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Uplatnéni mikrokalorimetrie pri studiu enzymatickych reakci

Abstrakt

Cilem této prace je studium kinetiky enzymatické reakce trypsinu a substratu No-
bezoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridu (BApNA) metodou mikrokalorimetrie a
spektrofotometrie a nalezeni takovych podminek experimentu, aby akceptovaly
omezeni pouzitych technik a vyhovovaly pozadavkiim na méfeni. Soucasné byla
sledovana kinetika reakce trypsinu a substratu BApNA v zavislosti na zméné
reakénich podminek, jako byla zména teploty, koncentrace enzymu, koncentrace
substratu a poméru latkovych mnozstvi enzymu a substratu.

Klic¢ova slova: trypsin, BApNA, reakéni kinetika, mikrokalorimetrie

The application of microcalorimetry in the study of enzymatic reactions

Abstract

The aim of this diploma work is the study of the kinetics of enzymatic reaction of
trypsin and its substrate Na-bezoyl-L-arginine-p-nitroanilid hydrochloride (BApNA)
using microcalorimeter and spectrophotometer and to discover such conditions of the
experiment which would accept a limitation of used techniques and meet the
requirements for the measurement. The kinetics of reaction of trypsin and its
substrate BApNA was studied as well as its dependence on the reaction conditions
like changes in temperature, enzyme concentration, substrate concentration and the
ratio of the quantity of enzyme and substrate was also monitored.

Keywords: trypsin, BApNA, kinetics of reaction, microcalorimetry
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PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

Lys Lysin

Asp Aspartat

Arg Arginin

Ser Serin

Cys Cystein

BApNA Na-bezoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem

PSTI Pancreatic secretory trypsin inhibitor



SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1 Nekatalyzovana r€akce [4] ..ooveueiieeieeie e e e seesie e se e 14
Obr. 2 Schematické znazornéni energetického prubéhu reakce bez katalyzatoru
(Cervend) a s katalyzatorem (modrd Kfivka) [1]......cccooveriiiiiiiiiii e 15
Obr. 3 Enzymaticky katalyzovana 1eakce [4].......ccoevveieiieeiesiie e seeie e 15
Obr. 4 KomplexX enzym-substrat [1] ......ccoceiiveiiiieiieiieie e 16
Obr. 5 Reak¢ni a substratova Specifita [4]....oovieeieereiieiieie e 17
Obr. 6 Zavislost pocateéni rychlosti vy reakce Michaelise a Mentenové na
koncentraCi SUDSIITAtU [S] [8] ... veivereerieiieriieiiesie st e st sra e 20
Obr. 7 Zavislost 1/V na 1/S podle Lineweavera a Burka [10].........cccoovvienivninnnnnne. 21
Obr. 8 Mechanizmus uvolnéni ethylalkoholu P; v pribéhu enzymatické reakce [6] 22
Obr. 9 Reakeni KoOrdinata [12] ......cccvevueiieieeie e et 23
Obr. 10 Uginek katalyzatoru na diagram piechodového stavu reakce [8]................. 24
Obr. 11 Vyneseni podle Eisenthala a Cornish-Bowdena [11]......ccccccevvvivvrvnrininene. 25
Obr. 12 Schematické znazornéni kyvety Hellma (TrayCell)........cccoovviiiiiiiiiinnn. 26
Obr. 13 Katalyticka tridda [1].....ccceerverierieeneeiesiesiereseesieesie e sree e snee e e ee e nees 28
Obr. 14 Formovani polyiontovych komplexnich micel[19] ........cccoovvviiiiiiiinnnnnne 29
Obr. 15 Katalyticky mechanizmus trypsinu a ostatnich serinovych proteaz [3]....... 31
Obr. 16 Mechanizmus katalyzy trypsSinu [6] .....cccocereieiiniininnieinnenesie e 32
Obr. 17 Reakce trypsinu a Na-bezoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem....... 32
Obr. 18 Zavislost rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu [35]......... 35
Obr. 19 Kalorimetrické méfeni metabolické produkce tepla biofilmu Escherichia coli
(30 ettt 35
Obr. 20 Schematické znazornéni konstrukéné odlisnych IC kalorimetra [39]......... 37
Obr. 21 Fotografie IC-Kalorimetru [26] .......ccecveerreereeieseese e see e ee e 38
Obr. 22 Schéma Cipu s termoclanky a ohfivaci [26].........ccvvvrereiiriieiiiieicenee, 38
Obr. 23 Ukazka vyhodnoceni plochy piku pro reakci HCI a tris(hydroxymethyl)-
AMINOMELNANUL......evieiii e 46
Obr. 24 Ukazka vyhodnoceni entalpie reakce a ¢asové konstanty kalorimetru pro
vypocet kinetickych parametrli..........ccooovviiiiiiiiic e 47
VloZeny obrazek je detail sestupné €asti KITVKY ......ccoovvviiiiiiiiiiiiicc 47
Obr. 25 Ukazka vyhodnoceni cykll vystupniho signalu zavislosti U=f(t)................ 50
Obr. 26 Ukazka vyhodnoceni cyklt vstupniho signalu zavislosti P=f{t) ................. 51

Obr. 27 Ukazka prub&hu vystupniho signalu napéti pti chemické kalibraci

v zavislosti na koncentraci kyseliny chlorovodikové pfi konstantni koncentraci
tris(hydroxymethyl)-aminomethanu ..o 52
Obr. 28 Chemicka KaliDIace .............cooiiiiiiiiiieieriesie s 52
Obr. 29 Ukézka prabchu vystupniho signélu napéti pii chemické kalibraci

Vv zéavislosti na koncentraci hydroxidu sodného pii konstantni koncentraci kyseliny

ChIOTOVOAIKOVE ... 53
Obr. 30 Chemicka KaliDIacCe .........ccovieiiiiriiieieiie e 54
Obr. 31 Zavislost aktivity enzymu na jeho koncentraci[34].........ccceevvvvriververnrennnn 57
Obr. 32 Inhibice SUbStrAtemM [9] ......coviiiiiiiiiierie e e 57
Obr. 33 Inhibice SUDStrAtEM [9] .....cciiiiiiieiieie et 58
Obr. 34 Vliv teploty na rychlost enzymatické reakce........ccocovvvvvriverviienieesieeresnene 59

Obr. 35 Vliv koncentrace enzymu na rychlost reakce trypsinu a substratu BApNA 60



Obr. 36 Ukazka odezvy signalu pro nejniz$i a nejvyssi pouzitou koncentraci

substratu a pro koncentraci substratu, pti které probiha reakce nejrychleji............... 61
Obr. 37 Ukazka odezvy signalu pro nejnizsi a nejvyssi pouzitou koncentraci
0101 ¢ 111 S PR U RO P OURRPPROTRRPRN 62
Obr. 38 Zavislost rychlosti reakce na zméné koncentrace substratu...........cccveeueenee. 63
Obr. 39 Vystupni signd pro pomer NgiNg~1:36 ......ccccoriririniiiieiiieiee e 63
Obr. 40 Kinetika enzymatické reakce sledovana pomoci BioPhotometeru plus

V 1UZNYCh ODJEMECH ..ot 65
Obr. 41 Kinetika enzymatické reakce sledovana pomoci BioPhotometeru plus

V 1UZNYCh ODJEMECH ...t 66

Obr. 42 Kinetika enzymatické reakce sledovana pomoci BioPhotometeru plus
(Cervena kiivka, fedéno do 50 pl) a IC mikrokalorimetru (Cerna kiivka) pro identické
POMETY NEINS~LIA4 oo 67

10



SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Hodnoty entalpii reakce AH;, tris(hydroxymethyl)aminomethanu s HCI pro

141V 1 1SR TS 0] (0] N ORI 40
Tab. 2 Seznam pouzitych chemikalii...........ccoovieiiiiiiiii e 42
Tab. 3 Vysledky méfeni elektrické Kalibrace .........c.ccoevvvieiieniiiis i 50
Tab. 4 Vysledky vyhodnoceni prvni chemické kalibrace Cipu TA12......cccccvevvvenennee. 53
Tab. 5 Vysledky vyhodnoceni druhé chemické kalibrace Cipu TAI12.......ccoceveneeee. 54
Tab. 6 Vysledky studia vlivu zmény pufru na entalpii reakce trypsinu a substratu

BADNA s 56
Tab. 7 Publikované hodnoty entalpie pro rizné pufry a pH........ccoooviiiiniiiinnnnns 56
Tab. 8 Vysledky studia vlivu zmény pufru na kinetiku reakce trypsinu a substratu

BADNA Lttt 56
Tab. 9 Zavislost teploty na rychlost enzymatické reakce ..........cuvvvveererieneneiininnens 58
Tab. 10 VIliv koncentrace enzymu na rychlost reakCe ..........occovvveieieiencnesiscnins 59
Tab. 11 Vliv koncentrace enzymu na rychlost reakce ..........cocoovevveiieveiicceececeen, 60

Tab. 12 Vliv koncentrace substratu BApNA na rychlost jeho reakce s trypsinem ... 61
Tab. 13 Vliv koncentrace substratu BApNA na rychlost jeho reakce s trypsinem ... 62

11



UVOD

Tato diplomova prace byla zpracovana v termodynamické laboratoii Katedry
anorganické technologie Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice,
ktera se fadu let vénuje studiu problematiky nékterych reakci dilezitych v klinické
medicing, napf. studiu kinetiky rastu ledvinovych kamend in vitro pomoci
kalorimetrickych metod. Tato problematika byla sledovdna v ramci mezinarodni
spoluprace s Univerzitou Palma Mallorca (Spanélsko), s Katedrou fyzikalni chemie
TU Bergakademie Leoben (Rakousko) a zvlasté pak Katedrou fyzikalni chemie TU
Bergakademie Freiberg (Némecko). Spoluprace s pracovistém Ve Freibergu umoznila
vénovat se pozdéji vyzkumu kinetiky enzymatickych reakei, ktery byl zahéjen po
zakoupeni mikrokalorimetru, vyvinutém na tomto pracovisti.
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1  TEORETICKA CAST

1.1 Struktura a vlastnosti enzymu

U zivych systému probiha obrovské mnozstvi biochemickych reakci a téméf vSechny z nich
jsou zprostiedkovany fadou biologickych katalyzatorts znamych jako enzymy [1].

Enzymy patii mezi globularni bilkoviny, jejich molekula se podoba micele. Ma polarni
obal tvofeny zpolarnich postrannich fetézcli a nepolarni nitro, kde se nachazi patet
polypeptidového fetézce a nepolarni postranni fetézce.

Enzymova reakce probiha v oblasti enzymové molekuly zvané aktivni centrum. Jedna se
o prostorové vymezenou malou oblast molekuly, obsahujici urcité, presné rozmisténé
funkéni skupiny. Ty jsou soucasti postrannich fetézcti aminokyselinovych zbytkd, které
byvaji vestavény na riiznych, ¢asto vzdalenych mistech v polypeptidovém fetézci enzymu,
jehoz svinutim do osobité prostorové struktury se dostavaji do bezprostiedni blizkosti.

