymové reakce — prestaciondrni a staciondrni stav.

Za staciondrnich podminek

E+S—ES—E+P vi = k.. [E].[S] vy = k. [ES]
V3 = k3[ES] Vg = k4[E][P] =0
Za stacionarnich podminek Vitvs=vyt+v;

ki.[E].[S] + 0 = k».[ES] + k3.[ES] = (ks + k3).[ES]
[EL.[S]/[ES] = (k2 + k3) / ki = K, vo=k.[ES] Vim=k. [E];=k.([E]+ [ES])

Vo =
Ky +[S]



Rektifikace - Lineweaver-Burkovo vyneseni

Ky +[S] Ky 1 1
1/V0 = = . +

N
=KtV

VKn N



Jind vyneseni — Hanes — [S]/v vs. [S]

[S]/v

Vyznam nalezenych konstant

K, je mirou afinity enzymu a substratu (formaln¢€ disocia¢ni konstantou komplexu ES), neni
zavisla na katalytickém mnozstvi (aktivit€¢ enzymu) v pokusu, pokud pracujeme v oblasti linearni
zavislosti v na [E] — viz vySe. Lze ji tabelovat a uzit jako srovnavaci parametr. Lisi se pro riizné
substraty t¢hoz enzymu.

Vim je ukazatelem aktivity enzymu, zavisi na katalytickém mnozstvi enzymu v experimentu. D4
se uzit k vyjadreni katalytické ucinnosti a ¢istoty enzymu. V téchto piipadech se vypocita tzv.
specificka aktivita jako pomér V;, a mnozstvi enzymu (typicky v mg bilkoviny nezname-li jeho
M, nebo pracujeme se smesi — homogenat, krevni sérum apod.) Zname-li latkové mnoZzstvi
enzymu, pak specifickou aktivitu vztazenou na latkové mnozstvi enzymu nazyvame cislem
piemény (TN):

Vimm ! E (mol.s™ / mol) = TN (s™) = ke
TN pak znaci pocet moll (molekul) substratu preménéné 1 molem (molekulou) enzymuza 1 s a

jde o tzv. katalytickou konstantu (celkovou rychlostni konstantu katalysované reakce) —
objektivni vyjadieni u¢innosti enzymu.



TABLE 8.5 Ky, values of some enzymes

Enzyme Substrate Kyi(pM)
Chymotrypsin Acetyl-L-tryptophanamide 5000
Lysozyme Hexa- N-acetylglucosamine 6
B-Galactosidase Lactose 4000
Threonine deaminase Threonine 5000
Carbonic anhydrase CO, 8000
Penicillinase Benzylpenicillin 50
Pyruvate carboxylase Pyruvate 400
HCO;~ 1000
ATP 60
Arginine-tRNA synthetase Arginine 8
tRNA 0.4
ATP 300

TABLE 8.6 Maximum turnover
numbers of some enzymes

Enzyme

Turnover
number

(per
second)

Carbonic anhydrase 600,000

3-Ketosteroid 280,000
isomerase

Acetylcholinesterase 25,000

Penicillinase 2,000

Lactate 1,000
dehydrogenase

Chymotrypsin 100

DNA polymerase | 15

Tryptophan synthetase 2

Lysozyme 0.5




v

Jako spolehlivéjsi ukazatel substratové specificity — preference substratl — se ukazal pomér k.,
(¢im vyssi, tim G¢innéjsi katalyza) a K, (¢im nizs§i, tim vétsi afinita enzymu k substratu).

|
TABLE 8.7 Substrate preferences of chymotrypsin

Amino acid in ester Amino acid side chain keat/ Kpyg (71 M1

Glycine —H 1.3x 101
CHj;
Valine —C/H 2.0
\
CHs3;
Norvaline —CH,CH,CH; 3.6 X102
Norleucine _CHZCHZCHZCH3 30 X 103

Phenylalanine _CHZQ 1.0 X 10°

Source: After A. Fersht, Structure and Mechanism in Protein Science: A Guide to Enzyme
Catalysis and Protein Folding (W. H. Freeman and Company, 1999), Table 7.3.




Ovlivnéni rychlosti enzymové reakce

V organismech i laboratornich podminkéch Ize ovlivnit rychlost enzymové reakce pisobenim
chemickych latek — efektord ¢i modulatorii (positivnich a negativnich), bézné zvanych aktivatory
(zvySuji) a inhibitory (snizuji rychlost) enzymil. Maji regulacni poslani, v laboratofi slouZzi ke
studiu mechanismu plisobeni enzym. V tomto sméru je nejcastéjs$i pouziti inhibitort.

K tomu slouzi pfedevsim reversibilni inhibitory, jeZ interaguji s enzymem vratné, daji se odstranit
napft dialyzou, gelovou chromatigrafii apod. Inhibitory ireversibilni se vaZou pevné a nevratné.

v

Reversibilni inhibice se déli na n€kolik typi, z nichZ nejvyznamnéjsi je kompetitivni a
nekompetitivni,

Kompetitivni inhibice

Competitive

Substrate\ inhibitor\
. 3

Substrate
Noncompetitive \

inhibitorN 8



Jantaran (sukcindt) je substratem enzymu sukcinatdehydrogenasy, vzniké fumarat. Malonat je
kompetitivnim inhibitorem tohoto enzymu, nelze ho dehydrogenovat. Nutno odlisit od
konkurence nékolika substratl, které mohou podlehnout enzymové reakei (napt. zde derivaty
jantaranu).

