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Specificnost enzymovych reakci

Predstaveni kapitoly

V této kapitole se sezndmime s tim, jak enzymy funguiji, co je odlisuje od jinych katalyzator( a
proc jsou pro Zivot nezbytné. Nejprve vysvétlime, pro¢ nékteré reakce probihaji pomalu a jak enzymy
snizuji aktivacni energii. Nasledné si ukazeme, jak fyzikdlné-chemické podminky prostredi (pH,
teplota, iontova sila, redoxni stav) a ptritomnost inhibitor( ¢i aktivator( ovliviuji jejich aktivitu. V
zavéru kapitoly se zaméfime na enzymovou specificitu, tedy schopnost enzym({ rozpoznavat jen
urcité substraty nebo reakce, a ukdieme si, pro¢ ma tato vlastnost zdasadni biologicky i
farmakologicky vyznam.
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1 Uvod do tématu

Kolem sebe pozorujeme celou fadu chemickych reakci — nékteré z nich jsou
neprehlédnutelné, napfiklad hofeni dieva, coZ je v podstaté oxidace celuldzy, pfi které se uvoliuje
teplo a svétlo. Jiné jsou skryté, naptiklad nasem téle probihaji kazdou sekundu miliardy chemickych
premén. Mozna jste si nékdy kladli otazku, proc¢ tyto reakce probihaji bezpecné a soubézné, aniz by si
navzajem ,prekdzely“? Jednou z klicovych odpovédi jsou enzymy — biologické katalyzatory, které
koordinuji a urychluji konkrétni reakce v burce.

Enzymy jsou pro hladky pribéh reakci nezbytné. Nékteré reakce, i kdyz jsou termodynamicky
pfipustné, by totiz za fyziologickych podminek vibec neprobéhly (maji pfiliS vysokou aktivaéni
energii). A jiné probihaji mnohem pomaleji, neZ je pro Zivot potfebné. Enzymy tyto reakce umozni a
zajistuji tak, ze metabolické drahy funguji plynule.

1.1 Proc nékteré reakce bézi pomalu — aktivacni energie

Enzymatické reakce probiha tak, Ze vznika prechodny komplex enzymu a substratu. Substrat
(S) se navaze do aktivniho mista enzymu (E) = vznikne komplex ES. V komplexu probéhne chemicka
pfeména - vznikne produkt (P). Produkt se uvolni, enzym z(istane neporuseny a je pfipraven
zpracovat dalsi substrat. Prvni krok (vazba substratu) byva casto krokem rychlym a vratnym; druhy
krok (tvorba produktu a jeho uvolnéni) je ¢asto pomalejsi a urcuje celkovou rychlost procesu.
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Aby se substraty preménily na produkty, musi systém prekonat tzv. aktivacni energii:
predstavte si ji jako kopec, pres ktery musi reakce ,preskocit”. Vyssi aktivacni energie znamena3, zZe
molekuly nemaji dostatek energie ke vstupu do prechodného stavu, a proto je reakce pomala nebo
vibec neprobiha. Prikladem je zapdleni celuldzy: plamen poskytne pocatecni energii, kterd umozni
zahdjeni horeni. Katalyzatory, mezi néz patfi i enzymy, snizuji aktivac¢ni energii tim, Ze nabizeji
alternativni reakéni mechanismus. Katalyzator se pfi tom sdm pfi reakci nespotiebuje.

reaktanty

2 Enzymy — co je odlisuje od jinych katalyzatori

Enzymy jsou bilkoviny (nékdy RNA — tzv. ribozymy) se specifickym tvarem aktivniho mista. Ve
srovnani s jednoduchymi anorganickymi katalyzatory maji nékolik charakteristickych vlastnosti:

e Citlivost na podminky — pH, teplota, iontova sila a pfitomnost kofaktor( ovliviiuji jejich
aktivitu.

e Vlysoka specifita — obvykle katalyzuji jen jeden typ reakce nebo plsobi na velmi omezenou
skupinu substratd.

Enzymova aktivita je silné zavisla na fyzikdlné-chemickych podminkach okolniho prostredi.
Mezi nejvyznamnéjsi faktory patfi pH, teplota, iontova sila a sloZeni prostredi, redoxni podminky a
pfitomnost inhibitort ¢i aktivator(. V nasledujicich odstavcich popisujeme jednotlivé vlivy a jejich
dlsledky pro laboratorni stanoveni i biologickou funkci enzym.

