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5. Kinetika reakce enzymu5. Kinetika reakce enzymu
se substrse substráátemtem
parametry parametry vvlimlim ((vvmaxmax) a ) a KKMM, jejich význam, jejich význam
odvozenodvozeníí rovnice Michaelise a Mentenovrovnice Michaelise a Mentenovéé
metody stanovenmetody stanoveníí parametrparametrůů MM rovniceMM rovnice
software pro enzymovou kinetikusoftware pro enzymovou kinetiku
integrovanintegrovanáá forma MM rovniceforma MM rovnice

Rychlost (Rychlost (v v ) chemick) chemickéé reakcereakce

a
b c

čas

si
gn

ál start
mměřěříí se se popoččááteteččnníí
rychlostrychlost (a) je spr(a) je spráávnvněě

ABBA ⎯→⎯+ k ]B][A[kv =
jednotky rychlosti: mol ljednotky rychlosti: mol l--11 ss--11

kk …… kinetickkinetickáá rychlostnrychlostníí konstanta, jednotky rkonstanta, jednotky růůznznéé
(s(s--11, mol, mol--11 l sl s--11) ) -- tak, aby vtak, aby vžždy vydy vyššly sprly spráávnvnéé jednotky jednotky 

pro rychlostpro rychlost
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ChemickChemickáá rovnovrovnovááhaha

rovnovrovnovááha:ha:

kinetickkinetickáá rovnovrovnováážžnnáá
asociaasociaččnníí konstanta:konstanta:

kinetickkinetickáá rovnovrovnováážžnnáá
disociadisociaččnníí konstanta:konstanta:

ABBA
1

1

⎯⎯⎯←
⎯→⎯+
−k

k ]B][A[11 kv =
]AB[11 −− = kv

]AB[]B][A[ 1111 −− === kkvv

1

1

]B][A[
]AB[

−

==
k
kKA

1

1

1

]AB[
]B][A[ −− === AD K

k
kK

ŘŘáád reakce a molekularitad reakce a molekularita

0. 0. řřáádudu
1. 1. řřáádudu
2. 2. řřáádudu

monomolekulmonomolekuláárnrníí
bimolekulbimolekuláárnrníí

pseudomonomolekulpseudomonomolekuláárnrníí

napnapřř. A je voda. A je voda

kkcv == 0

kcv =
BAckcvkcv ==     nebo   2

⎯→⎯A

⎯→⎯+⎯→⎯+ AA nebo   BA

 B A pokud   BA >>⎯→⎯+
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EnzymovEnzymováá reakcereakce

rychlost zrychlost záávisvisíí na koncentraci substrna koncentraci substráátutu
pokud se za obvyklých podmpokud se za obvyklých podmíínek (nek ([E] [E] ~ 1 nM, [S] ~ 0.1 ~ 1 nM, [S] ~ 0.1 
aažž 1 mM1 mM) ) mměřěříí kolem 60 s, tak spotkolem 60 s, tak spotřřeba substreba substráátu tu 
dosdosááhne pouze nhne pouze něěkolik procent kolik procent -- popoččááteteččnníí rychlostrychlost
enzymovenzymovéé reakcereakce

Reakce enzymu s jednReakce enzymu s jedníím substrm substráátemtem

nejprve vzniknejprve vznikáá komplex enzymkomplex enzym--substrsubstráát ES, který se nt ES, který se nááslednsledněě
rozpadrozpadáá -- bubuďď za vzniku produktu, nebo zpza vzniku produktu, nebo zpěět do výchozt do výchozíího ho 
stavustavu
zajzajíímmáá nnáás rychlost vzniku produktu:s rychlost vzniku produktu:

znznááme ale pouze výchozme ale pouze výchozíí koncentrace koncentrace [E] a [S], koncentraci [E] a [S], koncentraci 
[ES] nezn[ES] neznáámeme
ppřředpoklad: vznik edpoklad: vznik ustustáálenlenéého stavuho stavu
(steady(steady--state), kdy se koncentrace ES v state), kdy se koncentrace ES v ččase ase 
nemneměěnníí (ale nev(ale nevííme, jakme, jakáá jeje……); zavedli 1925); zavedli 1925
Briggs a HaldaneBriggs a Haldane
platplatíí, , žže rychlost vzniku ES je stejne rychlost vzniku ES je stejnáá
jako rychlosti rozpadu:jako rychlosti rozpadu:

⎯ PEESSE 2
1

+⎯→⎯⎯⎯← →⎯+
−1

k
k

k

]ES[22 kvv =≡

0]ES[
=

dt
d

211 vvv += −
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Je ustJe ustáálený stav oprlený stav opráávnvněěný?ný?

