Vzoreckovnik

Vzorec pro vypocet rovnovazné konstanty:

Lambert-Beerlv zakon:
Enzymova aktivita:
Rovnice Michaelise a Mentenové:

Vztah limitni rychlosti a katalytické konstanty:

AGO
K = e RrT
A=c-d-¢

Ang Anp
a= —— = —
At At

— Vim*[S]
Km+[S]

Viim = Kcat - [E]

E...enzym, S ... substrat, P ... produkt, | ... inhibitor, ES ... enzym-substrat komplex, El ... enzym-inhibitor

komplex, ESI ... enzym-substrat-inhibitor komplex
[X] ... molarni koncentrace latky X; nx ... [atkové mnozstvi latky X
AY ... zména veli¢iny Y

K ... rovnovaina konstanta

G ... standardni Gibbsova volnd energie

a ... enzymova aktivita

t..cas

A ... absorbance

c ... latkova (molarni) koncentrace

d ... opticka draha kyvety

€ ... molarni absorpéni koeficient

v ... reakéni rychlost

Viim ... limitni rychlost enzymové reakce

Km ... Michaelisova konstanta

Kcat ... katalyticka konstanta



Reakéni rychlost chemické reakce

Jak spocitat prlimérnou rychlost jedouciho automobilu urcité vite — prosté vezmete drahu, kterou za
urcity ¢as ujel, podélite ji timto ¢asem a je hotovo. Jak ale méfit rychlost chemickych reakci? Vezméme
si nejjednodussi model chemické reakce:

S—->P

V tomto pfipadé samoziejmé neni mozné se na reakci divat a pocitat, kolikrdt za jednotku casu
probéhne. Proto je nutné rychlost chemickych reakci vyjadfit trochu oklikou: podivdame se, jaka je
koncentrace vychozi latky = substratu (S) v roztoku v ¢ase 0, potom znovu v ¢ase t a z rozdilu téchto
koncentraci podélenych ¢asem ziskdme nasi reakéni rychlost. Samozifejmé nemusime pozorovat, jak
rychle ubyva substrat reakce, ale tfeba jak rychle pribyva jeji produkt (P). Reakéni rychlost pak mizeme
vyjadfit rovnici:

d[s] d[P]

S dt dt
(pozn.: [S] = koncentrace latky S)

Je v3ak duleZité si uvédomit, Ze tato rovnice pracuje s diferencialy, které vyjadfuji neuvéritelné maly
rozdil dané veliciny; reakcni rychlost je (az na specialni pfipady) platnd pouze pro jeden dany okamzik
reakce a neni tak vhodna ke srovnavani rliznych reakci. To by bylo, jako byste srovnavali vykon
zavodniho auta a trabantu na zdkladé informace, Ze zavodak zrovna jede dvacitkou a trabant
padesatkou. Zde potiebujeme jinou veli¢inu, kterd reakci charakterizuje, jako napfriklad u nasich aut
jejich maximalni dosazitelnou rychlost.

Reakce nultého a prvniho fadu v souvislosti s enzymovou kinetikou

V klasické enzymologii se setkdme nejcastéji s reakcemi nultého a prvniho fadu. Reakce prvniho fadu
jsou nejtypictéjsSimi chemickymi reakcemi. Tyto reakce probihaji rychlosti, kterd je zdavisla na
koncentraci substratu v reakéni smési — ¢im déle takova reakce probiha, tim méné substratu zbyva a
tim pomaleji reakce probiha. Reakéni rychlost rovnice prvniho Fadu je tak charakterizovana rovnici:
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T

=k-[S]
kde k je takzvana rychlostni konstanta reakce, coz je veliCina, ktera jiz charakterizuje danou reakci a je
pro ni za danych podminek neménna.

