Enzymologie

Enzymy a jejich zdkladni vlastnosti
Koenzymy

Enzymova kinetika



Aktivaéni energie

Prekondni repulsnich sil

- dostateéné priblizeni reaktanti
nutnd dostatecnd kineticka energie
T,p -V zivych systémech omezeno

substrat katalyzator
H,O,  Zddny
H,O,  jodid
H,O, kol. platina
H,O,  kataldza

Ea (kJ/mol)
75.4
54 .4
48.6
23.0

Katalyzator (Berzelius 1835)

‘Latka urychlujici chemickou reakci

-Snizuje aktivaéni energii
‘Neméni rovnovahu chemickych reakci (zvysuje rychlost reakce obéma sméry)

vaolna energie
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Enzym = biokatalyzator

Enzymy jsou proteiny, které katalyzuji chemické reakce v Zivych bunkach

A

bez katalyzatoru

energie

enzymova katalyza

RozloZeni aktivaéni energie do nékolika krokl (suma stejnd jako bez katalyzdtoru)
Reakce spéje do rovnovdzného stavu (ne pouze produkt)



Katalyzatory - obecné vlastnosti

Chemické katalyzdtory
latky urychlujici chemické reakce
neméni pritom rovnovdhy chemickych reakci
snizuji aktivacni energii
.nemeni" se pri reakci

Biokatalyzdtory - navic specidlni pozadavky
katalyzované reakce probihaji cilené podle presného genetického pldnu
pribéh reakci musi byt specificky

rychlost reakce, kterou katalyzuji, musi byt presné regulovdna podle
potreb organismu

Proto se biokatalyzatory lis§i od béZnych chemickych katalyzatori:
Schopnosti regulace

Vyssi specifitou
Vy3si reakéni rychlosti
MirnéjSimi podminkami reakce - T, pH, tlak




enzym
substrat _Y. produkt




Historie

Berzelius 1835 rozklad skrobu sladem

Pasteur 1860 - fermentace cukru na ethanol, fermentace je katalyzovana
latkami ..fermenty", tuto schopnost vsak nelze oddélit od Zivych bunék,

které jsou vybaveny tzv. Zivotni silou vis vitalis

Liebig - fermenty jsou schopny katalyzovat tyto reakce i mimo Zivou bunku

- spor s Pasteurem
Kihn 1878 - .enzym" &v Cupe - v kvasnicich

Biichner 1897 - tyto reakce je schopen katalyzovat i samotny extrakt

kvasinek (extrahoval smés enzyml z kvashi¢nych bunék)

Sumner 1926 - bilkovinnd povaha enzyml - ureasa (izolace + krystal)



Ndzvoslovi a klasifikace enzymi

Trividlni - nejstarsi objevené enzymy
* ndzvy souvisely s mistem vyskytu nebo funkci - ptyalin (sliny), frypsin,
pepsin, stary zluty enzym

Jednoduché
* ndzev substratu nebo reakce + koncovka asa - amylasa, ureasa

Systematické ndzvoslovi

 odrazi reakéni specificitu - podle katalyzované reakce

« Regulérni
 Substrdty:produkty-reakce, typické pro jednotlivé tridy
* L-Glu:NAD*-oxidoreduktasa (deaminujict)

« Zjednodusené
« Substrdt + reakce + asa
* glukosa-6-fosfdtdehydrogenasa



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

Mezinarodni klasifikace enzymu
1961 EC (Enzyme Commission) rozdéleni do Sesti trid

1. Oxidoreduktasy - enzymy biologické oxidace a redukce

Napr. alkohol:NAD-oxidoreduktasa (alkoholdehydrogenasa) EC 1.1.1.1
EC 1 - oxidoreduktasy

EC 1.1. - skupina CHOH

EC 1.1.1. - kofaktor NAD

EC 1.1.1.1 - Cislo uvnitr skupiny

2. Transferasy - enzymy prendsejici skupiny (alaninaminotransferasa)
3. Hydrolasy - enzymy katalyzujici hydrolytickd stépeni (ureasa)
4. Lyasy - enzymy katalyzujici eliminaéni reakce (karbondtanhydrasa)

