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ENZYMY = BIOKATALYZATORY

» Chemické premény v organismu
> Transformace riznych forem energie
» Zvyseni reakéni rychlosti
> SniZeni energetické bariéry
> Biochemické reakce v organismu
E+S <= ES == E+P mohou probihat rozumnou rychlosti za
fyziologickych podminek
S = substrdt; Idtka, na kterou plsobi enzym
E-S = komplex enzym-substrat; prechodny stav
P = produkt
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From Mathews and van Holde: Biochemistry 2/e. ® The Benjamin/Cummings Publishing Co., Inc.




ZAKLADNI VLASTNOSTI ENZYMU

> SPECIFICITA
Substratova specificita
- absolutni specificita = reaguje pouze s jedinym substratem
- stereospecificita = optické izomery (substrat / produkt)
- skupinova specificita = reaguje s podobnymi substraty; napr.
alifatické alkoholy

Katalytickd / kineticka specificita = ,Linkage specificity” = catalyzuje
specifickou kombinaci vazeb

> Obrovska katalyticka sila

> Kontrolovana (regulovand) cinnost v odpovéd' na potreby buriky
aktivace
inhibice
exprese

> Organizace multienzymové komplexy
enzymové retézce vdzané v membranach



MECHANISMUS UCINKU ENZYMU

» vazba substratu do aktivniho mista enzymu
> vznik ES komplexu

> vazba kofaktoru

> katalyticka uddlost (reakce)

> uvolnéni produktu

AKTIVNI MisTO

> kapsa nebo klesté (relativné mala cast molekuly proTelnu) obklopena bocnimi
retézci aminokyselin (pochdzejici z jiné Casti nez z linedrni sekvence),
ktera:

> pomadha vazbé substrdtu a kofaktoru

> (castni se katalytického procesu

> je dulezitd pro konformaéni zmény

Interakce postrannich rFetézct aminokyselin v aktivnim misté uréuje
substratovou a reakéni specificitu:

> HYDROFOBNI INTERAKCE: Val, Leu, Ile
> ELEKTROSTATICKE INTERAKCE: Asp, 6lu, Lys, Arg, His
> VODIKOVE MUSTKY: Ser, Thr, Cys, Tyr



INTERAKCE ENZYM-SUBSTRAT

LOCK-AND-KEY MODEL
> Fischeriv model

> TEMPLATE HYPOTHESIS
> aktivni misto je rigidni

> aktivni misto enzymu je komplementdrni tvaru substratu

INDUCED FIT MODEL

> Koshlandiv model - teorie indukovaného prizplsobeni

» dominantni model pro enzymatickou katalyzu

> aktivni misto ma tvar komplementdrni substratu pouze po vazbé substrdtu.

Enzym a/nebo substrdt jsou deformovdny vazbou E-S. Substrat je ,vtlacen™
do konformace prechodného stavu - je podporena konverze S — P

STABILIZACE PRECHODNEHO STAVU
> urcuje, kterd z nékolika moznych reakci aktudlné probéhne
> reakce je urychlena diky optimadlni orientaci Stépenych vazeb
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NOMENKLATURA A KLASIFIKACE ENZYMU

TRIVIALNI - pepsin, thrombin, ptyalin LAKTAT DEHYDROGENASA
SYSTEMATICKE (popis funkce enzymu) / L
~ 2500 - 3000 enzymii

substrat reakce

1. OXIDOREDUKTASY - oxidacni (redukéni) reakce (alkohol dehydrogenasa)

2. TRANSFERASY - transfer funkéni skupiny z jedné molekuly na jinou (glukokinasa)

3. HYDROLASY - hydrolytické stepeni (glukosa-6-fosfdt fosfatasa)

4. LYASY - odstranéni skupin, adici skupin na dvojnou vazbu, stépeni zahrnujici
rearrangement (pyruvdt dekarboxylasa)

5. ISOMERASY - intramoleculdrni rearrangement (triosa-fosfdt isomerasa)

6. LIGASY - reakce kde se spojuji 2 molekuly (pyruvdt karboxylasa)

EC 1.1.1.27
Trida /_ N\

oxidoreduktasa poradi

¢ast molekuly kofaktor
kde probiha reakce NAD+



STRUKTURA A ORGANIZACE ENZYMU

» Ribozymy (ne-proteinové biokatalyzatory)

