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4 ENZYMY

Enzymy (z gréckeho enzymon = v drozdi), katalyzatory v biologickych systémoch, su po-
zoruhodné molekulové pristroje, ktoré urcuju charakter chemickej reakcie. Enzymy sa tiez
podiel'aju na transformacii r6znych foriem energie. NajzaujimavejSimi charakteristikami en-
zymov su ich katalyticka sila (efektivita) a Specificita. Posobenie mnohych enzymov je re-
gulované. Viacsina znamych enzymov su proteiny. Objav katalyticky aktivnych RNA molekul
vSak poukazuje na to, ze proteiny nemaju absolitny monopol v katalyze.

Proteiny ako trieda makromolektl st vel'mi efektivne pri katalyze roznych chemickych
reakcii, pretoze st schopné Specificky viazat’ vel'mi r6zne molekuly. Vyuzitim celého reper-
todra intermolekulovych sil, enzymy prindsaji substraty do optimalnej vzdialenosti a orienta-
cie, umoznujuc tak efektivnu prestavbu chemickych vézieb za vzniku produktov katalyzova-
nej reakcie. V podstate, enzymy katalyzujl reakcie tak, Ze stabilizuji prechodny stav sub-
stratu, t.j. stav s najvyssou energiou. Tymto sposobom vlastne selektivne urcuju, ktora che-
micka reakcia prebehne.

Enzymy urychl'uju reakcie minimalne milionkrat. Bez ich pritomnosti by vacSina reakcii v
biologickych systémoch nemohla prebiehat’, resp. by prebichala velmi pomaly. Dokonca aj
takd jednoducha reakcia, akou je hydratacia oxidu uhlic¢itého, je katalyzovana enzymom kar-
boanhydrazou. Prenos CO: z tkaniv do krvi a nasledne do alveolarneho vzduchu by bol me-
nej efektivny bez pritomnosti tohto enzymu. V skutocnosti, karboanhydraza je jednym z naj-
rychlejsich enzymov, ktoré pozname. Kazdd molekula enzymu hydratuje 10° molekal CO> za
sekundu. Rychlost katalyzovanej reakcie je 107-krat vyssia ako nekatalyzovane;j.

Enzymy st vysoko Specializované o sa tyka reakcie, ktortl katalyzuji, a vyberu reaktan-
tov, s ktorymi interaguju (tabul’ka 4.1). Reaktanty sa nazyvaji substraty. Enzymy zvycajne
katalyzujt jedint chemicku reakciu alebo niekol’ko vel'mi podobnych reakcii. Paralelné reak-
cie, ktoré by viedli k tvorbe podobnych, ale neziaducich produktov, sa pri enzymatickych re-
akciach vyskytuju zriedkavo, na rozdiel od nekatalyzovanych reakcii. Stupen Specificity voci
substratu je zvyCajne vel'mi vysoky, az absolutny (vynimku tvoria tzv. "moonlighting" alebo
"namesacéné" proteiny). Ako priklad Specificity uvddzame proteolytické enzymy - protedzy.
Tieto enzymy katalyzuji hydrolyzu peptidovej véizby:

0 0
Il Il Il _ Il
THN—GHBEN—CH—C— + H,0 —= THN—GH=C—0  + "HN—GH—C—

R4 H R, R R,
peptidova karboxylova Cast aminova Cast
vazba peptidovej vazby peptidovej vazby

Vicsina proteolytickych enzymov taktiez katalyzuje ind, avSak podobnu reakciu — hydrolyzu
esterovej vizby:
I I
R—C—O0—R, + H, O — == R—C—O0 + HO—R, * H*

esterova kyselina alkohol
vazba
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TABULKA 4.1 Klasifikacia enzymov. Pri kazdej triede st uvedené tri priklady enzymov spolu s reakciou,

ktoru dany enzym katalyzuje.

1 Oxidoreduktazy

1.1.1.1 alkoholdehydrogendza
1.1.3.4 glukdzaoxidiza
1.11.1.6 kataldiza

- katalyzuju intermolekulové oxidac¢no-redukéné premeny

- oxidoredukéné deje realizuju bud’ prenosom atémov vodika
(transhydrogenazy) alebo elektronov (transelektrondzy), prip.
zabudovanim atému kyslika do substratu (oxygenazy)

- maju povahu zlozenych bielkovin

etanol + NAD" — acetaldehyd + NADH
B-D-glukéza + O, — D-glukono-é-lakton + H»O»
2H,0, — 2H0 + O

2 Transferazy

2.3.1.9 acetyl-CoA-acetyltransferaza
2.7.1.1 hexokindza
2.7.7.6 RNA-polymerdza

- realizuju prenos skupin (—CHs, —NHo, glukézovy zvysok, atd’.)
v aktivovanej forme z ich donoru na akceptor

- patria medzi zlozené bielkoviny

- zuCastnuji sa mnohych biosyntetickych dejov

2 acetyl-CoA — CoA + acetoacetyl-CoA
ATP + D-hex6éza — ADP + D-hexdza-6-fosfat
m nukleozidtrifosfat + RNA, — RNA,+, + mPP;

3 Hydrolazy

3.1.3.9  glukoza-6-fosfatiza
3.4.17.1 karboxypeptidiza A
3.6.1.3 adenozintrifosfatiza

- hydrolyticky Stiepia vizby, ktoré vznikli kondenzaciou, napr.
peptidové, glykozidové, esterové
- majt povahu jednoduchych bielkovin

D-gluk6za-6-fosfat + H,O — D-glukdéza + monofosfat
peptidyl-L-aminokyselina + H,O — peptid + L-aminokyselina
ATP + H O — ADP + P;

