En zymy katalyzatory
biochemickych procesov




Enzymy (preco by nas mali zaujimat)

* Su najefektivnejsSie katalyzatory — vo vSeobecnosti ovela ucinnejSie a sSpecifickejSie ako
anorganické, kedze mozu zvysit reakénu rychlost az = 10 ndsobne

e Zatial ¢o anorganické katalyzatory (napr. Pt, Ni, a dalSie) Casto p6sobia pri vysokej teplote a
tlaku, enzymy funguju optimalne za miernych podmienok (neutralne pH, “izbova” / telesna
teplota, atmosféricky tlak).

* V zZivych systémoch je Ziaduce udrziavat fyzikalno-chemické parametre v relativhe uzkom
intervale 2 podmienky a pripadna katalyza reakcii tomu musia byt prisp6sobené

* Vlyznam a aplikacie: bioldgia (travenie, metabolizmus, replikacia DNA, funkcie pecene),
medicina (diagnostika, lieCba, farmacia), priemysel (textil, vyroba papiera, materialovée
inzinierstvo, vyroba biopaliv), potravinarstvo (mlieCne a alkoholové kvasenie),
environmentalne procesy (Cistenie odpadovych vdd, degradacia a transformacia rizikovych
latok, kolobehy prvkov v prirode, biogeochemické procesy, dostupnost zivin v pode)



Enzymy (¢o su zag)

* Prevazna/dominantna cast enzymov su bielkoviny
* Slovo enzym > grécky povod ,,en®, ¢o znamena ,v* a ,,zymi“, ¢o znamena ,.kvasinky*

e VacsSina patri medzi globularne proteiny. Ich molekuly maju peptidové retazce “poskladané®
do sférickych (globularnych) tvarov. Usporiadanie Struktury tychto proteinov je také, ze
vacsina aminokyselin s hydrofébnymi boénymi retazcami (nepolarne skupiny) je vo vnutri
molekuly, zatial ¢o hydrofilné retazce (polarne skupiny) su orientované ,,smerom von*. Aj
preto su globularne proteiny vac¢sinou rozpustné vo vode.

* Enzymy sa od nebiochemickych katalyzatorov liSia nielen velkostou (su ovela vacsie), ale aj
tym, Ze ich aktivitu zvyCajne reguluju iné latky pritomné v bunke. Typické “laboratorne”
katalyzatorov je potrebné odstranit z reakCnej zmesi, aby sa zastavil ich katalyticky ucinok; u
enzymov to tak nie je.

* Napr., ak je v bunke potrebna urcita chemikalia, enzym zodpovedny za jej produkciu je
aktivovany inymi zlozkami. Ked sa vyprodukuje dostatocné mnozstvo, enzym sa deaktivuje. V
inych situaciach méze bunka produkovat viac alebo menej enzymu podla potreby.



Active site

Enzymy (¢o su zag)

* velkost enzymatickych bielkovin sa pohybuje od cca. 62-och
aminokyselin az po 2500

e vacsina enzymov je ovela vacsSia ako substraty na ktoré
chemicky p6sobia

* napriektomu, Zze ide o dlhé (“zdanlivo®) linearne retazce
aminokyselin, trojrozmernost ich Struktur spocCiva vtom, Ze su
réznymi sposobmi “poohybané resp. “zvinené® do
komplikovanych tvarov

* len mala tzv. aktivnha ¢ast enzymu (napr. 3-4 aminokyseliny) sa
priamo podiela na katalyze

* moZu tieZ obsahovat miesta na ktoré sa viazu tzv. kofaktory -
tie su potrebné pre katalyzu

* niektoré enzymy maju vazbové miesta pre malé molekuly, ktoré
su Casto Ci uz priamymi alebo nepriamymi produktmi, alebo aj
substratmi katalyzovanych reakcii



E. patria medzi bielkoviny (multifunkéné makromolekuly / polyméry)

* bielkoviny plnia v organizmoch r6zne funkcie: katalytické (enzymy), obranné (protilatky),
transportné (hemoglobin), signalizacné (inzulin), kontrakcné (myozin), strukturne (kolagen),
(trans)membranové, akumulacné (myoglobin), regulacné (inzulin), nutricné (kazein),
pufracné (hemoglobin), udrzujuce rovnovahu (globulin)

 Struktura bielkovin je komplexna = primarna, sekundarna, tercidrna a kvartérna Uroven

* denaturacia proteinu: Ciastocné alebo trvalé naruSenie charakteristického trojrozmerného
usporiadania makromolekuly — sekundarnych, terciarnych a kvartérnych Strukturnych
interakcii; toto narusenie ma za nasledok stratu / vyrazné znizenie funkcionality danej
bielkoviny.

