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Enzymova kinetika

obor enzymologie, zabyvajici se studiem
rychlosti reakci katalysovanych enzymy,
ph’padné tim, jak se zmeni rychlost reakci
se zmenou experlmentalnlch podminek

S] — koncentrace substratu

E] — koncentrace enzymu

V, — pocatecni reakcni rychlost
V,,, — limitni rychlost

Km — Michaelisova konstanta




PocCatecCni reakcCni rychlost

jednim z nejvétsich vlivu na rychlost enzymové reakce
ma koncentrace substratu [S]

studium tohoto vlivu ale neni jednoduché, protoze [S] se
v prubéhu reakce méni, jak je S pfeménovan na P

proto se zavadi termin pocCatecCni reakcni rychlost
(definovano pouze pro pokusy in vitro, kde Ize zajistit
podminku nulové koncentrace produktu) — pro
podminku, ze [S] je mnohem vySSi nez [E] (coz je v
bézné reakci splnéno, [S] byva 10° vétsi)

meérime-li v prvnich max. 60s reakce, jsou zmény v [S]

tak malé, ze je muzeme zanedbat a muzeme povazovat
[S] za konstantu

navic reakce bézi jen jednim smérem, protoze [P] je v
pocatcich zanedbatelna



« stanoveni vg:

+ k definovanému objemu roztoku, obsahujicimu substrat o koncentraci /S;/, piidame urcité
mnozstvi enzymu a vhodnou analytickou metodou sledujeme mnozstvi vznikajiciho produktu
(nebo ubyvajiciho substratu)

+ pocateéni rychlost uréime jako smémici ¢asové zavislosti koncentrace produktu (substratu) v ¢ase
nula

+ reak¢ni rychlost s ¢asem klesa — nutno oSetiit, zda je pokles koncentrace substratu jesté piijatelny
— obvykle se piipousti pokles 5 %



Rovnice Michaelis-Mentenové
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Jaké zavéry lze vyvodit z rovnice Michaelise a Mentenové?

zavislost vp na [§/ limituje pro vysoké koncentrace [S/ k tzv. limitni rychlosti — nasyceni substratem
konstanta K ma rozmer koncentrace substratu

konstanta K ma hodnotu koncentrace substratu, ktera je zapotiebi k dosazeni poloviny limitni
rychlosti

konstanta K, nezavisi na koncentraci enzymu
hodnota Vi, je pfimo uméma koncentraci enzymu [E,/

vydélenim Fj, hodnotou [Ey/ ziskame konstantu k; — molekularni (molarni) aktivita, katalytickad
konstanta, cislo premény (turnover number) — pocet molekul (molu) substratu preménény jednou
molekulou enzymu za ¢asovou jednotku



Katalyticka aktivita enzymového preparatu

~ mnozstvi aktivniho enzymu

Katalytickou aktivitu 1 katal (1 U) vykazuje enzymovy preparat,
ktery za definovanych podminek (pH, pufr, teplota) pri nasyceni
substratem preméni 1 mol (1 umol) substratu za 1 sec (1 min).

Specificka aktivita - aktivita vztazena na mg enzymu

Molekulova (molarni) aktivita - aktivita vztazena na mol enzym
(Cislo premény)
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K..: Priklad hexokinasa

Glukosa + ATP — Glc-6-P + ADP

<ielo Glukosa Allosa Mannosa Substrat
1 (IZHO (IZHO (IZHO
2 H-CII-OH H-(IZ-OH HO-(IZ-H
3 HOGCH H-G-OH HO-G-H
4 H-C-OH H-CII-OH H-C-OH
5 H-CIZ-OH H-CII-OH H-CII-OH
6 H,-C-OH H,-C-OH H,-C-OH

____________________________________________________________________




Cislo premeény

Enzymy Substraty Kot (S71)

katalasa H,O, 40 000 000
dekarboxylasa HCO, 400 000
acetylcholinesterasa acetylcholin 140 000
B-laktamasa benzylpenicillin 2 000
fumarasa fumarat 800
RecA protein (ATPase) ATP 0,4

