Enzymy

V biologickych systémech probihd mnoho réiznych reakci. Pri pokusech se zjistilo, Ze rychlost téchto reakci je pfi
provedeni mimo zivy systém (tj. /in vitro) mnohem nizsi nez in vivo. V Zivych systémech probihaji reakce stokrat az
milionkrat rychleji nez in vitro. ZpGsobuji to specifické katalyzatory - enzymy. Ty ¢asto umoznuji pr@ibéh i
takovych reakci, které by jinak v podminkdch lidského téla (teplota, pH atd.) prakticky neprobihaly.

Biologickeé katalyzatory

Katalyzator je latka, kterd zvySuje rychlost chemické reakce, ale neméni chemickou rovnovéhu (jen zkracuje
¢as jejiho dosazeni). Pri reakcich se molekula enzymi nespotrebovava.

Enzym

Enzym je specifickd organickd molekula urychlujici reakce v organismech (pGsobi jako biokatalyzator). Umoznuje
tak prlbéh reakci i pfi relativné nizkych teplotach, neutrdinim pH a atmosférickém tlaku, které se v organismech
bézné vyskytuji. Naprosta vétsina enzymd jsou proteiny. Vyjimku tvori nékteré druhy RNA molekul - tzv. ribozymy.

Vedle bilkovinné slozky mohou enzymy obsahovat i nebilkovinnou soucast. Podle jeji pritomnosti Ize enzymy
délit na:

= jednoduché:
obsahuji jen bilkovinnou ¢ast (napr. hydrolazy - pepsin, trypsin, ribonukleaza),
= slozené:

kromé bilkovinné &asti (tzv. apoenzym, sdm o sobé je nelcinny) obsahuji i nebilkovinnou ¢ast - tzv.
kofaktor. Kofaktor spolecné s apoenzymem tvori aktivni molekulu enzymu, tzv. holoenzym.

Kofaktory
Kofaktorem mohou byt :

= jonty kov(: Zn2* (napt. alkoholdehydrogenaza), Mn2* (napf. arginaza), Fe2t, Cu?t, Mg2+,
= organické molekuly: ¢asto se jedna o derivaty vitamind.

Podle charakteru vazby na apoenzym kofaktory délime na:

= koenzymy: organickd molekula neproteinové povahy, na molekulu apoenzymu vazana volné - mlze se z
ného oddélit (napf. NAD™, NADP™),
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= prostetické skupiny: organickd molekula neproteinové povahy, na molekulu apoenzymu vazana pevné
(napr. hem, FAD).
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2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Kofaktory enzymd .

Multienzymovy komplex

Enzym mize byt tvoren rldznym poctem peptidovych retézcl. Kazdy retézec mize obsahovat vice domén (se
stejnou ¢i rozdilnou enzymovou specificitou). Pokud enzym obsahuje vice fetézcl (kvarterni struktura), ozna¢ujeme
jej jako multienzymovy komplex. Jednotlivé podjednotky mivaji obvykle rliznou specificitu a byvaji vzdjemné
spojeny nekovalentné. Jako priklad multienzymového komplexu lze uvést syntdzu mastnych kyselin, kterd
katalyzuje syntézu vysSich mastnych kyselin v bunkach.

Zymogeny

Nékteré enzymy (napr. travici) jsou tvoreny a sekretovany ve své neaktivni podobé jako tzv. zymogeny
(proenzymy). Dlvodem je ochrana syntetizujicich bunék pred stépenim G¢inkem aktivnich forem enzymd.
Zymogeny jsou aktivovany az na misté, kde se jejich aktivita pozaduje. Aktivace mlze napriklad probihat jako tzv.
parcidlni proteolyza, béhem niz se odstépi presné definovand ¢ast molekuly proenzymu.

Uvedeme si dva priklady tohoto procesu:
= Hlavni buriky zaludecdni sliznice sekretuji proenzym pepsinogen. HCl pritomnd v zaludecni stavé
napomaha autoaktivaci pepsinogenu na aktivni pepsin. Reakce probiha také autokatalyticky, kdy
se na Stépeni pepsinogenu podileji jiz vytvorené molekuly pepsinu.

