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Zakladna charakteristika enzymov

Po chemickej stranke patri vacsina enzymov medzi proteiny, su to
vacsinou oligo — az polypeptidy . Ich zaklad tvoria aminokyseliny
spojené peptidovou vazbou a usporiadané do trojrozmernej Struktury.

Riadia viac ako 5000 typov biochemickych procesov vo vsetkych
Zivych organizmoch - vratane Cloveka

Ich zékladnou funkciou je — rovnako ako u inych katalyzatorov -
zniZzovanie aktivacnej energie biochemickych reakcii

Vlyznacuju sa velkou Specificnostou (jeden enzym katalyzuje len
konkrétnu biochemickej premeny ) a vysokou ucinnostou.

Veda o enzymoch sa nazyva ENZYMOLOGIA



Zakladom vacsiny enzymov je
proteinova sekvencia, vytvarajuca
priestorovy utvar.

Mensiu, Cast enzymov tvoria
prostetické skupiny, ktoré su na
enzym viazané a umoznuju jeho
katalyticku funkciu.

Proteinova Cast enzymu sa nazyva
apoenzym.

Apoenzym spolu s prostetickou
skupinou tvori vysledny aktivny
holoenzym .

Okrem proteinovych enzymov existuje
aj maly pocet enzymov, ktoré maju
namiesto proteinovej ¢asti Cast
zlozenu z RNA. Nazyvaju sa
rybozymy a patria k nim napriklad
rRNA v ribozéme.

Stavba enzymu

Prosteticka
skupina
)ENZ?M
HOLOENZYM



Proteinova zlozka APOENZYM

Stavba Vlastnosti
 Sklada sa z proteogénnych Tato &ast enz .
aminokyselin » Tato Cast e(\zymu moze
» Pocet aminokyselin je 62 az denaturoﬂv§t
2500  Denaturacia - proces zmeny
« Na aktivite enzymu sa vSak Struktury proteinu, ktory je
podiefa zvy&ajne len niekolko vyvolany:
(3 -4) aminokyselin - Teplotou
* Niekedy tvori proteinovu Cast - Chemickymi latkami
enzymu aj niekolko .
- Ziarenim

samostatnych proteinovych
jednotiek  Denaturacia zni€i cely enzym



Prosteticke skupiny a kofaktory

Prostetické skupiny Kofaktory
S pevne viazané na proteinovi * sUviazane volnejSie,
zlozku - kovalentnou vazbou. « [ahko disociuju,
Mozu mat charakter organicke) * delia sa do niekolkych skupin,
Struktury podfa toho, aké reakcie
Mozu to byt niektoré iony kovov napr. katalyzuju.

Fe, Zn - enzymy, ktoré tvoria,
nazyvame metaloenzymy

V kategorizacii prostetickych skupin a kofaktorov zatial nepanuje zhoda,
jednotlivi autori ucebnic pouzivaju rézne rozdelenie




Tvar enzymov

Aktivne miesto Alosterické miesto

je taka oblast enzymu, kde dochadza . . o .

k enzymovej reakcii. Ma tvar je miesto, kde sa casti molekul
- jamky substratu naviazu (ako keby
- pukliny zachytia), ale nedochadza tu

- priehlbinky este k enzymovej premene
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Uéinok enzymov

« Katalyza biochemickych reakcii
 To znamena zniZenie aktivacnej energie biochemickej premeny

SUBSTRAT — PRODUKT
ako to znazornuje schéma:
NEKATALYZOVANA REAKCIA KATALYZOVANA REAKCIA
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Mechanizmus posobenia enzymov
Enzymy s prostetickou skupinou

Prosteticka skupina 1 je ulozena na vhodnom (alosterickom) mieste enzymu. Ked sa
k nej priblizi substrat 1, dojde k vzajomnej reakcii a touto reakciou sa substrat 1
zmeni na substrat 2. D§jde aj k viac alebo menej vratnej zmene prosteticke) skupiny
(vznikne prosteticka skupina 2).

prosteticka prosteticka
skupma 1 substrat 1 substrat 2 skumna 2
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Mechanizmus posobenia enzymov
Enzym s kofaktorom

Enzym neobsahuje Ziadnu prosteticku skupinu, len vhodné miesto, na ktorom méze
prebehnut reakcia. K tomuto miestu sa transportuje substrat 1 aj vhodny koenzym vo
forme 1. Ddjde k prenosu skupiny a vznikne substrat 2. Svoje zloZenie zmeni aj
koenzym, vznikne forma 2. Substrat 2 aj koenzym 2 opustia alosterické miesto.

substrat 1 j Qkoenzﬂm Orenos substrétQﬂ Qkoenzﬂm
(forma 1) skupiny (forma 2)
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Enzymy sa najCastejSie rozdeluju podfa typu reakcii, ktoré katalyzuju
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Skupiny enzymov podla katalyzovanych reakci

Trieda

typ reakcie

dolezite podtriedy

1. Oxidoreduktazy

@® redukéné ekvivalenty

. @—0. @

dehydrogenazy
oxidazy, peroxidazy
reduktazy
monooxygenazy
dioxygenazy

2. Transferazy

. H-D

C1-transferazy
glykozyltransferazy
aminotransferazy
fosfotransferazy

3. Hydrolazy

@

B-OH

esterazy
glykozidazy
peptidazy

_amidazy

4. Lyazy (syniazy)

’.

