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Téma: Biochémia — enzymy

Vsetky zname zivé organizmy na Zemi su zdavislé od enzymatickej katalyzy. Reakcie katalyzované
enzymami, by totiZz spontanne prebiehali prilis$ pomaly. Navyse, bunky mdézu priamo kontrolovat
rozne chemické reakcie prostrednictvom reguldcie mnozstva a aktivity svojich enzymov. Velmi
zaujimavou a délezitou skupinou enzymov su antioxidacné enzymy, ktoré vyuZivaju aerdbne
organizmy na ochranu voci toxickym produktom vlastného metabolizmu. KedZe pri aerébnej oxidacii
dochdadza k vzniku tzv. reaktivnych foriem kyslika (ROS — napr. peroxidy, superoxidy a. i.), ktoré
by mohli poskodit délezité sucasti bunky, maju organizmy zvycajne viac antioxidaénych enzymov
$pecializovanych na detoxikaciu réznych ROS. V tejto ulohe sa budete zaoberat katalazou, ktora
katalyzuje rozklad peroxidu vodika na vodu a kyslik. Tuto reakciu budete sledovat po pridani H,0>
k vyluhu zo zemiakovej hluzy — zo zmesi sa budu uvolnovat bublinky kyslika. Aby ste mohli porovnat
rychlost reakcie v ré6znych podmienkach, pridate este trochu saponatu, ktory zachyti bublinky
v podobe peny a tak vdm umoini na konci experimentu odhadnut celkové mnozstvo
vyprodukovaného kyslika.

Aktivita katalazy z hfuzy zemiaka (Solanum tuberosum) pri roznych teplotach

Pomacky a material: 3 rovnaké skimavky, stojan na skumavky, papierové utierky, roztok saponatu,
extrakt zo zemiaku, 3% roztok H,0,, fixka na sklo, pipeta, kvapkadlo, pravitko, kadic¢ky s teplou
a studenou vodou a vodou izbovej teploty, teplomer

Postup:

1) Oznacte vsetky svoje skimavky vasim sutaznym cislom a jednotlivo pismenami§, I, T podla
prislusnej teploty inkubdcie (S — studena, | —izbova, T — tepld)

2) Napipetujte do kazdej skimavky 2 ml zemiakového extraktu a pridajte 5 kvapiek roztoku
saponatu. Opatrne premiesSajte pohybom skimavky tak, aby sa nevytvorili bubliny.

3) Inkubujte skimavky 5 minut pri r6znych teplotach.

4) Rychlo pridajte do kazdej skimavky 1 ml 3 % H,0 opat opatrne premiesajte a pokracujte v
inkubacii pri danej teplote dalSich 10 minut. Pocas inkubacie odmerajte a zapiSte teplotu

jednotlivych kupelov.

5) Vyberte skimavky z vody, osuste ich a na zvislo stojacich skimavkach si fixkou oznacte vysku

hladiny reakénej zmesi a vysku peny. Odmerajte a zapiste ich vzdialenost v mm.

Vysledky

studenad izbova tepla

Teplota (°C)

Vyska peny (mm)




Ulohy

1) Oznacte ,+“ ten/tie z nasledujucich faktorov, ktorymi je mozné vysvetlit rozdiel pozorovany medzi
vzorkou inkubovanou pri izbovej teplote a chladenou vzorkou. Ostatné mozZznosti oznacte ,,- “.

zvy$ena rychlost difuzie Castic

zvysena rychlost osmadzy

zmeny v priestorovej Strukture enzymu

pritomnost inych antioxidacnych enzymov

pritomnost Skrobu

2) Oznacte ,+“ ten/tie z nasledujucich faktorov, ktorymi je mozné vysvetlit rozdiel pozorovany medzi
vzorkou inkubovanou pri izbovej teplote a zahrievanou vzorkou. Ostatné moznosti oznacte ,,-“.

zvy$ena rychlost difuzie Castic

zvysena rychlost osmadzy

zmeny v priestorovej Struktuire enzymu

pritomnost inych antioxidacnych enzymov

pritomnost Skrobu
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4) Rychlost enzymatickej reakcie 160 - CatS

ovplyviuje nielen teplota, ale aj iné ——
faktory, Na obrazku vidite napriklad <= 120

vplyv koncentracie substratu na rychlost %J —O CatT
reakcie katalyzovanej katalazou komara = 80

Anopheles gambiae. Tento druh komara é

ma dve kataldzy, CatS a CatT, ktoré 55 40

su doblezité pre preZivanie jeho vajicok.

Reakéna rychlost je vyjadrenad ako 0 T T ' T T ' '
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mnozstvo vznikajuceho kyslika

na ug enzymu za minutu.