= Podobné jako pepsin je i trypsin syntetizovan v pankreatu jako inaktivni trypsinogen. V tenkém
stfevé je nasledné pomoci enzymu enteropeptidazy (tvorené burikami sliznice strfeva) odstépen
hexapeptid za vzniku aktivniho trypsinu.
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a ostatni proenzymy a ostatni enzymy

Izoenzymy a izoformy enzymi

V organismu existuji enzymy zvané izoenzymy, které katalyzuji stejnou reakci, ale vzajemné se lisi svymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (odlisnd afinita k substratu, Ky, citlivost k inhibitorm) a také vyskytem v
tkdnich. Tyto geneticky podminéné rozdily (odlisny sled nukleotidd DNA) napriklad dovoluji jistou regulaci
podminek, za kterych bude dané reakce v rliznych tkanich probihat.

Nazornym prikladem jsou izoenzymy katalyzujici pfeménu glukézy na

glukdza-6- fosfat (fosforylace glukdzy) - glukokinaza (nachazejici se v —OH et
hepatocytech a B-bunkach pankreatu) a hexokinaza (lokalizovana v H_+—OH H H
ostatnich bunkéch téla). Glukokinaza vykazuje ni2éi afinitu ke svému HJ]'\OPP H/lH — " ko' u
substratu - glukdze (to vyjadfuje tzv. Ky, pro glukokinazu je pfiblizné 10 N om { VY e H|_|'OH OH
mmol/l). To znamena, ze enzymem katalyzovana reakce probiha, pokud ATP ADP

hladina glukdzy v krvi dosdhne dostatecné vyse (obvykle po jidle). Pri
normalni glykémii (mezi jidly) je glukokindza malo aktivni. Jatra tak
nechavaji dostatek glukdzy pro ostatni tkdné, které obsahuji hexokinazu s
hodnotou Ky kolem 0,1 mmol/I.

Fosforylace glukézy

A2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Embden-Meyerhof-Parnasova draha .
Kromé izoenzym se v téle vyskytuji i izoformy enzymui. Tyto mnohocetné formy enzym( pochézeji ze stejného

genu (stejny sled nukleotidl DNA), ale liSi se rozdilnymi posttransla¢nimi modifikacemi ¢i alternativnim splicingem
(sestrihem). Vysledkem je, Ze tyto enzymy mohou katalyzovat i réizné reakce.

Mechanismus uéinku enzymu a faktory ovliviujici enzymovou
aktivitu

Mechanismus uéinku enzymu
Enzymy, podobné jako i ostatni katalyzatory, pracuji na principu snizeni aktivacni energie.

{2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Co pohani nase buriky .
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Béhem prvniho kroku dojde k tvorbé komplexu enzym-substrat (E-S). Tato reakce probiha typicky velmi rychle a
je reverzibilni. Nasledné se substrat za katalyzy enzymem preméni v produkt. Z komplexu E-S tak vznikd komplex
enzym-produkt (E-P), ktery se rozpada za uvolnéni produktu. Tato reakce je pomala a ireverzibilni.

G piechodny stav

substrity
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rovnoviaha

Aktivacni energie
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U vKDMPLEX ENZYM - PRODUKT
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Reakce se tak rozdéli na nékolik postupnych krokt, v nichZ vznikd jeden nebo nékolik pfechodnych stavd E-S
(transition states). Aktivacni energie potrebnd k vytvoreni kazdého meziproduktu a k nasledné preméné E-S na E-P
je nizsi nez pri primé preméné substratu na produkt, prestoze celkové AG obou reakci je stejné.

Interakce substratu a enzymu

Substrat interaguje s molekulou enzymu v oblasti zvané aktivni misto (centrum). To je tvoreno nasledovné:

= Vazebnym mistem enzymu

Vazebné misto enzymu je prostorové vymezena, malé ¢ast molekuly enzymu obsahujici presné rozmisténé
funk¢ni skupiny (-=SH, —OH, kyselé a bazické aminokyseliny), jejichz postaveni odpovida strukture substratu.
Na vazbé mezi enzymem a substratem se podileji nevazebné interakce (H-mUstky, elektrostatické a
hydrofobni interakce, van der Waalsovy sily). Kovalentni vazby vznikaji jen vyjimecné.

= Katalytickym mistem

Katalytické misto obsahuje dalSi skupiny zodpovédné za katalytickou aktivitu enzymu. Tyto skupiny ¢asto
pochéazeji z molekuly kofaktoru. Pfesné rozliSeni vazebného a katalytického mista je ale obvykle
problematické.

Kromé aktivniho mista se na povrchu enzymu mohou nachazet i mista allostericka, umoznujici regulaci aktivity
enzymu vlivem rznych efektort (inhibitorl nebo aktivatord).