A-B

C-C-lyazy
C-O-lyazy
C-N-lyazy
C-S-lyazy

5. Izomerazy

Aga i

- -

iZo-A

epimerazy
cis-trans-izomerazy

intramolekuloveé transferazy)

6. Ligazy (syntetazy)

-~
B

X=A. G, CauU

B
+ XTP . + XDP + P,

A-B

C-C-ligazy
C-O-ligazy
C-N-ligazy
C-S-ligazy
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Vyjadrenie aktivity enzymu

Aktivita enzymov sa vyjadruje v jednotkach podfa medzinarodnej
sustavy jednotiek Sl

Jednotkou na vyjadrovanie enzymovej aktivity v sustave Sl je 1
KATAL - skratka kat, ktory je najCastejSie pouzivany v prepocte na 1
liter biologickej tekutiny.

Definicia: 1 kat je taka aktivita enzymu, ktora premeni 1 mol
substratu za 1 s.

StarSou jednotkou je U. 1 kat je priblizne 60 000 U



Rychlost’ enzymovej reakcie

Michaelisova konstanta je definovana Kinetika enzymovej reakcie
ako koncentracia substratu, pri ktore &
sa rychlost reakcie katalyzovanej T

danym enzymom rovna polovici '
O %
[ET = [ES]
[ET=[ES]

maximalnej rychlosti
Vinaz
~=[E] > [ES]

=1 -

Ky = [S] ' [V _1
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V= Vimax. [ S K = STP1 V2
Km+ IS] oo i
jednotka - mol.l *

-

jednotka - mol.l s




Faktory ovplyvnujuce rychlost' enzymovej reakcie

Na rychlost enzymami katalyzovanej
reakcie vplyvaju najma:

* koncentracia substratu,
 koncentracia enzymu,

* teplota,

» pH reakéného prostredia (pH), -

* pritomnost aktivatorov a
Inhibitorov.




Vplyv teploty na aktivitu enzymov

Teploty 20 - 50 °C - so zvySovanim teploty sa zvySuje aktivita enzymov

Teploty nad 50 °C - rychlost reakcie sa postupne zniZuje, pretoze enzymy denaturuiju
Teplotné optimum enzymu je teplota, pri ktorej enzym vykazuje maximalnu aktivitu.
Pre vacsinu enzymov je teplotné optimum v rozmedzi 35 - 45 °C.

Teploty okolo 0°C - enzymové reakcie sa vyrazne spomaluju, takmer neprebiehaju
Teploty pod - 20 °C - enzymové reakcie sa Upine zastavuju.
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Vplyv pH na aktivitu enzymov

Zavislost aktivity enzymu od pH ma tvar krivky s maximom

Maximum - zvy€ajne pH od 5 do 8 — optimum pH

Silne kyslé a silne zasadité prostredie — denaturacia enzymu a vyrazny pokles aktivity
Vynimky :

* pepsin — je aktivny aj v silne kyslom prostredi

* papain - aktivita prakticky nezavisi od pH

» cholinesteraza - vysoka aktivita v celej oblasti nad ur€itym pH

aktivita papain ,----,J---,-_--
— 1 Cholinesteraza |
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Ovplyvnenie rychlosti enzymovej reakcie
pritomnost'ou aktivatorov a inhibitorov

Enzymy sa vyznacuju vysokou Specifickostou voci
substratu (substratova Specifickost) i typu
katalyzovane) reakcie (ucinkova Specifickost).

Ich aktivita sa mdze rychlo menit v zavislosti od
potrieb bunky I celého organizmu.

Aktivatory zvysuju urychluju rychlost enzymovych
reakci
Inhibitory spomaluju enzymove reakcie.



Ovplyvnenie rychlosti enzymovej reakcie pritomnost'ou
aktivatorov a inhibitorov

A
aktivovana
reakcia |

reakcia s enzymom
. (bez aktivatora alebo inhibitora)
“*~inhibovan reakcia

8
9]

Uginok viacerych liekov (napriklad antipyretik) spoéiva v inhibovani
enzymatickych reakcii
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Inhibitory enzymovej reakcie

Inhibicia enzymu moze byt:
* reverzibilna (vratna) - medzi inhibitorom a enzymom vznika nekovalentna vazba
* ireverzibilna (nevratna) — medzi inhibitorom a enzymom vznika kovalentna vazba.

