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Kinetika enzymovych reakci

Predstaveni kapitoly

V této kapitole si vysvétlime, jak lze méfit rychlost enzymovych reakci a jak ji graficky i
matematicky popsat. Zaméfime se na Michaelis-Mentenovu rovnici a na to, proc je nékdy vyhodné
kfivku linearizovat. UkdZzeme si, jak se méfi aktivita enzym, jaké se pouZivaji jednotky a proc se v
klinické praxi nehodnoti pouze mnozstvi enzymu, ale jeho skute¢nda katalyticka schopnost. Na zavér
propoji kapitola teorii s praxi a ukaze vyznam enzymové kinetiky pro klinickou biochemii i medicinu.
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1 Uvod do tématu

Kazda burika naseho téla je jako malda chemickd tovarna, kde kaZdou sekundu probihaji
miliardy reakci. Nestaci ale védét jen to, zda reakce muZe probéhnout (to fesi termodynamika),
dllezité je také zjistit, jak rychle probiha. Pravé tim se zabyva kinetika enzymovych reakci. Rychlost
reakci je klicova — rozhoduje o tom, zda burika ziska energii v¢as, zda vzniknou potiebné latky nebo
jak rychle se odbouraji ty odpadni. Porozuméni enzymové kinetice nam umoZiuje vysvétlit, proc¢
enzymy funguji praveé tak, jak funguji, jak se jejich ¢cinnost méni za riznych podminek a jak ji Ize cilené
ovlivnit napfiklad lécivy.

2 Enzymy — Jak rychle enzymy pracuji?

Chceme-li zméfit rychlost prace enzymu, pfiddme do reakéni smési substrat a enzym a
sledujeme, jak rychle substrat mizi nebo jak rychle vznikd produkt. Prakticky se méfi pocatecni
rychlost, tj. zména koncentrace substratu nebo produktu za jednotku ¢asu ihned po zahdjeni reakce,
tzv. pocatecni rychlost reakce (vo).

Neni prekvapivé, Ze pokud jsou enzym a substrat v pfriblizné vyrovnaném poméru, Zadny
enzym ,necekd” na substrat a zadny substrat ,necekda” na enzym — tedy reakce bézi efektivné a
nedochazi k prodlevdam zpUsobenym nedostatkem jedné ze slozek. Pokud je naopak substratu pfilis
malo, vétsina enzymU zUstava volnda a celkova rychlost je omezena dostupnosti substratu. Pokud je
substratu nadbytek, enzymy ,nestihaji“, vSechna aktivni mista jsou obsazena a dalsi pfidavani
substratu jiz rychlost vyznamné nezvysi.
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3 Reakéni kinetika — co zkouma a proc je dllezita

Na rozdil od termodynamiky, kterd tikd, zda je reakce energeticky pfipustnd, kinetika
vysvétluje jak a jak rychle k pfeméné dojde. V biochemii je klicové enzymové kinetice porozumét,
protoZe to umoZiuje popsat, predpovidat a regulovat biologické procesy. Toto porozuméni ma primé
uplatnéni v diagnostice (méreni aktivity enzym0 v krvi), farmakologii (navrh inhibitord, davkovani
Iék0) i ve vyvoji léCiv.

Reakéni kinetika se zabyva rychlosti chemickych reakci, tedy tim, jak rychle se ze substratu
tvofi produkt, a faktory, které tuto rychlost ovliviiuji (koncentrace substratu, pritomnost aktivatord ci
inhibitora).