PGvodni model interakce mezi molekulou substratu a enzymu (pozdéji nazvany teorii zamku a kli¢e - /ock and
key) vytvoreny némeckym chemikem Emilem Hermannem Fischerem koncem 19. stoleti predpokladal, ze
molekula substratu presné zapada do molekuly enzymu. Ve 20. stoleti tento model pozménil americky
biochemik Daniel Edward Koshland, Jr., ktery priSel s tvrzenim, ze substrat dokaze do jisté miry indukovat
konformaéni zménu mista, na néz se vaze (pripadné na sebe plsobi vzdjemné). Pfesného tvaru ,zamku a kli¢e"
se tedy dosadhne az po navazani. Ukazuje se, ze tato teorie indukovaného pFizpasobeni (induced fit theory)
popisuje interakce mezi enzymem a substratem |épe nez plvodni model.
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Specificita enzymu

Enzymova specificita omezuje rozsah plsobeni urc¢itého enzymu.
Rozlisujeme dva typy specificity:

1. Substratova specificita

Enzym pUsobi pouze na omezenou skupinu substratu a pro jiné
substraty reakci katalyzovat nebude. Podle rozsahu m{ze byt substratova
specificita:

Absolutni:

Enzym katalyzuje reakci pouze jednoho urcitého substratu,
ale jiz nebude katalyzovat reakce, jichz se Ucastni napriklad
derivaty tohoto substratu. Prikladem je uredza katalyzujicf
reakci:

Vodikové mistky podilejici se na vazbé mezi
enzymem a substratem

urea + H,O -» CO5 + 2 NH3

Uredza vSak nedokdze katalyzovat hydrolyzu
metylmocoviny ¢i thiomocoviny.

Skupinova:

Jednd se o Castéjsi formu specificity. Enzym katalyzuje
reakce nékolika podobnych substrata (typicky
obsahujicich stejné funkéni skupiny). Afinita ke kazdému
substratu mdze byt rozdilna (Ky se tedy pro jednotlivé
substraty lisi). Prikladem je karboxypeptiddza B, kterd
hydrolyzuje peptidy z jejich karboxy- konce. Preferencné
Stépi peptidové vazby obsahujici nabité aminokyseliny
(arginin, lysin).

Substratova specifita

2. Reakcni (ucinkova)

ngn _m Q —_ H 0
specificita J\ i &t ki N2 | . o
HaN M d . . 0’7//
Enzym obecné katalyzuje jeden typ Lres Water H i
reakce. Prikladem mohou byt lipazy - Ammonia Carban Dicxide

enzymy hydrolyzujici lipidy.

Uredza katalyzujici reakci - schéma

Mnoho enzymdi plsobi stereospecificky. Atakuji pouze urcité konfigura¢ni izomery substratl (napriklad jen L-
nebo jen b- formu) pravdépodobné kvili nutnosti vazby substratu na alespon tfi specifickd mista aktivniho centra
enzymu (ktery je chirdini slou¢eninou) - opacny stereoizomer se nenavaze.

Faktory ovliviujici enzymovou aktivitu a kinetika jednosubstratovych reakci
Koncentrace substratu

Zkoumdni enzymové kinetiky jednosubstratovych reakci se vénovali Leonor Michaelis a Maud Leonora
Mentenova. V této kapitole se uplatnuji zakony obecné kinetiky.

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Kinetika .
U katalyzovanych jednosubstratovych reakci predpokladdme, ze probihaji ve dvou krocich:

k keq
E+S=ES=E+P 1)

kde k5 je rychlostni konstanta katalyzované reakce. Nazyva se také cislo pfremény (turnover number) a udava
pocet molekul substratu preménénych jednou molekulou enzymu za jednotku ¢asu (nej¢astéji za jednu sekundu).
Jeji hodnoty se pohybuji od 4.10"7 (pro kataldzu) do 0,5 (pro lysozym).

Maximalni rychlost katalyzované reakce

Je mozné ji vyjadrit jako:
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Umaz = kca,t : [E]t (2)

kde [El;je celkové koncentrace enzymu.

