Enzymy (1. LF VL, Lékarska chemie a biochemie 1.
paralelka)

Enzymy jsou bilkoviny s biokatalytickou funkci. Jsou nastrojem exprese gen(. Vysledkem jejich plsobeni v
organismu je latkova preména (intermediarni metabolismus), ktera je projevem rovnovahy déji anabolickych a
katabolickych.

V katabolickych ziskdvé organismus energii pro mechanickou &i osmotickou praci, ale také pro déje anabolické
(napf. syntéza dalsich prekurzorl, makromolekularnich latek, mediatort a hormond, nezbytnych pro Zivotni funkce
a jejich regulace). Sprazenymi enzymovymi reakcemi jsou prekonavény nevyhodné metabolické kroky (spojeni
reakci endergonickych s exergonickymi).

= Latky, které se plsobenim enzym0 méni, se nazyvaji substraty.

= Hlavnimi rysy biokatalyzy jsou zejména znac¢néa katalyticka Géinnost a vétsi ¢i mensi specifiénost vudi
typu substratu i vzhledem k typu katalyzované reakce.

= Z bilkovinné povahy enzymu a jeho specifické interakce se substratem za tvorby enzym-substratového
komplexu plynou i dalsi vlastnosti enzymovych systémd, jako je ovlivnéni faktory fyzikalni a chemické
povahy. Vliv zde maji:

= teplota

pH prostredi

ionty jako aktivatory apod.

inhibitory (kompetitivni nebo nekompetitivni)

efektory allosterické povahy

Rozdéleni enzymi
Enzymy se déli na sedm hlavnich tfid podle typu reakce, kterou katalyzuji.

1. Oxidoreduktdzy - dehydrogendzy, oxidazy, peroxidazy, oxygendzy
2. Transferasy - aminotransferasy, kinazy

3. Hydrolasy - peptidasy, glykosidasy, fosfatasy

4. Lyasy - synthasy, dekarboxylasy

5. Isomerasy

6. Ligasy - synthetasy

7. Translokasy

Vyuziti afinitni chromatografie

Specifické interakce enzymu se substratem, substratovym analogem ci inhibitorem Ize vyuzit i pfi izolaci enzymu.
Enzym jako bilkovinu Ize ovSem izolovat postupy béznymi v biochemii bilkovin. V posledni dobé se s vyhodou
vyuziva afinitni chromatografie.

= Tato metoda vyuziva specifi¢nosti biologickych interakci typu: enzym-substrat, enzym-substratové
analogy nebo enzyme-inhibitor.
= Existuji i jiné moznosti specifickych interakci, napr. typu antigen-protildtka, hormon-nosi¢ (receptor) apod.

Afinitni chromatografie je zvldStnim pripadem adsorpcni chromatografie, pri niz ma adsorbent specifickou afinitu
k ldtkam, které maji byt izolovany.

= Priizolaci enzymu se navadZe inhibitor nebo substratovy analog na vhodny nosic¢ (napr. Sepharosa&reg., coz je
agarosovy gel pripraveny ve formé kulovitych ¢astic). Takova navazana skupina se specifickou afinitou se
nazyva ligand (afinant).

= Casto je nutné oddalit afinant od vlastniho nosi¢e prostfednictvim tzv. raménka (spacer), aby nedochézelo ke
sterickym zdbrandm pfi pristupu velké molekuly enzymu (bilkoviny) k malé molekule navdzaného ligandu.

= Vazba enzymu na ligand je vratné povahy a tuto vratnou vazbu Ize rozrusit zménou fyzikalné-chemickych
vlastnosti promyvaci tekutiny, napr. zménou pH, iontové sily nebo také nadbytkem volného substratu Ci
substratového analogu, ktery vytésni ligand z vazby na enzym.

Mechanismus uéinku enzymu

Enzymy pracuji na principu snizeni aktivaéni energie. Dochéazi k tvorbé komplexu enzym-substrat (E-S), pak ku
komplexu enzym-produkt (E-P), ktery se rozpada za uvolnéni produktu.

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Mechanismus ucinku enzyma.
Fyzikalné-chemické vlivy pusobici na é¢innost enzymu

Vliv teploty
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VétSina chemickych reakci zavisi na teploté a reakce katalyzované enzymy v tom nejsou vyjimkou.

= Podle kinetické teorie vykldddme vzrist rychlosti reakce s teplotou az do dosazeni optimalni teploty zvySenou
kinetickou energii reagujicich molekul, coz pfispiva také ke tvorbé enzym-substratového komplexu.