Denaturation “Disordered”
I ’ protein strand




(b) Sekundarna struktura:

(a_.. . . s B
Primarna struktura proteinu je vybrané oblasti polypeptidu

dana sekvenciou aminokyselin

o i e : md2u byt napr. stoéené do (c) Tercia S
spojenych peptidovymi vazbami, . N ) . erciarna struktura:
kt%rjé tgori; pglypep{id. spiraly (helixu), jednej z foriem Jednoky sekundarnej struktiry sa

sekundarnej Struktdry. navzajom spajaju Specifickym

spdsobom a vytvaraju terciarnu
strukturu, ktora opisuje
3D usporiadanie polypeptidu.

(d) V pripade multimérnych
proteinov kvartérna Struktara
opisuje asociaciu dvoch alebo
viacerych polypeptidov, ktoré
interaguju a vytvaraju finalny
funkény protein.




Terciarna
Struktura

Sekvencia aminokyselin
pritomna v peptidovom
retazci / retazcoch

Pravidelne sa opakujuce
usporiadanie aminokyselin
vo vzajomnej blizkosti v
proteinovom retazci, ¢o ma

za nasledok tvorbu vodikovych
vazieb medzi O karbonylovych
skupin a H amino skupin

Vodikoveé vazby medzi dvoma
susednymi retazcami, alebo
medzi skupinami toho istého
retazca, ktory je poskladany

Celkova trojrozmerna &truktara —— © VaZby disuilfidov

podmienena pritazlivymi = elektrostatické interakcie
silami medzi aminokyselinami R

(R skupiny), ktoré v ramci = vodikove vazby
proteinového retazca niesu vo

vzéjomnej blizkosti = hydrofobne interakcie

Trojrozmerny tvar proteinu o )
pozostavajlci z dvoch alebo —— = elektrostatické interakcie
viacerych nezavislych
peptidovych podjednotiek,
ktory je dany nekovaletnymi
interakciami medzi R skupinami

= yodikové vazby

= hydrofobne interakcie




Enzymy (zakladné rozdelenie)

Dve vSeobecné skupiny: jednoduché a konjugované enzymy.

Jednoduchy enzym je enzym zlozeny iba z bielkovin (aminokyselinové retazce).

Konjugovany enzym ma okrem bielkovinovej Casti aj neproteinovu ¢ast. Samotna
bielkovinova, ani neproteinova cast konjugovaného enzymu nemaju katalytické vlastnosti.

Apoenzym je proteinova cast konjugovaného enzymu.
Kofaktor je neproteinova ¢ast konjugovaného enzymu.

Termin holoenzym sa pouziva na oznacenie biologicky aktivhej kombinovanej entity
apoenzymu a kofaktora. Holoenzym je biochemicky aktivny konjugovany enzym produkovany
z apoenzymu a kofaktora.

Apoenzym + kofaktor = holoenzym

PreCco apoenzymy potrebuju kofaktory? Kofaktory poskytuju dalSie chemicky reaktivne
funkéné skupiny okrem tych, ktoré su pritomné v bo¢nych retazcoch aminokyselin
apoenzymov.



Enzymy (konjugované)

* Existuju dve kategorie kofaktorov: jednoduché kovoveé iony a malé organické molekuly. Medzi
kovové kofaktory patria Zn?*, Mg?*, Fe (Fe?*, Fe3*) a Cu (Cu*, Cu?*). VSetky kovové ibny musia
byt do organizmu dodané z externého prostredia (v potrave).

* Malé organické molekuly (druha kategdria kofaktorov) sa nazyvaju koenzymy. Napr. v
ludskom tele sa koenzymy sa syntetizuju zo stavebnych blokov ziskanych zo stravy. Casto je
jednym z tychto stavebnych blokov vitamin skupiny B, alebo jeho derivat B.