Rovnice Michaelise a Mentenové

Rovnice popisuje, jak po¢atecni rychlost vy zavisi na rychlostni konstanté k., a také na tom, kde se rovnovaha ES
nachézi:

_AP] ket - [E: - [S] (3)
At Ky +[S]

Vo

Predpoklddame pritom, Ze mnozstvi enzymu se neméni (a jeho
koncentrace je vyrazné nizsi nez koncentrace substratu) a také pritomnost
jistého pseudo-ustaleného stavu, pri kterém se koncentrace komplexu ES
méni mnohem pomaleji nez koncentrace S a P.

ma

Reaction rate

Ve
Dosazenim rovnice (2) mdzeme rovnici (3) prepsat do tvaru: :
W
Substrate concentration
Vmaz * [S] (4) Graf kineti . . )
V)= —— raf kinetiky podle Michaelise a Mentenové
Ky + [S]

Kp (Michaelisova konstanta) je experimentélné definovéna jako takové koncentrace substratu, pri které se
rychlost prabéhu enzymaticky katalyzované reakce rovna poloviné maximalni rychlosti (vyjadfuje tedy
afinitu substratu a enzymu). Cim je hodnota Ky, nizsi, tim je afinita vySsi (staci totiz nizsi [S], aby se enzym z
poloviny nasytil).

KMZ[S]:

'Uma,a:

2

v =

Z grafu vyplyva, Ze zavislost rychlosti enzymové katalyzované reakce na koncentraci substratu ma tvar
hyperboly. Jestlize je koncentrace substrdtu mala, kfivka zmény rychlosti pfiblizné odpovida kinetice 1. fadu
(lineadrni nardst). Tento témér linearni nardst ale nemUze pokrac¢ovat donekonecna kvili omezenému mnozstvi
vazebnych mist na molekuldch enzymu. Pri dostate¢né vysoké koncentraci substratu po nasyceni vazebnych mist
vsech dostupnych molekul enzymd je tak dosazeno maximalni rychlosti (v,,,,). Rychlost se dal nezvysuje a
zOstava priblizné konstantni. Tato ¢ast krivky odpovida kinetice 0. Fadu (bez zavislosti na koncentraci).

.....

stanoveni s pouzitim prevracenych hodnot 1/va 1/[S] - tzv. dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera a Burka. Z
rovnice (4) pak dostdvame:

1 B KM+[S] (5)

YV Upmao - 9]

Rovnici také mlzeme zapsat v tvaru odpovidajicim rovnici pfimky y = a - x
+ b:

1 K 1 6
12w (6)

v VUmaz * [S] Umnaz

Teplota

Enzymy mohou byt kvili své proteinové povaze vlivem vysoké teploty 1/1s]
denaturovany (nastdvaji konformacni zmény, s ndslednym zni¢enim
aktivniho mista). Obvykle k tomu dochazi pfi teplotach kolem 55-60 °C.

Rychlost postupné klesa, az se pribéh prislusné reakce Uplné zastavi.

Z3avislost 1/v na 1/S podle Lineweavera a
Burka

Také nizké teploty snizuji aktivitu enzym@ a tim i rychlost jimi
katalyzovanych reakci. Enzym mda maximalni aktivitu pri teploté oznacované jako teplotni optimum (u vétsiny
lidskych enzymU se jedna o teplotu kolem 37 °C).
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Podobné jako na zmény teploty jsou enzymy citlivé i na vykyvy pH. Extrémni hodnoty (nizké i vysoké) mohou opét
vyvolat denaturaci molekuly enzymu. Koncentrace HT ma také vyznamny vliv na ionizaci kyselych a bazickych
skupin nejen molekuly enzymu, ale i molekuly substratu. Analogicky jako u teploty se povazuje za pH optimum
takova hodnota pH, pri které ma enzym maximalni aktivitu.

A

Pepsin Armylase Trypsin

v

pH
Nazvoslovi enzymu

Trivialni nazvoslovi

PGvodné uzivany termin fermenty, ktery vychazel z faktu, ze enzymy se podileji na fermentaci (kvaseni), se jiz
nepouziva. Enzymy objevené mezi prvnimi dostaly obvykle jméno podle svého zdroje nebo metody, kterou byly
objeveny. Jejich ndzvy tedy byvaji bez vztahu k mechanismu reakce, kterou katalyzuji. Mnohé jsou zakonceny
priponou -in - viz pepsin objeveny v travici stavé zaludku (Fec. pepsis - traveni) nebo ptyalin nalezeny ve slinach
(rec. ptyalon - slina).

Doporucené nazvoslovi

Zavadi do ndzvoslovi systém a je zaroven jednodussi nez systematické ndzvoslovi, proto je ¢asto uzivdme v bézné
praxi. Ndzev vytvorime spojenim:

1. Substrat + -aza (-asa) - napfiklad amylaza (katalyzujici hydrolyzu amylézy);
2. Typ reakce + -aza - napriklad dehydrogendza.