= Teplotni koeficient Q¢ je pomér, kolikrat se rychlost chemické reakce zméni se vzrlistem teploty o 10 °C. U
vétsSiny chemickych reakci ¢ini tento pomér asi 2, ale pro nékteré fyziologické pochody, katalyzované enzymy,
je vyssi.

= Pro vétsinu enzymU je optimalni teplota zhruba shodna s teplotou, kterd existuje v prostredi buriky, a pro
teplokrevné (homoiotermni) organismy, k nimz patfi ¢lovék, ¢ini 37 °C.

s

tak velka, ze prekroci energetickou bariéru pro rozruseni sekundarnich vazeb a interakci, udrzujicich
enzymovou molekulu v té konformaci (sekundarni a tercidrni strukture), kterd je pro enzymovou katalyzu
nezbytnd. Tim nastava denaturace provazend Ubytkem az i ztrdtou enzymové aktivity.
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- , . . optima. Nasledné za¢ne denaturovat a rychle ztraci svoji
Zavislost enzymove aktivity na pH katalytickou schopnost.

Zavislost enzymové aktivity na pH je jinym vyznamnym
¢initelem, ovliviujicim aktivitu enzym0. Také tuto zavislost Ize vyjadrit graficky zvonovitou kfivkou s vrcholem u
optimalniho pH, které u vétsiny enzym0 lezi v rozmezi 5,0 az 9,0.

= Nékteré enzymy jsou vsak vyjimkou, napt. pepsin, plsobici v silné kyselém prostredi zalude¢ni stavy, ma
optimélni pH mezi 1,5 az 2,0.

= Vliv pH na vzrlst enzymové aktivity aZz do dosazeni optimalniho pH Ize vyloZit ovlivnénim disociace
ionizovatelnych funk¢nich skupin substratu i enzymu, které odpovidaji za interakci enzymu se substratem pfi
tvorbé enzym-substratového komplexu, ale i za udrZzovani konformace enzymu. Krom toho se nékteré
ionizovatelné funkéni skupiny v aktivnim centru podileji na acidobazické katalyze. Protoze enzymy jsou
bilkovinné povahy, jsou stalé jako amfolyty jen v urcitém rozmezi hodnot pH blizkém neutralité.

= Extrémné kyselé nebo alkalické roztoky enzymy denaturuji opét zménou konformace. To je podminéné
rozrusenim sekunddarnich vazeb a interakci, nékdy i rozpadem kvartérni struktury na podjednotky nebo
disociaci nebilkovinné slozky enzymu.

Vliv ionti na enzymy

Vliv iont(l na enzymy je nejlépe patrny u nékterych dvojmocnych kationtl (napt. Ca2+, Mg2+, Zn2*) jako
aktivatoru. Tyto ionty mohou vytvaret komplex se substratem za tvorby metalosubstratového komplexu, nebo
komplex s enzymem, ktery pak vaze substrat ve formé enzym-metalo-substratového komplexu.

= Kovové ionty mohou ménit také rovnovazné stavy, at uz odstrariovanim produktd ve formé komplexu s
produktem reakce, nebo zvysenou nabidkou substratu, je-li G¢innou formou metalo-substratovy komplex.
= Jindy mohou kovy ovlivnit konformaci enzymového proteinu, udrZzovat kvartérni strukturu enzymu
nebo mohou pdsobit jako inhibitory vazbou na G¢inné skupiny aktivniho centra (napf. -SH skupiny jsou
blokovany ionty Hg2+).
= Neékteré kovové ionty se mohou podilet na mechanismu enzymové katalytické reakce interakci se
substratem jako tzv. Lewisovy kyseliny (akceptory elektronovych péarQ).
= Fluoridové ionty mohou zase pdsobit inhibi¢n& vazbou kationt{ jako aktivdtord, napt. vazbou Ca2* nebo
Mg2+,
= PFitomnost soli mize také nespecificky ovliviiovat aktivitu enzymu zménou iontové sily (napf. ionty CI’), a
tim plsobit na hydrataci enzymového proteinu nebo na elektrokineticky potencial, ktery méni pevnost
iontovych (elektrostatickych) vazeb v molekule enzymu.