Existuji 3 typy prostorového zformovani aktivnich center [2]:

e Puklina: Enzymy s timto typem aktivniho centra §té€pi dobie pfistupné vazby.

e Meélka povrchova prohluben: Vyskytuje se u trypsinu, chymotrypsinu
a elastazy. Tyto enzymy S$té€pi vlaknité bilkoviny (svalovy myosin, kolageny,
kreatiny), které maji kompaktni sekundarni strukturu a uspotfadani molekul
do nékolikavlaknovych past a smyc¢ek. Tvar pukliny by vyzadoval rozpad téchto
struktur. Tvar melké prohlubné dovoli §tépit peptidové vazby piimo ve svazku
fetézcd, aniz by je enzym pfedem rozbaloval na jednotliva vldkna.

e Jamka: Vyskytuje se u enzymu, odstépujicich koncové struktury substratu.

Vyznam pro ziskani detailniho obrazu molekulové stavby enzymili ma rentgenostrukturni
analyza krystali enzymd. Umozni vytvofeni prostorového modelu molekul na urovni

rozliSeni jednotlivych atomu [2].

1.1.1 Zakladni vlastnosti enzymii

Ackoli enzymy podléhaji stejnym piirodnim zakonim jako ostatni katalyzatory, lisi se
od nich v nékolika aspektech [1]:

1. Rychlost enzymaticky katalyzované reakce byva obvykle o 6-12 tadi vyssi nez rychlost
odpovidajici reakce bez katalyzatoru a nejméné o nékolik fadd vyssi nez rychlost
pfislusné reakce katalyzované chemicky.

2. Enzymaticky katalyzované reakce probihaji pii relativn€é mirnych podminkéch (pii

teploté pod 100 °C, atmosférickém tlaku a téméi neutralnim pH). Naproti tomu G¢inna
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chemicka katalyza ¢asto vyZzaduje zvySené teploty a tlak stejné jako extrémni hodnoty
pH.

3. Ve srovnani s chemickymi katalyzatory maji enzymy mnohem vyssi stupen specifity ke
katalyzatory; to znamena, Ze enzymatické reakce maji malokdy vedlejsi produkty.

4. Vyznamna je schopnost regulace enzymatickych reakci. Katalyticka aktivita mnoha
enzymi se lisi v zavislosti na Koncentraci jinych latek nez vlastnich substrati.
Mechanizmus tohoto procesu regulace zahrnuje alosterickou regulaci, kovalentni

modifikace enzymu a variabilitu mnozstvi syntetizovaného enzymu.

1.1.2 Intracelularni a extracelularni enzymy

Podle mista ptisobeni 1ze enzymy rozdélit na intraceluldrni a extracelularni. Extracelularni
enzymy jsou bunkami, které¢ je vyrobily, vyluovany a nachazime je tedy v tkanovych
kapalinach (travici stavy, krev, mozkomisni mok). Ve fixaci tercialni a kvarterni struktury
enzymu se uplatiiuji hlavn¢ hydrofobni a elektrostatické interakce, piipadné disulfidové
vazby. Intracelularni enzymy, kterych je vétSina, zdstavaji uvnité bunky, ve které vznikly,
zabudovany do nadmolekulovych struktur a vykonavaji zde své specifické funkce. Molekuly
téchto enzymi jsou dostateCné stabilizovany a nepotfebuji proto zpevnéni konformace

pomoci kovalentnich pficnych vazeb jako enzymy extracelularni [2, 3].

1.1.3 Mechanizmus enzymaticky katalyzované reakce

Mechanizmus nekatalyzované reakce je zndzornén na obr. 1. Pfireakci A+B—C+D jsou
reaktanty A a B v roztoku obklopeny vrstvou molekul vody a pohybuji se nahodnym smérem.
Mohou reagovat pouze takové molekuly, které se dostanou do kontaktu. K tomu dochazi jen
ojedinéle.

Pfed pfeménou na produkty C a D musi kolizni komplex A-B projit pfechodnym stavem,
tedy uskupenim, které obvykle potiebuje veliké mnozstvi aktivaéni energie pro proces
preskupeni hydratacni vrstvy mezi reaktanty A a B. Pfechodny stav vznikd méné Casto nez
kolizni komplex. V disledku téchto omezeni nastava konverze (pokud je vilbec
termodynamicky moznd) Vv nepfitomnosti katalyzatoru pouze prilezitostné a reakéni rychlost

Vv je mala [4].

Reactants Collision Transition Collision Products
complex 1 state complex 2 >
r"”‘)
. B B % O\ +
(& 4 B\ <«—»> [A[(B| «——> H «—> +—> 0
‘ A

Obr. 1 Nekatalyzovand reakce [4]

Funkce katalyzatoru spoc¢iva v tom, ze vysledné piemény reaktantli na produkty se

dosahuje jinym, energeticky méné naroénym mechanizmem nez u puvodni nekatalyzované
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reakce [5]. Rychlost urcujici krok enzymaticky katalyzované reakce (krok nejpomalejsi) ma
niz8i aktivacni energii nez rychlost urcujici krok nekatalyzované reakce, pficemz vSechny
energie pirechodnych stavii v reakéni cesté zprostiedkované katalyzitorem jsou niz$i nez

nejvyssi energie prechodného stavu rekce nekatalyzované (obr. 2) [6].

t __________________ st

Reaction coordinate

Obr. 2 Schematické znazornéni energetického priibéhu reakce bez katalyzdtoru (Cervend) a
s katalyzdtorem (modrd kiivka), kde AG*\ je aktivaéni energie pro enzymaticky nekatalyzovanou
reakci a AG*c je aktivaéni energie pro enzymaticky katalyzovanou reakci [1]

Katalyzator neovlivituje rovnovahu reakce, pouze pfispiva k jejimu rychlejsimu dosazeni.

Na obr. 3 je znazornén postupny mechanizmus reakce probihajici v aktivnim centru
enzymu. Nejdtive vznika vazba mezi substraty A a B a nasledné vznikaji produkty C a D.
Vhodnou orientaci substrati a diky jich pfiblizeni roste pravdépodobnost vzniku
E-A-B komplexu i pfechodného stavu (kroky 1-3 na obr. 3). Vytvofenim vazby mezi
substratem a aktivnim centrem enzymu (nekovalentni vazba) dochazi k odstranéni
hydrata¢nich vrstev (jedna nebo nékolik pfesné umisténych molekul vody se v8ak mutize
ucastnit vazby mezi substratem a enzymem). V disledku vylouceni vody se vytvoii
specifické ,,mikroprostiedi®, jehoz fyzikalni vlastnosti jsou odlisné od vlastnosti vodného
media (krok 3-5 na obr. 3). Pfechodny stav je stabilizovan interakcemi mezi katalytickymi
skupinami enzymu a substratem, to znamena, ze elektrostatické interakce a vodikové vazby
zesili (krok 4 na obr. 3). Na konci reakce se uvoliiuji produkty a volny enzym [1, 3, 6].

4. Transition state E¥

o

6.E-D-complex @ 5.E-C-D-complex

Obr. 3 Enzymaticky katalyzovand reakce [4]
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1.1.4 Specifita enzymi

Rozlisujeme substratovou a uc¢inkovou specifitu enzymu, ktera je dana vlastnostmi aktivniho
mista enzymu.

Substratova specifita je zajiStovana na nékolika trovnich [1, 3]:

a) Strukturni specifita: Enzym rozpozna nékteré obecné strukturni rysy substratu.

b) Regiospecifita: Zajist'uje, aby katalyza prob&hla ve specifické oblasti substratu.

c) Stereospecifita: Vznika tim, ze enzymy diky své pfirozené chiralité (proteiny
se skladaji pouze z L-aminokyselin), tvofi asymetricka vazebna mista. Naptiklad
trypsin hydrolyzuje polypeptidy slozené z L-aminokyselin, ale nikoli ty, které
obsahuje D-aminokyseliny.

d) Geometricka komplementarita: Misto vazajici substrat se sklada z prohlubné
¢i Stérbiny na povrchu molekuly enzymu, ktera je strukturné komplementdrni
K substratu.

e) Elektronicka komplementarita: Aminokyselinové zbytky vazebného mista jsou
uspotadany pro specifickou interakci se substratem (obr. 4).

Rentgenové analyzy ukazuji, Ze vazebna mista vétSiny enzymi jsou z vétsi Casti vytvoiena
ptedem, ale podstupuji jisté strukturni zmény pti vazbé substratu [1, 3].

Reakéni specifita je schopnost enzymu katalyzovat jeden konkrétni typ reakce. Tentyz
substrat mize byt tedy pfeménovan nékolika enzymy s riznou specifitou ucinku na rtzné
produkty (napiiklad aminokyseliny mohou byt zbaveny CO, dekarboxylazou, mohou byt
podrobeny ucinku aminotrasferazy aj.) [3].

Specificky substrat je takovy substrat, ktery ma nizkou hodnotu Michaelisovy konstanty
K a velkou hodnotu rychlostni konstanty enzymu Ke, (podrobnéji v avodu kapitoly 1.3) [6].

/’ Substrate
/
(

Obr. 4 Komplex enzym-substrdt [1]

Porovnanim reakéni a substratové specifity lze enzymy zaradit do skupin. Vysoce
specifické enzymy (typ A, v horni ¢asti obr. 5) katalyzuji $t€peni pouze jednoho typu vazby
a pouze pokud struktura substratu odpovidd jeho specifité. Dal§i enzymy
(typ B, uprostied obr. 5) maji tzkou reak¢ni specifitu, ale Sirokou substratovou specifitu.
Enzymy typu C maji nizkou reakéni specifitu i nizkou substratovou specifitu. Enzymi
charakterizovanych typem C neni mnoho [4].
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Obr. 5 Reakéni a substratovd specifita [4]

1.1.5 Absorpce viditelného a ultrafialového zaieni

Ve viditelné oblasti absorbuji pouze enzymy patfici mezi tzv. chromoproteiny, tj. obsahuji
barevné slozky (napf. hemové enzymy, flavoproteiny, metaloenzymy s barevnymi ionty
tézkych kovi v molekule). VSechny enzymy vSak absorbuji ultrafialové zafeni a to
v oblastech 260-290 nm a 180-190 nm. Za absorpci v oblasti 260-280 nm jsou odpovédné
tzv. aromatické chromofory, které tvoii kruhy postrannich fetézct fenylalaninu tyrosinu a
tryptofanu. Kolem 180-190 nm pak vykazuje mohutnou absorpci peptidova vazba, jejiz
absorpce je méfitelna jeste pii 250 nm. Meéfeni absorpce v této oblasti patii k zdkladnim
metodam pro stanoveni koncentrace roztokii enzymd a jejich zmén, napf. pii kinetickych

métenich, urovani aktivity apod. [3]

1.2 Kinetika enzymatické reakce, rovnice Michaelise a
Mentenové

Reakeni rychlost v je definovana ¢asovym ubytkem latkového mnozstvi nékteré z vychozich
latek nebo ptirtstkem latkového mnozstvi nékterého zproduktl reakce vztazenim na
stechiometricky faktor této latky. Pro reakci aA+bB+cC—dD plati:
_ 1d[A] 1d[B] 1d[c] 1d[D]
a dt b dt c dt d dt

Definuje-li se okamzita rychlost pouze vztahem

11/
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vA=—M nebo szm, 12/
dt

je nutno indexem vyznacit, ke které vychozi latce piipadné ke kterému produktu
se rychlost vztahuje.