Systematické nazvoslovi

Systematické nazvoslovi zavedla IUB (/nternational Union of Biochemistry). Kazdy enzym ma své EC (Enzyme
Commission) €islo slozené ze Ctyr Cislic - x.x.x.x. Prvni znaci jednu z Sesti hlavnich enzymovych trid, dalsi dvé
podskupinu a podpodskupinu. Posledni indikuje poradi enzymu v podpodskupiné (a zcela tak dany enzym
charakterizuje). Rozezndvéame téchto sedm hlavnich t¥id enzymu:

. oxidoreduktazy,

. transferéazy,

. hydrolazy,

. lydzy (syntazy),

. izomerdzy,

. ligdzy (syntetdzy),
. translokazy.

NoubhWNER

Oxidoreduktazy

Oxidoreduktazy katalyzuji reakce, pfi nichz dochazi k oxidaci jedné a k redukci druhé slozky. Casto vyuzivaji
kofaktory - napf. NAD™, NADP™, FAD ¢ hem. Mezi oxidoreduktdzy patfi:

= oxiddzy, peroxidazy,

= oxygendazy - vnaseji do molekuly substratu kyslik, bud ve formé -OH (monooxygendazy, nebo také hydroxylazy)
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¢i jako O, (dioxygendzy),

= dehydrogendzy - oxiduji substrat odebranim H-atom, jejich ndzev se zkracuje jako DH (pf.
laktatdehydrogenaza - LDH, alkoholdehydrogenaza - ADH),

= desaturazy.
Transferazy

Transferdzy se podileji na prenosu r@znych skupin (amino-, acyl-, methyl-, glykosyl-, fosforyl-, ...). Pfikladem
transferaz jsou:

= transaminazy (aminotransferazy) - prenaseji -NH, skupinu,
= kinadzy (fosfotransferazy) - prenaseji fosfatovou skupinu z ATP nebo jinych nukleosidtrifosfatd,
= transaldoldzy, transketolazy.
Hydrolazy
Katalyzuji hydrolytické reakce (Stépeni vazeb v molekuldch prostfednictvim molekuly vody). Mezi hydrolazy patfi:

= lipdzy, fosfolipazy,

disacharidazy (sacharaza, maltaza, laktaza),
= protedzy, peptidazy (pepsin, trypsin),

= esterazy,

fosfatdzy.
Lyazy (syntazy)

Katalyzuji odstranéni urcité skupiny ze substratu bez hydrolyzy (nehydrolytické Stépeni napr. vazeb mezi C-C, C-N)
a také adi¢ni reakce na dvojnou vazbu a syntézy bez spotreby ATP. Prikladem lyaz jsou:

= dekarboxylazy,
= aldoldzy,
= dehydratazy, hydratazy.

Izomerazy

Katalyzuji zmény uvnitr jedné molekuly substratu (intramolekuldrni zmény). Vznikly produkt je izomerem vychoziho
substratu. Mezi izomerazy patfi:

= epimerazy - méni polohu -OH skupiny v molekule,
= mutdzy - méni polohu fosfatové skupiny v molekule.
Ligazy (syntetazy)

Katalyzuji syntetické reakce spojené s hydrolyzou ATP (sprazeni exergonické a endergonické reakce). Prikladem
ligdz jsou:

= karboxylazy,
= DNA-ligdza.
Translokazy
Zajistuji presun latek pres biologickou membranu. Umoznuji specificky prestup atomd a molekul. Napfr.:

= TOM komplex - zajistuje prechod vnéjSi membranou mitochondrie (translocase of the outer mitochondrial
membrane)

= TIM komplex - zajistuje prechod vnitfni membranou mitochondrie (translocase of the inner mitochondrial
membrane)

= ADP-ATP-translokasa - katalyzuje antiport ATP za ADP na vnitfni membrané mitochondrif

Inhibice enzymu a jeji vyznam ve farmakologii
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Inhibice enzymu

Existuje mnoho latek schopnych ovlivnit funkci enzymu ve smyslu zvyseni (aktivatory) nebo snizeni (inhibitory)
jeho aktivity. Praveé inhibice enzymové aktivity patfi k jednomu z nejd@lezitéjsich regulaénich mechanismi v
zivych systémech. Na inhibici specifickych enzym0 metabolickych drah je zaloZeno i plsobeni mnoha Iék{. Proto je
dllezité znat inhibi¢ni mechanismus jejich plsobeni, ktery ma vliv napriklad na moznosti neutralizace jejich Gc¢inku.
Na zakladé vratnosti efektu existuji dvé hlavni formy inhibice:

1. Reverzibilni inhibice,
2. lreverzibilni inhibice.

Reverzibilni inhibice

Reverzibilni (vratnd) inhibice mUze byt potlacena. Inhibitor se vdZze nekovalentné (slabymi chemickymi vazbami)
bud do aktivniho mista enzymu, nebo mimo néj. Efekt inhibitoru se da odstranit napriklad zvySenou nabidkou
substratu nebo dialyzou.