Stanoveni enzymové aktivity

Enzymy jsou v biologickém materidlu obsaZeny ve velmi nizkych koncentracich. Pro popis biochemickych déju je
navic uzitecnéjsi znat jejich ucinnost spiSe nez samotné mnozstvi enzymu. Namisto méreni koncentrace enzymu se
proto vétsinou s vyhodou vyuziva substratové specifi¢nosti enzym a jejich zna¢né katalytické G¢innosti pfi méreni
aktivity enzymu. Mnozstvi enzymu tedy kvantifikujeme nepfimo na zdkladé rychlosti, jakou enzym katalyzuje
preménu substratu na produkt ve zvoleném €asovém intervalu. Tato metoda je dostatecné specifickd za
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predpokladu, Ze na substrat plsobi v daném materidlu jen jeden enzym. Je i dostatec¢né citliva a presna, je-li
zvolena vhodnd koncentrace substratu vzhledem k enzymu a vhodna metoda stanoveni tubytku substratu
nebo pFirtstku produktu v éase, neboli vhodnd metoda stanoveni rychlosti pfemény substratu na produkt.

Enzymova aktivita

Abychom mohli snadno porovnavat rychlost Gbytku substratu nebo prirlstku produktu v rlznych ¢asovych
intervalech, je Ucelné, aby tyto rychlosti byly v ¢ase konstantni, tj. aby reakce probihala podle kinetiky nultého
radu. Toho Ize dosdhnout, prisné vzato, jen tehdy, je-li veSkery enzym substratem nasycen, tj. kdyz je veskery
enzym o celkové koncentraci [E]l; vdzan v formé enzym-substratovém komplexu ES. Takova situace nastdva
jen pfi velkém nadbytku substratu. Pak probihd enzymova reakce s maximalni rychlosti V5. Za této situace
mdzeme snadno definovat i jednotky enzymové aktivity, protoze zdvojnasobime-li koncentraci enzymu, vzroste
dvojnasobné i maximalni rychlost Viax apod.

Za podminky, ze enzym pracuje v prostredi se zna¢nym nadbytkem substratu, m@zeme tedy kineticky vyjadrit
mnozstvi enzymu [El; jako rychlost Vimax- Jako jednotka mnoZstvi enzymu, spravnéji mnozstvi enzymové aktivity,
slouzi katal (1 kat). Je to takové mnoZstvi enzymové aktivity, které katalyzuje pfeménu 1 molu substratu za
sekundu. Pro praxi je tato jednotka hodné velkd, proto vétSinou pracujeme s jejimi zlomky - mikrokataly (1 pkat =
1070 kat), nanokataly (1 nkat = 102 kat) a pikokataly (1 pkat = 10712 kat)

Drive se podle pravidel Mezindrodni biochemické unie (IUB) z r. 1961 mnozstvi enzymové aktivity vyjadrovalo v enzymovych jednotkach
(U). Enzymova jednotka byla definovdna jako takové mnozstvi enzymu, které katalyzuje pfeménu 1 umol substratu za minutu za standardnich
podminek (tj. nasyceni enzymu substratem, udana teplota a pH).

Prevod enzymovych jednotek (U) na kataly (kat) se ridi vztahem:

1U =1 gumol/min = 1/60 umol/s = 1/60 pkat = 16,67 nkat .

V predchozim textu jsme predpokladali, Ze rychlost enzymové reakce sledujeme pri maximalnim nasyceni enzymu
substratem (kinetika nultého fadu), tedy pfi dosazeni maximalni rychlosti Viyax. Za téchto podminek je Viax
Uumeérna koncentraci enzymu. Kinetiky nultého radu Ize vSak aproximativné vyuzit i tehdy, jestlize enzym

substratem nasycen neni, tj. i pfi mensich koncentracich substratu. Je to vSak mozné jen tehdy, pokud se v pribéhu
méreni koncentrace substratu [S] pfilis neméni - tj. pfiliS se nesnizuje oproti poc¢atecni koncentraci substratu [S1g.
Tato podminka je naplnéna, sledujeme-li pr@ibéh reakce jen v prvnich minutach, kdy je Gbytek koncentrace
substratu mensi nez zhruba jedna desetina plvodni hodnoty. Rychlost reakce v této fazi oznacujeme jako pocatecnr
rychlost vg. Rovnéz koncentraci enzym-substratového komplexu [ES] mizeme v této fazi pokladdat za stélou
(steady-state). Pri vétsim Ubytku substratu (poklesu koncentrace [S]) ovSsem koncentrace [ES] klesd, takze kinetika
nultého radu prechazi do kinetiky prvého, druhého i vyssiho radu.