4 Lyazy

4.2.1.1 karboanhydraza
4.2.1.2 fumardthydrataiza
4.3.1.17 serindeamindaza

- katalyzuji nehydrolytické Stiepenie a vznik (pokial nie je
energeticky naroény) vizieb C—C, C—O, C—N, apod. Pritom v&c-
Sinou zo substratu odstepuju alebo don vnasaji malé molekuly
(H20, CO., NH3)

- maju povahu zlozenych bielkovin

H* + HCO; < CO, + H,O
L-malat — fumarat + H,O
L-serin — pyruvat + NH;

5 Izomerazy

5.1.2.1 laktditracemdza
5.1.3.1 ribuloza-fosfat-3-epimerdza
5.3.1.1 triozafosfatizomerdza

- realizuju vnutromolekulové presuny atdmov a ich skupin, teda
vzajomné premeny izomérov

- najmenej pocetna skupina enzymov vicsinou povahy jednodu-
chych bielkovin

D-laktat <> L-laktat
D-ribuléza-5-fosfat < D-xyluloza-5-fosfat
D-glyceraldehyd-3-fosfat «» dihydroxyacetonfosfat

6 Ligazy

6.1.1.7 alanyl-tRNA-syntetdza
6.4.1.1 pyruvdtkarboxyliza
6.5.1.1 DNA-ligdaza

- katalyzuji vznik energeticky naro¢nych vézieb za sucasného
rozkladu latky uvolniujucej energiu (ATP)

- uplatiiuju sa pri réznych biosyntézach

- majt povahu zlozenych bielkovin

ATP + L-Ala + tRNAA® — AMP + difosfat + L-alanyl-tRNAA"
ATP + pyruvat + CO; + H,O — ADP + monofosfat + oxalacetat
ATP + DNA, + DNA,, —» AMP + difosfat + DNA, +»
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Proteolytické enzymy sa vyrazne liSia v stupni substratovej Specificity. Subtilizin, ktory sa
nachadza v niektorych baktériach, je dost’ "nevyberavy", €o sa tyka charakteru pril'ahlé¢ho
aminokyselinového zvysku Stiepenej peptidovej viazby. Trypsin je zase dost’ Specificky a ka-
talyzuje Stiepenie peptidovej vdzby iba na karboxylovej strane lyzinového a argininového
zvysku. Trombin, enzym zucastiiujici sa procesu zrazania krvi, je eSte viac Specifickejsi nez
trypsin. Katalyzuje hydrolyzu peptidovej vizby medzi Arg a Gly, aj to iba v urcitych Speci-
fickych peptidovych sekvenciach:

miesto Stiepenia miesto $tiepenia
trypsinom trombinom
o / 0 o 0
—HN—CH—g-é—N—CH—lcl,— --HN—CH—|C|:*§—N—CH—|C|:—
R bR &bk
--Lys, Arg s AL QY Gly

Inym prikladom vel'mi Specifického katalyzatora je DNA-polymerdza I — templatovo-ria-
deny enzym. Sekvencia (poradie) nukleotidov v DNA retazci, ktory je syntetizovany, je ur-
¢end sekvenciou nukleotidov v inom DNA retazci, ktory slizi ako templat (vzor). DNA-po-
lymeraza I je pozoruhodne presny enzym, nespravny nukleotid je zabudovany do novosynte-
tizovaného retazca, resp. enzym urobi chybu, po priblizne 1 milién spravne zabudovanych
nukleotidov. Je to preto, ze DNA-polymeraza sama po sebe kontroluje spravnost’ zabudovania
nukleotidu.

Ako vynimku z typickej enzymovej Specificity sme uviedli tzv. "namesaéné" enzymy.
Tieto enzymy sa niekedy oznacovali aj ako "katalyticky promiskuitné" enzymy. Namesacné
proteiny su tie, ktoré maju viacero funkecii, resp. st schopné katalyzovat’ rozdielne reakcie. Ich
schopnost’ mat’ viacero funkcii zavisi od ich lokalizacie v bunke, typu bunky, oligomérneho
stavu, resp. koncentracie ligandu, substratu, kofaktora alebo produktu v bunke. Tieto mecha-
nizmy sa vzajomne nevylucuji a v mnohych pripadoch funkcia takéhoto enzymu zavisi od
kombinacie tychto faktorov. Prikladom moéze byt znamy tetramérny enzym (ludsky), za-
Castiujuci sa glykolyzy glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza, ktory katalyzuje premenu
glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-difosfoglycerat. V. monomérnej forme sa z neho stdva DNA-
glykolaza, ktora odstrafiuje uracil nachadzajtci sa v DNA ret’azci, ktory mozZe vznikat’ deami-
naciou cytozinu alebo inkorporaciou deoxyuridin-5'-trifosfatu (dUTP) po¢as DNA syntézy.

