Enzymova kinetika



Enzymové jednotky - vyjadreni koncentrace enzymu

obsah enzymii nelze obvykle urlit pfimo (prebytek balastnich bilkovin)

neprimo - aktivita - odvozena od rychlosti enzymové reakce - mnozstvi
preménéného substratu ¢i vzniklého produktu za ¢asovou jednotku. Tato
rychlost (dc/dt) se stanovuje vhodnymi metodami, s vyhodou fotometricky.

Jednotky akftivity

« Smluvni jednotky - napt. u amylasy - mnoZzstvi enzymu, které
rozstépilo za 30 min pri 40 °C dané mnozstvi skrobu aby ten nedaval
reakci s jodem

« TU - mezindrodni jednotky 1961 - mnozstvi enzymu, jez premeénni 1
pmol substratu za 1 minutu za standardnich podminek (pH, T,
prebytek substratu, pritomnost aktivdtort)

 Katal (podle soustavy SI) 1971 - mnozstvi enzymu, jez preméni 1 mol
substratu za 1 sekundu za standardnich podminek (pH, T, prebytek
substratu, pritomnost aktivdtort)

1TU =16,67 nKat



Rychlost (enzymové) reakce
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k - rychlostni konstanta
[S] - koncentrace substratu

Time —

Metody stanoveni
Stanoveni [P] nebo [S] - pak -dc/d*t
Vyhodnéjsi [P], ale zdleZi na moZnostech metody
Spektralni - absorpéni, fluorescecni aj., chemické, elektrochemické
(amperometrie), enzymové (sprazené reakce)



Rychlost (enzymové) reakce - vliv prostredi

pH - obvykle neutrdlni (pH 6-8 neutrofiini’)
alkalofilni, acidofilni

teplota konvenéni hodnota 30°C
teplokrevni x studenokrevni, mikroorganizmy a;j.

psychrofilni do 20 °C, mezofilni 20 °C - 40 °C, termofilni,
hypertermofilni (az 80 °C)

iontova sila - obvykle odpovida 0,9% NaCl (fyziologicky roztok)
halofilni (min. 0.2 M Nacl)
regulatory - inhibitory, aktivdatory

Optimdlni podminky
« Invivo- fysiologické prostredi
« Invitro - snaha o napodobeni optimdlnich (fyziologickych) podminek



VI v pH v pH optimum

Tvar zadvislosti uréuje nékolik vlivi

« vliv ionizace substrdtu(l)

« vliv pH na disociaci vazebnych skupin enzymu (aktivni centrum)

* irreverzibilni zmény struktury enzymu pri extrémnich hodnotach pH

pH optimum daného enzymu navic zavisi na reakénich podminkdch
(druh pufru, druh substrdtu, koncentrace substrdtu, pritomnost aktivatort
a inhibitord, doba inkubace enzymu se substrdtem atd.)



Vliv teploty N
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Arrheniova rovnice
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A - . frekvenéni faktor"

dva protichidné procesy:
zvySovani teploty zvyseni kinetické energie molekul - zvyseni poltu jejich srazek -
- zvyseni rychlosti reakce (Arheniova rovnice)
zvyseni rychlosti denaturace enzymu - pokles rychlosti reakce

.teplotni optimum" - zdvisi na dalSich podminkdch, doba méreni aj.



Linearita - vliv koncentrace enzymu

v, = k.[E] vyuziti pri stanoveni koncentrace enzymu

A E,

[E'] koncentrace enzymu

[E]

oblast linearity je dileZita pro uréeni mnoZstvi enzymu pro jakékoliv méreni rychlosti
Vo pocatecni reakéni rychlost (odstranéni vlivu snizujici se koncentrace substratu nebo
vlivu vznikajicich produkti)



Kinetika enzymové reakce

[S]+[E] ==[ES]=—=[P] + [E]

A) s,
S ustaveni rovnovdhy [P]/[S] odpovidajici
® rovnovdzné konstanté reakce
5 _
o
c
S
[ES]
Steady state: d[ES]/dt = O [E]
— .
prestaciondrni stav Time —

cca0.01s



Stacionarni kinetika

K, K,
[S] +[E] ==[ES]+==[P] + [E]
K, K,
Vi = k][E][S] Vo = kz[ES]
V3 = k;[ES] v4 = A.[ELIP] (= O) plati pro podminky v, (poédtek reakce)
Za staciondrnich podminek koncentrace [ES] konstantni Vi + Vg, =V, + Vg

kl[E][S] +0= kz[ES] + k3[ES] - (kz + k3)[ES]

