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Vyjadrovani katalyticke

ucinnosti enzymu

Vyjddreni mnozstvi (koncentrace) enzymu
o jak Cistych tak v komplexni proteinové smési
o hmotnostim, Idtkovym a katalytickym mnozstvim (koncentraci)

o Ucinnost enzymu - aktivity - odvozena od rychlosti enzymové reakce — jako mnozstvi
preménéného substratu Ci vzniklého produktu za Casovou jednotku. Tato rychlost
(dc/dt) se stanovuje vhodnymi metodami, s vyhodou fotometricky

Jednotky aktivity

o Smluvnijednotky — napr. u amylasy - mnozstvi enzymu, které rozstépilo za 30 min pri
40 °C dané mnozstvi Skrobu aby ten neddaval reakci s jodem

o IU - mezindrodnijednotky 1961 — mnozstvi enzymu, jez preménni 1 umol substratu za 1
minutu za standardnich podminek (pH, T, prebytek substrdtu, pfitomnost aktivatord)

o Katal (podle soustavy Sl) 1971 - mnozstvi enzymu, jez pfeméni 1 mol substratu za 1
sekundu za standardnich podminek (pH, T, prebytek substrdtu, pritomnost aktivatord)

Specifickd aktivita

o aktivita vztazend na celkové mnozstvi (koncentraci) vztazného parametru( bilkoviny)
- katal/g

Cislo pfemény

o ldtkové mnozstvi substratu (mol) preménéné molem enzymu za Casovou jednotku (s)
- I( [S—]]
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Rychlost reakce

« UrCujici charakteristika
o dc/dt, ztoho pak aktivita

Metody stanoveni
o Stanoveni [P] nebo [S] - pak —dc/dt
o Vyhodnéjsi [P], ale zdlezi na moznostech metody

o Spekitrdini — absorpcni, fluorescencni gj., chemické, elektrochemické
(amperometrie), enzymové (sprazené reakce)

Vliv prostredi
Optimalni podminky — aktivita
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Rychlost reakce

+ Pokles dc/df Ve Equilibrium

« dc/diprot=0

Product —

Time —
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Vliv prostredi na rychlost
enzymove reakce

* Optimalni podminky
o In vivo — fysiologické prostiedi
o In vitro — napodobeni — snaha

* I—obvykle odpovida 0,9% NaCl, vyjimky, extrémy
* pH — obvykle neutralni, vyjimky, extrémy
* T —teplokrevni x studenokrevni, mikroorganizmy aj.

o Denaturace x syntéza in vivo
o Konvenéni hodnoty in vitro — 30°C

* Dalsi - regulatory
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Aktivita Lo :-...__‘_.-
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Vliv teploty

teplotni optimum
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Linearita

[E]
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Kinetika enzymove reakce

A |s,
B [S]
© Equilibrium
=
S P
Lg) [P]
[ES]
Steady state: d[ES]/dt = O [E]
%—J
Pre-steady Time —
state

Casovy prubéh enzymové reakce - prestaciondrni a staciondrni stav
® Petr Zboril 9/23/2014 @ 10



Stacionarni kinetika

Ki Ks
E+S < ES < E+P v, = k,.[E].[S] V, = K, [ES]
K, K, V3 = k3.[ES] v, = ky,.[E].[P]
Za staciondrnich podminek Vi + V=Vt V,
k,.[E].[S] = K,.[ES] + ks.[ES] = (k, + k3).[ES]

[E].[S] / [ES] = (k, + k3) / k; =K,,,, pro k, » k3 K, = K,

Vo =k [ES] Viim = k. [E]; = k.([E] + [ES])
Vlim . [S]
Vo= -
Km + [S]
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Vllm ¢ [S]
VO = oot

K,+[S]
Rovnice

Michaelise-Mentenové

- hyperbolicky prub¢h
Specialni pripady

[S] <K,

[S] » K,

[S] = Km Vo= Vllm/2
® Petr Zboril

Reaction velocity (Vp) —

max

{2

Substrate concentration [S] —
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Stanoveni kinetickych parametru

» Rektifkace vztahu
o RUzné Upravy - vyneseni (Hanes, Hofstee qj.)
o Vyneseni dle Lineweavera a Burka
o 1/vy=1/f([S])

« Rovnice pfimkyy=ax + b

Ky + [S] Ky 1 1
1/V0 = = . +
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Stanoveni kinetickych parametru

Ky + [S]
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Stanoveni kinetickych parametru

1/V | Slope =Kw/Vmax

Intercept =-1/Ky

K/\ Intercept = 1/Vax

0 1/[S]
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Vyznam nalezenych konstant

« K, je mirou afinity substratu k enzymu
o formdiné disociacni konstantou komplexu [ES]

o Nenizavisld na katalytickém mnozstvi (aktivité enzymu) v pokusu, pokud pracujeme
v oblasti linedrni zavislosti v na [E] viz vyse.

o Lze ji tabelovat a uzit jako srovndvaci parametr
o Ménise s externimi parametry