Rychlost reakce je pfimo umérna soucinu okamzitych koncentraci vychozich latek:

v, = _% _K[AF[BP[CT 3

V piipad€ vratnych reakci je vyslednd rychlost vzhledem k slozce A v, definovana

rozdilem rychlosti reakce piimé a zpétné:
Vo=V, =V, = kl[A] [B]_k—l[c] [D] 141

V rovnici /4/ jsou k; a k4 rychlostni konstanty piimé a zpétné reakce. Po urcité dobé se
ustanovi rovnovazny stav, ktery je charakterizovin neménnymi rovnovaznymi

koncentracemi a vysledna rychlost va je nulova [7].

Enzymova kinetika je odvétvim kinetiky chemické a proto sdili tentyz formalismus [8].
Reakéni rychlost v je definovana ¢asovym ubytkem latkového mnozstvi nékteré z vychozich
latek nebo prirGstkem latkového mnozstvi nekterého z produkti reakce vztaZzenim na
stechiometricky faktor této latky [7].

Podstatou enzymové kinetiky je studium cCasového pribéhu enzymovych reakei
za raznych reak¢énich podminek. Rychlost enzymaticky katalyzované reakce zavisi
na koncentraci substratl, mnozstvi enzymu, fyzikalné¢ chemickych vlastnostech prostredi,
pfitomnosti efektordi. Studium reakéni kinetiky je uzitecné pifi zkouméni reak¢éniho
mechanizmu, dil¢ich krokt celkové reakce [2].

Celkova enzymaticka reakce je slozena ze dvou elementarnich reakci, v nichz substrat

tvofi s enzymem komplex, ktery se pak rozklada na produkty a enzym:

L4 Ky
E+§ == ES§ rP+E
k.1 /5/

E, S, ES a P predstavuji enzym (pro enzymy sloZené z n€kolika identickych podjednotek

se E vztahuje spise k aktivnim mistim nez k molekulam enzymu), substrat, komplex enzym-
substrat, a produkty. Tento mechanizmus poprvé navrhl Henri v roce 1903 [6].
Pro tuto reakci plati:
e Rychlosti reakci lze vyjadfit rychlostnimi rovnicemi vi=k;[E][S], v.1=k[ES],
vo=k,[ES] [3].
e Reakéni rychlost v 1ze také vyjadrit jako zménu v koncentraci za jednotku ¢asu
(udavana v mol-I'"s™) [4]. Plati v,;= -d[S}/dt= -d[E]/dt, v.,= -d[ES]/dt, v,= -
d[ES]/dt [8].
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Prvni krok reakce je velmi rychly, dojde k rychlému ustanoveni rovnovahy. Rychlost
nasledné reakce, charakterizované rychlostni konstantou k,, je mala. Pomalejsi reakce urcuje

vyslednou rychlost celého déje. Plati [7]:

Vo :—@:kZ[ES]:kZ —LS][EE;] 161

m

K znac¢i Michaelisovu konstantu a vy pocatecni rychlost reakce (podrobngji vysvétleno
dale). Pro rychlost zmény koncentrace substratu (d[S]/dt), pro zménu v koncentraci enzym-
substratového komplexu (d[ES]/dt) a produktu (d[P]/dt) Ize proto napsat rovnice:

98] fegfs) -k fes] i
ﬁts]:kl[g][s]_kl[Es]_kz[Es] 18/
%: k,[ES] 19/

kde leva cast rovnic odpovida vysledné rychlosti reakce vzhledem K latce, ktera je v Citateli
zlomku, prava ¢ast rovnic odpovida rozdilu rychlosti reakce pfimé a zpétné [7].

Koncentrace enzym-substratového komplexu se méni mnohem pomaleji nez koncentrace
substratu. Tudiz vzhledem k d[S]/dt je d[ES]/dt ptiblizné roven nule (neboli k ; je podstatné
VEtsi nez ky). Toto obecné plati pro ptipady, kdy je koncentrace substratu podstatné vétsi nez
koncentrace enzymu, bez ohledu na hodnotu disociaéni konstanty komplexu enzym-substrat
Ks. Diky vlastnosti d[ES]/dt =0 lze z rovnice /8/ odvodit vztah:

5] < [E1S]_[E]l] o
k., +k, K

m

Z celkové koncentrace enzymu Vroztoku /E;/ je ¢ast enzymu volna /E] a Cast je
v komplexu vazana se substratem /ES/, plati tedy rovnice:

[E]; =[E]+[ES] 111/
Z rovnice /11/ muze byt /E]dosazeno do rovnice /10/, ¢imz se ziska vztah:
Km KI’T’I
Po Uprave:
[Es]= [EL[s] 113/
Ky +[S]

V dusledku toho, ze d[ES]/dt=0, Ize z rovnic /7/, /8/ a /9/ odvodit vztah:

_ds _dP_ _k[EL[S]

= 114/
d dt  ° K, +[S]
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3 k ,+Kk,

Km
K,

115/
Pro vétsinu enzymaticky katalyzovanych reakci, pro které jsou stanoveny konstanty ki, k-

1aky, je typické, Ze K ; je podstatné vétsi nez kp; v tomto piipadé je Ky, mozné zjednodusit:

k
K, =—"F=K; 116/
K,
Pro rizné poméry /S/a Ky, Ize popsat tfi nasledujici situace:

e Pokud je /S]«Ky, pak je rychlost reakce odvozena od vztahu /14/:

_k;[EL[S]

K

m

v, 117/

Protoze je rychlost reakce za téchto podminek pifimo imérna koncentraci substratu,
reakce je prvniho radu.

e Dalsim specialnim pfipadem je situace, kdy /S =K, pak Ize rovnici /14/ upravit:

Vv, = @ = %V 118/

e Pokud [S]»Ks enzym se stava nasyceny substratem. Podobné jakmile /S Ky,
jmenovatel v rovnici /14/ je roven /S/a tim je rovnice /14/ zredukovana na vztah:

V =k,[E], 119/

V se nazyva limitni rychlost a je nezavisla na koncentraci substratu. Zavisi pouze na
rychlostni konstanté k, a celkové koncentraci enzymu [6]. Reakce je tedy nultého fadu [9].
V praxi to znamena, ze pridanim substratu do roztoku nevzroste rychlost reakce. Po dosazeni
vyrazu za V ze vztahu /19/ do vztahu /14/:

S
v=v S 1201
[S]+K,

Vztah /20/ se nazyva rovnice Michaelise a Mentenové a je zakladni rovnici enzymatické

kinetiky [10]. Popisuje pribéh pravothlé hyperboly, jaka je uvedena na obr. 6.

0 | | | |
0 Kt 2Km 3K 4K 5K
(5]

Obr. 6 Zdvislost poéateéni rychlosti vy reakce Michaelise a Mentenové na koncentraci

substrdtu [S] B8]
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Vétsina enzymatickych reakei je mnohem komplikovanéjsi nez znazornuje reakce /5/.
Mnoho metabolickych enzymi vyzaduje vazbu koenzymi ptipadné druhého dodate¢ného
substratu a v reakci enzym-substratového komplexu byva obvykle vice krokd. Navzdory
témto komplikacim miZe byt rychlostni rovnice /14/ aplikovana.

Pouziti pocatecni rychlosti vy (coz v praxi znamena rychlost méfenou pied tim, nez
se asi 10 % substratu pfeméni v produkt) misto rychlosti reakce minimalizuje takové
nezadouci faktory, jakymi jsou rychlost obracené reakce, inhibice enzymu produktem
a postupna inaktivace enzymu [1].

Uréit Va K, zgrafu, ktery je znazornén na obr.6, neni snadné. Pro jednodussi
vyhodnoceni 1ze pouzit pocitacové programy, piipadné lze upravit rovnici Michaelise a
Mentenové do jednodussiho tvaru znamého jako Lineweaver-Burkova zavislost /21/, ktera

odpovida tvaru rovnice piimky y=a-x+b (obr. 7).

1 1 K, 1
S el L B 121/
v, V. V S
1/ Slope= KM/ max
Intercept=1+%max
Intercept=—-1/KM 0 1/[5]

Obr. 7 Zavislost 1/V na 1/S podle Lineweavera a Burka /107

1.2.1 Vyznam a interpretace Michaelisovy konstanty K,

Michaelisova konstanta K, je hodnota, kterd popisuje koncentraci substratu (udava se v
jednotce mol/l [11]), pfi které je reakéni rychlost rovna poloviné limitni rychlosti
enzymatické reakce [1]. K, popisuje rovnovazny stav reakce [4]. Je na aktualni celkové
koncentraci enzymu nezavisld a je pro danou dvojici enzym-substrat charakteristickou
konstantou. Proto se pouziva pifi vyjadfovani afinity enzymu k urcitému substratu [11].
Konstanta je vSak zavisla na prostiedi (pH, teplota, pritomnost efektord, tedy aktivatort
a inhibitor) [3].

Enzym s malou hodnotou K, dosahuje maximalniho katalytického uc¢inku (limitni
rychlosti V) pii nizkych koncentracich substratu [1]. Nizka hodnota K, tedy znaci velkou
afinitu enzymu k substratu [11]. Sta¢i pouze malé mnozstvi substratu k tomu, aby byl enzym
nasycen. Velka hodnota Ky, znaci, ze je potieba velké mnozstvi substratu k dosazeni limitni

reakéni rychlosti V [9].
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Dalsi vyznam konstanty spoc¢iva v moznosti odhadnout koncentraci substratu nutnou pro
dosazeni limitni rychlosti reakce [S]v=10°K,, a vypocitat pomoci rovnice pocatecni rychlost
enzymové reakce pro danou koncentraci substratu, nebo naopak koncentraci substratu
nutnou k dosazeni pozadované rychlosti.

Vedle toho, ze K, charakterizuje dany enzym, je sledovani K, také nezbytné k odliseni
mechanizmu inhibice (nejcastéji typu kompetitivniho nebo nekompetitivniho) [11]. Znalost

hodnoty Ky, je rovnéZz uzite¢na pro piipravu reakénich podminek [6].

