Stanoveni enzymové aktivity

Enzymy jsou v biologickém materidlu obsazeny ve velmi nizkych koncentracich. Pro popis biochemickych déju je
navic uzitec¢néjsi znat jejich ucinnost spiSe nez samotné mnozstvi enzymu. Namisto méreni koncentrace enzymu se
proto vétsinou s vyhodou vyuziva substratové specifi¢nosti enzym a jejich zna¢né katalytické Gc¢innosti pri méreni
aktivity enzymu. Mnozstvi enzymu tedy kvantifikujeme neprimo na zdkladé rychlosti, jakou enzym katalyzuje
preménu substratu na produkt ve zvoleném €¢asovém intervalu. Tato metoda je dostate¢né specificka za
predpokladu, Ze na substrat plsobi v daném materidlu jen jeden enzym. Je i dostate¢né citliva a presna, je-li
zvolena vhodna koncentrace substrdtu vzhledem k enzymu a vhodnad metoda stanoveni ubytku substratu
nebo pFirtistku produktu v éase, neboli vhodnd metoda stanoveni rychlosti pfemény substratu na produkt.

Enzymova aktivita

Abychom mohli snadno porovnavat rychlost Gbytku substratu nebo prirlstku produktu v rlznych ¢asovych
intervalech, je Ucelné, aby tyto rychlosti byly v ¢ase konstantni, tj. aby reakce probihala podle kinetiky nultého
radu. Toho Ize dosahnout, prisné vzato, jen tehdy, je-li veSkery enzym substrdtem nasycen, tj. kdyz je veSkery
enzym o celkové koncentraci [El; vazan v formé enzym-substratovém komplexu ES. Takova situace nastava
jen pfi velkém nadbytku substratu. Pak probihd enzymova reakce s maximalni rychlosti V5. Za této situace
mdzeme snadno definovat i jednotky enzymové aktivity, protoZze zdvojnasobime-li koncentraci enzymu, vzroste
dvojnasobné i maximalni rychlost Vi,ax apod.

Za podminky, Ze enzym pracuje v prostredi se zna¢nym nadbytkem substratu, mizeme tedy kineticky vyjadrit
mnozstvi enzymu [El; jako rychlost Viax. Jako jednotka mnozstvi enzymu, spravnéji mnozstvi enzymové aktivity,
slouzi katal (1 kat). Je to takové mnoZzstvi enzymové aktivity, které katalyzuje preménu 1 molu substratu za
sekundu. Pro praxi je tato jednotka hodné velkd, proto vétSinou pracujeme s jejimi zlomky - mikrokataly (1 pukat =
1076 kat), nanokataly (1 nkat = 1072 kat) a pikokataly (1 pkat = 1012 kat)

Drive se podle pravidel Mezinarodni biochemické unie (IUB) z r. 1961 mnozstvi enzymové aktivity vyjadrovalo v enzymovych jednotkach
(U). Enzymova jednotka byla definovéna jako takové mnozstvi enzymu, které katalyzuje pfeménu 1 umol substrétu za minutu za standardnich
podminek (tj. nasyceni enzymu substratem, udana teplota a pH).

Prevod enzymovych jednotek (U) na kataly (kat) se ridi vztahem:

1 U =1 pumol/min = 1/60 pmol/s = 1/60 pkat = 16,67 nkat .

V predchozim textu jsme predpokladali, ze rychlost enzymové reakce sledujeme pfi maximalnim nasyceni enzymu
substratem (kinetika nultého radu), tedy pfi dosazeni maximalni rychlosti Vi,ax. Za téchto podminek je Viax
Umérna koncentraci enzymu. Kinetiky nultého radu lze vSak aproximativné vyuzit i tehdy, jestlize enzym

substratem nasycen neni, tj. i pfi mensich koncentracich substratu. Je to vSak mozné jen tehdy, pokud se v pribéhu
méreni koncentrace substratu [S] pfiliS neméni - tj. pfiliS se nesnizuje oproti pocatecni koncentraci substratu [Slg.
Tato podminka je naplnéna, sledujeme-li prlibéh reakce jen v prvnich minutach, kdy je Gbytek koncentrace
substratu mensi nez zhruba jedna desetina pdvodni hodnoty. Rychlost reakce v této fazi ozna¢ujeme jako pocatecni
rychlost vg. Rovnéz koncentraci enzym-substratového komplexu [ES] mlzeme v této fazi pokladat za stalou
(steady-state). Pri vétSim Ubytku substratu (poklesu koncentrace [S]) ovSsem koncentrace [ES] klesd, takze kinetika
nultého radu prechazi do kinetiky prvého, druhého i vyssiho radu.