Na zaklade grafu oznacte v tabulke pravdivé tvrdenia ,+”, ostatné tvrdenia oznacte ,,-”.
CatS viaZe peroxid vodika lepsSie ako CatT.

Ak do dvoch roztokov peroxidu vodika s koncentraciou 350 mmol/I priddme rovnaké
mnozstva CatS, respektive CatT, substrat sa rychlejSie spotrebuje v pritomnosti CatS.
Vajicka komara ovplyvnené inhibitorom CatT sa nevyliahnu.

Pri koncentraciach substratu nad 350 mmol/l m6Zeme reakénu rychlost pre oba
enzymy zvysit zahriatim.

Znefunkénenie enzymu CatS, bude mat pravdepodobne miernejsi prejav, ako
znefunkénenie CatT.

Pri koncentracii peroxidu vodika vac¢sej ako 300 mmol/I boli aktivne miesta vsetkych
molekul CatS v danej reakcii obsadené substratom.

5) Dal$im faktorom, ktory vplyva A
na aktivitu enzymov je pH. Napriklad 100 |I| B C |
rozne traviace enzymy cloveka maiju ! ’
rozne pH optima, ¢o u niektorych =
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6) Pre mnohé enzymy boli identifikované inhibitory, ktoré sa Struktirou podobaju na substraty
a viazu sa na aktivne miesto, ale reakcia s nimi dalej neprebieha. Jednym typom inhibitorov su tzv.
kompetitivne inbihitory, ktoré, ak sa pridaju do reakcie, ,,sutazia“ so substratom o vazbu na aktivne
miesto. Znizuju teda reakénu rychlost, ale ich efekt je mozné vyvazit pridanim substratu. Niektoré
enzymy su tieZz schopné katalyzovat rovnaku reakciu s viacerymi réznymi substratmi. Zaujimavym
medicinsky relevantnym prikladom su enzymy metabolizmu alkoholu, ktoré sluzZia na degradaciu
etanolu, vznikajuceho pri chemickych procesoch v tele. Alkoholdehydrogenaza (ADH) meni etanol
na mierne toxicky acetaldehyd, ktory sposobuje mnohé z negativnych priznakov po poziti vaésieho
mnozstva alkoholu (napr. bolest hlavy a zvracanie). Acetaldehyd je dalej metabolizovany enzymom
aldehyddehydrogenazou (ALDH) na kyselinu octovu (pozri schému).

ADH ALDH
CH.CHOH —— CH3C|:=O — CH3(|3:O
H OH
etanol acetaldehyd kyselina octova

Ak vsak clovek poiZije iny alkohol, ADH ho dokaze premenit na prilusny aldehyd a ALDH tento
aldehyd dalej meni na kyselinu. Napriklad po poZiti metanolu vznikd velmi toxicky formaldehyd
a dalej sa metabolizuje na tiez toxicku kyselinu mravciu. Tieto dva medziprodukty su zodpovedné za
vazne priznaky otravy metanolom. Na lieCbu akutnej otravy metanolom sa pouZiva latka
4-metylpyrazol (4MP), ktord je kompetitivnym inhibitorom ADH. Jej podavanie teda zabrarnuje ADH
metabolizovat metanol a poskytuje telu dostatok ¢asu na jeho vyluc¢enie mocom.

Aj ked' st rozne latky (v pripade ADH etanol, metanol a 4MP) schopné viazat sa sa aktivne miesto
enzymu, spravidla sa neviazu rovnako dobre. Pre tieto tri latky napriklad plati, Ze etanol sa na ADH
viaZe asi 5000x lepsSie ako metanol a 4MP sa viaZe priblizne 100x lepSie ako etanol.

Na zaklade informdcii z predchadzajluceho textu rozhodnite, ¢i su nasledujuce tvrdenia pravdivé ,,+”,
alebo nie ,,-”. Ak nie je moZné rozhodnut o pravdivosti tvrdenia, tiez ho oznacte ,,-”.

Ak nie je k dispozicii 4MP, je mozné liecit otravu metanolom podéavanim etanolu.

Ak po potziti etanolu pacient uzije 4MP, znizia sa neprijemné vedlajsie ucinky, pretoze
acetaldehyd bude vznikat pomalsie, a ALDH bude mat dostatok ¢asu na jeho
degradaciu.

Pri otrave metanolom nezavisi vysledok liecby od ¢asu medzi uzitim metanolu

a podanim 4MP

Lieky na lieCbu chronického alkoholizmu, ktoré maju za ciel znechutit pacientovi
konzumaciu alkoholu, by mohli byt inhibitormi ALDH.

Otravu etanolom je mozné liecit poddvanim malych davok metanolu.
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