1.2.2 Komplikovanéjsi reakéni mechanizmy

Pro komplikované&js§i mechanizmy konstanta ke a Ky, neodkazuji na jediny krok; stavaji se
slozenymi konstantami zahrnujicimi rychlostni konstanty nékolika kroki reakce.

Mechanizmus pusobeni nékolika hydrolytickych enzymu je ukazan v rovnici:

ky k, i ks
E+S<—=ES —=ES' —=E +P,

* by 122/

Substrat chymotrypsinu se nejprve vaze s enzymem za vytvoieni enzym-substratového
komplexu, ktery vnitinimi reakcemi za soucasného uvolnovani ethylalkoholu P; dava
vzniknout acylenzymu ES’. Acylenzym je novym esterem, ve kterém karboxylova kyselina
(Cast pavodniho esteru) reagovala s hydroxylovou skupinou serinového zbytku molekuly
enzymu (obr. 8). Acylenzym velmi rychle reaguje s vodou a tim se regeneruje volny enzym a
tyrosin P,.

Chymotrypsin

ES

ES' + P, N
[’w ¢ H. t HOCH,CH,
’ O
wo s~ "o

Obr. 8 Mechanizmus uvolnéni ethylalkoholu P,V pribéhu enzymatické reakce [6]
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Rychlost reakce /14/ je stale aplikovatelna na model rovnice /22/. Vztahy, které jsou
popisovany pomoci konstant K., @ Ky, mohou byt také pouzity, ale zminéné konstanty jsou
nové definovany:

_ koky K K _k—l+k2

at = : o= 123/
K, +Kj; kK, +k, K,

Tudiz ke je slozena ze dvou konstant reakce prvniho tadu k; a ks. K, je funkci vSech

rychlostnich konstant. Tyto vztahy lIze obvykle zjednodusit [6].

1.2.3 Aktivaéni energie

Samovolnému piechodu reaktantli na produkty brani urcitd energetickd bariéra. Energie,
ktera musi byt do reagujiciho systému dodana, aby doSlo k piekondni této bariéry a tim
k realizaci reakce, se v chemickeé kinetice nazyva aktivacni energie.

Protoze reakce probiha uvnitt aktivniho centra, v némz jsou reaktanty pevné piipoutany,
nemuze byt aktivaéni energie ziskana z kinetické energie pohybujicich se molekul, jako u
reakci v roztoku. Zdrojem aktiva¢ni energie tedy musi byt molekula enzymu, ktera funguje

jako rezervoar a pievodnik energie [3].

1.2.4 Teorie prechodného stavu

V reakci A+B— P+Qse A a B musi ptiblizit tak, ze v jednom bodé¢ reakce existuje komplex,
ktery ma vysokou energii a je nestabilni. Reakcéni draha s minimalni energii se oznacuje jako
reak¢ni koordinata [1]. Reak¢ni koordinata znazoriiuje 2D projekei nejsnazsi cesty, ktera

spojuje oblasti reaktantli a produktu (obr. 9) [12].

AG

Obr. 9 Reakéni koordindta

Energetické maximum na reakéni koordindté byvd ztotoZriovdno s tranzitnim stavem [12]

Diagram zavislosti potencialni energie soustavy A+B na reak¢ni koordinaté je nazyvan
diagram ptfechodného stavu. Reaktanty a produkty jsou stavy s minimalni volnou energii a
pfechodny stav odpovida na reakéni koordinaté bodu s nejvyssi energii. Pokud jsou atomy
v reakénim systému rtizné podobné jako v reakci A+B—X*—>P+Q, kde X’ symbolizuje
pfechodny stav, pak diagram pfechodného stavu neni symetricky diky rozdilu energie
reaktantii a produktd. AG” je Gibbsova energie ptechodného stavu a je znama jako aktivaéni
energie [1].
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Aktivacéni energie je slozena ze dvou typl energii jak znazornuje rovnice:
AG* = AH* —TAS*

AH je aktivagni entalpie (kcal-mol™), T je absolutni teplota (K), AS (cal-deg™mol™) je
aktivacni entropie. Entalpie je tepelnd energie, projev pohybu molekul. Entropie je veliina,
jez je chapana jako mira neuspofadanosti ¢i nahodilosti orientace systému. Ve chvili, kdy se
systém stava neusporadanym, entropie vzrista [6].

Katalyzatory zplsobuji sniZzeni aktivac¢ni bariéry katalyzované reakce. O ucinnosti
katalyzatoru vypovida AAG oy . Jestlize katalyzator snizi aktivacni bariéru reakce o ANG o,
potom se rychlost reakce zvysi. Katalyzator snizuje kinetickou bariéru o0 stejnou hodnotu pro
oba sméry reakce (obr. 10). Nasledkem toho katalyzator zrychluje zaroven jak pfimou tak i
zpétnou reakci, takze rovnovdzna konstanta reakce zlstavd nezménéna. Katalyzator také

neméni volné energie po¢ateéniho ani koneéného stavu reakce a tim neovliviiuje AG° [1, 6].

reakéni koordinata

Obr. 10 U¢inek katalyzdtoru na diagram piechodového stavu reakce [8]

1.2.5 Katalyticka aktivita enzymu

Jednotkou pouzivanou pro vyjadreni katalytické aktivity enzymu je katal (zkracené Kat),
ktery je vyjadien jako takové mmozstvi enzymové aktivity, které katalyzuje prfeménu
jednoho molu substratu za sekundu [4]. Uvedena jednotka je ovSem pro praxi piili§ velika.
Ve véting piipadt je vhodngj$i vyjadieni v mikrokatalech (ukat)=10° kat, nanokatalech
(nkat)=10"° kat a pikokatalech (pkat)=10"2 kat. Vysledky laboratornich vysetieni v séru jsou
nejcastéji vyjadfovany v jednotce pkat/l [11]. Katalytickou aktivitu vyrazné ovliviiuje tvorba
komplexti se substraty a interakce s riznymi latkami (koenzymy, aktivatory, inhibitory) [3].

1.2.6 Analyza kinetickych dat

K ur¢eni kinetickych parametrti K, a V lze pouzit metodu pocateénich rychlosti. Provede se

série méteni Casového pribéhu enzymatické reakce pii konstantni koncentraci enzymu a pro
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5-6 riiznych koncentraci substratu za stejnych podminek (pH, teplota, slozeni prostfedi).
Z hodnot pocatecnich rychlosti vy (ziskanych z extrapolaci kiivek reakéni rychlosti v Case
t—>0) a jim odpovidajicich /S/, miZzeme pomoci vztahu Michaelise a Mentenové zjistit
parametry K, a V numerickym vypoctem. Pro rychlé (informativni) stanoveni téchto veli¢in
existuje nékolik metod grafickych. Jednou z nich je pouziti Lineweaverova a Burkova grafu,
zalozeného na pouziti pretransformovaného linearniho vztahu Michelise a Mentenové (obr. 7)
[3]. Tato metoda je vsak zatizena zna¢nou chybou pii nizkych koncentracich substratu S. Je
ji mozné nahradit vypoctem z rovnice rovnoosé hyperboly. Grafickym vyjadienim této
matematické zavislosti je vyneseni experimentdlnich hodnot vy na ose y proti ptisluSnym
hodnotam S na ose x podle Eisenthala a Cornishe-Bowdena (obr. 11) [11].

(Asos)

i
SN Los

Vimax

| . AR y : N L 4 )

-010-0.05 0.p0 0.05 010 015 020 025 030 035
| -1

-K S (moll™)

m

Obr. 11 Vyneseni podle Eisenthala a Cornish-Bowdena f11]

1.2.7 Fotometrické metody stanoveni katalytické aktivity
enzymi, BioPhotometer plus

Fotometrické metody stanoveni katalytické aktivity enzymu jsou zaloZeny na skute¢nosti, ze
zména koncentrace substratu nebo produktu za jednotku casu je pfimo umérna zmeéné
absorbance za stejny Casovy interval. Zménu koncentrace substratu nebo produktu lze
sledovat ptimo, vykazuje-li absorbanci ve viditelné nebo ultrafialové casti spektra. Vztah
absorbance a stanovované koncentrace je definovan Lambertovym Beerovym zakonem
A=¢-c-d, kde A je absorbance, ¢ molarni absorpéni koeficient (cm?mol™), ¢ koncentrace
(mol-I'") a d tloustka absorbujici vrstvy (cm).

Reakéni rychlost je mozné vyjadit jako ¢asovou zménu absorbance AA/At. Ubytek nebo
prirtstek absorbance Ize métit bodove, tj. v urcitych zvolenych intervalech odecist hodnotu
absorbance. Obvykle se odecita v 0,5 az 1 minutovych intervalech po dobu 3-5 min [3].

Pro spektrofotometricka stanoveni katalytické aktivity enzymi 1ze pouZit BioPhotometer
plus, ktery nabizi levnou alternativu ke klasickym spektrofotometriim s n¢kolika vyhodami,
jimiz jsou jednoducha manipulace, pohodiné vyhodnocovani dat a mala spotfeba vzorkd,

ktera se pohybuje v rozmezi 0,7-5 pl. Touto technikou Ize reprodukovatelné¢ analyzovat
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vysoce koncentrované vzorky za pouziti velmi kratkych svételnych drah (0,2 nebo 1 mm
misto obvyklych 10 mm).

Princip méfeni je znazornén na obr. 12. Svételny paprsek fotometru (a) je smérovan do
nitra mérné cely skrz okénko (e), odrazi se od zrcadla (b) smérem nahoru a je veden ptes
dalsi okénko (e) do vzorku (c). Ve vicku (d) je paprsek zrcadlem (b) odrazen a veden zpét do
mérné cely. Pomoci dal§iho zrcadla je veden ven z kyvety. Detektor zaznamenava tbytek
zéfeni po pruchodu vzorkem (absorpci). Délka optické drahy (f) je vzdalenost mezi zrcadlem

a hornim vystupnim okénkem mérné cely a je dalezitd pro stanoveni koncentrace vzorku.

Obr. 12 Schematické zndzornéni kyvety Hellma (TrayCell)

Popisky obrazku jsou uvedeny v textu

Vyrobcei doporucuji pouziti objemutt 3-5 pl pro 1 mm vicko a 0,7-3 pl pro 0,2 mm vicko.
Pro objemy nizsi nez 2 pl je doporuceno pipetovat vzorek piimo na okénko (e) na vnitini

stran¢ vic¢ka, misto obvyklého pipetovani na vrchni zrcadlo (b).

1.2.8 Pozadavky na metodu vySetiujici aktivitu enzymi

Metoda zjist'ujici aktivitu enzymi je dostate¢né specifickd za piedpokladu, Zze na substrat
pusobi v daném materialu jen jeden enzym. Je i dostate¢né citliva a piesna, je-li zvolena
vhodna koncentrace substratu vzhledem k enzymu a vhodnd metoda stanoveni Ubytku
substratu nebo prirtistku produktu v ¢ase, neboli vhodna metoda stanoveni rychlosti premény
substratu na produkt.