[ELLS]/ [ES]= (ko+ ks) / kg = Ky pro ko> ks K= K,
Vo = k. [ES] Vim = k. [E]; = K.(IE] + [ES])
Vim - [S]
VO: -------------



Rovnice Michaelise-Mentenové v, = f([S])

=
5

hyperbolicky pribéh

V//m/z
Specidlni pripady

[S] < K,

[S]» K,

[S] = Km Vo= I///m/ 2

Reaction velocity (V) —

Substrate concentration [S] —



Stanoveni kinetickych parametrd Ky a Vi,

Linedrni transformace rovnice Michaelise a Mentenové, tvar

Vyneseni dle Lineweavera a Burka 1/vq = f(1/[S])

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

Vyneseni dle Hanese a Wolfa [S] /v, = f([S])

Vyneseni dle Eadie a a Scatcharda v, / [S] = f(vy)

y=ax +b



1/[VO]

Sklon = /(m/

\_

\ Prisecik= 1/

0 1/1[S]

a

Prisecik = -1/K

Dvojndsobné reciproké vyneseni 1/ v, proti 1/ [S]
dle Lineweaver a Burka

1/v,= K/ Vi . 1/[S1+ 1/ V,



Michaelisova konstanta K,

K, je mirou afinity substrdatu k enzymu
« formdlné disociacni konstantou komplexu [ES]

 Neni zavisla na katalytickém mnozstvi (aktivité enzymu), pokud
pracujeme v oblasti linedrni zavislosti v na [E]

 Lze ji tabelovat a uzit jako srovndvaci parametr
« Meéni se s externimi parametry

Lisi se pro rlizné substrdty téhoz enzymu
« Alfernativni
« Kosubstraty - NAD apod. (LDH)
« Vztah k metabolickym hotovostem - ,pool”



Vin j& ukazatelem aktivity enzymu

Zavisi na katalytickém mnoZstvi enzymu v experimentu, neni konstantou
obecnéjsiho razu, lze nahradit v, pri nadbytku S

Dd se uzit k vyjadreni katalytické dcinnosti a Cistoty enzymu. V téchto
pripadech se vypocita tzv. specificka aktivita jako pomér V,, a mnoZstvi
enzymu (typicky v mg bilkoviny nezname-li jeho M, nebo pracujeme se smési
- homogenat, krevni sérum apod.)

Specificka aktivita
 aktivita vztaZzenad na celkové mnozstvi (koncentraci) vztazného
parametru( bilkoviny) - katal/g

« udava stupen precisténi enzymu



Purifikaéni tabulka

Celkova Celkova aktivita Specificka Vytézek Precisténi
bilkovina aktivita

[mg] [nKat] [nKat/mg] [%]

Surovy cytosol 2224 941.5 0.42 100 -

Frakcionace 540.4 667.5 1.23 70.8 2.9
siranem
amonnym
IEC 97.1 561.3 5.78 59.0 13.7
Sepharon Q
HR10/10
GPC 21.5 522.0 24.28 55.4 57.8
UltroPac TSK-
G 3000

purifikace alkoholdehydrogenasy bakterie Paracoccus denitrificans



Cislo premény (TN)
latkové mnozstvi substratu (mol) preménéné molem enzymu za ¢asovou

jednotku (s) - A [s!]
udavad limitni rychlost enzymové reakce

Vi / [E] [mol.st/mol] = TN [s!] = k&,

Turnover kcaf -k 3= k

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




Konstanta specificity

pomeér k., (vyssi - d¢innéjsi katalyza) a K, (nizsi - vétsi afinita enzymu k
substratu)
spolehlivé j§i ukazatel substrdtové specificity - preference substrdati

modelové estery, specificita k aromatickym acyltm

|
TABLE 8.7 Substrate preferences of chymotrypsin

Amino acid in ester Amino acid side chain keat/ Kng (s—1 M)

Glycine —H 1.3x10-1
/CH3
Valine —OH 2.0
X
CH;3;
Norvaline —CH,CH,CHj; 3.6 X 102
Norleucine —CHZCH2CH2CH3 30 X 103

Phenylalanine CHZO 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.




Inhibice enzymové aktivity

Ireversibilni
VdzZou se pevné a nevratné
Lze reaktivovat chemickou reakci

Reversibilni

interaguji s enzymem vratné

daji se odstranit napr. dialyzou, gelovou chromatografii
« Kompetitivni

« Nekompetitivni

«  Akompetitivni



Ireversibilni inhibice

Modifikacni Cinidla
Studium aktivniho centra
Organofosfdty (sarin), ionty tézkych kovi, alkylaéni ¢inidla (cystein) ...

