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KooperativnKooperativníí efektyefekty

kooperativita kooperativita -- interakce biomakromolekuly (obvykle interakce biomakromolekuly (obvykle 
tvotvořřenenéé z podjednotek) se 2 a vz podjednotek) se 2 a vííce ligandyce ligandy
vazba prvnvazba prvníího ligandu usnadnho ligandu usnadníí (znesnadn(znesnadníí) vazbu ) vazbu 
daldalšíšího ligandu ho ligandu -- pozitivnpozitivníí (negativn(negativníí) kooperativita) kooperativita
1910 1910 -- objevil Hill pozitivnobjevil Hill pozitivníí kooperativitu pkooperativitu přři vazbi vazběě
kyslkyslííku na hemoglobinku na hemoglobin

alosterie alosterie -- vlastnost biomolekuly zmvlastnost biomolekuly změěnit strukturu nit strukturu 
ppřři vazbi vazběě ligandu do nesubstrligandu do nesubstráátovtovéého mho míístasta

Hillova rovniceHillova rovnice

frakfrakččnníí saturace saturace YY::

upravit:upravit: a log:a log:

HillHillůův grafv graf …… výnos výnos loglog[[YY/(1/(1--YY)] proti log[L])] proti log[L]
jeho smjeho směěrnice rnice …… HillHillůův koeficientv koeficient nnHH

pozitivnpozitivníí kooperativita kooperativita …… nnHH>1>1 (max. hodnota (max. hodnota 
koeficientu udkoeficientu udáávváá minimminimáálnlníí popoččet interagujet interagujííccíích ch 
podjednotek podjednotek nn)  ()  (nn a a nnHH jsou rjsou růůznznéé pojmy!)pojmy!)
negativnnegativníí kooperativita kooperativita …… nnHH<1<1

M + nL ==  MLM + nL ==  MLnn ]ML[
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RozRozšíšířřeneníí teorie na enzymyteorie na enzymy

1963 Monod1963 Monod:: E + nS ==  ESE + nS ==  ESnn
studium kinetiky na zstudium kinetiky na záákladkladěě popoččááteteččnníí rychlosti rychlosti 
enzymovenzymovéé reakcereakce

grafickgrafickéé projevy:projevy:
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sigmoidnsigmoidníí
kinetikakinetika

MWN model (Monod, Wyman, Changeaux)MWN model (Monod, Wyman, Changeaux)

kakažžddáá podjednotka enzymupodjednotka enzymu
mmáá bubuďď vysokou (R) nebovysokou (R) nebo
nníízkou (T) afinitu k substrzkou (T) afinitu k substráátutu
v molekule enzymu majv molekule enzymu majíí vvžždydy
vvššechny podjednotky stejnouechny podjednotky stejnou
konformaci (vkonformaci (vššechny v T, neboechny v T, nebo
vvššechny v R)echny v R)
bez substrbez substráátu ptu přřevlevlááddáá T, pT, přřejdeejde--lili
v pv přříítomnosti substrtomnosti substráátu jedna ztu jedna z
nich na R, tak se stanou vnich na R, tak se stanou vššechny Rechny R
ppřřechody mezi T a R stavy mohou zpechody mezi T a R stavy mohou způůsobit i jinsobit i jinéé efektorovefektorovéé
molekuly:molekuly:

alosterickýalosterický inhibitorinhibitor aktivaktiváátor    (heterotropntor    (heterotropníí))

SS

PP

dvdvěě formy:formy:
T T …… tensedtensed
R R …… relaxedrelaxed
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PPřřííklad alosterie klad alosterie -- fosfofruktokinasafosfofruktokinasa

fruktosafruktosa--66--fosffosfáát + ATP === fruktosat + ATP === fruktosa--1,61,6--bisfosfbisfosfáát + ADPt + ADP
alosterický aktivalosterický aktiváátor tor -- AMPAMP
alosterický inhibitor alosterický inhibitor -- ATPATP
ukukáázka pzka přříímméého výnosu reakho výnosu reakččnníí rychlosti:rychlosti:

[ [ fruktosafruktosa--66--fosffosfáátt ]]

vv
+ + AMPAMP

+ + AATTPP

Analýza pomocAnalýza pomocíí Scatchardova výnosuScatchardova výnosu

enzym enzym MM tvotvořřen z n podjednotek en z n podjednotek mm (tj. M (tj. M ~~ mmnn), ka), kažžddáá m mm máá 1 vazebn1 vazebnéé
mmíísto pro ligand sto pro ligand LL (substr(substráát, inhibitor, aktivt, inhibitor, aktiváátor, tor, ……))
probprobííhháá postupnpostupnáá interakce s ligandem:interakce s ligandem:
mmnn + L == m+ L == mnnL     mL     mnnL + L == mL + L == mnnLL22 …… mmnnLLnn--11 + L == m+ L == mnnLLnn

experimentexperimentáálnlníí studium:studium:
–– smsměěs volns volnéého enzymu (výchozho enzymu (výchozíí koncentrace koncentrace [E][E]00) a voln) a volnéého ligandu (ho ligandu ([L][L]00))
–– nechnecháá se ustavit rovnovse ustavit rovnovááhaha a a ururččíí se koncentrace volnse koncentrace volnéého ligandu ho ligandu [L][L]
–– koncentrace vkoncentrace váázanzanéého ligandu je ho ligandu je pak [L]pak [L]vv = [L]= [L]0 0 -- [L][L]
–– koncentrace zbylých volných vazebných mkoncentrace zbylých volných vazebných míístst za rovnovza rovnovááhy: hy: 