» nékteré RNA se mohou chovat jako enzymy

ENZYMY-MONOMERY:
> jedna doména, ktera vaze substrdt i kofaktor
> substrdt a kofaktor vdzané ve dvou riznych doméndch

ENZYMY-OLIGOMERY:

> katalytické a regulacni podjednotky

> identické podjednotky

MULTIFUNKCNI ENZYMY:

> vice katalytickych mist v jednom polypeptidovém retézci (fatty acid synthase)

MULTIENZYMOVE KOMPLEXY:
> organizované soustavy nékolika druhii enzymii (pyruvate dehydrogenase complex)
ISOENZYMY:

> Katalyzuji identické reakce, li§i se ve struktufe a vlastnostech - rizna afinita k
substrdatu, riznd lokalizace




ENZYMOVA KINETIKA
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> snizeni aktivaéni energie reakce K.
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> zvySeni rychlosti reakce

> neméni se rovnovaha Substrate binding Catalytic step


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/6/63/Mechanism_plus_rates.svg

KINETIKA MICHAELISE-MENTEOVE
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/99/Michaelis-Menten_saturation_curve_of_an_enzyme_reaction.svg

KINETIKA MICHAELISE-MENTEOVE

Lineweaver-Burk Plot
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> affinita substratu k enzymu

> mechanismy fyziologickych regulaci (glykolyza: glukokinasa vs. hexokinasa)
> priciny farmakokinetickych interakci

> terapie intoxikaci methanol, ethylenglykol

> graficky se lépe urci pomoci tzv. dvojndsobné reciprokého zobrazeni


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/7/70/Lineweaver-Burke_plot.svg

INHIBICE ENZYMOVE AKTIVITY

REVERSIBILNI (kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni)
IRREVERSIBILNI

(a) Reactlon
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e8/Competitive_inhibition.png

INHIBICE ENZYMOVE AKTIVITY
VMax

Normal Enzyme

Competitive inhibitor, same V,,,,
different K,
Vi == p—
Noncompetitive inhibitor, Same K,
different Vy,,,




INHIBICE ENZYMOVE AKTIVITY

NMoncompetitive Competitive
Inhibition Inhibition




FYZIKALNE-CHEMICKE VLIVY

> denaturacni vlivy - tézké kovy, extrémy pH, reaktivni Cinidla, teplota, UV
zareni, radiace, oxidace atd.

> vliv pH - vétSina enzymu fyziologické pH 7,4
> travici enzymy - kyselé pH: alkalicka fosfatasa ALP - alkalické

> vliv teploty - plati zdkony termodynamiky: od urcité teploty nastava
denaturace;

> ,inverse U-shaped curve"; termostabilni enzymy - napr. bakteridlni
polymerasy atd.

> vliv sloZeni pufru - iontova sila, pritomnost kofaktord, ionti atd.

rate
of
reaction

4 37 Q5

temperature cent



SUBSTRATY, AKTIVATORY A INHIBITORY

> pritomnost vice substrdtl - kompetitivni déje

> inhibitory - rlizné mechanismy, vyznamné u Iékovych interakci (ketokonazol,
troleandomycin, diethydithiokarbamat, omeprazol)

> allosterické efektory (inhibitory x aktivdtory) - napr. PKA
> vétsinou malé molekuly intermediarniho metabolismu (cAMP, AMP, GDP atd.)