* Mnohé kofaktory su trvalo viazané kovalentnymi vazbami na aminokyselinovu ¢ast enzymu.
PreruSenie kovalentnych vazieb deaktivuje enzym. Tak je to v pripade kovovych iénov a
mnohych (ale nie vSetky) koenzymov. Koenzym FAD, ktorého sucastou je riboflavin (vitamin
skupiny B), je prikladom trvalo viazaného koenzymu. Kofaktor FAD zohrava dolezitu ulohu v
mnohych biochemickych redoxnych reakciach.

* Trvalé pripojenie nie je absolutnou poziadavkou na to, aby bol koenzym aktivhou sucastou
enzymu. Niekedy sa koenzym docCasne viaze na aminokyselinovu cast enzymu v Case, ked'je
to potrebné, a potom sa uvolni po reakcii. Koenzym NAD+ je prikladom takéhoto spravania.
Kofaktor NAD+, ktorého sucastou je niacin (vitamin skupiny B), je tiez mimoriadne dblezitou
latkou v biochemickych redoxnych reakciach.



Nazvoslovie enzymov

* Pomenuvaju sa pomocou systéemu, ktory sa snazi poskytnut informacie o funkcii (skor nez o
Strukture). Typ katalyzovanej reakcie a identita substratu su ustrednymi bodmi nomenklatury.
Substrat je reaktant v enzymom katalyzovanej reakcii, Cize latka, na ktoru enzym pdsobi.

e Kritéria pomenovania enzymov:

1. Pripona -aza identifikuje latku ako enzym. Ureaza, sacharaza a lipaza su teda oznacenia
enzymov. Pripona -in sa hachadza v nazvoch niektorych z prvych Studovanych enzymoy, z
ktorych mnohé su traviace enzymy. Medzi takéto patria trypsin, chymotrypsin a pepsin.

2. Typ reakcie katalyzovanej enzymom sa Casto uvadza s predponou. Oxidaza katalyzuje
oxidac¢nu reakciu a hydrolaza katalyzuje hydrolyticku reakciu.

3. Okrem typu reakcie sa Casto uvadza aj identita substratu. Medzi nazvy enzymov tohto typu
patria glukbézooxidaza, pyruvatkarboxylaza a sukcinatdehydrogenaza. Zriedkavo sa uvadza
substrat, ale nie typ reakcie, ako napriklad v nazvoch ureaza a laktaza. V tychto nazvoch je
reakciou hydrolyza; ureaza katalyzuje hydrolyzu mocoviny, laktaza hydrolyzu laktozy.



Triedy enzymov podla charakteru katalyzovanych reakcii

environmentalny vyznam

1. Oxidoreduktazy (oxidacno-redukcné reakcie).

KedZe v Zivych systémoch su oxidacia a redukcia navzajom prepojené procesy, ktoré musia
prebiehat spolocne, oxidoreduktaza si vyzaduje koenzym, ktory sa oxiduje alebo redukuje v
zavislosti od toho ¢o sa deje so substratom.

2. Transferazy

Prenos funkcnej skupiny z jednej molekuly na druhu. Dva hlavné podtypy transferaz su
transaminazy a kinazy. Transaminaza katalyzuje prenos aminoskupiny z jednej molekuly na
druhu. Kinazy, ktoré hraju hlavnu ulohu pri energetickych metabolickych reakciach, katalyzuju
prenos fosfatovej skupiny z adenozintrifosfatu (ATP) za vzniku adenozindifosfatu (ADP) a
fosforylovaného produktu (produktu obsahujuceho dalSiu fosfatovu skupinu).

3. Hydrolazy (Stiepenie vazieb v pritomnosti vody)

Hydrolyzy: reakcie, pri ktorych pridanie molekuly vody k vazbe spbésobi jej preruSenie.
Hydrolyza je ustrednym prvkom procesu travenia. Sacharidy ovplyvnhuju prerusenie
glykozidickych vazieb v oligo- a polysacharidoch, proteazy ovplyvnuju prerusenie peptidovych
vazieb v proteinoch a lipazy ovplyvnuju preruSenie esterovych vazieb v triacylglyceroloch.



Triedy enzymov podla charakteru katalyzovanych reakcii

4. Lyazy

Adicia skupiny na dvojitu vazbu alebo jej odstranenie za vzniku dvojitej vazby spdsobom, ktory
nezahfna hydrolyzu ani oxidaciu. Dehydrataza vykonava odstranenie zloziek vody z dvojitej
vazby a hydrataza vykonava adiciu zloziek vody na dvojitu vazbu.