[m] = [m][m] = [m]00 -- [L][L]vv = n[M]= n[M]00 -- [L][L]vv

prprůůmměěrný rozsah vazby rný rozsah vazby rr (plat(platíí:: 00 < r < n), je to vlastn< r < n), je to vlastněě podpodííl l 
koncentrace obsazených vazebných mkoncentrace obsazených vazebných mííst a celkovst a celkovéé koncentrace koncentrace 
enzymu, tj. enzymu, tj. rr = = [L][L]vv/[M]/[M]00
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VazebnVazebnáá mmíísta v M se neovlivsta v M se neovlivňňujujíí
lze uvalze uvažžovat jedinou rovnovovat jedinou rovnovááhu:hu:
m + L == mLm + L == mL a pa přřííslusluššnou disoc. konstantu:nou disoc. konstantu:

lze upravit pomoclze upravit pomocíí ppřředchozedchozíích definovaných koncentracch definovaných koncentracíí aj.:aj.:

ddáále lze modifikovat do tvaru analogickle lze modifikovat do tvaru analogickééhoho
saturasaturaččnníí kinetice enzymovkinetice enzymovéé reakce:reakce:
vyhodnocuje se linearizacvyhodnocuje se linearizacíí dle Scatcharda:dle Scatcharda:
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smsměěrnice = rnice = --1/1/KK

výsledek:výsledek:
popoččet podjednotek et podjednotek nn
disociadisociaččnníí konstanta konstanta KK

VazebnVazebnáá mmíísta se ovlivsta se ovlivňňujujíí

projevy: sigmoidnprojevy: sigmoidníí kinetikakinetika

ururččíí se se nn, , KK ururččit nelzeit nelze

vyhodnocenvyhodnoceníí -- poupoužžije se Hillova rovniceije se Hillova rovnice
upravupravíí se na tvar:        zlogaritmuje:se na tvar:        zlogaritmuje:
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Vliv pH na aktivituVliv pH na aktivitu

ddůůvod:vod:
disociace skupin disociace skupin úúččastnastnííccíích ch 

se enzymovse enzymovéé reakcereakce

kombinace disociakombinace disociaččnníích ch 
zzáávislostvislostíí pak urpak urččuje uje 
konekoneččný vliv na aktivituný vliv na aktivitu

interpretace na interpretace na úúrovni kinetiky rovni kinetiky 
pomocpomocíí vlivu na parametry vlivu na parametry 
KKmm a a VVmaxmax

aktivita

obsah BH+ obsah A-

Vliv pH na enzymovou reakciVliv pH na enzymovou reakci
molekuly enzymu, substrmolekuly enzymu, substráátu i komplexu enzymtu i komplexu enzym--substrsubstráát obsahujt obsahujíí
disociujdisociujííccíí skupinyskupiny
ve vodnve vodnéém prostm prostřřededíí za danza danéého pH vystupujho pH vystupujíí jako rjako růůznznéé formy liformy lišíšíccíí
se mnose množžstvstvíím vm váázaných protonzaných protonůů (nap(napřř. enzym je p. enzym je přříítomen ve tomen ve 
formformáách EHch EH22, EH a E), EH a E)
ze vze vššech daných forem vech daných forem vššak pouze jedna forma substrak pouze jedna forma substráátu reaguje s tu reaguje s 
jednou formou enzymu (zde EH) za vzniku komplexu enzymjednou formou enzymu (zde EH) za vzniku komplexu enzym--
substrsubstráátt
pouze jedna z forem komplexu (zde EHS) pak reaguje na produktpouze jedna z forem komplexu (zde EHS) pak reaguje na produkt

P
k1

k-1

k2
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podpodííl l žžáádandanéé formy (napformy (napřř. EH) lze vyj. EH) lze vyjááddřřit jako:it jako:

obdobný vztah platobdobný vztah platíí i pro EHS a nebo pro substri pro EHS a nebo pro substráát, pokud disociujet, pokud disociuje
po zlogaritmovpo zlogaritmováánníí lze pak uvalze pak uvažžovat krajnovat krajníí hodnoty výslednhodnoty výslednéého ho 
výrazu pro rvýrazu pro růůznznéé meze pH:meze pH:

pH npH níízkzkéé

pH kolem 7pH kolem 7

pH vysokpH vysokéé
lze dlze dáále odvodit, le odvodit, žže:e:
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EHSmaxmax' fVV =
EH