Podla mechanizmu rozoznavame:

» kompetitivnu inhibiciu (inhibitor ,vytlaCi“ substrat z aleosteriského miesta)

» nekompetivnu inhibiciu (inhibitor neobsadi aleosterické miesto, ale ovplyvni napriklad
jeho Strukturu )

substrat\ kompetitivny inhibitor substrét\

N\

enzym-substratovy komplex nekompetitivny inhibitor
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Priemyselna vyroba enzymov

V suCasnosti sa priemyselne vyrabaju e 0 bacterium
viaceré druhy enzymov. Postup —
priemyselnej vyroby mozZno ukazat na  protein (48
priklade inzulinu, ktory sa dlho vyrabal AAA
izolaciou z pankreasov oSipanych.

Na zaciatku je dolezité zistit, ktoré gény v
bunke (human cell containing gene of interest)
kéduju tvorbu inzulinu (human protein of
interest) V prirodzenej proteosyntéze.

Gény sa ,vystrinnu“ a viozia sa do
plazmidu baktérie, ¢im vzniknu
baktérie (napriklad E. coli) s
rekombinovanou DNA (recombinant DNA),

Geneticky modifikované baktérie sa
mnoZzia (replication) @ POUZiju ako
produkcny kmen vo vyrobe inzulinu

DNA bacterial
chromosome

human protein
of interest



Priemyselna vyroba enzymov

Mikroorganizmy sa pri vyrobe enzymov Priemyselne sa enzymy vyrabaju povrchovou

uprednostﬁuju najmé pretO, ze: alebo Smeerznou kUltiVéCiOU
Vyroba je omnoho lacnejsia, nez vyroba z Substrat sa musi vybrat' tak, aby
rastlinnych alebo Zivo¢isnych organizmov stimuloval ¢innost’ produkénych
Zlozenie produktu pri kultivacii je omnoho _ mikroorganizmov
jednoduchsie, teda enzymy sa [ahSie izolujd  DalSie spracovanie po kultivacii zavisi od typu
a Cistia produkcie — Ci sa produkuje intracelularny
Pri priemyselnej vyrobe sa uprednostiiuju alebo extracelularny enzym. V pripade
mikroorganizmy, ktoré dokazu produkovat intracelularnych enzymov sa musi zaradit
extracelularne enzymy. Tym sa stupen dezintegracie buniek, ¢im sa
zjednodusuje ich izolacia enzymy dostan( do roztoku
GMO produkéne mikroorganizmy sa musia pre Nasleduje ultrafiltracia - oddelenie enzymov z
priemyselné cely pripravit vefmi roztoku ziskajui sa surové enzymy
starostlivou kultivaciou, aby sa predislo ich vhodné pre priemyselné pouZitie
znehodnoteniu

Pre farmaceutické pouZitie sa enzymy musia
Cistit’

- odparenim rozpustadla destilaciou pri
znizenom tlaku alebo osmdzou

- zZrazanim

- chromatografiou



Priemyselna vyroba enzymov

~

Ak sa enzymy pouZzivaju v —
priemyselnej produkcii, ¢asto sa - =B ons

ved o : - : " Humulin T
vyuzivaju v tzv. imobilizovane; X N -
forme, aby sa po katalyza N e [
prislusnej reakcie dali lahko S o A -
odstranit a znova vyuzit. R

. . - . N 700 'I’fqmulin'N

Viyrobené enzymy (lipazy, proteazy, . " oo
amylazy) sa vyuzivaju napriklad LA
pri: T

40 Gantrerealatentny on taRter

= vyrobe pracich prostriedkov,

= modifikacii a spracovani
prirodnych produktov (ovocné

Stavy, Skrob, cerealie), Wobenzym?®
n Verbe |iekov a doplnkov VYEiVy 40 gastrorezistentnych tabliet

E—




Ulohy na opakovanie:

‘e
< Opiste Strukturu a vlastnosti apoenzymu
< Uvedte nazvy aspon troch skupin enzymov podia

< Vysvetlite, ktora z ¢asti enzymu podlieha denaturacii. Uvedte, ktoré faktory mozu
denaturaciu vyvolat

< Vysvetlite, preCo kvasnice, ktoré presli tepelnou upravou nebudu uz v procese
pripravy kysnutého cesta aktivne

< Enzymové koncentraty su dnes uz dostupné ako koncentraty. Diskutujte o
poziadavkach na uskladnenie takychto preparatov.

> Vysvetlite, preco sa pri priemyselne] izolacii enzymov vyuZziva vakuova destilacia