2.1 VlivpH

Hodnota pH prostfedi vyrazné ovliviiuje konformaci enzymu. O této problematice se dozvite
vice v kapitole o proteinech. | mirné posuny pH mohou zménit ionizaci postrannich fetézcl
aminokyselin, a tim ovlivnit schopnost enzymu substrat rozpoznat, navazat a preménit. Soucasné se
méni i ionizace samotného substratu, coz miZe rovnéz oslabit interakci enzym-substrat. Extrémni pH
(silné kyselé nebo silné zasadité) obvykle vede k denaturaci bilkovinné struktury a ke ztraté
katalytické aktivity.



Pro vétsinu enzym( se udava pH-optimum priblizné v rozmezi pH 5-8, nicméné existuji
vyznamné vyjimky odpovidajici jejich fyziologickému umisténi. Napfiklad pepsin ma optimum pfi pH
1,5-2,5 (zaludek), zatimco nékteré stfevni enzymy dosahuji maxima v neutralné az mirné zdsaditém
prostiedi. Alkalicka fosfataza pracuje nejlépe pfi pH 9,5-9,7; naopak kyselda fosfataza vykazuje
aktivitu pfi kyselém pH.

RGzné enzymy se mohou nékdy jmenovat podobné (napf. vice forem fosfatdz), protoze
katalyzuji stejny typ reakce nebo pracuji se stejnou funkéni skupinou, lisSi se vsSak lokalizaci v
organismu, optimalnimi podminkami, strukturou nebo regulaci. Tyto formy enzym( umoznuji
organismu vykonavat obdobné chemické ukony v riznych bunécnych nebo organovych prostiedich.

2.2 Vliv teploty

Teplota ovliviiuje rychlost molekuldrnich srazek a téz stabilitu bilkovinné struktury enzymu. S
rostouci teplotou obvykle roste rychlost reakce az do urcitého teplotniho optima, které u vétsSiny
savCich enzym( leZzi mezi 35-45 °C. Pfi vyssich teplotach dochazi k postupné termalni denaturaci
enzymu a rychlost reakce klesa. Pfi velmi nizkych teplotach (blizko 0 °C) jsou reakce velmi pomalé;
pro dlouhodobé uchovani biologického materidlu se proto pouzivd hluboké zmrazeni (napt. -20 °C
nebo nizsi), kdy enzymatické reakce prakticky ustavaiji.

0 100%
c Ll .
2 Temperature . Denaturation ° ‘JE-‘
Q . .
¢ 20 increases activity o\ decreases g
“ © activity S &
o S © o
2 T .2
E 10 % 9z
[4+]
o]
0 : 0%
10 20 30 40 i 50 60
Temperature / °C
(Zdroj: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d5/Q10_graph_c.svg/langcs-960px-
Q10_graph_c.svg.png)
2.3 lontova sila, pufr a redoxni podminky

lontova sila méni elektrostatické interakce mezi enzymem a substradtem i v rdmci samotné

bilkovinné molekuly, coz mlZze ovlivnit vazbu i konformaci enzymu. P¥i laboratornich studiich enzym{

proto do reakénich smési vidy priddvame pufr, ktery udrZuje stabilni pH a tim i konstantni podminky

pro méreni rychlosti. Typ pufru a jeho koncentrace urcuji schopnost udrzet poZzadované pH.

Dale je tfeba brat v ivahu redoxni podminky: u enzym, které obsahuiji disulfidové vazby nebo

redoxni kofaktory, mlzZe zména oxida¢né-redukéniho stavu vést ke ztraté aktivity nebo k prechodu

mezi aktivni a neaktivni formou.



Jednim z pfikladl kofaktorl je NADH — béZny koenzym dehydrogendz. Funguje jako donor
elektront (a protonl) — pfi redukénich krocich se oxiduje na NAD*, pfi oxidacnich je naopak
redukovdn na NADH. V praktickych enzymatickych testech (napf. méreni aktivity
laktatdehydrogendzy) se zména koncentrace NADH ptimo sleduje spektrofotometricky, protoze
NADH silné absorbuje pfi 340 nm, zatimco NAD* nikoliv. V prdbéhu reakce tedy koncentrace NADH
klesa (pokud je spotfebovavan jako substrat) nebo stoupd (pokud je tvoren jako produkt), a tento
pokles/rist odrazi rychlost katalyzované reakce.