5. Isomerasy - enzymy katalyzujici preskupeni uvnitr molekul (glukosa-6-

fosfatisomerasa)

6. Ligasy - enzymy katalyzujici tvorbu vazby za $tépeni ATP (glutaminsyntetasa)


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

struktura enzymii

(holo)enzym=kofaktor+apoenzym

Enzym se skldda z bilkovinné slozky - apoenzymu a

nizkomolekuldrni neaminokyselinové struktury - kofaktoru.
Apoenzymy - globularni proteiny

Vyjimka - RNA - ribozymy
Neékolik specidlnich reakci
Syntéza peptidové vazby
Zbytek .RNA svéta"



struktura enzymii

jednoduché enzymy - sloZzené pouze z proteinu
globuldarnich protein
enzymy monomerhi - tvorené jedinou podjednotkou
dimerni, tetramerni .... oligomerni - tvorené z vice podjednotek

slozené enzymy - obsahuji navic nebilkovinou slozku

kovovy ion - metaloenzymy (Zn?* - alkoholdehydrogenasa, Cu?* - diaminoxidasa)
organicka skupina ¢i slouc¢enina

Pevné (vétsinou kovalentné) vdazanad - prosteticka skupina

Volné vazand - koenzym - bézné disociuje

Rlzny zplsob regenerace :

jednoduchy enzym - vratnd zména reaktivnich skupin aminoacyld
prosteticka skupina - na téZe enzymové bilkoving, je pevné vazand
koenzym - disociuje z dané enzymové bilkoviny a mlZe se regenerovat v jiné
enzymové reakci - téz druhy substrdt

odstranéni kofaktoru - ztrdta aktivity
koenzym x prostetickd skupina - dialyza



Oddéleni vysokomolekularni latky od nizkomolekuldrni bez ztraty aktivity

« GPC (Gelova permeacni chromatografie)
« dialyza

GE Healthcare
Life Sciences

imagination at work



dialyza

Concentrated ~
solution

Buffer — |

At start of dialysis

At equilibrium

Maonitor vendzniho
krevniho taku

Detektor a odstrafiovad
vzduchowich bublin
//Wc‘fiéténa’ krev

Cisty
dialyzaéni roztok
Pacient

Dialyzator

Pouzity
dialyzaéni roztok ¢

Maonitor tlaku krve

@ _
pritékaijici do dialyzétoru r{ £

Heparinovd pumpa A
(proti srazeni krve)
Krevni pumpa ———

Monitor arteridlniho  Krev odvadénd
krevniho tlaku k Eistens




Vlastnosti enzymu

Substrdtova specifita

absolutni
* neplsobi ani ha velmi podobny substrat
* ureasa

skupinové specificka
* alkoholdehydrogenasa
* proteinasy
o trypsin (karboxyl argininu nebo lysinu)
o chymotrypsin (karboxyl tyrosinu, tryptofanu, fenylalaninu nebo leucinu)

Vsechny enzymy dokdZou rozlisit enantiomery substratu



Vlastnosti enzymi
Specifita 4¢inku

enzym katalyzuje pouze jednu z moznych premén substrdtu

flavinoxidasa 4+ H,O

/ i —> R—ICID—COO + NH,
A > dekarboxylasa O
R CI;H COO COo 2 R—CH,—NH
*NH 2 "
3 Mminotransferas;a>

R'—ﬁ-—COO' R—ﬁ—COO~ + R1—CIJH—-COO'
0 O *NH,



Vlastnosti enzymi

Aktivni misto enzymu

interakci enzym - substrdt se deformuje i substrdt
« zvySeni rychlosti reakce
* sprdvnd prostorova orientace
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Vlastnosti enzymi

Aktivni misto enzymu

Model zdmku a kli¢e
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Koshland 1959

vazbou substrdtu se méni konformace
schopnost vyvoldvat zménu konformace

- afinita, Km

Fazend vazba substrdti

Usporddany x neuspordadany mechanismus