Regulacia katalytickej aktivity enzymov

Enzymy, ktoré katalyzuju prvy krok v biosyntetickej drahe st zvy€ajne inhibované konec-
nym produktom. Biosyntézu izoleucinu v baktéridch ilustruje tento typ kontroly, ktora sa na-
zyva inhibicia spitnou vizbou. Treonin sa transformuje na izoleucin v piatich krokoch, prvy
krok katalyzuje treonindeamindza. Tento enzym je inhibovany, ked’ izoleucin dosiahne dos-
tatoCne vysoku koncentraciu. Izoleucin inhibuje enzym naviazanim sa na regulacné miesto,
ktoré je odlisné od katalytického miesta. Tento typ inhibicie je sprostredkovany reverzibilnou
alosterickou interakciou. Ak koncentracia izoleucinu poklesne pod istii Groven, treoninde-
amindza sa stane znova aktivnou.
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Enzymy st taktiez regulované regula¢nymi proteinmi, ktoré ich mézu stimulovat’ alebo
inhibovat’. Aktivita mnohych enzymov je regulovand kalmodulinom, protein s molekulovou
hmotnost'ou 17 000 g/mol, ktory funguje ako senzor na pritomnost’ vapnika takmer vo vSet-
kych eukaryotickych bunkach. Vizba Ca®" do viacerych vizbovych miest na kalmoduline in-
dukuje vel’ka konformaént zmenu, ktord ho zmeni z neaktivnej na aktivnu formu. Aktivovany
kalmodulin sa nasledne viaze na viacero inych enzymov alebo ciel'ovych proteinov v bunke a
modifikuje tym ich aktivitu.

Kovalentna modifikacia je d’als$im mechanizmom enzymovej regulacie. Mnoho enzymov
je kontrolovanych reverzibilnym pripojenim fosforylovej skupiny na Specifické serinové ale-
bo treoninové aminokyselinové zvysky (tymto sposobom je napriklad riadena aktivita en-
zymov syntetizujicich a degradujtcich glykogén). Fosforylacia tyrozinového zvySku na re-
ceptore rastového faktora je kritickym krokom pri indukcii diferenciécie a proliferacie bunky.
Specifické enzymy nazyvané kindzy katalyzuju pripojenie fosforylovej skupiny; fosfatdzy
katalyzuju ich odstranenie hydrolyzou.

Niektoré enzymy su syntetizované ako neaktivne prekurzory, ktoré su aktivované vo
vhodnom fyziologickom ¢ase a na konkrétnom mieste. Takymto sposobom su riadené napri-
klad traviace enzymy — tento spdsob kontroly sa nazyva proteolyticka aktivacia. Napriklad,
trypsinogén je syntetizovany v pankrease a je aktivovany Stiepenim peptidovej vidzby v ten-
kom Creve na aktivny #rypsin. Tento typ kontroly sa vyuZiva aj pri procesoch zrazania krvi.
Enzymaticky neaktivne prekurzory proteolytickych enzymov sa nazyvaju zymogény.

Enzymy transformuju rozli€éné formy energie

V mnohych biochemickych reakcidch je energia reaktantov pretransformovana s vysokou
efektivitou na ini formu energie. Napriklad pri fotosyntéze je svetelna energia pretransformo-
vana do energie chemickej vdzby. V mitochondridch je vol'na energia obsiahnuta v malych
molekulach ziskanych z potravy pretransformovand na volnt energiu ATP (adenozintrifos-
fat). Energia obsiahnuta v chemickych vizbach ATP je nasledne vyuzivana mnohymi spo-
sobmi. Pri svalovej kontrakeii je energia z ATP premenena pomocou myozinu na mechanicku
energiu. Membrany v bunkéch a organelach obsahuju pumpy, ktoré vyuzivaju energiu z ATP
na transport molekul a iénov proti chemickému a elektrickému gradientu.

Enzymy nemenia reakénu rovnovahu

Enzym je katalyzator, a preto nemoéze menit’ rovnovahu chemickej reakcie. To znamena,
ze enzym urychl'uje priamu aj spétna reakciu presne o ten isty faktor.

UvaZujme reakciu premeny latky A4 na latku B. Bez pritomnosti enzymu je rychlostna kon-
Stanta priamej reakcie k¢ 10 s7! a rychlostnd konstanta spitnej reakcie & 10 s™'. Rovnovéazna
konstanta K je dand pomerom tychto rychlostnych konstant:

104 s

A B

106 s
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Rovnovazna koncentracia B je 100-krat vacsia ako 4, ¢i je enzym pritomny, alebo nie. Do-
siahnutie rovnovahy by trvalo viac ako hodinu pre nekatalyzovanu reakciu, avSak za pouzitia
vhodného enzymu by rovnovéha mohla byt dosiahnuta za sekundu. Enzymy urychluji do-
siahnutie stavu dynamickej rovnovahy, ale rovnovahu nemenia.

Enzymy urychluju reakcie stabilizaciou aktivovaného stavu

Chemicka reakcia premeny substratu S na produkt P prechadza cez aktivovany (precho-
dovy) stav §*, ktory ma vicsiu vol'nu energiu ako S aj ako P:

*

S S* P

Aktivovany stav je najmenej zastipeny pocas reakcie, pretoZe ma najvyssiu energiu (a je teda
nestabilny). VolIna energia aktivicie AG" sa rovna rozdielu volnej energie medzi aktivova-
nym stavom a substratom.