Michaelisova konstanta

Pomoci inicialni rychlosti vq Ize sledovat pro urcité predpokladané mnozstvi enzymové aktivity vztah této
rychlosti vg k urcité vychozi koncentraci substratu [Slg. MUzeme se tedy zabyvat chovanim enzymové reakce v
situacich, kdy neni dosazeno maximalni rychlosti Vi,ax pro celkovou koncentraci enzymu [El;. U téhoz enzymu
mdze byt ovdem pojem vysoké a nizké koncentrace substratu relativni - mQze totiz zaviset na konkrétnim typu
substratu a na tom, jakou ma enzym k tomuto substratu afinitu. Vyuzivame proto veli¢inu, kterd je pro danou
dvojici enzym-substrat charakteristickou konstantou. Je to tzv. Michaelisova konstanta (K,,), kterd oznacuje
takovou latkovou koncentraci substratu, pfi niz je rychlost enzymové reakce (v) polovinou rychlosti maximalni
(Vmax)-

Michaelis a Mentenové odvodili vztah mezi Ky, [S], v @ Vipax:

Vmaa: : [S] _ Vma,a:

v = =
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Nizk& hodnota Ky, znaci velkou afinitu enzymu k substratu. Vedle toho, Zze K, charakterizuje danou dvojici enzym-
substrat, je sledovani Ky, nezbytné téz k odliSeni mechanismu inhibice (nej¢astéji typu kompetitivniho nebo
nekompetitivniho).



https://www.wikiskripta.eu/w/Enzymy
https://www.wikiskripta.eu/w/Specificita_testu
https://www.wikiskripta.eu/w/Senzitivita_testu
https://www.wikiskripta.eu/w/Koncentrace
https://www.wikiskripta.eu/w/T%C4%9Blesn%C3%A1_teplota
https://www.wikiskripta.eu/w/PH_prost%C5%99ed%C3%AD

Stanoveni Michaelisovy konstanty

Pocatecni rychlost enzymové reakce se sndze méfi pro nizké pocatecni koncentrace substratu [Slg; pfi vysokych
koncentracich substratu je reakéni rychlost vysoka, substrat se rychle spotrfebovava a reakéni rychlost se tak
podstatné méni béhem kratké doby od zahdjeni reakce. OvSem vyneseme-li do grafu reakcni rychlosti v proti
pocatecnim koncentracim substratu [Slg, je obtizné prfimo z tohoto grafu urcit parametry Vimax @ Km, méme-li k
dispozici jen méreni pri nizkych koncentracich substratu. Vzniklo proto nékolik postupd, jak tyto parametry urcit.

Mezi nejCastéji zminované grafické metody patfi transformace dat podle .
Lineweavera a Burka. Hyperbolickou zavislost rychlosti v na koncentraci W
substratu [S]

V= —————
K, +[S]
mdlzZeme snadno transformovat na lineadrni funkci - prevracena hodnota

rychlosti 1/v totiz linedrné zavisi na prevracené hodnoté koncentrace
substratu 1/[S1:

s
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VyndasSime-li 1/v na na svislou osu a 1/[S] na vodorovnou osu, budou za podminek kinetiky 2. fddu namérend data
leZet v pfimce. Tato pfimka protina svislou osu v hodnoté 1/V,ax @ vodorovnou osu v hodnoté —1/K,.

Metoda podle Lineweavera a Burka je bohuzel citlivd i na relativné malé
chyby méreni pri nizkych koncentracich substratu. Presnéjsi grafickou v
metodou pro stanoveni parametrl Vimax @ Kmy j€ metoda podle
Eisenthala a Cornishe-Bowdena. Postupuje se pfi ni takto:

1. Pro nékolik koncentraci substratu [S] namérime experimentdlné
reakéni rychlosti v. Tyto hodnoty vyneseme do grafu jako zavislost v
na [S].

2. Pro kazdy vyneseny bod vyznacime hodnotu [S] na vodorovné ose
(bod A) a hodnotu v na svislé ose (bod B). Sestrojime primku, kterd
prochazi body A a B.

3. Z polohy priseciku takto sestrojenych primek Ize odecist hodnoty
K @ Vimax (présecik ma souradnice [—Kqy,, Vimax])-

Jinou grafickou metodou je vyneseni podle Eadie-Hofsteeho. Vynasi se v -+ 5
na svislé ose proti v/[S] na vodorovné ose a body se prolozi primkou.

Vmax S€ vyhleda jako prisecik této primky se svislou 0sou, Vipax/Km j€ Vyneseni podle Eisenthala a Cornish-
prisecik s vodorovnou osou a smérnice pfimky je —Kgp,. Bowdena

Grafické metody jsou sice ilustrativni, v sou¢asnosti se ovsem kinetické
parametry pocitaji metodami nelinearni regrese.
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