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8. Kinetika enzymovych reakci

rovnice Michaelis-Mentenove a inhibice




- 1913 — Michaelis a Mentenova ziskali zakladni
poznatky o enzymovych reakcich

- Pr1 meéreni rychlosti hydrolytického stépeni
sacharosy na fruktosu a glukosu tc¢inkem B-
fruktofuranosidasy zjistili:

- 1. Byla-li pocatecni koncentrace sacharosy
udrzovana konstantni a menila se koncentrace
enzymu, byla zavislost pocatecni rychlosti reakce na
koncentraci enzymu linearni

- 2. Byla-l1 koncentrace enzymu konstantni a ménila
se koncentrace substratu, byla zavislost pocatecni
rychlosti na koncentraci sacharosy hyperbolicka
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o Pokud se méni koncentrace substratu:

e A) Pri1nizkych koncentracich substratu jsou molekuly enzymu
vétsinou volné a jen mala cast jich je v komplexu: [E]>>[ES]

e Rychlost reakce je mala a je imérna koncentraci substratu
podle kinetické rovnice prvého radu

e B) Pri1 vysoké koncentraci substratu je veskery enzym vazany
v komplexu ES: [E]<<[ES]

e Nasycenim enzymu substratem je dosazeno mezné rychlosti v
=V, ktera uz dale nestoupa, jelikoz dalsi substrat uz nema
k dispozici volny enzym. Doslo k nasyceni enzymu a reakce je
vzhledem k substratu nultého radu — saturacni krivka




o 1925 - Briggs a Haldane provedli matematické
zpracovani saturacni krivky na zakladé teorie
ustaleného stavu

o Podminka ustaleného stavu: [KS], = konst.
o Dostatek substratu: k[E][S] = k;[ES] + ky[ES]

o Aktualni koncentraci enzymu vyjadrime pomoci
konstantni pocatecni koncentrace [E], a mnozstvi
enzymu vazaného v komplexu ES: [E] = [E], - [ES]

o Dostaneme: k., ([E], = [ESD[S] = k4[ES] + k,[ES]

k4 [E]olS]
[ES]n = k_, +k, +k,4[S]




ROVNICE MICHAELIS-MENTENOVE
o Po dalsich upravach dostavame finalni vztah:
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ov...rychlost reakce

oV...mezna rychlost reakce
o [S]...aktualni koncentrace substratu

o Ky;...konstanta Michaelis-Mentenové, je rovna
koncentraci substratu, pri niz je dosazeno
poloviny mezné rychlosti ‘




o Hodnota Ky; rozdeluje krivku zavislosti pocatecni
rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu na
dvé oblasti

o Pr1 nizkych koncentracich substratu bude proto casovy
prubéh enzymové reakce probihat podle kinetické
reakce I. radu, pri vysokych koncentracich substratu je
reakcni rychlost konstantni, nezavisla na [S]

o Mnozstvi vznikajicich produktu se proto pri dostatecnée
vysoké koncentraci substratu meni s casem linearne a
smernice této primky je ekvivalentni koncentraci
enzymu, resp. jeho aktivite

o Teéto skutecnosti vyuzivame ke (kinetickému) urcovani
mnozstvi enzymu




o Hodnota Ky; zavisi na prostredi (pH, teplota,
pritomnost efektoru,...), proto je nutné jeji idaj vzdy
doplnit udanim podminek stanoveni

o Dosahuje hodnot 10! — 10 mol/l

o Je umerna disociacni konstante komplexu ES

o Cim je hodnota Ky, nizsi, tim vyssi je afinita enzymu
k danému substratu

o Ze znalostli V muzeme vypocitat rychlostni konstantu
k,, ktera udava molekulovou aktivitu enzymu, drive
zvanou c¢islo promeény — pocet molu substratu
premeéneénych za optimalnich podminek za jednu
sekundu jednim molem enzymu

o K urceni kinetickych parametru Ky; a V se pouziva
nejéastéji tzv. metody pocatecnich rychlosti ’




LINEARIZACE ROVNICE MICHAELIS-MENTENOVE
o Zmeéna krivky v primku (y = kx + q):