Reakénd rychlost ¥ je umerna koncentracii aktivovaného stavu S°, ktora zavisi od AG",
pretoze je v rovnovahe so substratom S:

[S*] — [S]efAG*/RT
V=v[S']= %T[S]e“‘/”

kde k je Boltzmannova konStanta a / je Planckova kons$tanta. Pomer k774 je pri 25 °C rovny
6,2 x 10'%2 57!, Predpokladajme, Ze volna energia aktivacie (aktivaéna energia) je 28,5 kJ/mol.
Pomer [S]/[S] je potom 107. Za predpokladu, Ze [S] = 1, rychlost’ reakcie V=62 x 107 s\,
Pokles AG™ 0 ~ 5,6 kJ/mol urychli reakciu 10-krat.

nekatalyzovana reakcia katalyzovana reakcia
aktivovany
AG stav AG
(kJ/mol) + (kJ/mol)
aktivovany

stav

substrat AG substrat M\ T AG
\ produkt \ produkt

reakéna koordinata reakéna koordinata

Enzymy urychl’uju reakcie znizenim hodnoty AG", teda aktivaénej bariéry. Interakcia
substratu a enzymu vytvara novu reakénu cestu, v ktorej je energia aktivovaného stavu nizsia
ako bez pritomnosti enzymu. Podstatou katalyzy je Specificka vizba aktivovaného stavu.
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Aktivne miesta enzymov maju niektoré spolo¢né érty

Aktivne miesto enzymu je oblast,, kde sa viazu substraty (a prostetickd skupina, ak nejaka
je) a obsahuje aminokyselinové zvysky, ktoré sa priamo zucastiiuju pri prestavbe vézieb v
substrate. Tieto zvySky sa nazyvaju Kkatalytické skupiny. Napriek tomu, Ze sa enzymy na-
vzajom lisia Struktirou, Specificitou a spdsobom katalyzy, je mozné vyslovit’ niekol'ko zovse-
obecneni, ¢o sa tyka tychto aktivnych miest:

1. Aktivne miesto zabera relativne malua ¢ast’ celkového objemu enzymu. Vac¢sina amino-
kyselinovych zvyskov enzymu neprichadza do kontaktu so substratom. Vznikd zaujimava
otazka: preco su enzymy také velkeé? VacSina enzymov je zlozend z viac ako 100 aminokyse-
lin, t.j. maju hmotnost ~ 10 000 g/mol a priemer vicsi ako 25 A (1 A =101 m).

2. Aktivne miesto je trojrozmerna samostatna jednotka, ktora je vytvorend zo skupin, kto-
ré pochadzaji z réznych Casti linedrneho polypeptidového retazca. Napriklad, aktivne miesto
lyzozymu je tvorené aminokyselinovymi zvyskami 35, 52, 62, 63 a 101 z linearneho polypep-
tidového ret'azca zlozeného zo 129 aminokyselin.

3. Substraty su viazané do enzymov mnohymi slabymi interakciami. Rovnovadzna kon-
Stanta pre komplex enzym-substrat (ES) je zvy&ajne 1072 az 10 M, ¢o zodpoveda interakcii
od ~—15 do —50 kJ/mol. Nekovalentné interakcie v ES komplexe su ovela slabsie ako kova-
lentné vézby, ktoré maji energiu od —250 do —450 kJ/mol. Reverzibilné interakcie medzi mo-
lekulami sprostredkovavaju elektrostatické interakcie, vodikové vézby, van der Waalsove sily
a hydrofébne interakcie. Van der Waalsove sily sa prejavuju iba v pripade, ak sa mnoZstvo
atomov substratu sucasne dostane do tesnej blizkosti atdmov enzymu. Preto enzym a substrat
musia mat’ komplementarne tvary. Smerovy charakter vodikovych vézieb medzi enzymom a
substratom urcuje vysoky stupen Specificity tejto interakcie.

4. Aktivne miesta sa nachadzaju v Strbinach a

priehlbinach. Vo vsetkych znamych enzymoch sa m <

molekula substratu viaze do Strbin alebo priehlbin. Substrate | M

Voda je zvyCajne vytlacend z tychto priestorov a v p. Ac:r_ i P
’ . , . ’ v ’ e

aktivnom mieste sa nachadza iba v pripade, Ze sa zu- \/QCF\ @\

Castiiuje reakcie. Nepoldrny charakter vicSiny véi- A B ES complex

zobnych miest zvySuje afinitu pre substrat. Avsak,
aktivne miesta Casto obsahuju aj poldrne skupiny. V
tomto mikroprostredi niektoré skupiny ziskavaju Spe-
cidlne vlastnosti nevyhnutné pre katalyzu. Pritomnost’
polarnych skupin v aktivnych miestach porusuje pra-
vidlo, ze polarne skupiny st v styku s vodnym pro-
stredim.

5. Specificita interakcie zavisi na presne definova- w‘
nom usporiadani atdmov v aktivnom mieste. Pre

interakciu musi mat’ substrdt vhodny tvar. Metafora
Emila Fishera "kPiéa a zamky" (obrazok 4.1), vy- —
slovena v roku 1890, sa ukazala byt stimulujica a | # \f{\

Obrazok 4.1 Schematické znazornenie
aktivneho miesta ako kl'i¢a a zamky.

Substrate

vel'mi plodna. AvSak, v sucasnosti je zrejmé, ze ak- b
tivne miesta mnohych enzymov sa vyrazne modifi-
kuja v dosledku vézby substratu. Aktivne miesto na- Enzyme

dobuda komplementarny tvar aZz po naviazani sub-
stratu. Tento proces dynamického rozpoznavania bol
nazvany indukovany fit (obrazok 4.2), a to Danie-
lom E. Koshlandom v roku 1958.