S reakcemi nultého fadu se setkdme v pfipadé, Ze je dany enzym v urcitém case zcela nasycen
substratem —je vyCerpana jeho kapacita a kazdd jedna molekula enzymu v roztoku pracuje na pfeméné
substratu na produkt. Nehledé na to, kolik substratu jesté pridame, v roztoku je jen omezeny pocet
enzymu, ktery jej mGze preménovat a reakce tak pracuje svou tzv. limitni rychlosti (Vim), ktera je
v kazdy okamzik reakce stejnd. Reakcni rychlost rovnice nultého fadu je popsana rovnici:
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kde A[S] a At jsou jiz makroskopicky pozorované veliciny. Pokud tedy vice, Ze reakce S = P je nultého
fadu, v case 0 s zmérime [S]1 = 10 mM a v ¢ase 30 s [S]; = 1 mM, pak mlzeme fict, Ze reakce probiha
konstantni rychlosti o velikosti:
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Enzymova aktivita

Za podminek nasyceni enzymu substratem mérime veliCinu, kterd se nazyva enzymovd aktivita (a).
Tato veli¢ina je definovana rovnici:
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a prestoze se mlzZe zdat, Ze se témér nelisi od definice reakéni rychlosti reakce nultého fadu, az na to,
Ze nepracuje s koncentraci nybrz latkovym mnoZstvim substratu resp. produktu reakce, opak
jepravdou. VSimnéte si, Ze v rovnici vibec nefiguruje koncentrace enzymu. Enzymova aktivita je totiz
sama mirou mnozstvi enzymu. Pro enzymovou aktivitu se nej¢astéji pouzivad jednotka katal, z jejiz
definice plyne také vyznam enzymové aktivity: 1 katal enzymu je takové mnoZstvi enzymu, které
katalyzuje preménu 1 molu substratu za 1 sekundu. Pokud tedy mate 1 katal dvou rlznych enzym{,
které katalyzuji stejnou reakci, viilbec to neznamena, Ze jich mate stejné mnozstvi, ale to, Ze za
podminek nasyceni substratem budou reakce katalyzované obé&ma enzymy probihat stejnou rychlosti.

Rovnice Michaelise a Mentenové

Enzymova kinetika Casto potfebuje mechanismus reakce nultého a prvniho radu skloubit dohromady.
Pokud je substratu dost a enzym je nasyceny, preména probihd reakci nultého radu. Pokud je ale
substratu méné, nemusi jej byt dostatek pro nasyceni veskerého enzymu, a urcita ¢ast molekul enzymu
tak v roztoku plave, aniz by se na katalyze v dany okamzik podilela. Tento model je pro zjednoduseny
model obecné enzymové reakce:

Km kcat
ES——=E+P
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charakterizovan tzv. rovnici Michaelise a Mentenové:

_ Viim " [S]

Y0 = Kn + 8]

kde vo je tzv. pocdtecni rychlost reakce, tedy rychlost enzymové reakce na jejim samém zacatku, kdy
muUzZeme zanedbat Ubytek substratu, vliv produktu a spoustu dalSich otravnosti. Kromé koncentrace
substratu [S] v rovnici vystupuje limitni rychlost reakce Vim, vyjadfujici rychlost, kterou enzymova
reakce probihd, kdyZ je enzym zcela nasycen substratem. K je tzv. Michaelisova konstanta, ktera se
rovna takové koncentraci substratu, pfi které enzymova reakce probiha prdvé polovinou limitni
rychlosti reakce (coZ si snadno ovérite tak, Ze pokud za K do rovnice dosadite [S], zjistite, Ze v = Viim/2).
Tato veli¢ina je mirou rychlosti a stability vazby substratu do aktivniho mista enzymu, je pro danou
enzymovou reakci specificka a za danych podminek neménna. Mozna si ale fikate: ,,Moment, a nehraje
koncentrace enzymu také néjakou roli? Pfece, ¢im vice enzymu, tim vy$si musi byt maximalni rychlost
reakce!” A méli byste samoziejmé pravdu. Tato skutecnost je ukrytd ve veli¢iné Viim, kterou lze vypocist
jako:

Viim = kcat ! [E]

kde [E] je koncentrace enzymu a ket rychlostni konstanta enzymové reakce, také nazyvana jako
katalytickd konstanta, molekulovd aktivita nebo Cislo pfemény enzymu. Tato veli¢ina uddava, kolik
molekul substratu je jedna molekula enzymu schopna preménit za jednu sekundu a spolecné s Kn, se
jednd o druhou velicinu, kterd je pro enzymovou reakci charakteristicka.