» mohou byt i cizorodé latky - [é€iva, xenobiotika

>
>
>

> 2 katalytické a 2 regulacni podjednotky
> aktivdtor se vdze na regulaéni podjednotku a heterodimer disociuje
> katalytickd podjednotka je takto aktivovdna



AKTIVACE INTERAKCE S JINYM PROTEINEM
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KOVALENTNI MODIFIKACE ENZYMU

» zména chemického sloZeni proteinu-enzymu; pevnd kovalentni vazba

> jednad se o tzv. post-translacni déj

» vnesenim/odtrzenim funkcni skupiny se méni konformace proteinu-enzymu a
jeho vlastnosti - napr. katalyticka aktivita, stabilita, susceptibilita k degradaci

> fosforylace (protein kinasy) vs. defosforylace (protein fosfatasy)
> fosforylace rezidui - Ser, Thr, Tyr
> regulace esencidlnich déji - bunéény cyklus, diferenciace, metabolismus

Kinasy protein kinasy A,C (PKA, PKC)
mitogeny-aktivované protein kinasy MAPKs (JNK, p38, ERK1/2)
cyklin-dependentni kinasy (CDK2, CDK9)
tyrosin kinasy (insulinovy receptor)
kalmodulin dependentni kinasy

Fosfatasy funkéni opak protein kinas
serin-threoninové (PP1 (a,b,c), PP2, PP2C, PP3, PP4 atd.)
tyrosinové PTP1B
dudlni atd.
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KOVALENTNI MODIFIKACE ENZYMU

acetylace (N-terminus; Lys)

ubiquitinace, SUMOylace (Lys)

glykosylace (N-; O-)
Asp, OH-Lys, Thr, Ser

palmitoylace
myristoylace
pegylace
prenylace
glutamylace
biotinylace
citrulinace
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/5/53/GeneticCode22.svg

PROTEOLYTICKA AKTIVACE

_ > tradvici enzymy
Proteinasy (proteasy) > hemokoagulaéni kaskdda

1. Syntéza a sekrece: proenzymy (zymogeny)

2. Aktivace: stépeni nékolika peptidovych vazeb a/nebo odstranéni
krdtkého peptidu — otevreni aktivniho mista

pepsinogen _HCL, pepsin + 41 AA

trypsinogen enteropeptidasa trypsin + 6 AA

_—= 7

3. Inhibice: proteinové inhibitory

— interakce s proteasou v aktivnim misté I e e
— al-anti trypsin - ochrana bunécnych stén 2 e £ N

. v/, o , . L, H,N~ s :
— mutanti, kurdci - pomala sekrece z jater % o i)

poskozeni ;
— emfyzém , /
substrat DOCCC0 Canl

(polypeptid) trypsin



REGULACE MNOZSTVI ENZYMU: INDUKCE, DEGRADACE

> rovnovdha mezi syntézou a degradaci proteint - turnover proteinu

proteosyntesa
AMK > protein

<«

degradace

DEGRADACE ENZYMU

Lysosomadlni proteasy - cathepsiny, collagenasa, dipeptidasy
> vétsina extraceluldrnich proteind, .long-lived" proteins

Proteasomy

» abnormalni proteiny, ..short-lived" proteins

> ubiquitinace - cytosolicky protein ubiquitin - kiss of death

» navazdni Ubi-COOH na protein (Lys) jej predurcuje k degradaci v proteasomu

» Degradacni signadly: oxidace (Lys, Trp, His, Cys); PEST-sequence (Pro, Glu, Ser,
Thr). NH;-terminus AMK: Arg, Lys, Asp, Phe

INDUKCE ENZYMU

> transkripéni mechanismus - syntéza mRNA a proteinu de novo

> indukce genové exprese - Uloha transkripénich faktort, cytokind, receptord
> fyziologicky vyznam - burika syntetizuje enzym dle svych aktudlnich potreb
> induktory exprese enzymi jsou ¢asto jejich substraty