« LiSi se pro ruzné substrdty téhoz enzymu
o Alternativni — pfirozeny x umély, hexo- a glukokinasa, izoenzymy
o Kosubstraty — NAD apod. (LDH)
o Vztah k metabolickym hotovostem — ,,pool*

« V,.,]e ukazatelem aktivity enzymu,
o zavisi na katalytickém mnozstvi enzymu v experimentu

o Da se uzit k vyjadreni katalytické UCinnosti a Cistoty enzymu. V té€chto pripadech se
vypocita tzv. specifickd akfivita joko pomeér V,,,, a mnozstvi enzymu (typicky v mg

bl||<O(;|/IS’]y nezndame-li jeho M, nebo pracujeme se smési — homogendt, krevni sérum
apo

o Indme-li ldtkové mnozstvi enzymu, pak specifickou aktivitu vztazenou na latkové
mnozstvi enzymu nazyvdame Cislem premény (TN):

Vim / [E] [mol.s/mol] =TN [s1] =k
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Vyznam nalezenych konstant

TABLE 8.5 K, values of some enzymes
Enzyme Substrate Ky(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 3
tRNA 0.4
ATP 300
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Vyznam nalezenych konstant

« Cisla prfemé&ny

® Footer Text

TABLE 8.6 Maximum turnover
numbers of some enzymes

Turnover
number

(per
Enzyme second)

Carbonic anhydrase 600,000

3-Ketosteroid 280,000
1somerase

Acetylcholinesterase 25,000

Penicillinase 2,000

Lactate 1,000
dehydrogenase

Chymotrypsin 100

DNA polymerase I 15

Tryptophan synthetase 2

Lysozyme 0.5
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Vyznam nalezenych konstant

» Konstanta specificity
o pomer k., (vySsi — u€inné;si katalyza) a K, (niz$i — vétsi afinita enzymu k substratu)
o spolehlivéjsi ukazatel substratove specificity — preference substratii
o modelové estery, specificita k aromatickym acylim

|
TABLE 8.7 Substrate preferences of chymotrypsin
Amino acid in ester Amino acid side chain ko,i/ Ky (s—1 M)
Glycine —F 1.3x10°1
/CHg,
Valine — O 2.0
\
CH3
Norvaline —CH,CH,CHj3 3.6 X 102
Norleucine —CH,CH,CH,CH3 3.0 x 103
Phenylalanine CHQ@ 1.0 X 103

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.
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Regulacni aspekty

Viiv [S] na rychlost

Michaelisovskd

kinetika
Alosterické enzymy T
- Oligomerni N
- Kooperativita — f‘
efektivni regulace =
- Nefidi se %
Michaelisovskou >
kinetikou 5
—
O
©
Q
e

Substrate concentration, [S] —
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Modulace rychlosti
enzymove reakce

* Metabolicky vyznam — in situ
o Regulace metabolismu

e Studium metabolismu — in vitro

o Objasnéni mechanizmu plisobeni enzym

o Soucast regulaci jako celku

* Zpusoby — uCinek metabolitli, modifikace apoenzymu

o Modulatory, efektory
o Positivni — aktivatory
o Negativni - inhibitory
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Inhibice enzymoveé aktivity

« Typy inhibitoru
e |reversibilni

o Vdazou se pevné a nevratné
o Lze reaktivovat chemickou reakci— -SH inhibitory

« Reversibilni

Intferaguji s enzymem vratné

Daiji se odstranit napr. dialyzou, gelovou chromatografii — snizeni [l]
Kompetitivni

Nekompetitivni

Akompetitivni.

Dalsi

0O O O O O O
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Ireverzibilni inhibice

Modifikacni Cinidla
Studium aktivniho
centra CHs

CH3 CH3
H H %cm
F 2 O
——OH " F—o._ ./
Ser + o7\ sty /P\ + F~ + H*
0 0]
{ :
H
CH
5 H/QCH:I,
CH3 CH3
Acetylcholin- DIPF Inactivated
esterase enzyme

« Organofosfaty
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Ireverzibilni inhibice

* SH-inhibitory

0) 0O
SH |\)L S\)L
\/ + NH; — ~ NH, + I + HY
Cys

Enzyme lodoacetamide Inactivated
enzyme

« Alkylacni Cinidla, rtutnaté slouceniny (PCMB)
o Regenerace -SH, ME, BAL
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Reverzibilni inhibice

Kompetitivni
o Inhibitor se vdze do aktivnihno mista Substrate C?&?;iglr\/e
o Strukturni podobnost se substratem

o Soutézeniinhibitoru se substratem
Nekompetitivni
o Inhibitor se vdze jinak

o Substrdt neovlivni vazbu inhibitoru

Substrate

) AkompeﬂﬂVﬂl Noncompetitive \
o Inhibitor se vaze na komplex ES inhibitor\ 8
 Alosterickd =

o Vazba najinou podjednotku
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Kompetitivni inhibice

e |Inhibice SDH malondtem

o Jantaran (sukcindt) je substratem enzymu sukcindtdehydrogenasy (vznikd fumarat)
Malondt je kompetitivnim inhibitorem SDH (nelze ho dehydrogenovat)
Strukturni podobnost, nékdy byvd méné ndzornd (el. hustoty)