Obrazok 4.2 Schematické znazornenie
dynamického rozpoznavania substratu.
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Michaelis-Mentenovej model

Pre mnohé enzymy zavisi rychlost’ katalyzy ¥ od koncentracie substratu [S] ako ukazuje
nasledujuci graf:

reakéna rychlost, V (M s™)

T T T T T

0 1 2 3 4 5

koncentracia substratu, S (M)

Pri danej koncentracii enzymu je rychlost’ V' takmer linedrne zévisla od [S], ked’ je [S] nizka.
Pri vysokej [S], je V takmer nezéavisla od [S]. V roku 1913, Leonor Michaelis a Maud Menten
navrhli jednoduchy model, ktory vysvetlil tieto kinetické charakteristiky. Podstatnou ¢rtou ich
modelu je vznik intermediarneho stavu — komplexu enzym-substrat. Tento najjednoduchsi
model vysvetl'uje kinetické vlastnosti mnohych enzymov:

Ky ks

ES

E + S E+ P

2

Enzym E interaguje so substratom S za vzniku komplexu ES s rychlostnou konStantou 4.
Komplex ES ma dve moZnosti — bud’ disociuje spdt’ na enzym E a substrat S s rychlostnou
konStantou k2, alebo pokracuje v reakcii za vzniku produktu P s rychlostnou konStantou 3.
Predpoklada sa, Ze reakcia z ES na E + P je nevratna.

Takato reakcia je v podmienkach ustdleného stavu (steady-state) popisana Michaelis-
Mentenovej rovnicou:

V= Vmax [S]
[S]+K,

kde Vmax = k3[Et], pricom Et je celkova koncentracia enzymu a K, je Michaelisova kon-
Stanta, pre ktoru plati: Km = (k2 + k3)/k1.

Tato rovnica vysvetl'uje kinetické udaje z predchadzajiceho grafu. Pri veI'mi malej kon-
centracii substratu, ked’ je [S] ovela mensia ako K, V' = [S]Vmax/Km; to znamena, ze rychlost’
je priamoumernd koncentracii substratu. Pri prili§ vysokej koncentracii substratu, ked’ je [S]
ovel'a vicsia ako Km, V' = Vmax; t.j. rychlost’ dosiahne maximalnu hodnotu a nezavisi od kon-
centracie substratu.

Vyznam hodnoty K je zrejmy z rovnice. Ked [S] = Km, potom V' = Vinax/2. Hodnota Km je
teda rovna koncentracii substratu, pri ktorej je reakéna rychlost’ rovna polovici ma-
ximalnej rychlosti.

Hodnoty Km a Vmax je mozné urcit’ z experimentalne zistenej zavislosti pociatocnej rychlo-
sti " meranej pri réznych koncentracidch substratu. Pre presné ur¢enie oboch hodnoét je vhod-
né transformovat’ Michaelis-Mentenovej rovnicu na tvar, ktory bude davat linearnu zavislost’
medzi veli¢inami V a [S]. Jednym zo spdsobov je tvar, ktory dostaneme reciproénym vyjadre-
nim oboch stran rovnice:
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1 K, 1
—_— + —
I/max V ax [S]

m

1
vV

Zavislost’ 1/V od 1/[S], nazyvana tiez Lineweaver-Burkova zavislost’, dava priamku, ktora
pretina os y v hodnote 1/Vmax @ ma smernicu Km/Vmax. Priesecnik s osou x je rovny —1/Km.

1V (M s)
e
\ ™~ 1,
0 2 4 6
1S (M)

Vyznam hodn6t Km a Vmax

Kmnadobuda pre jednotlivé enzymy/substraty vel'mi rozdielne hodnoty (tabul’ka 4.2). Pre
vi&sinu enzymov lezi hodnota K v intervale od 10! do 10”7 M. Velkost hodnoty Km zavisi

TABULKA 4.2 Hodnoty K, pre niektoré enzymy
Enzym Substrat Kn (pM)
chymotrypsin acetyl-L-tryptofanamid 5000
lyzozym hexa-N-acetylglukozamin 6
[-galaktozidaza laktoza 4000
treonindeaminaza treonin 5000
karboanhydraza CO; 8000
penicilinaza benzylpenicilin 50
pyruvatdekarboxylaza pyruvat 400
HCOs 1000
ATP 60
arginin-tRNA-syntetdza arginin 60
tRNA 0,4
ATP 300

od charakteru substratu a vlastnosti prostredia — ako pH, teplota a i6nova sila. Hodnota K ma
dva vyznamy. Prvy, Kn urCuje koncentraciu substratu, pri ktorej je polovica aktivnych miest
obsadena. Ked pozname K , frakciu obsadenych aktivnych miest substratom, fes, moZeme
vypocitat’ z nasledovného vzt'ahu:

fo= v [S]
By T IS1+K,

max

Druhy vyznam Kn je ten, ze hodnota K sa da vyjadrit’ cez jednotlivé rychlostné konStanty
ako Km = (k2 + k3)/k1. Uvazujme limitny pripad, pri ktorom je k> ovela vicsie ako k3. To zna-
mena, ze disociacia komplexu ES na E a S je ovela rychlejsSia ako tvorba £ a P. V takomto
pripade (k2 >> k3):
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K, =%
m kl

Disociac¢né konstanta komplexu ES je dané vzt'ahom:

[E]LS] _k,
kl

[ES]

ES

Inymi slovami, K sa rovna disocia¢nej konstante komplexu ES v pripade, ze k> je ovela vac-
Sia ako k3. Ak plati tato podmienka, potom K je mierou pevnosti komplexu ES: velkéa hod-
nota K naznacuje slabt vizbu E a S; nizka hodnota K, poukazuje na pevny komplex. Treba
vSak zdoraznit, ze Km poukazuje na afinitu komplexu ES iba v pripade, Ze k> je ovel'a vicsie
ako k3.