Kompetitivni inhibice
Kompetitivni inhibitor soutézi s molekulou substratu o aktivni misto enzymu. Jedna se tedy Casto o latky
strukturné podobné molekule substratu, ale neschopné podstoupit enzymem katalyzovanou reakci - inhibitor
se na enzym jen navaze. ZvySenim koncentrace substratu Ize inhibici vytésnénim inhibitoru z aktivniho mista
potlacit.

Kompetitivni inhibitor neovliviuje v,ax, jen oddaluje jeji dosazeni (musi dojit k vytésnéni inhibitoru zvySenou
koncentraci substratu). Ky se tedy zvysuje (zdanlivé je snizend afinita enzymu k substratu).

Nekompetitivni inhibice

Pri nekompetitivni inhibici se inhibitor vaZze mimo vazebné misto pro Vi
substrat. Toto misto nékdy byva oznacovano jako modulacni. Vazbou

zméni konformaci enzymu tak, ze ovlivni i konformaci aktivniho

mista. Tim je znemoznéna vazba substratu. Inhibice se zvySenim v
koncentrace substratu potlacit neda, protoze substrat nema tendenci

k vazbé na misto modula¢ni (nedochazi tedy k boji - kompetici o
vazebné misto). Tuto inhibici Ize zrusit jen odstranénim inhibitoru
(napf. dialyzou). g

bacealrs erym

5 [mmoal/l]
Protoze zadny z komplexd enzym-inhibitor (pfipadné ani enzym-
inhibitor-substrat) neni katalyticky aktivni, snizi se celkové mnozstvi Graf zavislosti vimax Na koncentraci substratu
enzymu dostupného pro substrat. Tim dojde ke snizeni vy,5x reakce.

Ky se v tomto pfipadé neméni.

Akompetitivni inhibice
Jednd se o inhibici, pfi niz se inhibitor vdZze pouze na komplex enzym-substrat. Vznikd tak terndrni komplex
enzym-inhibitor-substrat.

Dochazi ke snizeni v, (Obsazené komplexy jsou enzymaticky neucinné) i Ky, ale jejich vzajemny pomér se
neméni. Inhibitor je pri nizké koncentraci substratu velmi malo Gc¢inny, protoze nema dostatek komplext ES,
na které by se mohl navazat.

Ireverzibilni inhibice

V pribéhu této inhibice oznacované také jako nevratna dochazi ke kovalentni modifikaci molekuly enzymu.
Inhibitor se kovalentné navaze do aktivniho mista enzymu nebo mimo néj, a proto neni mozné inhibici odstranit
(napriklad dialyzou nebo zvysenim koncentrace substratu).

Jako priklad slouZi tézké kovy (Ag*, Hg??,...) nebo organofosfaty a z nich odvozené nervové plyny jako sarin a tabun.

DalSim popisovanym jevem je inhibice nadbytkem substratu. Pri priliS vysoké koncentraci substratu totiz
dochézi k boji o vazebné misto mezi jeho molekulami navzajem. To se na grafu projevi mirnym snizenim vp,ax V
oblasti vyS$si koncentrace substratu.

Allostericka regulace enzymové aktivity

Mnoho regula¢nich enzyma, které limituji rychlost metabolickych drah (tzv. rate-limiting enzymes), jsou enzymy
allosterické. Allosterickd regulace jejich aktivity patfi k jedné z nejvyznamnéjsich forem regulace prébéhu
metabolickych drah.

Allostericky enzym md na svém povrchu kromé aktivniho mista i misto jiné, tzv. allosterické (Fec. aAAog¢ - jiny),
pres které mlze byt ovlivnén modulatory (aktivatory ¢i inhibitory). Vazba allosterického modulédtoru zplsobi
konformacni zménu molekuly enzymu. Tato zména vede k rozdilné afinité k substratu a dalsim ligand@m. Vétsina
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allosterickych enzym je oligomernich (jsou sloZzeny z podjednotek). Vazba modulatoru na jednu podjednotku
ovlivni prostrednictvim konformacni zmény aktivitu dalSich podjednotek. Rozezndvame dva zakladni typy
allosterické regulace:

1. Homotropni - modulator je zaroven i substratem pro enzym. Znamym prikladem je O,, coz je homotropni
allostericky modulator hemoglobinu.