Katalyticky charakter enzymt a tedy i jejich aktivita jsou ovliviiovany mnoha faktory,
které musi byt vSechny optimalizovany a kontrolovany, jestlize méfeni aktivity ma byt
reprodukovatelné a hodnoty vyuzitelné. Mezi tyto faktory patii fyzikalni veli¢iny (teplotu a
tlak), chemicky charakter roztoku (hodnota pH, iontova sila) a koncentrace prisluSnych

substratt, kofaktori a inhibitort [4].
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Aby byla zajisténa srovnatelnost téchto zmén v jednotlivych Casovych intervalech, je
ucelné, aby ubytek substratu nebo pfirtstek produktu v Case byl linearni, tj. aby reakce
probihala podle kinetiky nultého fadu s konstantni rychlosti v. Toho by bylo dosazeno jen
tehdy, kdyby veskery enzym byl substratem nasycen, tj. kdyby veskery enzym o celkové
koncentraci /E1/ byl vazan ve formé enzym-substratového komplexu ES, coz je mozné jen

pti velkém nadbytku substratu. Pak by enzymatické reakce probihala limitni rychlosti V [11].

1.3 Enzymy pankreatu, trypsin

Télo ¢loveka potiebuje staly piisun aminokyselin pro rast a opravy. Proteiny jsou velmi
odolné, proto se na jejich traveni uéastni enzymy. Traveni proteini za¢ina v zaludku, kde
kyselina chlorovodikova rozklada proteiny a kde enzym pepsin zapocne hrubé traveni
proteint.. Intenzivnéjsi traveni zacina v intestinu. Pankreas produkuje enzymy, z nichz
nejvyznamngj$i trypsin Sté€pi proteinové fetézce na fetézce obsahujici jen nékolik
aminokyselin. Poté enzymy produkované enterocyty tyto kratké fetézce S§tépi aZz na
jednotlivé aminokyseliny, které jsou vyuzity pro poteby organismu [13].

V acinarnich buiikich zlazy tvoti pankreas sekret o alkalickém pH diky obsahu
hydrogenuhli¢itanovych ionti. Sekret pankreatu obsahuje také mnoho enzymu, které
katalyzuji hydrolyzu vysokomolekularnich latek pfijimanych potravou. Kazdy z téchto
enzymu je hydrolaza s optimalnim pH prostiedi v oblasti neutralni nebo slabé alkalické.
Mnoho znich je tvofeno ve form& proenzymi. Tyto proenzymy jsou sekretovany
pankreatem pies ductus pancreaticus do dvanactniku (horniho tseku tenkého stieva) a dale
aktivovany v lumen stfeva [1, 4, 14]. Mezi enzymy sekretované pankreatem patii [4]:
Enzymy hydrolyzujici proteiny (serinové protedzy):

e Trypsin

e Chymotrypsin

o FElastaza
Enzym hydrolyzujici sacharidy:

e o-amylaza
Enzymy hydrolyzujici lipidy:

e Lipaza

e Fosfolipaza A2

e Sterol esteraza
Enzymy hydrolyzujici nukleové kyseliny:

e Ribonukleaza

e Deoxyribonukleaza
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Serinové proteazy maji podobnou jak primarni tak i tercialni strukturu [15]. Primarni
struktura téchto monomernich enzymu je ze 40 % identickd a jejich vnitini sekvence jsou
témet stejné. Kazdy z téchto proteinti je slozen do dvou domén, které obsahuji rozsahlé
oblasti antiparalelnich [3-sklddanych listl usporadanych do soudkovitého tvaru, ale obsahuji 1
malé mnozstvi a-helikalnich struktur [1].

Aktivni centrum serinovych proteaz ma tvar mélké prohlubng, jak je popsano v tivodu
kapitoly 1.1 [2]. Obsahuje reaktivni serinovy zbytek. Serin se podili kovalentn¢ pii katalyze
[16]. Katalyticky vyznamné His>" a Ser'®® jsou umistény ve vazebném misté pro substrat

102 ktery je zanofen v kapse nepfistupné pro rozpoustédla. Tyto tii

spolecné s Asp
aminokyseliny vytvareji uspofddani spojené vodikovymi mistky, oznaCované jako
katalyticka triada (obr. 13) [1]. Katalyticka triada pusobi jako stfidavy donor a akceptor

protontl (acidobazicka katalyza) [8].

Catalytic
triad

Asp 102

Obr. 13 Katalyticka tridda [1]

Ptiklady serinovych proteaz [4]:
e Travici enzymy trypsin, chymotrypsin, elastaza (tyto enzymy maji odliSnou specifitu
pro postranni fetézce, lemujici §t€penou peptidickou vazbu)
e Mnoho koagula¢nich faktort
e Fibrinolytické enzymy, plasmin
e Aktivatory plasminu

Trypsin je pankreatickd serinovd protedza se substratovou specifitou na pozitivné nabité
fetézce lysinu a argininu. Je stfedné velikym globularnim proteinem a je produkovan jako
neaktivni proenzym trypsinogen.

Kiihne v roce 1876 popsal proteolytickou aktivitu enzymu a pojmenoval ho. Porovnal
optimalni pH pro reakce pepsinu a trypsinu. V roce 1974 byla objevena 3D struktura
trypsinu. Na konci 90. let byl zjistovan vliv trypsinu na dédi¢nost pankreatitidy a bylo
Zjisténo, 7e mutace v Arg*’ zabrani autolyze a tim zptisobi rozvoj pankreatitidy. Dnes je
trypsin mimo jiné uzivan k odhaleni chovani buné¢k a tkanovych kultur identifikaci proteinu
technikami proteinového sekvenovani. V medicing byla role trypsinu pfedmétem rozsifeného

vyzkumu a byl zkouman jeho vliv na choroby pankreatu zahrnujici cystickou fibrézu a
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chronickou pankreatitis (n¢kdy smrtelny stav, ktery mize byt navozen poranénim slinivky).
Déle byl pomoci trypsinu modelovan rozpad kloubni chrupavky pti osteoartritidé [17].

Bylo dokdzano, Ze enzymatickou reakci trypsinu lze patnactkrat zrychlit tvorbou
komplexu s PEG-PAA (polyacrylic acid-polyethylene glycol). Podstatou tohoto urychleni je
stabilizace imidazoilového iontu histidinového zbytku katalytické triady trypsinu diky
aspartatu, ktery je soucasti PEG-PAA. Smés enzymu s PEG-PAA spontanné utvofi
polyiontové komplexni micely (obr. 14), v kterych polyiontové jadro trypsinu a PAA je
obklopeno vrstvou PEG [18]. Vyhodou je konstantni velikost téchto micel a citlivost na
zménu podminek. Micely s inkorporovanymi enzymy odpovidajici na zménu koncentrace
soli méni stabilitu a funk¢énost enzymt a jsou vyuzitelné pro biotechnologické a medicinské

Ggely [19].

PEG-polyasparagova jadro: polyiontovy komplex

kyselina

PEG-poly-L-lysin

Obr. 14 Formovani polyiontovych komplexnich micel[19]

1.3.1 Klasifikace trypsinu

Systém klasifikace enzyma byl vyvinut tak, aby bral v tivahu reakéni i substratovou specifitu
enzymu. Kazdy enzym je zapsan v Katalogu enzymt (Enzyme Catalogue) ¢tyfmistnym
¢iselnym kodem (Enzyme Commission number; tj. EC number). Prvni ¢islo znadi Elenstvi
V jedné ze Sesti hlavnich tfid. Dalsi dvé indikuji podtiidu a skupinu. Posledni ¢islo znaci
divod zaclenéni enzymu do skupiny. Enzymy spodobnou reakéni specifitou jsou
sjednoceny do hlavnich Sesti tfid [3, 4]:
Ttida 1: Oxidoreduktazy (katalyzuji redukéné-oxidacni reakce)
Ttida 2: Transferazy (katalyzuji transport skupin z jedné na jinou molekulu)
Ttida 3: Hydrolazy (cilova vazba enzymu $tépena hydrolyticky)

Podtfida 3. n: Podle toho, jaky typ vazby je hydrolyzovan

3.1 Hydrolyza esterovych vazeb (esterazy)
3.2 Hydrolyza glykosidické vazby
3.3 Hydrolyza etherové vazby
3.4 Hydrolyza peptidové vazby (peptidazy)

34.21 Serinové proteazy (endopeptidazy)

3.4.21.4 Trypsin

3.5 Hydrolyza jinych amidickych vazeb (amidazy)
3.6 Hydrolyza vazby anhydrida
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3.7 Hydrolyza C-C vazby
Ttida 4: Lyazy (Stépi ¢i formuji vazby bez oxidativnich nebo hydrolytickych krokt)
Ttida 5: [zomerazy (katalyzuji zmény Vv ramci jedné molekuly)

Ttida 6: Ligazy (spojuji dvé molekuly hydrolyzou energeticky bohatych vazeb)

1.3.2 Sekrece prekurzoru trypsinu a jeho aktivace

Prekurzorem (zymogenem) trypsinu je trypsinogen [4]. Pokud by byl enzym syntetizovan
v aktivni formé, tkan, kterd ho syntetizuje, by jim byla natrdvena (disledkem mize byt
akutni pankreatitida) [8]. Zymogeny jsou skladovany v granulach zvanych zymogenni
granula, ktera maji stény odolné proti enzymovému rozkladu. Zymogeny trypsinu,
chymotrypsinu a elastazy nejsou enzymaticky aktivni, ac¢koli obsahuji vSechny potfebné
katalytické skupiny, protoze specificka kapsa zymogent je nevhodné formovana [4]. Tento
typ kovalentni regulace enzymové aktivity je jednostranny. Nejsou znamy enzymové reakce,
které by pfeméiovaly aktivni enzymy zpét na ptislusné zymogeny [2].

Aktivace trypsinogenu na trypsin je relativné pomala ziejmé proto, Ze neobvykle velky
negativni naboj evoluéné pevné ustaleného N-koncového hexapeptidu odpuzuje Asp na
zadni strané specifické prohlubné trypsinu. Aktivace trypsinogenu probiha dvoustupiiovym
procesem. Jakmile trypsinogen vstoupi z pankreatu do dvanactniku, dochazi k S$té€peni
hexapeptidu na N-konci pomoci enteropeptidazy (enterokinazy), ktera je specifickou
serinovou proteazou lokalizovanou v membrané epitelu intestina, v buitkach enterocytu.
K proteolytickému §t&peni, aktivovanému trypsinogenem, dochazi mezi Lys™ a lle®®, takze
N-koncovou aminokyselinou se stava Ile'®. Produkt §t&peni (B-trypsin) je uZ katalyticky
aktivni a S$tépi dalsi molekuly trypsinogenu (autokatalyticka aktivace). Prekurzory
chymotrypsinu, elastazy, karboxypeptiddzy A a dalSich jsou aktivovany trypsinem taktéz [4,
8, 20].