3.1 Krivka Michaelise-Mentenové

Rychlost reakce (v) vyjadiuje, kolik substratu se preméni na produkt za jednotku casu
(napf. umol-min™). V praxi ji ¢asto méfime spektrofotometricky jako zménu absorbance za ¢as
(AA/min); pres rychlost ji prevedeme pomoci Lambert—Beerova zdkona (zndme-li moldrni absorpéni
koeficient a délku kyvety).
Rychlost zavisi na koncentraci substratu [S] a podminkdch (pH, teplota, iontova sila,
inhibitory/aktivatory). Typickd zavislost v na [S] ma tvar hyperboly a popisuje ji Michaelis—
Mentenova rovnice:
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Klicové parametry:

Vmax
I e strop” rychlosti (horizontdlni asymptota
krivky); dosdhne se pri nasyceni vsech
§ aktivnich mist.
g’g Ve e [ze zvysit jen priddnim aktivniho enzymu (ne
3 2 [T dalsim substratem).
§ Km

e hodnota [S], pfi niZ je rychlost v = % Vmax.
e Prakticky informuje o ,afinité”: niZsi Km =

f f vyssi afinita (poloviny Vmax dosdhneme pfi
Km koncetrace substratu

Is] nizsi [S]).

Jak kFivku Cist:
o Nizka [S] (leva cast): rychlost roste témér linearné s [S]; limituje substrat.
¢ Kolem Km (stfed): mald zména [S] vyrazné ovlivni v; oblast nejvyssi citlivosti.
e Vysoka [S] (prava cast): nasyceni enzymu; dalsi pfidavani substratu rychlost témér nezvysi —
limituje enzym.

3.2 Proc linearizovat kfivku Michaelis-Mentenové?

Plvodni zavislost v na [S] ma tvar hyperboly, a z takové kiivky je tézké presné a prehledné urdit
obé dvé klicové veliciny (maximalni rychlost a Km enzymu. Pfevedenim dat na ,pfimku” ziskdme
snadno Citelny graf, ze kterého miZeme presné urdit potfebné parametry graficky (pomoci prisecikl
a smérnice)

Lineweaver—-Burkova transformace prevadi hyperbolu na pfimku:

4 Rovnice pfimky:
1/[V] primiy

1/Vimax

)

<
<

/K 1Sl

Jak vytvorit linearizovanou formu?

e spocitame prevracené hodnoty [S]av

e na vodorovnou osu vynesete 1/[S] a na svislou osu 1/v

o body by nyni mély leZet ptiblizné na pfimce

e body prolozite pfimkou (linearni regresi) a vypoctéte jeji rovnici a korelac¢ni koeficient

e z rovnice nebo grafu ode¢teme hodnoty 1/v (prisecik s osou y) a 1/[S] prusecik s osou x

e po prevraceni zpét na hodnotu [S] dostaneme Km

e Km uddva informaci o afinité enzymu ke substratu (tj. jaké mnoZstvi substratu je tfeba pro
dosaZeni polovic¢ni rychlosti).



4 Meéreni aktivity enzymu — jednotky

Proc v klinické praxi mérime aktivitu, nikoli mnoZstvi enzymu? Meéreni koncentrace enzymu v
laboratornim vzorku (tfeba pomoci protilatek v ELISA testech) je problematické, protoZe zahrnuje i
molekuly inaktivni (denaturované, vazané apod.).

V klinickém kontextu nds zajima, kolik enzymu je funkéné aktivni, tedy kolik substratu je schopny
preménit za Cas. Proto je vhodnéjsi méfit aktivitu enzymu (tj. katalytickou schopnost), nikoli pouze
jeho mnozstvi.

4.1 Katalyticka aktivita enzymu
Katalyticka aktivita je fyzikalné-chemicka velicina, kterd vyjadfuje rychlost enzymové reakce —
tedy kolik moll substratu se pfeméni na produkt za jednotku ¢asu. Jde o ,vykon enzymu”, nezavisly
na objemu roztoku.
¢ Sl jednotka: katal (kat)
1 kat =1 mol/s
Tato jednotka je v praxi pfrilis velkd, a proto se v rutinni laboratorni diagnostice témér
nepouziva.
e Prakticka jednotka: U (international unit, 1U)
1U =1 pmol/min
Tato jednotka je vhodna pro béznd méreni enzymové aktivity v séru, plazmé ¢i jinych
biologickych tekutinach.