EHS
mm' f

fKK =

a da dáále po zlogaritmovle po zlogaritmováánníí::
pX = pX = --logX)logX)
lze interpretovatlze interpretovat
zzáávislosti obouvislosti obou
parametrparametrůů na pHna pH

aproximacaproximacíí zzáávvííslostslostíí
pak lze urpak lze urččit hodnotyit hodnoty
ppKK disociujdisociujííccííchch
skupinskupin
informace o aktivninformace o aktivníímm
mmííststěě enzymuenzymu

EHSmaxmax loglog'log fVV +=

EHEHSmm loglogp'p ffKK +−=

ppKK''mm

loglogVV''maxmax

ppKK1ES       1ES       ppKK1E1E ppKK2E2E ppKK2ES2ES pHpH

--loglogffEHSEHS

loglogffEHEH



7

InterpretaceInterpretace

nalezennalezenéé hodnoty phodnoty pKK pro skupiny v aktivnpro skupiny v aktivníím mm mííststěě se se 
porovnajporovnajíí s tabelovanými rozsahy ps tabelovanými rozsahy pKK pro znpro znáámméé
aminokyselinyaminokyseliny
ppřři shodi shoděě lze usuzovat, lze usuzovat, žže v aktivne v aktivníím mm mííststěě se se 
vyskytuje danvyskytuje danáá aminokyselinaaminokyselina

praktický význam zjipraktický význam zjiššttěěnníí pH optima pH optima -- nalezennalezeníí
nejvhodnnejvhodněějjšíších podmch podmíínek pro enzymovou reakci nek pro enzymovou reakci --
dosadosažženeníí nejvynejvyššíššího výtho výtěžěžkuku

Vliv teploty naVliv teploty na
enzymovou reakcienzymovou reakci

obecnobecněě chemickchemickéé
reakce breakce běžěžíí rychleji prychleji přři i 
zvýzvýššeneníí teplotyteploty
na druhou stranu na druhou stranu 
biomolekuly pbiomolekuly přři vyi vyššíšší
teplotteplotěě ztrztrááccíí aktivnaktivníí
konformaci a konformaci a 
denaturujdenaturujíí (n(nááhodnhodnáá
struktura klubka)struktura klubka)
výsledkem je existence výsledkem je existence 
individuindividuáálnlníího ho 
teplotnteplotníího optima pro ho optima pro 
kakažždý enzymdý enzym

denaturace

zvýšení
aktivity při 
růstu teploty

aktivní

inaktivní

a

t
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Vliv doby inkubaceVliv doby inkubace

kratkratšíší inkubainkubaččnníí ččasas ppřři enz. reakci vede k posunu i enz. reakci vede k posunu 
teplotnteplotníího optima k vyho optima k vyššíšším teplotm teplotáámm
deldelšíší ččas inkubaceas inkubace za danza danéé teploty mteploty máá opaopaččný vlivný vliv

Vliv teploty na stabilituVliv teploty na stabilitu

ppřři vyi vyššíšší teplotteplotěě ztrztrááccíí enzym aktivitu mnohem rychlejienzym aktivitu mnohem rychleji
pokles je velmi strmý v dpokles je velmi strmý v důůsledku rel. vysoksledku rel. vysokéé ∆∆GG 200 a200 ažž 300 300 
kJ/mol, takkJ/mol, takžže po pe po přřekroekroččeneníí kritickkritickéé teploty je denaturace velmi teploty je denaturace velmi 
rychlrychláá
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Vliv teploty na kin. konstantyVliv teploty na kin. konstanty

kinetickkinetickéé rychlostnrychlostníí konstantykonstanty
-- Arrheniova rovnice:Arrheniova rovnice:

rovnovrovnováážžnnéé konstantykonstanty
-- vant Hoffova rovnice:vant Hoffova rovnice:

ččasto v alternativnasto v alternativníím tvaru:m tvaru:
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PraktickPraktickéé aspektyaspekty

enzymy uchovenzymy uchováávvááme v chladume v chladu
dlouhodobdlouhodoběě zmrazmražženenéé, vyvarovat se opakovan, vyvarovat se opakovanéému mu 
zmrazmražžovováánníí a rozmraa rozmražžovováánníí
ppřřidat kryoprotektivnidat kryoprotektivníí ččinidla (glycerol, polyoly inidla (glycerol, polyoly --
manitol)manitol)
ppřřesnesnéé (1%) m(1%) měřěřeneníí rychlosti vyrychlosti vyžžaduje temperaci lepaduje temperaci lepšíší
nenežž 0.1 0.1 ooCC
teplotnteplotníí kvocient kvocient QQ1010 -- kolikrkolikráát se zvýt se zvýšíší reakreakččnníí
rychlost, jestlirychlost, jestližže teplota vzroste o 10 e teplota vzroste o 10 ooC (obvykle C (obvykle 
kolem 2)kolem 2)