5. 1zomerazy

Reakcie, pri ktorych dochadza k preskupeniu atomov v ramci substratu. Dochadza k vzajomnej
premene izomerov. V reakciach, kde pésobia izomerazy, existuje iba jeden reaktant a jeden
produkt.

6. Ligazy

Spojenie dvoch molekul do jednej za ucasti ATP. Zapojenie ATP je potrebné, pretoze takéto
reakcie su vo vSeobecnosti energeticky nevyhodné a vyZzaduju si sucasny prisun energie
ziskanej hydrolyznou reakciou, pri ktorej sa ATP premiena na ADP.

7. Translokaéné enzymy

Katalyzuju pohyb molekul a ionov naprie€C membranami.



Kédoveé oznacenia enzymov

* kazdy enzym ma svoj kéd, napr. alkohol dehydrogenaza: EC 1.1.1.1. Kébdova nomenklatura
tiez odkazuje na reakciu, ktord enzym katalyzuje,

* Prvé Cislo znamena hlavnu skupinu,

* Druhé podskupinu - vyjadruje ktora skupina je pri reakcii oxidovana (napr. 1. znamena
CHOH),

* Tretie Cislo vyjadruje dalSiu hierarchicku uroven (odkazuje na elektronovy akceptor, napr.
koenzym)

* https://www.enzyme-database.org



O interakcie ktoré umoznuju naviazanie
substratu k aktivnej Casti enzymu

Mechanizmus enzymatickej katalyzy @ interakcie ktoré zabezpetuju

trojrozmernu Strukturu enzymu

@ skupiny ktoré su urcujuce pre
rozpustnost’ enzymov

Pre enzymaticku katalyzu je kluCové vytvorenie
komplexu enzym - substrat. Ide o medziprodukt
vdaka, ktorého vznik je vychodiskom pre alternativnu
“drahu” reakcie s nizSou aktivacnou energiou.

-~

V suvislosti mechanizmom tvorby ES komplexu sa

ouzivaju rozne terminy / modely: N
P J y y Substrate

1. “Lock-and-Key” model: viac Specificky pre ;

konkrétny substrat: aktivnhe miesto ma “pevny” —>

geometricky tvar = tvar molekuly substratu tomu

musi zodpovedat

2. Substratom podmieneny “Induced-Fit” model
model: nizSia miera selektivity: aktivhe miesto ma
flexibilny tvar, ktory sa méze menit, aby akceptovalo

rébzne suvisiace substraty

Substrates



Selektivita (Specifickost) enzymov

* Absolutna Specificita— enzym katalyzuje iba jednu konkrétnu reakciu. Katalaza je priklad
enzymu s absolutnou specificitou. Katalyzuje premenu peroxidu vodika (H,0O,) na O, a H,0O.
Peroxid vodika je jediny substrat, ktory akceptuje.

* Skupinova selektivita: enzym pbésobi iba na molekuly, ktoré maju Specifickd funkénu skupinu,
ako su hydroxylové, amino alebo fosfatové skupiny. Karboxypeptidaza je skupinovo
Specificka; Stiepi aminokyseliny jednu po druhej z karboxylového konca peptidového retazca.

* Selektivita podla vazby: enzym pb6sobi na konkrétny typ chemickej vazby, bez ohladu na
zvysok struktury. Napr. fosfatazy hydrolyzuju fosfat-esterove vazby u vsetkych fosfatovych
esterov. Specificita podla druhu chemickej vazby je najvSeobecnejSia zo zmienenych
selektivit.

* Stereochemicka selektivita: enzym p6sobi na konkrétny stereoizomer. Chiralita je vlastna
aktivnemu miestu enzymu, pretoze aminokyseliny su chiralne zluceniny. Oxidaza |-
aminokyseliny katalyzuje oxidaciu l-formy aminokyseliny, ale nie d-formy tej istej
aminokyseliny.



Kinetika enzymatickej katalyzy

Z kinetického hladiska p6sobenie enzymov je kombinaciou reakcii prvého a nultého poriadku

V tejto suvislosti sa pouziva najma Michaelis-Mentenov model, kde reakéna rychlost zavisi
od koncentracie substratu charakteristickym sp6sobom.

Pri nizkych koncentraciach substratu:

Rychlost vzniku produktu je priblizne prvého poriadku vzhladom na koncentraciu substratu
[S].