4.2 Katalyticka koncentrace enzymu

Katalyticka koncentrace udava, jak velkd enzymova aktivita pfipada na jednotkovy objem
roztoku (obvykle 1 litr). Znaci se naptiklad v kat/l nebo U/I. Na rozdil od absolutni katalytické aktivity
(ktera rika, kolik substratu enzym preméni za cas) bere katalytickd koncentrace v Uvahu také objem
roztoku, a proto je velmi uZite€na v klinické biochemii — umozZfiuje porovnavat vysledky mezi
rliznymi vzorky biologickych tekutin (napf. sérum, plazma, mog).

Podminky pro stanoveni:

Aby byly hodnoty katalytické koncentrace spolehlivé a reprodukovatelné, musi byt méreni provadéno
za standardizovanych podminek:

e Substrat i kofaktor (pokud je nutny) musi byt v nadbytku, aby reakci neomezoval jejich
nedostatek.

e Teplota se u klinickych méfeni standardné udrZzuje na 37 °C, coz odpovida fyziologickym
podminkam lidského organismu.

o Cas inkubace a méreni musi byt presné definovany a stejny u vech stanoveni.

¢ pH prostredi se stabilizuje pufrem, aby enzym pracoval v optimalnich podminkach.



Jednotky
o katal (kat) — Sl jednotka katalytické aktivity, definovana jako 1 mol preménéného substratu za
1 sekundu.

e U (international unit) — prakticka laboratorni jednotka, definovand jako 1 umol substratu
pfeménény za 1 minutu.

Pti vyjadreni katalytické koncentrace se tyto jednotky vztahuji na objem roztoku (nap¥. U/I, kat/l).

Pitevod jednotek

1 U=16,67 nkat

To znamena, ze pokud je aktivita enzymu v séru napr. 50 U/I, odpovida to hodnoté 833 nkat/I.

Souhrn

Kinetika enzymovych reakci popisuje, jak rychle enzymy pracuji a které faktory tuto rychlost
ovliviiuji. Rychlost reakce se obvykle méfi podle zmény koncentrace substratu nebo produktu v case,
nejcastéji hned na zacatku reakce (pocate¢ni rychlost). Typickym matematickym modelem je
Michaelis-Mentenova rovnice, ktera ukazuje zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu. Dvé
klicové velic¢iny jsou Vmax, tedy maximdlni dosazitelnd rychlost, a Km, hodnota koncentrace
substratu potfebnd k dosazeni poloviny Vmayx, jez vypovida o afinité enzymu k substratu.

ProtoZe hyperbolickd Michaelis-Mentenova kfivka neni vidy snadno vyhodnotitelnd, pouZivaji
se lineariza¢ni metody, napfiklad Lineweaver-Burkova transformace, které umoziuji presnéjsi uréeni
parametra. V klinické praxi se misto mnoZstvi enzymu méfi jeho aktivita, tedy schopnost preménovat
substrat za Cas. Absolutni aktivita se vyjadruje v kat (1 mol/s), v laboratofich se vsak Castéji pouZivaji
jednotky U (1 umol/min). Pokud aktivitu vztdhneme na objem, mluvime o katalytické koncentraci,
ktera se uvadi napt. v U/| a je zakladnim Gdajem pf¥i diagnostickych stanovenich.

Porozuméni enzymové kinetice je klicové nejen pro biochemii, ale také pro medicinu —
umoziuje spravné vyhodnocovat laboratorni vysledky, porozumét ucinku Iékl plsobicich na enzymy
a optimalizovat jejich davkovani.

Kontrolni otazky
1. Co znamena ,,pocatecni rychlost” enzymové reakce a pro¢ se méfi pravé ta?
2. Jaky tvar ma zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu?
3. Co vyjadfuje parametr Vmax a co parametr Km v Michaelis-Mentenové rovnici?
4. Jak se lisi prabéh reakce pfi nizké, stfedni a vysoké koncentraci substratu?
5. Proc se pouziva linearizace Michaelis-Mentenovy kfivky a jak funguje Lineweaver—Burkuv graf?
6. Proc se v klinické praxi hodnoti aktivita enzymu, a ne jeho celkové mnozstvi?
7.Jaké jsou praktické jednotky aktivity enzymU a jaky je prevod mezi kat a U?