V suvislosti s aktivitou enzymu sa pouziva hodnota, ktord urcuje mnoZzstvo molekil sub-
stratu, ktoré sa premenilo na produkt jedinou molekulou enzymu za jednotku ¢asu, ked’
bol enzym tplne saturovany substratom. Tato hodnota sa nazyva rychlost’ premeny, alebo
podla doslovného prekladu anglického origindlu — ¢islo premeny (furnover number). Tato
hodnota je rovna hodnote k3. V literature sa tiez oznacuje ako kcat. Vzt'ah medzi maximélnou
rychlostou Vmax a k3, ked’ st aktivne miesta na enzyme saturované substratom je nasledovny:

Vmax = k3[ET]

Napriklad, roztok karboanhydrazy s koncentraciou 10°M "vytvori" 0,6 M H>COs za se-
kundu, ked’ je enzym tplne saturovany substratom. Hodnota k3 sa rovna 6 x 10° s™'. T4to hod-
nota je jednou z najvacSich zndmych hodnoét £3. Jeden proces katalyzy v pripade karboanhyd-
razy trva priblizne 1,7 ps. Vicsina ks hodndt zndmych enzymov je v rozmedzi 1 az 10%s™!
(tabulka 4.3).

TABULKA 4.3 Hodnoty k3 pre niektoré enzymy
Enzym ki (s

karboanhydraza 600 000
3-ketosteroidizomeraza 280 000
acetylcholinesteraza 25000
penicilindza 2 000
laktatdehydrogenaza 1 000
chymotrypsin 100
DNA-polymeraza | 15
tryptofansyntetaza 2
lyzozym 0,5

Mnoho enzymov katalyzuje reakcie s dvoma alebo viacerymi substratmi

Michaelis-Mentenovej rovnica ukazuje, Ze rychlost’ jednoduchej enzymovej reakcie
(S — P) zavisi iba na koncentrécii jedného substratu. Avsak v mnohych enzymovych reak-
ciach sa do enzymu viazu dva (a niekedy aj viac) rozli€né substraty a zucastiiuju sa enzyma-
tickej reakcie. Ako priklad mdézeme uviest’ reakciu katalyzovanu hexokindazou, kde sa ako
substrat viazu ATP a gluko6za za vzniku produktov glukéza-6-fosfatu a ADP:

ATP + glukbza — ADP + glukdza-6-fosfat
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Rychlost’ takejto bisubstratovej reakcie mdze byt taktiez analyzovana pristupom podla
Michaelis a Mentenovej. Hexokinaza ma charakteristickii Km pre kazdy zo substratov.

Enzymatické reakcie s dvoma substratmi zvyCajne zahffia prenos atomu alebo funkcnej
skupiny z jedného substratu na druhy. Tieto reakcie sa mozu uskutociiovat’ viacerymi mecha-
nizmami. V niektorych pripadoch st obidva substraty v istom ¢ase naviazané do enzymu su-

Casne tvoriac tak ternarny komplex:
e Enzymova reakcia zahfnajica tvorbu ternarneho komplexu:

Nahodné poradie
ES,

E/ \

\

ES,S,— = E+P,+P,
ES,
Usporiadané poradie

S,
E+S,~<~—> ES1<A—> ES,S,——>E+P,+P,

Takyto komplex moze vzniknut’ naviazanim substratov v ndhodnom alebo v Specifickom po-
radi. Ternarny komplex sa nevytvara, ked’ prvy naviazany substrat sa meni na produkt, ktory
z enzymu disociuje pred naviazanim druhého substratu. Priklad takéhoto mechanizmu je
ping-pongovy mechanizmus, alebo mechanizmus dvojitého nahradenia:

e Enzymova reakcia, pri ktorej sa ternarny komplex nevytvara:

P, S,
E+S,~—> ES,~—> ep <X E<X\>EP,— = E+P,

Meranie reakénych kinetik ¢asto umoznuje rozlisit’ tieto dva mechanizmy.

= =
A £ B £
= s
a [S,] rastie - [S,] rastie
1/[S] (1/mM) 1/[S] (1/mM)

Obrazok 4.3 Rovnovazna kinetickd analyza bisubstratovych reakcii. V tychto gra-
foch sa [S1] meni, zatial’ Co [S>] je konstantna. Tieto merania sa opakuju pre niekol’ko
hodndt [S2], vytvarajuc tak niekolko linear. Vznik priese¢nika poukazuje na vznik
ternarneho komplexu (A); paralelné zavislosti poukazujii na ping-pongovy mecha-

nizmus (B).
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Inhibicia enzymov

Enzymové¢ inhibitory su latky, ktoré spomaluju alebo spdsobuji zastavenie chemickych
reakcii. Enzymy katalyzuju prakticky vSetky bunkové procesy, preto nie je prekvapujlce, ze
enzymov¢ inhibitory patria k najdolezitejSim latkam vo farmaceutickom priemysle. Napriklad
acylpyrin (aspirin, acetylsalicylat) inhibuje enzym, ktory katalyzuje prvy krok v syntéze pros-
taglandinov, latok, ktoré sa zicastiiuji mnohych procesov vratane tych, ktoré produkuju pocit
bolesti. Stadium enzymovych inhibitorov tiez poskytuje ddlezité informacie ohladom enzy-
mového mechanizmu a pomohlo pri urceni niektorych metabolickych drah. Existuju dve vel-
ké triedy enzymovych inhibitorov: reverzibilné a ireverzibilné.

Reverzibilna inhibicia mdze byt
m kompetitivna,

m akompetitivna,
m ZmieSana.