po krpo kráátktkéé ppřřechodovechodovéé dobdoběě (1 ms) ano(1 ms) ano

tt (s)(s)

cc (M)(M)

ddc/c/ddtt
(M/s)(M/s)

simulace:simulace:
kk11 = 10= 1066 MM--11 ss--11

kk--11 = 1000 s= 1000 s--11

kk22 = 10 s= 10 s--11

[E][E]00 = 10= 10--77 MM
[S][S]00 = 0.01 M= 0.01 M

…… ttakakžžee po dosazenpo dosazeníí::

zvzváážženeníí lláátkovtkovéé bilance enzymu:bilance enzymu:

osamostatnosamostatněěnníí [ES]:[ES]:

a dosazena dosazeníí do rovnice prodo rovnice pro
rychlost vzniku produktu:rychlost vzniku produktu:

]ES[]ES[]S][E[ 211 kkk += −

]S[

]S[]E[]ES[

1

21

02
2

+
+

==
−

k
kk

kkv

]ES[]E[]E[ 0 −=

( ) ( ) ]ES[]S[]ES[]E[ 2101 kkk +=− −

( ) ]ES[]S][ES[]S[]E[ 21101 kkkk +=+ −

( )]S[]ES[]S[]E[ 12101 kkkk ++= −

]S[

]S[]E[
]S[

]S[]E[]ES[

1

21

0

121

01

+
+

=
++

=
−−

k
kkkkk

k

Michaelisova konstanta KMichaelisova konstanta Kmm

maximmaximáálnlníí rychlost Vrychlost Vmaxmax
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KKmm
pokud je rozpad ES na produkt limitujpokud je rozpad ES na produkt limitujííccíím krokem, tj. m krokem, tj. 
platplatíí kk22 << << kk--11, tak se , tak se KKmm blblíížžíí výrazu výrazu kk--11//kk11, co, cožž je je 
vlastnvlastněě disociadisociaččnníí konstanta konstanta KKDD pro komplex ESpro komplex ES
(neplat(neplatíí to ale pto ale přříílilišš obecnobecněě……))

Rovnice MichaeliseRovnice Michaelise
a Mentenova Mentenovéé

1913 1913 Leonor Michaelis a Maud MentenLeonor Michaelis a Maud Mentenovováá polopoložžili ili 
zzááklady teorie reakce enzymu se substrklady teorie reakce enzymu se substráátemtem
pro pro [S]=[S]=KKmm dostdostáávvááme me úúpravou pravou vv==VVmaxmax/2/2
pro pro [S]<<[S]<<KKmm platplatíí linelineáárnrníí zzáávislost vislost vv==((VVmaxmax//KKmm)[S])[S]
pro pro [S]>>[S]>>KKmm je rychlost konstantnje rychlost konstantníí vv==VVmaxmax (saturace (saturace 
enzymu substrenzymu substráátem)tem)

kk22 se se ččasto nazývasto nazýváá kkcatcat

pompoměěr r kkcatcat//KKmm reprezentuje specificitu danreprezentuje specificitu danéého enzymu, ho enzymu, 
vlastnvlastněě mmáá význam rychlostnvýznam rychlostníí konstanty:konstanty:

]S[
]S[max

+
=

mK
Vv

]S[]E[ 0

m

cat

K
kv =
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ZZáávislost povislost poččááteteččnníí rychlosti rychlosti enzymovenzymovéé
reakce na koncentraci substrreakce na koncentraci substráátutu

VVlimlim …… limitnlimitníí rychlost (obrychlost (obččas alternativnas alternativněě))
VVmaxmax …… maximmaximáálnlníí rychlostrychlost
((VVmaxmax--vv)()(KKmm+[S])=+[S])=VVmaxmaxKKmm …… rovnice hyperbolyrovnice hyperboly

[S][S]

VVmaxmax

VVmaxmax
22

KKMM
[0,0][0,0]

vv
maxlim]S[

lim Vvv ==
→∞

hyperbolahyperbola
(asymptoty pro (asymptoty pro vv==VVmaxmax a a [S]=[S]=--KKmm))

Enzymy a difuseEnzymy a difuse

pro výraz pro výraz kk22//KKmm je limitujje limitujííccíí rychlost vzniku komplexu ES, tj. rychlost vzniku komplexu ES, tj. 
konstanta konstanta kk11

ta je zase limitovta je zase limitováána na ččetnostetnostíí srsráážžek mezi molekulami enzymu a ek mezi molekulami enzymu a 
substrsubstráátu, danou konstantou tu, danou konstantou kkdifdif

nněěkterkteréé enzymy dosahujenzymy dosahujíí katalytickkatalytickéého maximaho maxima……