To znamena, Ze rychlost sa kvazi linearne zvysSuje s narastajucou koncentraciou substratu.

Aktivhe miesta enzymu nie su nasytené (obsadené), takze viac substratu znamena viac
komplexov enzym-substrat a rychlejSiu reakciu.

Pri vysokych koncentraciach substratu:
Enzym sa nasyti substratom; vSetky aktivhe miesta su obsadené.

Rychlost dosiahne maximum (V a s pridanim substratu sa dalej nezvySuje.

max)

V tejto oblasti je reakcna rychlost nultého radu vzhladom na substrat, pretoze koncentracia
substratu uz rychlost neovplyvniuje.



Kinetika enzymatickej katalyzy

v = rychlost reakcie

V...« = maximalna rychlost pri saturacii enzymu

K., = parameter vyjadrujuci afinitu e. k substratu, zaroven pri MM

modeli zodpoveda koncentracii substratu pri poloviciV_ .,
[S] = koncentracia substratu

V =Ik)[El, V=k][E]S]
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Enzymy (vplyv prostredia)

Rychlost reakcie narasta
s teplotou az do urovne
pri ktorej déjde k denaturacii
proteinu €o sa prejavi
prudkym poklesom aktivity

Narastajuci pocet

kolizii _
substrat optimalna

enzym teplota

denaturacia

v doésledku

prebytku tepla
I

Enzymaticka aktivita kulminuje
v Uzkom rozsahu pH; mimo
tohto intervalu je dochadza k
denaturacii proteinu a aktivita
prudko klesa

maximalna rychlost’

Rychlost reakcie narasta
s koncentraciou substratu
az do nasytenia, po ktorom
dochadza k poklesu

rychlosti

maximailna rychlost’
reakcie

/

rychlost’ sa blizi
maximu

Rychlost reakcie narasta so
zvysSujucou sa koncentraciou
enzymu, za predpokladu, ze
koncentracia enzymu je
ovela nizSia ako koncetracia
substratu




nzymy (vplyv inhibitora)

Inhibitory e ’ OV

Latky, ktoré sa viazu na enzym, ¢o
vedie k zastaveniu alebo spomaleniu
jeho katalytickej uc€innosti.

podobna situacia mdze nastat aj ked'je
substratu privela; okrem toho, Ze sa
viaze na aktivnhe miesto e., reaguje aj s
inou Castou enz. molekuly ¢o posobi
inhibicne

/

Molekula Strukturne
pripominajuca substrat; viaze
sa s aktivnou castou enzymu,
¢im docasne brani naviazaniu
substratu a priebehu reakcie.

ivny inhibitor enzymu

Molekula, ktora sa viaze na enzym,
ale nie v aktivnom mieste.
Substrat sice mbéze obsadit
aktivne miesto, katalyticky

ucinok enzymu je vdak znemozneny

pritomnostou inhibitora.

Competitive
inhibitor

N

Substrate

Substrate

Noncompetitive
inhibitor

Molekula, ktora tvori kovalentné
vézby s aktivnou €astou enzymu,
€o permanentne zamedzuje
naviazaniu substratu

Irreversible
inhibitor

Enzyme
W active site

Substrate




NAD = Nikotinamidadenindinukleotid
dve formy:

oxidovana NAD*
redukovana NADH

Klasifikacia enzymov podra typu katalyzovanej reakcie

Do akej skupiny patria enzymy, ktoré katalyzuju nasledovné chemické reakcie?

a. COO

COO

HO—C—H + NAD" ————> C=0 + NADH + H"

CH, CH,
Cloo Cloo
b. O H H
H_;N—CH—%—I\lI—CH—COO + H,0 —— H3I{I—CH—£—O + Hzgl—CH—COO
R, R, R, R,
RieSenie

a. V reakcii su dva atdbmy H zo substratu odstranené za vzniku dvojitej vazby uhlika
s kyslikom. Strata dvoch atémov vodika v molekule indikuje oxidaciu. Ide o
oxidaéno-redukénu reakciu a enzym katalyzujuci reakciu bude z kategoérie
oxido-reduktaz.

CO0T COO™
HO—Cl—H + NAD" — (|Z=O + NADEE + [H&
(|:H2 leHz
(|IOO‘ (|ZOO‘
malat oxaloacetat

b. V reakcii reaguje molekula H,O so substratom (dipeptid) Co narusa peptidovu
vazbu a vedie k vzniku (dvoch) aminokyselin. Kedze ide o hydrolyzu, kytalyzujuci
enzym bude zo skupiny hydrolaz.