Podobny strukturni vztah byvé zakladem inhibi¢niho pisobeni tzv. antimetabolit, napft.
methotrexatu a THF (dole), podobné sulfonamidy piisobi kompetici s p-aminobenzoatem.

2k

Tetrahydrofolate



Kompetitivni inhibitor reaguje s volnym enzymem a soutézi se substratem o vazné misto

v aktivnim centru. MiiZe se navazat pouze na volny enzym. V reakéni smési pak mame kromé E,
S a ES jesté formu EI (komplex enzym-inhibitor), ktery se tvoii vratné mezi volnym enzymem a
inhibitorem:

|
|
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No inhibitor
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40

Relative rate

20

[Substrate] —

Schema reakci v pfitomnosti kompetitvniho inhibitoru a jeho vliv na kinetiku enzymové reakce

Zavedeme-li do vztahu Michaelise a Mentenové faktor
K;=[E].[I]/[EI] a[E];=[E]+ [EI] + [ES]

dostaneme vztah
V= Vim . [S]/ [Kn (1+ [1)/K;) + [S]], kde K, (1+ [1]/K;) = Kopp
a po rektifikaci
Vv =1/ Viim + Kapp/ Viim - 1/[S]



Vyraz K, nazyvame zdanlivou Michaelisovou konstantou, je vyssi nez skute¢nd pfimo tmérné
koncentraci inhibitoru a nepiimo K.

Grafické vzjadieni této zavislosti vidime na vyneseni dle Lineweavera a Burka

+ Competitive
inhibitor

1/V

\ No inhibitor
present

o

1/1S]

Vidime, Ze Vi, se neméni, hodnota K,, je zvySena na hodnotu K.

Analogicky se méni 1 grafy uZivané v jinych vynesenich, napt. dle Hanese (smérnice = 1/V};, je
stejna, priseciky se vzdaluji od 0).



Nekompetitivni inhibice

Inhibitor neni podobny substratu, vaze se jak na volny enzym tak komplex ES. Vytvaii komplex
EI, jehoz koncentrace nezavisi na koncentraci substratu, ale pouze inhibitoru.

éH:l, CHS
& H-/—CHs
F 2 0
F——OH \F/ —o. 7
SEI' + Oy \ —_— /P\ + F* + H+
o 0]
Mé 0
H
CH
3 H#CHg,
CHs CHs
Acetylcholin- DIPF Inactivated
esterase enzyme
(0] (0]
SH IJJ\ SQ&
~7 + NH; —— ~ NHy + I- + Hf
Cys
Enzyme lodoacetamide Inactivated

enzyme

Ptiklad nekompetitivnich inhibitort serinovych hydrolaz a sulthydrylovych enzymii.
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Schema rovnovah v reakéni smési v pritomnosti nekompetitivniho inhibitoru a jeho ovlivnéni
enzymové kinetiky vyjadieno graficky.
V reakéni smési pak vznika komplex EI podle rovnice
E.+1=EI
Zavedenim do zakladni rovnice Michaelise a Mentenové pak dostavame
V= Vi (14 [1V/K3) . [S]/ [Kim + [S]]

a po rektifikaci
1v =1/ Vigm + K/ Vi . 1/[S]) . (1+ [1V/K7)



Grafické vyjadieni této zavislosti je na obrazku dole. Vidime, ze hodnota K, se neméni, zvysi se
prasecik 1/Vim.

+ Noncompetitive

/ inhibitor

\ No inhibitor
present

1/V

o

1/15]

Analogické zmény najdeme v jinych vynesenich, u vyneseni podle Hanese se zvysi smérnice pfi
zachovani priseciku s osou [S].



Akompetitivni inhibice

Inhibitor reaguje s komplexem ES — sekvenc¢ni dgj

+]
E+S <« ES <« ESI

Typické pro vicesubstratové reakce

cvwr

Increasing inhibitor

1hv

~—_ No
inhibitor

1/[S]

Meéni se Ky 1 Viim, jejich pomér je stejny
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Zymogeny - proenzymy

Chymotrypsinogen
(inactive)
K 245
= Trypsin
w-Chymotrypsin
(active)
| 1 15| I 16 245
Chymotrypsin
a-Chymotrypsin Two dipeptides
(active)
1 13 |16 146| [149 245

A chain B chain

C chain



Organizace enzymi

- enzymy volné rozpusténé (cytoplasma — glykolyza)

- multienzymové komplexy (zvl. pro anabolické pochody — syntéza MK, ale 1
katabolické pochody — vyuziti energie)

- membranove vazané enzymy (organizovanost, vektorialni prib¢h reakcei — vyuziti
energie — oxidacni a fotosynteticka fosforylace)

Vyuziti enzymu

bioanalyticka chemie - stanoveni substrati
- stanoveni inhibitora

- nepiimé stanoveni

lékaistvi

primyslové vyuziti - praci prostiedky
- krmivarstvi
- potravinarstvi
- farmacie

enzymova katalyza v organické chemii

Umélé enzymy

Synzymy
Abzymy