))((4000         1
21

212
SESEAdif

m

rrDDNkk
kk

kk
K
k ++=≤≤

+
=

−

π
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Jak urJak urččit parametry MM rovniceit parametry MM rovnice
ze zze záávislosti povislosti poččááteteččnníí rychlosti rychlosti vv00 na na 
(po(poččááteteččnníí) koncentraci ) koncentraci [S][S]

namnaměřěřenenáá a zna znáázornzorněěnnáá datadata

0 5 10
0

5

10

15

v0

[S]
1.21.214.814.810.010.0
0.60.613.913.97.07.0
1113.213.25.05.0
0.50.59.59.53.03.0
0.60.68.18.12.02.0
0.20.26.46.41.51.5
0.40.45.25.21.01.0

chybachybavv00[S][S]

KlasickKlasickéé "grafick"grafickéé" metody" metody
transformace MM rovnice na rovnici ptransformace MM rovnice na rovnici přříímky  mky  y=a+bxy=a+bx
metoda dle Lineweavera a Burka metoda dle Lineweavera a Burka -- dvojndvojnáásobný reciproký výnossobný reciproký výnos
-- ppřřevrevráácencenáá MM rovniceMM rovnice

maxmaxmax

1
]S[]S[

]S[1
VV

K
V
K

v
mm +=

+
=

]S[
111

maxmax V
K

Vv
m+=

y       y       úúsek     smsek     směěrnice   x rnice   x 
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DalDalšíší transformacetransformace

Eadie a Hofstee (Scatchard)Eadie a Hofstee (Scatchard)

Hanes a Woolf Hanes a Woolf (reciprok(reciprokáá MM rovnice x MM rovnice x [S][S]))

Woolf, Augustinson a Hofstee Woolf, Augustinson a Hofstee (reciprok(reciprokáá MM x MM x vVvVmaxmax))

v
KK

V
S
v

mm

1
][

max −=

]S[1]S[
maxmax VV

K
v

m +=

]S[max
vKVv m−=

0 5 10
0

5

10

15

v0

[S]

PPřříímý výnosmý výnos
(Cornish a Bowden)(Cornish a Bowden)

parametry parametry KKmm a a 
VVmaxmax odpovodpovíídajdajíí
--xx--ovovéé a ya y--ovovéé
sousouřřadnici adnici 
medimediáánu nu 
prprůůseseččííkkůů
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NelineNelineáárnrníí regreseregrese
programy pro zpracovprogramy pro zpracováánníí vvěědeckých datdeckých dat
zadajzadajíí se namse naměřěřenenáá data, zaddata, zadáá se vhodný modelse vhodný model
program urprogram urččíí parametry tak, aby vypoparametry tak, aby vypoččtentenáá zzáávislost byla co vislost byla co 
nejblnejblíížže name naměřěřeným dateným datůům (metoda nejmenm (metoda nejmenšíších ch ččtverctvercůů))
ppřříímo implementovmo implementovááno v enzymologických programechno v enzymologických programech

0 5 10

5

10

15

Data: Data1_C
Model: Hyperbl
Equation: y = P1*x/(P2 + x)
Chi^2/DoF = 0.22472
R^2 =  0.98726
  
P1 19.51472 ± 0.86862
P2 2.86976 ± 0.32181

v0

[S]

VVmaxmax = 19.51 = 19.51 ±± 0.870.87
KKmm = 2.87 = 2.87 ±± 0.320.32

Software proSoftware pro
enzym. kinetikuenzym. kinetiku

Dynafit Dynafit 
-- NLLS analýza kinetikyNLLS analýza kinetiky

(enzym, chem., ligand(enzym, chem., ligand--receptor)receptor)
-- vstupnvstupníí data (data ([S],[S],vv00)), nebo, nebo

ppřříímo mo ččasovasovéé zzááznamyznamy
zadzadáá se pse přříímo model procesu vmo model procesu vččetnetněě

rychlostnrychlostníích konstant:ch konstant:

Monomer + Monomer <==> Enzyme     :  k1  k2Monomer + Monomer <==> Enzyme     :  k1  k2
Enzyme + Inhibitor <==> Complex   :  k3  k4Enzyme + Inhibitor <==> Complex   :  k3  k4
Enzyme + Substrate <==> ReactiveX :  k5  k6Enzyme + Substrate <==> ReactiveX :  k5  k6
ReactiveX ReactiveX ----> Product + Enzyme    :  k7  k8> Product + Enzyme    :  k7  k8

program konstanty urprogram konstanty urččíí, pod Windows, na b, pod Windows, na báázi skriptzi skriptůů
akademickakademickáá licence zdarmalicence zdarma

http://biokin.com/dynafit/index.htmlhttp://biokin.com/dynafit/index.html
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Enzyme Kinetics!Pro Enzyme Kinetics!Pro 
http://www.chemsw.com/16029.htm    (300 USD, lze demo)http://www.chemsw.com/16029.htm    (300 USD, lze demo)

daldalší…ší…
EZEZ--FitFit
http://www.jlc.net/~fperrell/webps04.htm 250 USDhttp://www.jlc.net/~fperrell/webps04.htm 250 USD

Systan Systan -- enzym. modul pro SigmaPlotenzym. modul pro SigmaPlot
http://www.systat.com/downloads/?sec=d0012http://www.systat.com/downloads/?sec=d0012

VisualEnzymics (SoftZymics)VisualEnzymics (SoftZymics)
http://softzymics.com/index.htm   100 http://softzymics.com/index.htm   100 -- 350 USD350 USD

Enzyme Lab Enzyme Lab -- virtuvirtuáálnlníí enzymovenzymováá laboratolaboratořř, J. Chem. Educ. , J. Chem. Educ. 
http://jchemed.chem.wisc.edu/JCESoft/Issues/Series_D/5D1/prohttp://jchemed.chem.wisc.edu/JCESoft/Issues/Series_D/5D1/pro
g1g1--5D1.html5D1.html
"k"káádinka" s pufrem, enzymem a dinka" s pufrem, enzymem a 
substrsubstráátem, mtem, mííchadlo a fotometrchadlo a fotometr

KINSIM (simulace) a KINSIM (simulace) a 
FITSIM (hledFITSIM (hledáánníí parametrparametrůů))
http://www.biochem.wustl.eduhttp://www.biochem.wustl.edu
/cflab/message.html/cflab/message.html
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SrovnSrovnáánníí metodmetod
jeden soubour namjeden soubour naměřěřených hodnot (ených hodnot ([S],v) [S],v) byl vyhodnocen byl vyhodnocen 
rrůůznými metodami, nalezenznými metodami, nalezenéé parametry:parametry:

2,332,33 ±± 0,550,55
(24)(24)

25,425,4 ±± 4,04,0
(16)(16)

NelineNelineáárnrníí regreseregrese

2,62,6 ±± 0,70,7
(27)(27)

27,327,3 ±± 5,45,4
(20)(20)

Hanes a WoolfHanes a Woolf
[S]/v [S]/v -- [S][S]

1,71,7 ±± 0,60,6
(35)(35)

20,320,3 ±± 4,9 4,9 
(24)(24)

Woolf, Augustinson, Hofstee, Woolf, Augustinson, Hofstee, 
v v -- v/[S]v/[S]

2,9 2,9 ±± 1,61,6
(55)(55)

29 29 ±± 1515
(52)(52)

LineweaverLineweaver--BurkBurk
11/v /v -- 1/[S]1/[S]

KKmm

(mM)(mM)
VVmaxmax

(umol l(umol l--11 minmin--11))
MetodaMetoda

zpracovzpracováánníí mmáá vliv na pvliv na přřesnost i spresnost i spráávnostvnost

KdyKdyžž probprobííhháá zpzpěětntnáá reakcereakce……

za rovnovza rovnovááhy hy vv=0:=0:

HaldanHaldanůův vztah v vztah -- souvislost mezi souvislost mezi 
termodynamikou a kinetikou enzymovtermodynamikou a kinetikou enzymovéé katalysykatalysy