Michaelisova konstanta

Pomoci inicialni rychlosti vq Ize sledovat pro urcité predpokldadané mnozstvi enzymové aktivity vztah této
rychlosti vg k urcité vychozi koncentraci substratu [S]lg. MiZeme se tedy zabyvat chovanim enzymové reakce v
situacich, kdy neni dosazeno maximalni rychlosti Viaax Pro celkovou koncentraci enzymu [El¢. U téhoz enzymu
mdzZe byt ovéem pojem vysoké a nizké koncentrace substratu relativni - m0ze totiz zaviset na konkrétnim typu
substratu a na tom, jakou ma enzym k tomuto substratu afinitu. Vyuzivdme proto velicinu, kterd je pro danou
dvojici enzym-substrat charakteristickou konstantou. Je to tzv. Michaelisova konstanta (K,), kterd oznacuje
takovou latkovou koncentraci substratu, pfi niz je rychlost enzymové reakce (v) polovinou rychlosti maximalni
(Vmax)-

Michaelis a Mentenova odvodili vztah mezi Ky, [S1, v @ Vipax:

. Vimas - [S] o Vinae

v = =
K, + Km
S 1+ =

Nizka hodnota K, znaci velkou afinitu enzymu k substratu. Vedle toho, ze K, charakterizuje danou dvojici enzym-
substrat, je sledovani K, nezbytné téz k odliSeni mechanismu inhibice (nejcastéji typu kompetitivniho nebo
nekompetitivniho).

Stanoveni Michaelisovy konstanty

Pocatecni rychlost enzymové reakce se sndze méfi pro nizké pocatecni koncentrace substratu [Slg; pfi vysokych
koncentracich substratu je reakéni rychlost vysokd, substrat se rychle spotrebovava a reakcni rychlost se tak
podstatné méni béhem kratké doby od zahajeni reakce. Ovsem vyneseme-li do grafu reak¢ni rychlosti v proti
pocatecnim koncentracim substratu [Slg, je obtizné pfimo z tohoto grafu urcit parametry Vipax @ Ky, méme-li k
dispozici jen méreni pri nizkych koncentracich substratu. Vzniklo proto nékolik postupd, jak tyto parametry urdit.
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Mezi nejcastéji zminované grafické metody patfi transformace dat podle
Lineweavera a Burka. Hyperbolickou zavislost rychlosti v na koncentraci
substratu [S]

K, +[9]
mUzeme snadno transformovat na linearni funkci - prevracena hodnota

rychlosti 1/v totiz linedrné zavisi na prevracené hodnoté koncentrace
substratu 1/[S]:

1/1s]
l — M Zavislost 1/v na 1/[S] podle Lineweavera a
v Vmaa: . [S] Burka
1_Kn 11
v Vma:c [S] Vmaz

Vynasime-li 1/v na na svislou osu a 1/[S] na vodorovnou osu, budou za podminek kinetiky 2. fadu namérena data
leZet v pfimce. Tato pfimka protina svislou osu v hodnoté 1/V,ax @ Vvodorovnou osu v hodnoté —1/Ky,.

Metoda podle Lineweavera a Burka je bohuzel citliva i na relativné malé
chyby méreni pfi nizkych koncentracich substratu. Presnéjsi grafickou v
metodou pro stanoveni parametrll Vimax @ Ky, je metoda podle
Eisenthala a Cornishe-Bowdena. Postupuje se pfi ni takto:

1. Pro nékolik koncentraci substratu [S] namérime experimentdiné
reakcni rychlosti v. Tyto hodnoty vyneseme do grafu jako zavislost v
na [S].

2. Pro kazdy vyneseny bod vyznac¢ime hodnotu [S] na vodorovné ose
(bod A) a hodnotu v na svislé ose (bod B). Sestrojime primku, kterd
prochazi body A a B.

3. Z polohy prlseciku takto sestrojenych primek Ize odecist hodnoty
K @ Vimax (présecik ma souradnice [—Kqy, Vinaxl)-

Jinou grafickou metodou je vyneseni podle Eadie-Hofsteeho. Vynasi se v * 5
na svislé ose proti v/[S] na vodorovné ose a body se prolozi pfimkou.

Vmax S€ vyhleda jako prisecik této primky se svislou 0sou, Vimax/Km j€ Vyneseni podle Eisenthala a Cornish-
prisecik s vodorovnou osou a smérnice pfimky je —Kp,. Bowdena

Grafické metody jsou sice ilustrativni, v soucasnosti se ovsem kinetické
parametry poditaji metodami nelinedrni regrese.
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