Kompetitivny inhibitor sitazi so substratom o aktivne miesto enzymu. Ak inhibitor (/)
obsadi aktivne miesto, brani tak véizbe substratu do enzymu. Kompetitivne inhibitory su Struk-
turne Casto vel'mi podobné substratu a interaguju s enzymom za vzniku komplexu EI, avSak
bez nasledujucej katalytickej reakcie:

E+S <—>ES—>E+P

+
El

Kompetitivna inhibicia m6ze byt analyzovana kvantitativne rovnovaznou kinetikou. V pri-
tomnosti inhibitora, vyzerd Michaelis-Mentenovej rovnica nasledovne:

_ VaulS]
T aK, +[S]
kde
a=1+ L7
K[
a
x = [EI
[ET]

Michaelis-Mentenovej rovnica pre kompetitivnu inhibiciu poukazuje na délezitu ¢rtu kompe-
titivnej inhibicie. Experimentalne uréena hodnota oK pozorovana v pritomnosti inhibitora, sa
Casto nazyva apparent, t.j. zjavna, pozorovana, Km.

Pretoze sa inhibitor viaze reverzibilne do enzymu, moze byt kompetitivne vytlateny sub-
stratom zvySenim koncentréacie substratu. Ked’ [S] >> [/], pravdepodobnost’, Zze molekula in-
hibitora bude viazana do enzymu je minimalizovana a reakcia vykazuje normalnu hodnotu
Vimax. AvSak hodnota [S], pri ktorej V' = Viax/2, t.j. pozorovand Km, je zvySend v pritomnosti
inhibitora faktorom a. Tento efekt kompetitivneho inhibitora na hodnotu K, kombinovany s
faktom, Ze Vmax ovplyvnend nie je, charakterizuje kompetitivnu inhibiciu a je 'ahko odhali-
te'ny pomocou Lineweaver-Burkovho vynesenia. Rovnovazna konstanta pre vazbu inhibitora,
K1, mdze byt’ ziskand z toho istého typu vynesenia:
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g smernica = oK, /V, .., 1 (Ole )L N 1
g [ V Vmax [S] Vmax
3

[1=0

11V

3
)
<

1/[S] (1/mM)

Terapia zalozena na sutazi (kompeticii) o ak-
tivne miesto sa pouziva pri lie¢eni pacientov, ktori ¢ pstrate
pozili metanol. Peceniovy enzym alkoholdehydro-
gendza meni metanol na formaldehyd, ktory je
Skodlivy pre mnohé tkaniva. Slepota je beznym do-
sledkom pozitia metanolu, pretoze o¢né tkanivo je
Specialne citlivé na formaldehyd. Etanol ako alter-
nativny substrat je u¢inny v kompeticii o aktivne
miesto na alkoholdehydrogenaze. Etanol posobi ako Substrate

Competitive

\ inhibitor\

kompetitivny inhibitor, s tym rozdielom, Ze etanol Noncompetitive \
je taktiez substrat a jeho koncentracia sa bude inhibitor
Casom znizovat’ v dosledku toho, Ze sa meni na \ @

acetaldehyd. Terapia otravy metanolom je zalozena
na intravendznej inflzii etanolu, ktora udrzuje jeho
hladinu v krvi konStantnti poc¢as niekol’kych hodin.
Etanol spomali tvorbu formaldehydu a zniZi tak
riziko vazneho poSkodenia istych tkaniv, zatial' co
obli¢ky odfiltruja metanol do mocu.

Dva dalSie typy reverzibilnej inhibicie, akom-
petitivna a zmieSana, su Casto definované v terminoch jednosubstratovych enzymov, avSak
prakticky s pozorované iba pri enzymoch, ktoré maji dva alebo viac substratov. Akompeti-
tivny inhibitor sa na rozdiel od kompetitivneho inhibitora neviaZe do aktivneho miesta ale do
regula¢ného miesta a interaguje iba s komplexom ES:

Obrazok 4.4 Rozdiel medzi kompetitiv-
nym a nekompetitivnym inhibitorom.

E+S <—>ES—>E+P

Pre pripad akompetitivnej inhibicie, Michaelis-Mentenovej rovnicu moZeme napisat’ v nasle-
dujucom tvare:
Vinax [S]

max

" K +a'S]
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kde
a':1+£]'
a
_ [ES]]
" [ESI]

Ako vyplyva z uvedenej Michaelis-Mentenovej rovnice, pri vysokej koncentracii substratu sa
bude hodnota V' blizit’ k hodnote Vmax/a'. Akompetitivny inhibitor preto znizuje meranu hod-
notu Vmax. Pozorovana hodnota Kn, taktiez klesa, pretoze [S] potrebné na dosiahnutie Vmax/2 je

zniZena faktorom ao'.
Lineweaver-Burkov graf v pripade akompetitivnej inhibicie vyzera nasledovne:

1 K, 1 a'
1 Ve Ve [S] Vs

11V, (1/uM/min)

1K,

1/[S] (1/mM)

Zmiesany inhibitor sa taktieZ neviaze do aktivneho miesta, ale interaguje aj s £ aj s kom-
plexom ES, pricom afinita k obom z nich je r6zna:

E+S <—>ES—>E+P

El + S == Eg|

Rychlostna rovnica popisujlica zmieSanu inhibiciu vyzera nasledovne:

v IS]

max

T oK, +a'[S]

kde o a o' st definované vyssie. Zmie$ana inhibicia zvy¢ajne ovplyviuje aj Km aj Vimax. Spe-
cidlny pripad, zriedka sa vyskytujuci v praxi, ked’ a = a', definuje nekompetitivnu inhibiciu.
V tomto pripade bude ovplyvnend iba hodnota Vmax, ale nie hodnota Kn (pouzitim predcha-
dzajtcej rovnice skuste vysvetlit' pre¢o). Afinita nekompetitivneho inhibitora k £ a ku kom-

plexu ES je rovnaka.
Lineweaver-Burkov graf v pripade zmieSanej inhibicie vyzera nasledovne:
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£ 1 ek, 1 «a
£ =)
\1 V Vmax [S] Vmax
N (1]
3
=0
1/[S] (1/mM)