⎯ PEESSE 21

+⎯→⎯⎯⎯← →⎯+
−1

k

k

k
⎯⎯←

−2k

0
2121

2121
22 ]E[

]P[]S[
]P[]S[]P][E[]ES[
−−

−−
− +++

−
=−=

kkkk
kkkkkkv

1]P[]S[

]P[]S[

,,

,

max

,

max

++

−
=

PmSm

PmSm

KK

K
V

K
V

v

sr

PM

Sm

PM

Sm

eq

eq

Kk
Kk

KV
KV

K
,2

,2

,max

,max

/
/

/
/

]S[
]P[

−

=== s

r
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KdyKdyžž nenneníí [S] konstantn[S] konstantní…í…
úúbytek substrbytek substráátu v prtu v průůbběěhu mhu měřěřeneníí nelze zanedbat (nelze zanedbat (>> cca 5%) cca 5%) --
nemneměřěříí se pose poččááteteččnníí rychlostrychlost
kdykdyžž reakce breakce běžěžíí ireverzibilnireverzibilněě (neprob(neprobííhháá zpzpěětntnáá reakce), lze reakce), lze 
sledovat sledovat úúbytek koncentrace substrbytek koncentrace substráátu tu -- oznaoznaččíí se se xx (plat(platíí
vlastnvlastněě xx = = [P] p[P] přři stechiometrii 1:1)i stechiometrii 1:1)

[[SS]]

[[SS]]00

ččasas t

startstart

xx11

xx22

tt00=0   t=0   t11 tt22
xx00=0=0

sleduje se kontinusleduje se kontinuáálnlněě
koncentrace substrkoncentrace substráátu (naptu (napřř. . 
barevný fotometricky) v barevný fotometricky) v 
reakreakččnníí smsměěsi s enzymemsi s enzymem
v urv urččitých intervalech se itých intervalech se 
zaznamenzaznamenáá jeho jeho úúbytekbytek
výsledek mvýsledek měřěřeneníí -- soubor soubor 
hodnot (hodnot (ttii, , xxii))

IntegrovanIntegrovanáá MM rovniceMM rovnice
do MM vztahu se dosaddo MM vztahu se dosadíí aktuaktuáálnlníí
koncentrace substrkoncentrace substráátu pro daný okamtu pro daný okamžžik:ik:

diferencidiferenciáálnlníí rovnice, rovnice, řřeešíší se integracse integracíí
(separace prom(separace proměěnných, meze ponných, meze poččáátek tek [0,0] a[0,0] ažž po obecnpo obecněě [[tt,,xx]]))

)]S([
)]S([

d
d

0

0max

xK
xV

t
xv

m −+
−==

∫∫ =⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

−

tx
m tVx

x
K

0
max

0 0

dd1
]S[

tx
m tVxSK 0max00 ][]1)]ln([[ =+−−

tVx
x

Km max
0

0

]S[
]S[ln =+
−

tVKm max
0

0 ]P[
]P[]S[

]S[ln =+
−

alternativnalternativníí forma, zforma, záámměěna xna x ≈≈ [P][P]
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Integ. MM pro uInteg. MM pro urrččeneníí parametrparametrůů
provede se linearizace:provede se linearizace:

dostatek boddostatek bodůů se zse zíískskáá
v prv průůbběěhu jedinhu jedinéého mho měřěřeneníí

DalDalšíší aplikace Integ. MMaplikace Integ. MM
-- "pl"pláánovnováánníí" enzymov" enzymovéé reakcereakce
-- řřeeššeneníí ototáázek typu za jak dlouhozek typu za jak dlouho

zreaguje pozreaguje požžadovanadovanáá ččáást substrst substráátu,tu,
kolik enzymu se muskolik enzymu se musíí ppřříídat, abydat, aby
za daný za daný ččas s danou aktivitou as s danou aktivitou 
zreagovalo zreagovalo žžáádandanéé mnomnožžstvstvíí SS

-- vztah aktivita a max. rychlost: vztah aktivita a max. rychlost: 

t
x

KK
V

xt mm

1
]S[

]S[ln1 max

0

0 −=
−

xx//tt

VVmaxmax

VVmaxmax//KKmm

--1/K1/Kmm
(sm(směěrnice)rnice)

((1/t1/t)ln)ln[([S][([S]00)/([S])/([S]00--xx)])]

[0,0][0,0]

V
aV =max

PrestacionPrestacionáárnrníí kinetikakinetika
uužžiteiteččnnáá ppřři i řřeeššeneníí slosložžititěějjšíších mechanismch mechanismůů

pokud pokud [S] [S] ≈≈ [S][S]0 0 = konst.,= konst.,
tak lze integrovattak lze integrovat

]ES)[]S[(]S[]E[
d

]ES[d        ]ES[
d

]P[d
211012 kkkk

t
k

t
++−== −

])ES[]E]([S[ 01 −k

]ES[)]S[(]S[]E[
d

]ES[d
d

]P[d
221101222

2

kkkkkk
t

k
t

++−== −

0]S[]E[
d

]P[d)][(
d

]P[d
0212112

2

=−+++ − kk
t

kkSk
t

211 ][
1

kkSk
tlag ++

=
−

[P][P]

ttprodlevaprodleva