PredCasné aktivaci stfevniho enzymu brani pankreaticky sekre¢ni inhibitor trypsinu
(pancreatic secretory trypsin inhibitor PSTI). Funkce PSTT hraje dtilezitou roli v ochranném
mechanizmu, ktery brani destrukci tkané autofagy, coZz by mohlo vést k onemocnénim jako
napiiklad pankreatitida a rakovina slinivky. Tyto choroby jsou jednémi ze svétové nejvice
rozsitenych civilizacnich chorob [21].

U skotu je mozné pozorovat 2 formy trypsinu, dominantni kationickou a minoritni
anionickou. Proteinova sekvence téchto enzymu je ze 72 % identicka [17]. Lidsky pankreas
exkretuje tfi izoformy. Kationicka a anionicka forma jsou ptevladajicimi izoformami u lidi.
K inhibitoru rezistentni mezotrypsinogen se vyskytuje pouze ve stopovém mnozstvi. Trypsin
sestava ze samotného polypeptidového fetézce o 223 aminokyselinovych zbytcich
(trypsinogen z 229 aminokyselin). Tato nativni forma trypsinu je oznac¢ovana jako B-trypsin.
Vysledkem autolyzy B-trypsinu (ktery je $tépen mezi Lys'" a Ser'* v sekvenci bovinniho
trypsinu) je a-trypsin, ktery je stabilizovan disulfidickymi mustky [22].
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1.3.3 Katalyticky mechanizmus trypsinu

Trypsin specificky §tépi peptidové vazby, na nichz se podileji karboxylovou skupinou

bazické aminokyseliny (Lys a Arg) [3]. Mechanizmus §tépeni je znazornén na obr. 15.

1.

L5 B

Vazba substratu (polypeptidového fetézce) do aktivniho centra vyvola pomoci nabojové
Stafety vznik z&dporného néboje na kyslikovém atomu hydroxylové skupiny reaktivniho
zbytku serinu a tim vzrist jeho nukleofility [3], kterd je podpofena histidinem a
aspartatem (histidylovy zbytek pfijima proton od zbytku serinu a funguje tedy jako
bazicky katalyzator). Serinovy zbytek atakuje karbonylovou skupinu §tépeného peptidu.
Misto $tépeni substratového peptidu je lokalizovano na lysinovém zbytku na C-konci
peptidu [4].

Ptenosem protonu z bliz§iho dusikového atomu imidazolového kruhu, ktery je soucasti
nabojové Stafety, na atom dusiku substratu dojde k preruSeni peptidové vazby N-C a
vytvoii se prvni reakéni produkt R;NH,. Imidazolovy kruh tentokrat funguje jako
kysely katalyzator usnadnujici uvolnéni produktu R;NH,. Zbyvajici Cast substratu
R,CO- se pak kovalentn¢ vaze acylovou skupinou na zbytek serinu. Vznikly kovalentni
meziprodukt se nazyva acylenzym.

Druhy stupeii reakce je podobné jako prvni zahajovan nukleofilnim atakem,
provadénym tentokrat molekulou vody, ktera vstupuje do reakce. Jeji proton vytvoii
vodikovou vazbu mezi dusikovym atomem imidazolového kruhu a hydroxylovou
skupinou zbytku serinu a —OH se navaze na acyl stépeného substratu.

Uvolnéni druhého produktu R,COOH je opét usnadnéno kyselou katalyzou a slozky
nabojové Stafety aktivniho centra enzymu se pii tom uvedou do pivodniho stavu.
Regeneruje se aktivni enzym [3].

1 :D H—N O N

R R* H D 2
\N\—[/ sunatedd \/R‘\ i R® Acylenzym
s W . [

H 0 ¥

H|S
0
ASMG H=N (N >\/?\
[l R? Asp - £
<j oiiH — N
/A \\ ! [I] R’
H ff 0 Wi O\b E/

H
Obr. 15 Katalyticky mechanizmus trypsinu a ostatnich serinovych protedz [3]

Komplex nekovalentné véazaného enzymu a substratu, tedy Michaelis-Mentenové

komplex, je charakteristicky pro vSechny enzymaticky katalyzované reakce specifickych

substrat. Acylenzymovy intermediat (R —COOQO — E ) naznacuje, Ze jednim typem katalyzy

v pribéhu reakce je katalyza nukleofilni. Druhy krok, ktery charakterizuje rychlostni
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konstanta ks, je acylaéni. Poslednim krokem charakterizovanym rychlostni konstantou K je
deacylaéni krok (obr. 16) [6].

¢ .3 g
E-OH + R—C-X =——= E OHR-(-X —= ) - Lo
T_. 'OH'R C-X —= R-C-0-E o~ R-C-0" + E-OH
Michaelis-Menten Acyl-enzyme ’
complex
S — e s
Acylation Deacylation
step step

Obr. 16 Mechanizmus katalyzy trypsinu [6]

1.3.4 Reakce trypsinu s Na-bezoyl-L-arginin-p-nitroanilid
hydrochloridem (BApNA)

Znamé a klinicky pouzivané substraty trypsinu jsou aromatické amidy No-chranéného
argininu. Jako ,,chranici skupina“ je zde myslena skupina, jejimz tkolem je chranit funkéni
skupinu proti nezadoucim reakcim. Po vyuziti miize byt protektivni skupina odstranéna. Pii
hydrolyze téchto substratt se amidicka vazba $tépi za vzniku aromatického aminu. V piipadé
substratu BApNA, $tépenim amidické vazby vznikd zlut€¢ zbarveny p-nitroanilin, ktery lze
stanovit spektrofotometricky (obr. 17). BApNA patii mezi substraty, které jsou komercéné
dostupné a lze ho pouzit pro kalorimetricka popftipad¢ fluorimetricka méfeni. Dal§imi
analogickymi substraty jsou napiiklad Na-benzoyl-L-arginin-7-amido-4-methyl cournarin a
BANA (L-arginin p-naftylamid) [23]. Reakce posledniho jmenovaného substratu
s trypsinem je také predmétem experimentalniho zkoumani prezentovaného v mnoha
odbornych ¢lancich [24, 25].

Aromatické estery argininu nejsou jako substraty trypsinu vyuzivany, protoze jsou Ve
srovnani s amidy méné stabilni vi¢i hydrolyze. Jsou ¢asto zabudovany do substratu v misté
amidi za UCelem ziskani citlivéjSich a snadné€ji hydrolyzovatelnych analogl. Jsou také
nachylnéjsi k neenzymatickym hydrolyzdm nukleofily. Je potfeba disponovat substratem
trypsinu, ktery fesi nedostatky dosavadniho stavu instrumentélnich technik, coz zahrnuje

mimo jiné pozadavky na klinické vzorky krve [23].

Trypsin
o i[e73 0
o HCI «HCl
H o HH /©/
H Che NH +
CHy  “cH

G
He H,0 M

2 5 NH MO
Ln e CH J OH 4
\ﬂ/ A \ﬂ/ \\CHQ \CH?\W
NH 0 HH ] HaN

Ma-Berzoyl-L-Arginine p-Mitroanilide

MNe-BenzoykL-Arginine p-Mitroaniline

Obr. 17 Reakce trypsinu a Na-bezoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochloridem
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1.4 Mikrokalorimetrie

Kalorimetrie je experimentalni technika, ktera se zabyva méfenim energie ve formé tepla.
Jelikoz rGzné druhy energie (zéfivou energii, elektrickou ¢i chemickou) lze za vhodnych
podminek pfevést kvantitativné na teplo, je mozné kalorimetrické metody vyuZzivat
ve fyzice, biofyzice, chemii a biologii. Princip kalorimetrie spociva v pfevedeni métené
energie na teplo Q (J), které se vypocita pomoci vztahu Q =C, - AT (na zakladé zméfené
hodnoty AT), kde tepelna kapacita kalorimetru C, (J-K™) zavisi na usporadani méfeni [26,
27]. Klasicka kalorimetrie poskytuje vysoké rozliSeni a ptesnost pii méfeni tepla a tepelnych
toklt pouze v pfipadé, kdyz mnozstvi vzorkli a tepelné podily nejsou piili§ malé [28].
V mnoha pripadech ale neni klasickd kalorimetrie vhodna pro studium biochemickych
procesti vzhledem k vysokym pozadavkiim na material a ¢asovou naroénost. Resenim tohoto
problému je miniaturizace kalorimetru zaloZeného na ¢ipech s termo¢lanky nebo termistory
[29, 30].

Mikrokalorimetr pouzity v této praci slouzi k méfeni termodynamickych a kinetickych
vlastnosti kapalin v mnozstvi vzorku v fadu mikrolitrd. Méfici jednotkou je kiemikovy Cip,
na jehoz aktivni oblasti (membran¢€) dochazi k ustavovani tepelné rovnovahy [26, 27]. Prvné
pouzil kiemikové cipy Vv kalorimetrii Wolf [31]. Do trojrozmérné struktury cCipu je
zabudovana membrana, ktera plni tfi funkce: funkci termoclanku, ohiivace a
,.drzaku‘ vzorku [26, 27].

Mikrokalorimetrie je jedna z metod pouZzivanych k analyzovani biochemickych procest,
jako jsou enzymaticky katalyzované reakce nebo metabolickd aktivita mikroorganizmil ¢i
zivych bunék [32].

1.4.1 Reakcni teplo, entalpie a biologické systémy

Vsechny chemické reakce probihaji s urCitym tepelnym zabarvenim. Reakce, pti kterych se
uvolnuje teplo (4H je zapornd), se nazyvaji exotermicke a ty, pii nichz se teplo pohlcuje (4AH
je kladna), se nazyvaji endotermické. Vyména tepla se stanovuje jako zména entalpie AH
(reakéni teplo). Entalpie H je definovana vztahem H =U + pV, AH=Q, je teplo piijaté
uzavienou soustavou pii konstantnim tlaku.

Entalpie H, stejn¢ jako wvnitini energie U, jsou stavové veli¢iny. Z matematické
formulace prvni véty termodynamické plyne, Ze zména vnitini energie U,-U; tohoto systému

je rovna:

A
AU =U, -U, =Q, +W =Q, - [ pdV 124/
Vi
Pokud je systém uzavieny a vyloucime-li jiné moznosti vymény prace s okolim (napft.
praci elektrickou), miize tento systém pii konstantnim tlaku konat jen objemovou praci,
vyjadfenou ¢lenem s integralem. Protoze jde o izobaricky déj, plati Up,-U;=Q,-p(Vo-Va),
odkud Qp=U,+pV,-U;-pVi=H-H;=4H. Pro jakoukoli zménu stavu systému je zména
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entalpie rovna AH=H,-H;=U,+p,V,-U;-p,;V;=4U+A(pV), ale pouze pro izobaricky d&j plati
AH=AU+pAV (p= konst.).