2. Heterotropni - modulator a substrat jsou odliSné molekuly. V ndvaznosti na predchozi priklad by CO, byl
heterotropnim allosterickym moduldtorem hemoglobinu.

I
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allosterickym aktivatorem. Pri nizkych koncentracich substratu probiha
reakce pomalu, protoze je obsazeno jen malo molekul enzymu. Pokud se
alespon na jednu podjednotku enzymu navaze substrat, zvysi to afinitu i
ostatnich podjednotek. To se na grafu projevi prudkym vzestupem reakcni v
rychlosti. Cim vice podjednotek molekula enzymu obsahuje, tim prudsi je

nastup efektu zvySeni koncentrace substratu.

Jako priklad pouzijeme reakci ovlivnénou homotropné ptsobicim m
E

&
i
)
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Allosterické enzymy vykazuji sigmoidalni kinetiku 1 v
A

B
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Enzym pracuje na principu vée anebo nic. Pfed dosazenim jisté
koncentrace substratu reakce témér nebézi, naopak nad danou S
koncentraci substratu rychle dosahne V,ax. V tuto chvili jsou uz véechna Vazba inhibitoru na molekulu enzymu: A -

.. , . aktivni misto, B - allosterické misto, C -
vazebna mista enzymovych podjednotek obsazena. substrat, D - inhibitor, E - enzym
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Tato vlastnost allosterickych enzym je pfi regulaci metabolickych drah
velmi vyhodnd, nebot umoznuje rychle vypnout nebo zapnout pribéh
reakce a tim i celé metabolické drahy.

Vyuziti enzymua v diagnostice onemocnéni

Stanovovani aktivit rznych enzym@ v télesnych tekutinach je v klinické praxi ¢asto uzivano pri diagnostice mista
a rozsahu tkanového postizeni. Kromé diagnostického prinosu je vyznamny i prognosticky pfinos, hodnoceny na
zakladé zmén hladin pfislusnych enzym( v ¢ase.

Nejcastéji se méri aktivity enzym primo v plazmé. Mize se jednat o:

1. Enzymy specifické pro plazmu - napf. srdzeci faktory.

2. Sekre¢ni enzymy, které se v rlizné mife dostavaji do krve - napt. pankreatickd amylaza ¢i lipaza.

3. Intracelularni enzymy plnici v bunkach rdzné funkce - do krve pronikaji pfi poskozeni bunék prislusné tkané.
Pri hodnoceni namérenych hladin enzym je dUlezité znat jejich:

= Intracelularni lokalizaci

Nékteré enzymy se specificky vyskytuji jen v urcitych kompartmentech bunky a mohou tak slouzit jako
jejich markery. Prikladem mdze byt cytochromoxidaza, ktera je specifickd pro mitochondrie. Podle
zastoupeni enzym{ vyplavenych z bunék mézeme také odhadovat miru postizeni dané tkané. Jsou-li v
krvi prfitomny jen enzymy lokalizované v cytozolu, je postizeni mirnéjsi nez v pripadé vyskytu i typicky
mitochondrialnich enzymd.

= Orgdanovou a tkanovou distribuci
Podobné jako se lisi distribuce enzym@ v rdmci bunéénych kompartmentd, rlizni se i jejich distribuce mezi
jednotlivymi tkdnémi a organy. Nékteré enzymy jsou proto vice ¢i méné organové specifické. Typicky

se jedna zejména o rlizné druhy izoenzym ¢i izoforem enzymd. Prikladem mohou byt izoenzymy
kreatinkindzy - CK-MB typicka pro myokard a CK-MM pro kosterni sval.

Nejcastéji stanovované enzymy
Jatra

= Markery poskozeni hepatocyti:

1. ALT (alaninaminotransferdza) - lokalizovana prevazné v cytoplazmé,
2. AST (aspartdtaminotransferaza) - lokalizovana prevazné v mitochondriich.

ProtoZe AST je zejména mitochondridlni enzym, dochézi k jejimu uvolnéni az pri tézsim poskozeni jaternich
bunék. Podle poméru AST/ALT se tedy da posoudit zavaZnost postizeni.