UrcCe
O o
0
-0 _2H .
Y\/“\D- - \Nﬂ
o o
o o
. )J\/H\D_

O O O

-
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Kompetitivni inhibice

* |nhibice DHF reduktasy

o Antimetabolit, cytostatikum
o Dalsi analoga

® Footer Text
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Tetrahydrofolate
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Kompetitivni inhibice

« Kompetitivni inhibitor

o reaguje s volnym enzymem
a soutézi se substratem

vazné misto v aktivnim centru.
o MuUze se navdzat pouze

na volny enzym

o Vreakcni smeési se pak
vyskytuje mimo E, S a ES

jesté El (komplex enzym-inhibitor),

ktery se tvori vratné mezi
volnym enzymem a inhibitorem
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Relative rate
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No inhibitor

[Substrate] —
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Kompetitivni inhibice

Kinetickd analyza
Oproti neinhibované reakci zahrnuje

K;=[E] . [l] / [El] a pak [E], = [E] + [El] + [ES]
ddle
V=V 81/ Ky (14 111/ K) + S]], kde Ky, (14 [11/ K) = Kqpp
a po rektifikaci
1/v=1/ Vi +Kypp! Vi - 1/[8]

Vyraz K, Nazyvame zddanlivou Michaelisovou konstantou
je vyssi nez skuteCnd prfimo umeérné [I] a nepfimo K
vliv kompetice

Vim S€ hemenl
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Kompetitivni inhibice
+ Competitive

/ inhibitor

\ No inhibitor
present

1/V

0 1/1S]

Grafické vyjadreni této zavislosti vidime na vyneseni dle Lineweavera a Burka
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Nekompetitivni inhibice

S
Inhibitor neni podobny substratu Eil— S ES— SE.p
- vaze se jak na volny E K“ / “
tak komplex ES Bl SIS s
- Vytvar komplex El
- [El] nezdavisi na [S], 0 N inhibiter
ale pouze [l] 80
E, + | =El 2
S 60
g [1] =K;
% 40
(a4
20 [I]:]OKI\ []]ZSKI
N

(=

[Substrate] —
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Nekompetitivni inhibice

/avedenim do zakladni rovnice Michaelise a
Mentenové pak dostadvame

V= (Vi - [S]) /(Ko + [S]).(T+ [1]/K)
a po rektifikaci
1/v=(1/V, + K, /V,.1/[S]) . (1+ [I]/K)

K,,se nemeéeni
V-, s€ snizuje umérné pomeru [l]/K;
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Nekompetitivni inhibice
+ Noncompetitive

6/ inhibitor

\ No inhibitor
present

1/V

0 1/[S]

Grafickd analyza dle Lineweavera a Burka
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Isoenzymy

« Stejnd aktivita
o LiSi se apoenzym
o Podjednotkové slozeni
o Kinetické odlisnosti
o Priklad LDH
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(A)
LDH-1
LDH-2
LDH-3
LDH-4 4~
LDH5 ge
9 -5

+12

+21

Adult
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Isoenzymy

« Orgdanova specificita

(B) Red
Heart Kidney blood cell Brain Leukocyte Muscle Liver
M, N Rl B S T S I
HM; B B e = S —_
HM, —— AR m— T EEE B pe—
HaM —— — —_— — e — —
Hy = a— — — F— e e
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Zymogeny - proenzymy

« Neaktivni formy
« Posttranslacni modifikace
« Vyznam — protedzy

® Footer Text

Chymotrypsinogen
(inactive)

1 245

. Trypsi
m-Chymotrypsin ypsin
(active)
| 15 16 245
l Chymotrypsin
a-Chymotrypsin * Two dipeptides
(active)
1 13 16 146 149 245
A chain B chain C chain
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Organizace enzymu

« Efektivita reakci

o Katabolické - jednodussi
o Anabolické — vyznam organizovanosti

* Typy
o enzymy volné rozpusténé (cytoplasma — glykolyza)

o multienzymové komplexy (zvl. pro anabolické pochody - syntéza MK, ale i
katabolické pochody - vyurziti energie)

o membrdnové vdzané enzymy (organizovanost, vektoridini prObéh reakci —
vyuziti energie — oxidacni a fotosyntetickd fosforylace)
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Prakticke vyuziti enzymu

Primyslové vyuziti
o Praci prostredky
o Krmivarstvi
o Potravindrstvi
o Farmacie

« Lékarstvi
o Diagnostika
« Analyt, nastroj
o Terapie
« Substituéni, podpurnd, specidini

« Bioanalytickd chemie

o Stanoveni substratl
o Stanoveniinhibitord

« Enzymovd katalyza v organické chemii
o Stereoselektivita, kombinace metod
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