Podle obecné definice entalpie pfispivda za konstantniho tlaku k rozdilu mezi
AU a AH zména objemu soustavy. Pokud dé€j probihd v kondenzovanych systémech
(kapalnych nebo pevnych), je teplotni zména jejich objemu pfi konstantnim tlaku obvykle
jen velmi mala. Jestlize ani tlak neni pfili§ vysoky, pak zde plati, ze AH~4U, to znamena, ze
za béznych ,.biochemickych® podminek je zména entalpie skute¢n¢ rovna teplu piijatému
systémem v pribéhu studovaného déje [33].

Vztahy chemické termodynamiky a jeji zakonitosti plati i pro systémy biologické. Tyto
systémy vSak vykazuji nékteré zvlastni rysy, na néz je nutné brat ohled pii jejich
termodynamické analyze. Termodynamika rozliSuje systémy oteviené, uzaviené
a izolované. Biologické systémy, tedy Zivé jednobunééné i komplexni mnohobunééné
organizmy, jsou zasadn¢ a vzdy oteviené. Neustale vymeénuji s okolim rtizné formy hmoty a
energie. To v8ak vylucuje jednoduché aplikace postupli rovnovazné termodynamiky, které
byly odvozeny pro uzaviené a izolované systémy. Na druhé stran€, na enzymové reakce ve
zkumavce ¢i na kalorimetrické pokusy lze samozrejme aplikovat vSechny vztahy rovnovazné
termodynamiky bez jakychkoli omezeni.

Casto byva diskutovana platnost zakladnich termodynamickych vét v biologii. Zdkon o
zachovani energie (prvni véta termodynamickd) nikdy nebyl v biologii zpochybnén.
V biologickych systémech, stejné jako v jakychkoli jinych, energie nevznika ani se v nich
neztraci, pouze pieménuje z jednoho druhu na jiny.

O platnosti druhé¢ vety termodynamické v biologickych systémech byly casto
vyslovovany pochybnosti. Zmény tlaku a teploty jsou pfi procesech v Zivych soustavach ale
vétSinou tak malé a pomalé, Ze je obvykle nemusime brat v ivahu. To vysvétluje, proc
biochemici pouzivaji Gibbsovu energii jako miru chemické energie: hodnota AG je totiz
ekvivalentni mnozstvi vyuzitelné (netepelné) energie, kterou muze poskytnout reakce
probihajici za konstantniho tlaku a teploty. AG lze také chépat jako hodnotu charakterizujici

,vzdalenost® reakéni smési od rovnovahy [34].

1.4.2 Vyuziti mikrokalorimetru v biochemii a mikrobiologii

Metoda je zaloZzena na méfeni entalpie konverze odpovidajiciho substratu katalyzované
zkoumanym enzymem. Za UcCelem ziskat odezvu v ustaleném stavu jsou preferovany
podminky, pfi kterych je enzym nasycen substratem, coz je stav, kdy je veSkery enzym
vazan ve formé enzym-substratového komplexu ES (obr. 18). Toho je mozné dosahnout jen
pii velkém nadbytku substratu. Enzymaticka reakce pak probihd limitni rychlosti V.
Zajisténim téchto podminek se umozni korekce vlivii zékladni linie (base line) a potlaci se

vliv dynamickych chyb.
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X = point of saturation
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not affect reaction rate
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Obr. 18 Zavislost rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu /35]

Experimentalné bylo dokézano, ze vhodné navrzené Cipové kalorimetry jsou pouzitelné
pro on-line detekci metabolické produkce tepla mikroorganizmu kultivovanych v bioreaktoru.
Touto metodou je mozné stanovit ristovou kiivku sledované kultury. BEhem experimentu je
aplikovan roztok obsahujici substrat a vyzivné latky. Tim buiiky zahaji metabolizmus
(anabolickou fazi, reakce je endotermicka). Po ukonéeni aplikace roztoku se signal vraci zpét
na referenéni hladinu (obr. 19).
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Obr. 19 Kalorimetrické méieni metabolické produkce tepla biofilmu Escherichia coli /36]

ON znazoriiuje aplikaci roztoku s Zivinami a substratem, OFF konec aplikace

Sledovana zmeéna produkce tepla znazoriiuje miru aktivity bakterii asociovanych
na povrchu v podobé biofilmu.

Buiiky imobilizované na kalorimetrickém senzoru mohou byt uzity k on-line kontrole
zmeén pii Cisténi odpadnich vod ¢i pitné vody.

Mikrokalorimetricky lze stanovit teplo absorpce organickych par na tenké polymerové
filmy [30, 35-37].

Metoda méfeni glukdzy cCipovym mikrokalorimetrem byla uspéSné aplikovana na
popsani reakce hexokindzy (glukdza-6-fosfat dehydrogenazy). DalSim krokem hodnoceni
mikrokalorimetrie jako potencidlniho klinického analytického nastroje bylo zkoumani
méfeni obsahu kyseliny mocové s pouzitim urikazy. Spektrofotometrické stanoveni kyseliny
mocové touto reakci pozaduje vysoce kvalitni UV spektrofotometr, pficemz stale existuje
pravdépodobnost, Ze jisty subjekt interferuje [38].

Dalsimi aplikacemi 1ze zminit naptiklad enzymatické stanoveni penicilinu a dal$ich latek
Vv pufrech, bioreaktorech a také v krvi. Pro enzymaticka méfeni lze pokryt kalorimetricky ¢ip
enzymem [30].
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1.4.3 Vyhody a nevyhody mikrokalorimetrie

Mikrokalorimetricka metoda je kvantitativni, levna a univerzalni. Vyhoda mikrokalorimetrie
spoCiva v ¢asové, materialni a finanCni uspoie [26, 27]. Kalorimetrie nabizi moZnost
studovat enzymovou aktivitu bez nutnosti enzymy znacit. Dilezitou vyhodou méteni aktivity
enzymt pomoci kalorimetru je moznost vyuziti imobilizovanych enzymu. Byl vyvinut
specialni typ ¢ipového modulu s vyjimatelnou reakéni komorou, aby zajistil snadné zavedeni
imobilizovanych partikuli [36]. Srovnanim IC-kalorimetru s dobfe znamymi klasickymi
kalorimetry byly zjistény vyznamné vyhody, jako je mala kapacita aktivniho mista drzaku
vzorku na Cipu a velmi malad konstanta tepelné vymény mezi vzorkem a chladi¢em [39].
Vyhodou oproti spektrofotometrii je skutecnost, Ze kalorimetrie umoziuje kvantifikaci bez
nutnosti oddélit ostatni slozky reakéni smési. U spektrofotometrie plati, Ze pokud ma produkt
reakce stejné absorpéni vlastnosti jako substrat, nebo maji-li slozky reak¢éni smési vysoké
pozadi, absorbance neodpovidd zméndm vyvolanym reakci. Dal§i vyhoda spociva
Vv moznosti stanovit mnoZstvi analyzované latky aktualné pfitomné v roztoku bez potieby
analyzy ¢istého standardu a bez nutnosti pfedanalytické Gpravy vzorku séra. Pfesnost méteni
Vséru je srovnatelna s méfenimi ve vodnych roztocich. Ackoli je mikrokalorimetricka
technika pomalejsi, zvlast¢ pokud se jedna o vsadkovy kalorimetr, stabilita pfistroje a
podstata fyzikalnich jevi, Které se stanovuji, nabizi zaru¢ené vyhody oproti jinym technikam
analyzy [38].

Pouziti mikrokalorimetrické metody neni vhodné, pokud nelze dosahnout rovnovazného
stavu reakce. To muize nastat v pfipadé omezené rozpustnosti reaktantii, jako naptiklad
kysliku, oxidu uhli¢itého, ¢i hydrofobickych organickych sloucenin [39]. Mikrokalorimetrie
neposkytuje dostateCnou citlivost méfeni pti pouziti velkych objemt vzorkli nebo v piipade

analyzy prubéhu reakce za dlouhy casovy usek [38].

1.4.4 1C-kalorimetry

Konstrukce kalorimetru (prvky jako termistor, termoclanek a kalibra¢ni ohfivac, které jsou
zakomponovany diky modernim technologiim v kfemikové membrané Ccipu) vede
K nejcasteji pouzivanému oznaceni IC-kalorimetr (IC=integrated circuit) [26].

Typy IC kalorimetrt (obr. 20) [39]:

a) Nejjednoduseji sestavitelny je vsadkovy kalorimetr. Vzorek je umistén v aktivnim
misté termoclanku a reakce miiZze byt iniciovana aplikaci kapky druhé komponenty
na vzorek.

b) Kalorimetr s mérnou a referentni plochou cCipu, ktery umoziuje plynule ménit
teplotu v kalorimetru.

c) Pratokovy kalorimetr: Lze jej pouzit pii studiu interakci mezi pevnou a plynnou fazi
a sledovat tepelnou produkci enzymaticky katalyzovanych reakci. Enzym je mozné
imobilizovat na povrchu ¢ipu a roztok obsahujici substrat kontinualn€ protéka kolem
¢ipu pokrytého enzymem.

d) SmeéSovaci pritokovy kalorimetr: Zavedenim piidavného piivodného kanalu a
tepelného zaizolovani aktivni oblasti na povrchu ¢ipu, kde dochazi ke sméSovani
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komponent, vznika z jednoduchého pritokového kalorimetru sméSovaci kalorimetr
vhodny pro sledovéni reakei kapalnych komponent.

I A
3: Flow-through
I} Calarimaiar
. ! 11 Uiquid Batch
Y : Calorimater
%ﬁm v surinos
T
B 4: Mixing and Reacllon
; . Fow-{hroagh

2: Temperatura Scaafing
Calotmalsr .

Calorimaler

B: Twin-chip Thermoslecirg
Flow-ihrough Device

Obr. 20 Schematické zndazornéni konstrukéné odlisnych IC kalorimetrii [39]

A, B zndzorfiuji roztoky s reaktivnimi komponentami

Podle doporuc¢eni IUPAC by mél byt kalorimetr pouzity v diplomové praci nazyvan jako
»izotermni mikrokalorimetr” vzhledem k tcelu, kjakému byl vyvinut, to znamena pro
méteni v rozsahu mikrowatll. Termin izotermni zde neni pouzit v pravém slova smyslu, ale
znaci predevsim to, Ze teplota v kalorimetru je konstantni. S ohledem na princip méfeni je
Castéjsi oznaceni ,,kalorimetr s tepelnym tokem*. Jelikoz je zména teploty velmi mala, je
mozné zafadit kalorimetr do skupiny takzvanych ,quasi-izotermnich® kalorimetra
S tepelnym tokem.