= Markery cholestazy:

1. ALP (alkalicka fosfataza),
2. GGT (y-glutamyltransferaza) - jeji zvysenou aktivitu zaznamenavame také u chronického alkoholického
postizeni jater.
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Pankreas

1. Pankreatickd amyldza - méné specifickd pro postizeni pankreatu nez pankreaticka lipaza.
2. Pankreatickd lipaza.

Svalova tkan

K odliseni mista poskozeni se méri aktivity izoenzym( kreatinkinazy:

1. CK-MM - lokalizovana v kosternim svalstvu;
2. CK-MB - lokalizovana v myokardu;
3. CK-BB - lokalizovana v mozku.

Pri diagnostice infarktu myokardu se kromé CK-MB méri také hladiny:

1. TroponinG | a T - v soucasnosti nejspecifi¢téjsi kardialni markery, vrchol jejich koncentrace nastupuje asi 12
hodin po infarktu.

2. Myoglobinu - jako kardidlni marker malo specificky, ale vrcholu své koncentrace dosahuje uz 2 hodiny po
infarktu.

Kostni tkan

Myoglabie

—— Bleapecifichi £

1. ALP (alkalickd fosfatéza) - lokalizovana v osteoblastech - tzv.
kostni frakce, mlze ale pochazet i z jater (tzv. jaterni frakce), GIT ¢i z
ledvin,

2. ACP (kyseld fosfataza) - lokalizované v osteoklastech, mize
pochdzet i z prostaty.

I1zoenzymy laktatdehydrogenazy (LD, LDH) Kardiomarkery
. LD-1 - lokalizovana v bunikdch myokardu a erytrocytech.

. LD-2 - lokalizovana v RES.

. LD-3 - lokalizovana v plicich.

. LD-4 - lokalizovana v ledvinach, pankreatu a placenté.

. LD-5 - lokalizovana v jatrech a kosternim svalu.

UupbrWwWNBRE

Prehled nejéastéji stanovovanych enzymu

Stanovovany enzym Poskozeni organu/tkané

a-amylaza (AMS), pankreaticka lipaza (LPS)| Pankreas

Alkalickd fosfatdza (ALP) Kost, jatra, GIT, ledviny, placenta

Kyseld fosfatéza (ACP) Kost, prostata

Kreatinkinaza (CK) Kosterni sval, srdce

Laktatdehydrogendza (LD) Srdce, jatra, kosterni sval, ledviny, erytrocyty
Alanin aminotransferaza (ALT) Jatra

Aspartat aminotransferaza (AST) Jatra, srdce, kosterni sval
Gama-glutamyltransferdza (GGT) Jatra

Prehled kofaktoru enzymu

lonty kovia a stopové prvky

Kofaktor PFiklady enzymu

Zn2* Peptidazy, alkoholdehydrogendza
Mg2+ Enzymy zavislé na ATP, fosfohydrolazy
Mn2+ Superoxiddismutaza, arginza

Fe2+/ Fe3*|Cytochromy, kataldza, peroxidazy
Cu?* Cytochromoxidaza, aminooxidazy

MoZ+ Xantindehydrogenaza
Organickeé latky

Kofaktory oxidoreduktaz
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Kofaktor Vychozi vitamin Lokalizace/funkce

NAD*, NADP* Kyselina nikotinova|Dychaci retézec, syntéza MK
FAD, FMN Riboflavin (B3 ) Dychaci retézec
Ubichinon/ubichinol Dychaci retézec

Hem Cytochromy

Kofaktory transferaz

Kofaktor Vychozi vitamin Lokalizace/funkce
ATP, GTP Thiamin (B1) Prenos fosfatového zbytku
TDP (thiamindifosfat) Thiamin (B1) Pfenos uhlikatych fragment@ (oxida¢ni dekarboxylace)
PALP (pyridoxalfosfat) Pyridoxin (Bg) Prenos —NH> skupin (transaminace), dekarboxylace aminokyselin
THF (tetrahydrofolat) Folat (kyselina listovd) | Pfenos jednouhlikatych fragmentd
CoA (koenzym A) Pantothenat Prenos acyll
PAPS (fosfoadenosinfosfosulfat) Prenos sulfatd
SAM (S-adenosylmethionin) Methylace
B12-komplex Kobalamin B1> Prenos CH3 skupiny

Kofaktory lyaz

Kofaktor Vychozi vitamin Lokalizace/funkce
PALP (pyridoxalfosfat) |Pyridoxin (Bg) Dekarboxylace

Kofaktory ligaz

Kofaktor |Vychozi vitamin Lokalizace/funkce
ATP
Karboxybiotin|Biotin Prenos CO> (karboxylace)

Odkazy
Souvisejici ¢clanky
= Chemie Zivin

= Chemické reakce v metabolismu
= Prehled energetického metabolismu
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