B

- n ; | |
H,N— ClH—C—N—ClH—COO‘ + gy ——— H BN—C|H—C—O‘ =+ Hzlg—(‘JH—COO‘
R, R, R, B

dipeptid aminokyselina aminokglselina



(i) intracelularne enzymy,
(ii) periplazmatické
enzymy, (iii) enzymy
pripojené k vonkajSiemu
povrchu bunkovych
membran, (iv) enzymy
uvolnené pocas rastu a
delenia buniek, (v)
enzymy v sporach,
cystach, semenach,
endospodrach, (vi)
enzymy pripojené k
odumretym bunkam a
bunkovym zvyskom, (vii)
enzymy z odumretych
neporusenych buniek
alebo uvolnené poich
rozklade, (viii) enzymy
docasne pritomnév
komplexoch enzym-
substrat, (ix) enzymy
adsorbované na povrchy
ilovych mineraloy, (x)
enzymy viazané s
huminovymi koloidmi.

Enzymy v prirodnom prostredi (distribucia v péde)

rozklad bunkovej
Struktury

odumreta
"02kIay by neporusena bunka

neaktivna
biomasa

OVe ~
%iva bunka ! Sk,

vyluovanie (sekrécia) 1 S (viii)

(vii) enzym-substrat
% 4.// komplex

extracelularne enzymy

(iv)

zZivé bunky

huminové latky

zachytené enzymy
(x) adsorbované enzymy (ix)

komplex huminova latka—enzym komplex il-enzym




Obrazok

pochadza z prace,

v ktorej autori
rieSili mozny vplyv
klimatickej zmeny
na enzymaticku
aktivitu pod. Je
vhodné si
uvedomit ze
premenné ktoré
sa Vv Michaelis—
Menten vztahu
nachadzaju (t.).
ovplyvhuju
rychlost reakcii)
su funkciou
teploty (teplota
ich ovplyvnuje).

B

S

O—.

lefuswn

- o\

Immobilized
enzyme

“

lefu5|ble
extracellular
enzyme

Substrate

% Cellulosome

.
O

.Cell-bound
enzyme

Intracellular

: éﬂ\‘rs ' enzyme
A D\ M)

Enzyme activi

Substrate [ ]

V(T) = Viax(T)

K., (T) + C,
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Enzymy v aktivovanom kale (Cistenie odpadovych vod)

A) Fotografia vloCiek materialu aktivovaného kalu a kolonii
mikroorganizmov. Sipky ozna&uju prvoky poZierajlce ¢astice
vlocCiek. (B) Epifluorescencna mikrofotografia rovnakého
zorného pola ako (A) odhaluje oblasti intenzivnej fosfatazovej
aktivity. (C) Epifluorescen¢na mikrofotografia tenkého rezu
vloCkovej Castice zafarbenej na ¢ervenooranzovo, kde mozno
identifikovat oblasti vykazujuce fosfatazovu aktivitu (zelené
skvrny). (D) Epifluorescencna mikrofotografia
homogenizovaného filtratu aktivovaného kalu zobrazujuca
baktérie zo skupiny Cytophaga-Flavobacteria s pouzitim
kombinacie filtrov znazornuje bunky reagujuce s
oligonukleotidovou sondou CF319a (Cervena). (E)
Epifluorescencna mikrofotografia rovnakej situacie ako (D) s
pouzitim kombinacie filtrov s rozliSenim kryStalov ELF (zelené
Skvrny), ¢o indikuje oblasti fosfatazovej aktivity. (F) Zluceny
obraz (D) a (E), odhaluje subpopulaciu buniek, ktoré pozitivhe
reaguju s CF319a a tiez vykazuju fosfatazovu aktivitu




irtualny experiment s kinetikou enzymov - aplikacia troch ré6znych modelov : rovnice a jednotky

Symbol Vyznam Jednotky Poznamka

Y rychlost reakcie nmol g~' h™ nmol produktu vytvoreného na gram vzorky za
hodinu; g zvyCajne = sucha vzorka p6dy, sedimentu,
biomasy alebo tkaniva

Vmax maximalna rychlost nmol g~' h™ parameter ziskany odhadom z experimentalnych dat