Mnozstvi produktu, preménéného ze substratu jednou
molekulou enzymu za 1 sekundu



Inhibice

* Inhibitor — latka zpomalujici nebo zastavuijici
enzymovou reakci

* |nhibice vratna a nevratna

— Nevratna inhibice - enzym nevratné modifikovan
chemickou reakci s inhibitorem

— Vratna inhibice se dale deli
« Kompetitivni (V' =V, Km’ > Km)
* Nekompetitivni (V' <V, Km’ = Km)
« Akompetitivni (V'/V = Km’ / Km)



Kompetitivni inhibice

cista reversibilni inhibice, pri niz inhibitor soutezi o vazbu
na enzym se substratem

casto inhibitor a substrat podobna struktura, vazi se do
stejneho vazebného mista

vysokou koncentraci substratu Ize inhibitor vytésnit z
vazby na enzym a tim zrusSit jeho pusobeni

VIim neni ovlivhéna
Km se zvysuje
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Kompetitivni inhibice

« inhibitor soutézi se substratem o vazbu na enzym
+ inhibitor ma casto podobnou strukturu jako substriat — tvorba inaktivniho komplexu enzyvm-inhibitor
« inhibice je vrama — vysokou koncentraci substratu lze inhibitor 2z enzymy , vyvtésnit™

(V= V). (K> Kad

Wl

— m
L

+ | = EI I"\,_

'11

Ve, (LAmin)

[EL[I]
[El]

K Kun [S] {(mM)

Kompetitivai inhibice.



Nekompetitivni inhibice
Cista reversibilni inhibice, pfi niz vazba inhibitoru na enzym neovlivhuje vazbu
substratu
enzym ma pfi tomto typu inhibice specifické vazebné misto pro inhibitor
muze tedy existovat komplex enzym—substrat—inhibitor

vazbou inhibitoru je porusena schopnost enzymu premenovat substrat, a to
bud vyvolanim konformacni zmény polypeptidového fetézce, v jejimz dusledku
se katalytické skupiny dostavaji do nevyhodného postaveni, nebo omezenim
moibnosti konformacnich zmén, které jsou pro prubéh katalysované reakce
nezbytné

z kinetickeho hlediska se systém chova tak, jako by bylo pritomno mensi
mnozstvi enzymu, nebot Cast je ho inaktivovana vazbou inhibitoru

VIim je snizena
Km neni ovlivhéna
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Nekom petitivni inhibice

+ vazba inhibitoru na enzym neovliviiuje vazbu substritu na enzym, ale snizuje ryvchlost pfemeény
substratu na enzym

+ enzym ma pii tomto typu inhibice specifické vazebné misto pro inhibitor; maze tedy existovat
komplex enzym-substrat-inhibitor

+ vazbou inhibitoru je poruSena schopnost enzyvmu preménovat substrit, a to bud’ vyvolanim
konformacni zmény polypeptidového fetézee, v jejimz dasledku se katalvticke skupiny dostavaji do
nevvhodného postaveni, nebo omezenim moZnosti konformacnich zmén, které jsou pro prubéh
katalysované reakce nezbyineé — allostericky efekt

+ 7 kinetického hlediska se systém chova tak, jako by byvlo pfitomno mensi mnozstvi enzymu, nebot’
cast je ho maktivoviana vazbou inhibitoru
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Nekompetitivni inhibice.



Akompetitivni inhibice

« Cista reversibilni inhibice, pfi niZ se inhibitor muze
vazat pouze na komplex enzym — substrat, nikoli
vSak na volny enzym

* vazbou inhibitoru je porusena schopnost enzymu
premenovat substrat a nevznika tedy produkt

* snizena Km i Vlim, a to ve stejném pomeru

{b) Uncompetitive inhibition
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Akompetititvni inhibice

« vazba inhibitoru je moina pouze na komplex enzym-substrit
« vazbou inhibitoru je porudena schopnost enzymu premeénovat substrit a nevznika tedy produkt
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Akompetitival inhibice.