Z rovnice Michaelise a Mentenové a definice limitni rychlosti enzymové reakce zaroven zpétné vyplyva
poznatek, ktery dal témto velicindm zaklad: pfi konstantni koncentraci substratu je poc¢atecni rychlost
enzymové reakce pfimo Umérnd koncentraci enzymu, zatimco pfi konstantni koncentraci enzymu je
tato zavislost hyperbolicka:

— [S]=1 — [E]=1
> — [S]=2 > — [E]=2
— [S]=3 — [E] =3

[E] [S]

Aktivatory a inhibitory enzymové aktivity

Latky, které se vdzou na molekulu enzymu a touto vazbou ovliviiuji rychlost enzymové reakce,
nazyvame enzymové aktivatory (pokud reakci urychluji) anebo inhibitory (které zase rychlost reakce
snizuji). Zatimco zpUsobU aktivace enzyml je celd fada vétsinou specifickych pro dany enzym anebo
dokonce jen jednu enzymovou reakci, enzymové inhibitory mizeme do jisté miry klasifikovat.
Enzymovou inhibici rozliSujeme dle charakteru vazby inhibitoru na reverzibilni (vratnou), kdy se
inhibitor vaZe na enzym slabé a po jeho odstranéni se obnovi plvodni funkce enzymu a irreverzibilni
(nevratnou), kdy se inhibitor na enzym navaze pevné, naptiklad kovalentni vazbou, latku tak bez
denaturace enzymu neni mozné z enzymu odstranit a zplsobend zména je tim trvald. Reverzibilni
inhibitory mizeme dale rozlisit na zakladé toho, jaky maji vliv na katalytické parametry dané enzymové
reakce.

Kompetitivni inhibitory jsou takové inhibitory, které se vazou pouze na volny enzym:
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Kompetitivni inhibitory soutézi se substratem o vazbu do aktivniho mista enzymu a zpUsobuji zvyseni
hodnoty Michaelisovy konstanty, zatimco limitni rychlost reakce zlstava konstantni.



Akompetitivni inhibitory se zase vaZou pouze na komplex enzym-substrat:
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Akompetitivni inhibitory vazbou na enzym-substrat komplex tento komplex zablokuji a enzym neni
schopen premény substratu na produkt. Akompetitivni inhibitory zplsobuji sniZzeni hodnoty
Michaelisovy konstanty i limitni rychlosti reakce.
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Nekompetitivni inhibitory se vaZou stejné silné jak na volny komplex, tak na komplex enzym-substrat:
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a to zpravidla proto, Ze jejich vazba probiha do mista, které je zcela odliSné a nezavislé na aktivnim
misté enzymu, avsak vazba inhibitoru do néj aktivni misto ovliviiuje a zplsobuje zablokovani enzymové
reakce. Nekompetitivni inhibitory zplsobuji sniZeni limitni rychlosti reakce, zatimco Michaelisova
konstanta neni ovlivnéna.

Posledni typ reverzibilnich inhibitor(i, smésné inhibitory, se stejné jako inhibitory nekompetitivni
vazou jak na volny enzym, tak na komplex enzym-substrat (proto plati stejné schéma, jako pfi inhibici
nekompetitivni). V tomto pripadé je ale situace o néco sloZitéjsi: nejenze vazba inhibitoru ovlivriuje
vazbu substratu, ale plati to i naopak; aktivni misto a vazebné misto inhibitoru se tak vzajemné ovliviu;ji
a sila vazby inhibitoru na volny enzym a komplex enzym-substrat se liSi. Smésné inhibitory vidy
zpUsobuji snizeni limitni rychlosti reakce a budto zvyseni anebo snizeni Michaelisovy konstanty podle
toho, ze se smésny inhibitor vaZe silnéji na volny enzym anebo na komplex enzym-substrat.