Ireverzibilné inhibitory su tie, ktoré interaguju alebo nicia funkénu skupinu na enzyme,
ktora je nevyhnutnd pre enzymovu aktivitu alebo vytvaraju zvlast' stabilné nekovalentné
komplexy s enzymom. Tvorba kovalentnej vézby ireverzibilného inhibitora a enzymu je bez-
na. Je vel'mi dblezitym nastrojom pri Studiu reakéného mechanizmu enzymov. Aminokyselina
s klicovou katalytickou funkciou v aktivhom mieste mdze byt niekedy identifikovand na
zaklade toho, ktord aminokyselina je kovalentne modifikovand inhibitorom. Ako priklad mo-
Zzeme uviest’ ireverzibilni inhibiciu protedz (v danom pripade chymotrypsinu) diizopro-
pylfluorofosfatom (DIFP):

] CH

Il /3
enzym—CH;—O—P—O—CH
He+ F- y 2 | \
(e} CH,
I
C
P RS
H,C” H CH,

Tato inhibicia je Specificka pre proteazy v tom zmysle, Ze napriek tomu, Ze tieto enzymy ob-
sahuju viacero serinovych aminokyselinovych zvyskov, modifikovana je vynimocne serinova
hydroxylova skupina v aktivhom mieste.

Specialnu triedu inhibitorov tvoria samovraZedné inhibitory. Tieto zlieniny su relativne
nereaktivne, az kym sa nenaviazu do aktivneho miesta Specifického enzymu. Samovrazedny
inaktivator sa zacastiiuje na prvych krokoch normalnej enzymovej reakcie, ale namiesto toho,
aby sa transformoval na "normalny" produkt, meni sa tento inhibitor na reaktivnu zluceninu,
ktora ireverzibilne reaguje s enzymom. Tieto zluceniny sa taktieZ nazyvaji na mechanizme
zaloZené inaktivatory, pretoze vyuzivaji normalny enzymovy reakény mechanizmus na
inaktivaciu enzymu. Samovrazedné inaktivatory hraju centralnu ulohu pri tvorbe novych lie-
kov — je to moderny pristup modelovania/vytvéarania vysokoaktivnych liekov zaloZeny na
znalosti Struktury substratu a reakéného mechanizmu daného enzymu. Dobre vytvoreny sa-
movrazedny inaktivator je Specificky pre jediny typ enzymu a je nereaktivny, az kym sa ne-
dostane do aktivneho miesta enzymu — lieky zalozené na takomto pristupe budu mat’ vyz-
namnu vlastnost, Ze ich vedl'ajSie €¢inky budi minimalizované.
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Enzymy su citlivé na pH hodnotu prostredia

Enzymy maja pH optimum (alebo pH oblast’), pri ktorom je ich aktivita maximalna. Pri
nizSom alebo vysSom pH ich aktivita klesa.

Glukoza-6-fosfataza

> >
(=2 2]
o o
Pepsin
2 3 4 5 6 6 8 10
pH pH

Obrazok 4.5 pH zavislost aktivity dvoch enzymov. Tieto krivky boli zostrojené na zaklade
merani poc¢iato¢nych rychlosti uskutocnenych v tlmivych roztokoch s r6znou hodnotou pH. pH
optimum aktivity enzymov sa vo vSeobecnosti nachddza v oblastiach pH, aké ma prirodzené
prostredie vyskytu daného enzymu. Pepsin, ktory hydrolyzuje peptidové vizby v proteinoch
pocas travenia v zalidku, ma pH optimum okolo 1,6. pH Zaludkovej stavy je 1 az 2. Gluk6za-6-
fosfatdza v hepatocytoch (pecetiovych bunkach), s pH optimom pri 7,8, zodpoveda za
uvolnovanie glukézy do krvi. Normalne pH v cytoplazme hepatocytov je 7,2.

To samozrejme nie je prekvapujuce, pretoze boné skupiny v aktivnom mieste s vlastnostami
slabych kyselin alebo baz maju kriticku funkciu pre aktivitu mnohych enzymov. Odstranenie
proténu z histidinového zvySku moéZe napriklad eliminovat’ i6novi interakciu nevyhnutnl pre
stabilizaciu aktivnej konformécie enzymu. Menej beZznym pripadom pH senzitivity je titracia
skupiny na substrate.

pH oblast’, v ktorej dochadza ku zmene aktivity enzymu moze naznacit’, ktora aminokyse-
lina sa nachadza v aktivnom mieste. Zmena aktivity v oblasti pH 7, napriklad, poukazuje na
titraciu histidinového zvysSku. Pri interpretacii pH efektu je vSak nevyhnutnd opatrnost. V
zbalenom proteine mdze byt’ pK. mnohych aminokyselin vyrazne zmenena. Napriklad, blizka
lokalizacia pozitivneho naboja znizuje pKa konstantu lyzinového zvysku a negativny néboj ju
zvySuje. Takéto efekty mozu spdsobit’ posun o 2 a viac jednotiek pH v porovnani s pK, hod-
notou vol'nej aminokyseliny. V enzyme acetoacetdatdekarboxyldaza ma jeden z Lys (normélne
pKa=10,5) pKa posunuté na 6,6 v dosledku elektrostatického efektu blizkeho pozitivneho na-
boja.
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