~ V-[S]
V_KM'I'[S]
1 Ky + [S]
v V-[S]
1 Ky 1
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LATKY OVLIVNUJICI CINNOST ENZYMU

o Nazyvame je efektory ¢i modifikatory

o Pozitivni — zvysuji aktivitu enzymu (aktivatory)

o Negativni — snizuji aktivitu enzymu (inhibitory)

o Prirozené — , normalni“ slozky bunek, podili se na
regulaci

o Neprirozené — syntetické latky vnesené do organismu
(léciva, jedy, narkotika, exhalaty...)

o Aktivatory jsou pouze latky, jenz se na molekulu
enzymu vazi vratne




TYPY INHIBICE ENZYMU

- 1. Kompetitivni (soutéziva)
« Inhibitor neovlivnuje meznou rychlost (V=V"), ale zvysuje
Michaelisovu konstantu (K'y;> Ky;)

- Inhibitory (v tomto pripadé zvané antimetabolity) strukturné
podobné substratu, enzym s nimi vytvari komplex EI

- Nadbytek substratu ovsem inhibitor z komplexu EI vtésnuje a
je mozné dosahnout mezné rychlosti
- 2. Nekompetitivni (allostericka)

« Inhibitor nevyvola zménu Michaelisovy konstanty (K= Ky;),
nybrz snizuje meznou rychlost (V'< V)

- Neovlivnuje vazbu substratu na enzym, ale zmensuje jeho
premeénu na produkt

- Nedaji se vzajemnym nadbytkem vytesnit ’




. Akompetitivni

Inhibitor snizuje meznou rychlost 1 Michaelisovu konstantu
stejnou meérou, coz znamena, ze jejich pomeér zastava i po
inhibici konstantni

Inhibitor neatakuje volny enzym, ale az vznikajici komplex ES
za vzniku ESI

. SmisSena
Inhibitor méni Michaelisovu konstantu, meznou rychlost 1
jejich pomeér




AKTIVNI CENTRA A JEJICH TYPY

o Enzymova reakce probiha v relativné malé oblasti
molekuly, které rikame aktivni centrum, nebo aktivni
misto

o Aktivni centrum obsahuje katalyticky aktivni skupiny
tvorici katalytické centrum a dale skupiny, které
specificky vazou substrat (tzv. vazebné centrum), dale
to jsou 1 skupiny, které vytvareji vhodné chemické
prostredi v centru a jeho vhodnou prostorovou
strukturu

1. Tvaru stérbiny (pukliny) do kterych se vsunou retezce
substratu a na vhodném misté jsou preruseny

« 2. Tvaru meélké povrchové prohlubné — travici enzymy

« 3. Tvaru jamky — enzymy odstépujici koncové struktury ’
z Tetézcl




o Enzymy povahy slozenych bilkovin maji oblast
k navazani koenzymu

o Tato oblast byva vétsinou na povrchu molekuly
enzymu a byva prostorne lokalizovana v bezprostredni
blizkosti vazebného centra pro substrat

o Enzymova reakce probiha mezi vazanym substratem a
vazanym koenzymem, kdy koenzym ma tlohu druhého
reaktantu a oznacuje se jako kosubstrat

o Dalsi mista podminujici, nebo usnadnujici aktivitu
enzymu oznacujeme jako stabilizacni (aktivacni) mista

o Allosterické efektory:

- Ovladaji aktivitu oligomernich enzymul nachéazejicich se na
klicovych metabolickych mistech

- Vyvolavaji jemné konformacni zmeény, pusobi v allosterickych
centrech




SPECIFICKE PUSOBENI ENZYMU

o Alegorie na téma zamku a klice

o 1958 — Koshland formuloval teorii indukovaného
prizpusobeni aktivniho mista enzymu

o vazba substratu na enzym vyvolava malé c¢i velké
konformacni zmény, jenz vedou k spravnému
nasmerovani katalytickych skupin

o Konformacni zmény pozorované pri vzajemném
pusobeni enzymu a substratu lze rozdélit tri skupin:
- 1. Konformace se pri interakci nemeni
« 2. Dochazi k malym zménam konformace
- 3. Nastavaji rozsahlé konformacni zmeény
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