CHs
CH3 CH3 F
H CH; =
0] o P
3 I
F—OH \F/ —o. /
Ser + O/ \ iy )P + B~ + Ht O CH3
0 0 \o
H/é CHg
CH
3 H CHs .
Uy CH; sarin
Acetylcholin- DIPF Inactivated
esterase enzyme

Ireverzibilni inhibice acetylcholinesterasy diisopropylfluorofosfatem



Reversibilni inhibice

Kompetitivni

« Inhibitor se vaze do aktivniho mista Competitive
+  Strukturni podobnost se substrdtem S“bs"ate\ i"hibitOf\
« Soutézeni inhibitoru se substratem

9 .

Nekompetitivni
« TInhibitor se vdze mimo vazebné misto

« Substrdt neovlivni vazbu inhibitoru
Substrate

L, Noncompetitive \
Akompetitivni inhibitor
« Inhibitor se vdze na komplex ES \ 8

Alostericka
« Vazba na jinou podjednotku



Kompetitivni inhibice

Inhibice SDH malondtem

 Jantaran (sukcindt) je substrdtem enzymu sukcindtdehydrogenasy (vznika
fumarat)

* Malonat je kompetitivnim inhibitorem SDH (nelze ho dehydrogenovat)
« Strukturni podobnost, néekdy byva méné nazorna (el. hustoty)
« Urceni typu inhibice kineticky

CO0~
H—C—H
H—C—H

COO~

Succinate

FAD FADH,

\ / h €00

Succihate
Dehydrogenase

~00C

Fumarate

Malonate

Succinate




Kompetitivni inhibitor

reaguje s volnym enzymem a soutézi se substratem vazné misto v aktivnim
centru.

mlZe se havdzat pouze ha volny enzym

V reakéni smési se vyskytuje mimo E, S a ES jesté EI (komplex enzym-
inhibitor), ktery se tvori vratné mezi volnym enzymem a inhibitorem

100 —

No inhibitor
S

80

E——>ES—>E+P

+ Q

| | B 60|

"1 2 [1] =10 K;

! RCRTY

g’/ > o [I] =5 K
20

[Substrate] —



Kompetitivni inhibitor - kinetickd analyza

S
E—— >ES—>E+P
+
| | 1/V
Ki}
El =
Vyraz K

Vii,» S& neméni

.o 2ddnliva Michaelisova konstam‘a/

+ Competitive

/ inhibitor

\ No inhibitor
present

Oproti neinhibované reakci zahrnuje

0

1/[S]

K= [E].[TI]/ [EI]apak [E]; = [E]+ [EI]+ [ES]

ddle

V= V. [S1/ K, (1+ [T}/ K) + [S]], kde K, (1+ [T]/ K) = K,

a po linearizaci
1/v=1/ Vi + Kop/ Vi - 1/[S]



Nekompetitivni inhibitor

neni podobny substrdtu vdze se jak na volny E tak na komplex ES
« Vytvari komplex EI

« [EI] nezavisi na [S], ale pouze [I] E,+I=EI

100 —

No inhibitor

80

g
E - [y BS54 P

i) o5

o))
o

[1] =K;

S
Fl —% S FiS —3¢>

S
o

Relative rate

N
o

[|]:]OKi\ [1]=5K
S

[Substrate] —



Nekompetitivni inhibitor - kineticka analyza

+ Noncompetitive

S / inhibitor
E+l——>ES—>E+P
o s v

] — %5 F|§ —5e s \ No inhibitor

present

K, se neméni
Vi, Se sniZuje iumérné pomeru [T1/K;

o

1/[S]

v=(V,,.[S])/ (K,+[S].(1+ [T)/K)
a po linearizaci



VMax

Normal Enzyme

Competitive inhibitor, same V,,,,
different Ky,

Noncompetitive inhibitor, SameK,
different Vy,,

" [s]



Akompetitivni inhibitor
nevdze se na volny enzym (pouze na komplex [ES])

Snizuje K i Vjin

v=K,/V,,.1/[S] +1/ V,, .(1+ [TV K)

Pokles hodnoty Km je zplsoben reakci ES + I = ESI, kterd od¢erpdva ¢dst
komplexu ES a tim posunuje rovnovahu reakce E + S = ES doprava



Alostericka inhibice (aktivace)

Alosterické enzymy

« vazba na jinou podjednotku (oligomerni enzymy)

 kooperativita podjednotek (viz. hemoglobin)