[S] koncentracia substratu mM premenna obvykle znazornena na horizontalnej osi

Km Michaelisova konstanta mM koncentracia substratu pri poloviénej hodnote Vmax
pre jednoduchy Michaelis-Menten model

K konStanta polovicného nasytenia (Hill)mM analogicky parameter ako Km pri Michaelis-Menten
ale pre sigmoid model

Ki/ KiC ihibicna konstanta mM nizSia hodnota Ki = silnejSia inhibicia

[1] koncentracia inhibitora mM pouzitie pri kompetitivnej inhibicii

Model Matematické vyjadrenie Interpretacia

Michaelis—Menten v = Vmax[S] / (Km + [S]) ZvySenie Vmax zvysSuje krivku; znizenie Km zvySuje rychlost pri

nizkej [S].

Inhibicia v = Vmax[S]/ (Km + [S](1 + [S]/Ki)) Pri vysokej hodnote [S] pésobi aj substrat na enzym inhibi¢ne; nizSia

substratom hodnota Ki spésobi, ze k poklesu dbjde skor.

Kompetitivha v =Vmax[S] / (Km(1 + [I)/KiC) + [S]) Inhibitor zvySuje zdanlivy Km; Vmax sa v idealnom modeli nemeni.

inhibicia

Upozornenie: hodnoty parametrov vtomto pracovnom zoSite sluzia ako didaktické priklady. V realnych experimentoch sa Vmax, Km, Ki a n odhaduju
prispésobenim udajov o pociatocnej rychlosti meranych pri niekolkych koncentraciach substratu.



Virtualny experiment s kinetikou enzymov — aplikacia troch roznych modelov

* Majme tri modely enzymatickej kinetiky, kazdy s troma nastaveniami parametrov, vypocitané
pre tri rozne koncentraciach substratu. V pripade vSetkych troch predpokladajme
maximalnou rychlostou reakcie: V., = 100 nmol g~* h™?

e avypocitame rychlost pre tri koncentracie substratu: [S] = 0.5,2,10 mM

* 1. Michaelis-Menten: vplyv afinity enzymu k substratu vyjadreny r6znymi hodnotami
parametra K_. Dostavame rozne rychlosti v zavislosti od koncentracie substratua K.

vypocet rychlosti pre rozne K v0.5mM v2mM v 10mM

D = Vmax[S] vstupné parametre K, = 1, vysoka afinita 33.3 66.7 90.9
Kn+1S]  ec———— K., = 3, stredna afinita  14.3 40.0  76.9
K, = 8, nizka afinita 5.9 20.0 55.6

* Interpretacia: nizsia hodnota K., znamena, ze enzym dosahuje vysoku rychlost uz pri nizkej
koncentracii substratu.



Virtualny experiment s kinetikou enzymov — aplikacia troch roznych modelov

2. Model s inhibiciou substratu: vplyv parametra K. (ostatné parametre zostavaju rovnake,
K., =2mM, Vmax =100, koncentracie substratu [S] = 0.5, 2, 10 mM)

Vv [S] vypodet ryc,hlosti pre rbzne ki v0.5mM v2mM v 10mM
V= ST vstupné parametre K; = 5, silndinhibicia  19.6 41.7 31.2
K, +[S](1+ ) _ K; = 15, mierna inhibicia 19.9 46.9 53.6
‘ K; = 50, slaba inhibicia 20.0 49.0 71.4

* Interpretacia: nizke K, znamena silnu inhibiciu. Rychlost reakcie méze spocCiatku rast ale s
narastajucou koncentraciou substratu bude mat klesajucu tendenciu.

* 3. Model kompetitivnej inhibicie: vplyv koncentracie inhibitora [/] (ostatné parametre su

rovnakeé)
174 [S] BYsleldcaale iRl a4 LM Koncentracia inhibitora v 0.5mM v 2mM v 10mM
v = m“’[cl] vstupné parametre 1] = 0, bez inhibitora 20.0  50.0 83.3
Km (1 + 7) + [§] ——) 1] = 2, mierny inhibitor ~ 11.1 33.3 71.4
' 1] = 8, silny inhibitor 4.8 16.7  50.0

* Interpretacia: kompetitivny inhibitor znizuje rychlost reakcie najma pri nizkych
koncentraciach substratu. Pri vysSej koncentracii substratu dojde je miera inhibicie nizSia.
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