2.4 Inhibitory a aktivatory

Inhibitory a aktivatory enzymi zasadné ovliviiuji rychlost a prlibéh enzymatickych reakci tim,
Ze méni vazbu substratu na enzym nebo ovliviuji katalytickou aktivitu aktivniho mista.

o Kompetitivni inhibitory soutézi se substrdtem o aktivni misto enzymu. Lze je ,prekonat”
zvySenim koncentrace substratu — proto se u nich zvySuje Km (je tfeba vice substratu k
dosazeni poloviny Vmax), ale maximalni rychlost reakce (Vmax) zUstava nezménéna.

o Nekompetitivni inhibitory se vaZou mimo aktivni misto (napf. na alosterické misto) a méni
tvar enzymu tak, Ze snizuji jeho maximalni aktivitu. V tomto pripadé Km zlstava stejné, ale
Vmax se snizuje. Typickym prikladem je kyanid, ktery inhibuje cytochrom c¢ oxidazu v
dychacim retézci.

o Aktivatory enzymu plsobi opaéné — usnadnuji vazbu substratu nebo stabilizuji aktivni
konformaci enzymu. Kofaktory (napf. ionty kovl jako Mg?*, Zn?** nebo organické koenzymy
jako NAD*, FAD) jsou nezbytné pro spravnou funkci mnoha enzym. Alosterické aktivatory
se vazou mimo aktivni misto a zvysuji afinitu enzymu k substratu, coz urychluje reakci a
zlepsuje regulaci metabolickych drah.

Tyto mechanismy maji velky prakticky vyznam — pravé na principu inhibice nebo aktivace enzymi
funguje vétsina farmak (napf. inhibitory ACE u hypertenze, statiny u poruch metabolismu lipidd).

3 Enzymova specificita

Enzymova specificita znamena3, Ze enzym pUsobi pouze na urcité substraty nebo katalyzuje jen
omezeny typ reakci. Jinymi slovy — enzym ,rozpozna“ jen ty molekuly, které odpovidaji tvaru a
chemickym vlastnostem jeho aktivniho mista. Aktivni misto je tvofeno postrannimi Fetézci
aminokyselin, a substrat tak musi nejen prostorové zapadnout, ale také vhodné chemicky
interagovat.

Podle rozsahu rozliSujeme nékolik druhi specificity:

e Absolutni specificita — enzym pUsobi jen na jeden presné dany substrat (napt. ureaza stépi
pouze mocovinu).

e Skupinova specificita — enzym rozpoznavd urcitou funkéni skupinu pritomnou na rdznych
molekulach (napt. alkoholdehydrogendaza na —OH skupinu).

e Vazebna specificita — enzym je zaméfen na urcitou chemickou vazbu, napf. esterovou nebo
amidovou.

e Stereospecificita — enzym rozliSuje mezi prostorovymi izomery a plsobi pouze na jeden z nich
(napf. L-aminokyseliny vs. D-aminokyseliny).



K vysvétleni mechanismu rozpoznani substratu slouzi dva modely. Model ,zamek a kli¢“
popisuje situaci, kdy substrat presné zapada do aktivniho mista. Model ,induced fit“ (indukované
prizplisobeni) ukazuje, Ze enzym se po navazani substratu ¢asteéné prizpUsobi jeho tvaru a tim
stabilizuje komplex.

Specificita ma zasadni biologicky vyznam: zajistuje presnost metabolickych drah, zabrariuje
nezadoucim reakcim a umoZiuje jemnou regulaci metabolismu. Z farmakologického pohledu je pak
enzymova specificita klicova pfi navrhu lécCiv — cilem je vyvinout selektivni inhibitory nebo aktivatory,
které ovlivni pouze cilovy enzym, a tim minimalizuji neZzadouci Ucinky.

Souhrn

Enzymy jsou biologické katalyzatory, které urychluji reakce snizenim aktivacni energie a tim
zajistuji plynuly chod metabolismu. Jejich aktivita zavisi na podminkach prostfedi — pH, teploté,
iontové sile, pufru ¢i redoxnim stavu — a muZe byt ovlivnéna inhibitory nebo aktivatory. Inhibitory
zpomaluji nebo blokuji ¢innost enzym, zatimco aktivatory, ¢asto ve formé kofaktor(, jejich ucinek
podporuji. Klicovou vlastnosti enzym( je specificita: kazdy enzym rozpoznava jen urcité substraty
nebo reakce, coZ zajistuje prfesnost metabolickych drah. Specificita ma i zadsadni klinicky vyznam,
protoze umoznuje cileny navrh léCiv a selektivnich inhibitoru.

Kontrolni otazky

1. Co je aktivacni energie a jakou roli pfi ni hraji enzymy?

2. Cim se enzymy lisi od bé&inych (anorganickych) katalyzator@?

3. Jak pH prostredi ovliviiuje ¢innost enzym? Uvedte priklady enzym( s odlisSnym pH optimem.

4. Jaky vyznam ma iontova sila a pufr pti studiu enzymovych reakci?

5. Vysvétlete, jak funguje kompetitivni a nekompetitivni inhibice a jak se lisi jejich vliv na Km a
Vmax.

6. Jakym zplsobem mohou kofaktory nebo alosterické aktivatory ovlivnit enzymovou reakci?

7. Co znamena enzymova specificita a jaké typy specificity rozliSujeme?