- efektivni regulace kli¢ovych enzymi metabolickych drah

« neridi se Michaelisovskou kinetikou

+Acti1.rm_u__r,___a_-
— -

(a)

-+ Activator

_—
i —

Coniral

+ Inhibitor

........
see
.
-




Izoenzymy

Enzymy, které katalyzuji stejnou reakci, ale maji rliznou primdrni strukturu
Jsou si velmi podobné, ale daji se oddélit (napr. elektroforeticky)
Klinické aspekty

Kreatinkinasa (CK) je dimer a tvori tri izoenzymy

Izoenzym = Vyskyt Procento celk. aktivity Zvyseni
CK-MM svaly 94-96 % svalove trauma
CK-MB srdce do 6 % infarkt

CK-BB mozek stopy poranenimozku




Izoenzymy - laktatdehydrogenasa

COOH | . OOH
=0  + NADH + H + HO—C—H +NAD*
H3 Ha
Kys.pyrohroznova kys.L-mlé&na

Vyskytuje se ve viech tkanich (anaerobni glykolysa, cytoplasmaticky enzym)
Tetramer - dva druhy podjednotek M a H
Kombinaci vznikd pét izoenzymi H4, H3M, H2M2, HM3 a M4

Marker poskozeni urcité tkané

Heart Kidney blnﬁgdcell Brain  Leukocyte Muscle Liver

H, N s i — — —— —
HM eem oom EHE @ EE @ — —  —
HoMy —— e — S| = — —
HM; —— —_— S— —_— e —_— _—




Zymogeny - proenzymy

proteasy - aktivace az v misté Ucinku




Praktické vyuziti enzymi

Primyslové vyuZiti

Praci prostredky (proteolytické enzymy)

Krmivarstvi

Potravindrstvi

Lékarstvi

Diagnostika (vyuziti pri stanoveni mnoha slozek klinického obrazu)
Terapie substituéni (rozvoj spojeny s pripravou rekombinantnich proteint)
podplrnad (tlumeni negativnich U¢inkd primdrni 1€€by)
Bioanalyticka chemie

Stanoveni substrdtd, inhibitort

Enzymova katalyza v organické chemii

Specifita reakci, Stereoselektivita



Extremofilni Zivolichové - ,Sampioni”

Teplota

Strain 121

hypertermofilni archebakterie z tridy Thermoprotei

nalezena v roce 2003 v hydrotermdlnim priduchu v Puget Sound, USA
rast pri teplotach dosahujicich 121 °C

metabolismus je zaloZen na redukci oxidl Zeleza

Cryptoendolithotrophs
mikroorganismus z Antarktidy aktivni do -15 °C
pomdha jim k tomu glycerol a dalsi latky v téle

pH

Thermoplasma acidophilus
skladky hlusiny po tézbé uhli pH O

Natronobacterium pharaonis pH 10



Tontova sila

Dunaliella salina

jednobunécna zelend rasa (30 % roztok soli), Mrtvé more (Izrael)
produkuje vysoky obsah beta-karotenu (primyslové vyuZiti)

a glycerolu (ochrana proti osmotickému tlaku)

Radiace

Deinococcus radiodurans

VydrZi bez problémt ddvku 5000 Gy (40% jedinct zvlddne dokonce i 15 000 Gy)
Zije i v blizkosti jadernych zarizeni

Pro srovndni, ¢lovék onemocni jiz pri 2 Gy a 6 - 10 Gy se povazuje za letdlni davku.
Bézné bakterie nepreziji vice nez 60 Gy.



Nejodolnéjsi zivoCich

Zelvu$ka - drobny pribuzny &lenovet o velikosti 0,1 - 1,5 mm
vyskyt prakticky vsude, véetné extrémné chladnych ¢i suchych oblasti,
nejCastéji vdak ve vodé nebo alespori vihku, napriklad v mechu nebo v porostech liejniki

Preziji (v anabidze, kdy zcela vyschnou a burky stabilizuji cukrem trehalosou):
vysoké teploty do 150°C (po dobu nékolika minut)

mraz -272,8°C,

dlouhodobé zamrznuti

obrovské tlaky az 600MPa

odolaji i vakuu

ozdreni rentgenovymi paprsky do 5700 Gy
jsou schopny Zit i sto let

Dsup protein + kopie dileZitych gend

OH
(\lc;H > |—HOH

HO o 0O

H(|3 l/OH

v

trehalosa
a-D-Glc-(1+> 1)-B-D-6Glc