IC-kalorimetr pouzity k experimentiim V této diplomové praci se sklada ze dvou podélné
spojenych vélcovitych hlinikovych blokd (a) o praméru 10 cm (obr. 21). Cip je umistén
v centru celého uspofadani. Keramicky nosi¢ Cipu (b) je tepelné propojen se spodnim
hlinikovym valcem pomoci kovovych spon. Otvor (c) v ose horniho valce slouzi pro
zavedeni mikrostiikacky (d), ktera obsahuje reak¢ni komponentu ptidavanou k té, ktera se
nachdzi na membrané Cipu (e). Pii zasouvani mikrostiikacky do vika, resp. uzavieného
kolorimetru, by dochazelo k pretlaku v reakéni komoie. K jeho eliminaci slouzi boéni
kanalek (f) pro odvod par. Zvlh¢ovaci krouzek (g), pfipevnény zevniti na horni Cast
kalorimetru, je nezbytny pro rychlejs$i vyrovnani tlaku par. To sniZzuje rychlost vypafovani
kapalnych vzorkli umisténych na povrch kfemikové membrany ¢ipu, a proto vede k rychlejsi
stabilizaci signalu.

Plocha, na kterou se kapka nebo pevna latka umist’'uje, se nazyva aktivni oblast. Teplotni
gradient snimany pomoci termoclankt v aktivni oblasti je pfeveden na vystupni signal napéti
v uV. Entalpii reakce AH, pfi dané teploté lze vypocitat z plochy piku A, citlivosti ¢ipu S a
poc¢tu mold n reagujici latky pomoci vztahu:

A
" S-n

Citlivost Cipu lze zjistit elektrickou nebo chemickou kalibraci.

AH 125/
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Obr. 21 Fotografie 1C-kalorimetru /26]

Popisky k ebrdzku jsou uvedeny v textu

Studium termodynamickych vlastnosti vzorki pomoci IC-kalorimetru lze provadét pro
ruzné teploty v rozmezi 20-45 °C. Teplotu lze volit pomoci temperovaného boxu, ve kterém
je kalorimetr umistén. To je obzvlast’ vyhodné pii studiu enzymatickych reakci pro simulaci
télesné teploty 37 °C [26].

Cip NCM-9924

Cip NCM-9924 je konstruovan pomoci technologii, ktera umoziiuje vznik struktury na bazi
ktemiku. Plni tfi funkce: funkci ohiivace, senzoru teploty a ,,drzaku vzorku (obr. 22).

membrana vzorek

[ e ]

nosig  termotlinek ohifval horky spoj  studeny spoj

Obr. 22 Schéma C&ipu s termoélanky a ohfivaéi [26]

Cip se sklada z 8,3x8,3 mm velké membrany z monokrystalického kiemiku uchycené do

keramického ramu. S okraji nutnymi pro uchyceni membrany k ramu c¢ini celkova plocha
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membrany 1010 mm. Tloustka membrany je 22-45um scitlivosti pfiblizné
2,4 nebo 1,2 V-W™. Uprostied membrany se nachazi tzv. citliva oblast, nazyvana také jako
aktivni oblast. Aktivni oblast je 4x4 mm velkd a obsahuje tfi odporové ohiivace
a termoclanky. Pouze v této oblasti dochazi ke sniméni teplotniho rozdilu vyvolaného
misenim kapek a naslednou reakci komponent. Dva odporové ohtivace jsou vyrobeny
z hliniku a tfeti z kfemiku. Termoclanky jsou integrovany mezi ohfiva¢ a keramicky ram.
Teplotni rozdil termoclanky snimaji a prevadi na vystupni signal. K porovnani teplot dochazi
mezi sttedem membrany (aktivni oblasti) a teplotou keramického ramu.

Prednosti tohoto Cipu oproti podobnym cCiptim (napiiklad LCM-quad) je mechanicka
odolnost dana tloustkou jeho membrany. Tenkosti membrany je dosazeno nizkého tepelného

odporu, coz je vyhodné pro kapalné aplikace [26].

1.4.5 Kalibrace mikrokalorimetru

Vétsina izotermnich kalorimetrd je kalibrovana dodanim tepla pomoci elektrického ohievu.
Elektricky ohfiva¢ byva umistén v Kalorimetrické nadobce, ptipadné je v IC-kalorimetru
integrovan v kiemikové membrané. Elektricka kalibrace je méné vhodna z hlediska
zohlednéni procest proudéni tepla béhem reakce. To muze vést k zavaznym chybam a
Vv tomto piipadé je vhodné&jsi pouziti chemické kalibrace. Bez ohledu na zvolenou techniku je

nutné ovétit celkovy vykon zatizeni [26].

Elektricka kalibrace

Miniaturizaci kalorimetru vznikaji nové problémy s ohledem na citlivost a pifesnost méteni.
Pfi posuzovani vysledkli je nezbytné piesné stanoveni uvolnéného nebo spotiebovaného
tepla. Toto stanoveni vS§ak mtize byt ovlivnéno fadou nezddoucich faktorti jako je odpatovani,
michani nebo proudéni. VSechny uvedené faktory ovliviiuji také kalibraci kalorimetru a tvofi
systematické chyby méfeni.

Elektricka kalibrace je zalozena na stanoveni citlivosti nebo kalibraéni konstanty
kalorimetru. Citlivost Cipu se ziskda porovnanim vystupniho signalu U (uV) s teplem
dodanym pomoci odporového ohtivace ve formé piikonu P (mW). Kalibracni konstanta, dale

jen citlivost, je stanovena pomoci vztahu:
U
SB/.W—l]:_ 126/
p
V literatufe je u elektrické kalibrace izotermnich mikrokaloriemtrit uvadéna chyba
meéteni az 5 % [26].
Chemicka kalibrace

Elektricky kalibra¢ni ohiiva¢ muzZe vést k podstatné odlisnému rozlozeni teploty Vv reakéni

nadobé¢ resp. aktivni oblasti membrany nebo zpuasobit jiné tepelné proudéni ve srovnani se
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zkoumanou reakci. V téchto ptipadech je vhodné provést srovnani chemickou kalibraci.
Chemicka kalibrace se provadi vhodné zvolenou kalibraéni reakci. V této praci byly zvoleny
reakce tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou chlorovodikovou a kyseliny
chlorovodikové s hydroxidem sodnym.

Citlivost Cipu se vypolitd ze smérnice piimky K(X) zavislosti plochy piku A na
koncentraci latky pouzité pii kalibraci, podle vztahu:

__ kb9 1271
AH r25 c.v

V tomto vztahu odpovida k(x) smérnici pifimky dané zavislosti plochy piku probé&hlé
reakce na koncentraci HCI ptipadn¢ NaOH.

Hodnoty entalpii reakce AH, tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou
chlorovodikovou pro rizné teploty jsou uvedeny v tab. 1. Hodnota entalpie reakce kyseliny
chlorovodikové s hydroxidem sodnym pii 25 °C je -58 kJ-mol™.

Tab. 1 Hodnoty entalpii reakce AH, tris(hydroxymethyl)aminomethanu s HCI pro riizné teploty

T (°C) AH, (kJ-mol™)
15 48,22
20 47,84
25 47,44
30 47,11

Citlivost ¢ipu a faktory ovliviiyjici jeji hodnotu jsou jedny z hlavnich parametrt

studovanych v dizerta¢ni praci Podzemné [26].

1.4.6 Faktory ovliviigjici citlivost Cipu

V této kapitole bude shrnuto nékolik experimentalné ziskanych poznatktt Podzemné [26],
ktera pracovala s vySe popsanym IC-kalorimetrem s ¢ipem NCM-9924. Faktory ovlivitujici
citlivost ¢ipu byly studovany pomoci elektrické kalibrace.

Tloust’ka membrany

Bylo dokazano, Zze mezi citlivosti a tloustkou membrany plati nepfima umera. Tedy ¢im
siln€j$i membrana, tim se citlivost Cipu bude vice pfiblizovat spodni hranici rozmezi
citlivosti uvedeného v literatute [40].

Teplota

Me¢éieni Podzemné [26] dokazuji, Ze s rostouci teplotou se citlivost ¢ipu snizuje. Pii zméné
teploty v fadech desetinach stupnt lze pokladat tento vliv za nevyznamny. Pii zménach
teploty 0 5 °C je zména citlivosti ¢ipu vyznamna.

Objem kapaliny na ¢ipu

Objem kapaliny na ¢ipu je limitovan rozméry aktivni oblasti membrany 4x4 mm. Pii méfeni

je duilezité pocitat s celkovym objemem po pfidani druhé reakéni komponenty. Po piesahnuti
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aktivni oblasti dochazi ke zkresleni tepelného zabarveni reakce. Se vzristajicim objemem
kapaliny na povrchu membrany citlivost Cipu klesa.

Temperaéni doba

Temperacni doba je ¢as potfebny k ustaleni teploty a tim i signalu. K ustaleni hodnot
zékladni linie k nule nedochazi ihned po zahajeni métfeni. Teplotni podminky zavisi nejen na
vyrovnani teploty uvnitt kalorimetru a vzorku na Cipu, ale také na tlaku par v reakéni komote.
Bylo prokazano, ze chyba méfeni vyrazné klesa pti dobé ustalovani minimalné 20 min u
béznych reakei a 40-50 min u enzymatickych reakei.

Tlak par v reakéni komoi‘e

K minimalizaci vypafovani vzorku a zajisténi konstantniho tlaku par slouzi krouzek
z filtra¢niho papiru umistény na spodni Casti vika hlinikového boxu. Sérii méteni bylo

ur¢eno, ze minimalni rozdil v citlivosti je pfi pouziti objemu 6 a 8 pl pro navlhéeni krouzku.
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2  EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Tab. 2 Seznam pouZitych chemikalii

Chemikalie Cistota Oznaceni Dodavatel
Kyselina chlorovodikova 35% p.a. ES' 231-5595-7 LACH-NER
Tris(hydroxymethyl)aminomethan  Ultrapure ES 201-064-4 PENTA
N,N-dimethylformamid Pure ES 200-679-5 LACH-NER
Chlorid vapenaty

Enzym

Trypsin (z hovéziho pankreatu) EC?232-650-8 ALDRICH
Substrat

Noa-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochlorid  ES 244-505-6 ALDRICH

1 ES, EINECS-,,.European INventory of Existing Commercial chemical Substances* evropsky seznam existujicich
obchodovatelnych chemickych latek, umoziiuje nalézt obecné informace o chemickych latkach.

EC-,,Enzyme Commission* systém ¢iselné klasifikace enzymii

Dale jsou uvedeny zakladni charakteristiky latek tak, jak je uvadi dodavatel (Sigma
Aldrich, www.sigmaaldrich.com).

Hovézi trypsin

Enzymové ¢islo: 3.4.21.4

Molekularni hmotnost 23,3 kDa

Koeficient extinkce (vyjadiuje, jak siln¢ dana latka absorbuje zafeni pti dané vinové
délce, v Lambert-Beerové zakoné mu odpovida hodnota &) = 12,9-15,4 (pti 280 nm).

pl: 10,1-10,5

Optimalni pH pro aktivitu trypsinu je 7-9 [22, 41, 42].

Metody analyzy: Pro travici proteiny je doporucovdn pomér mezi enzymem a
substratem mezi 1:100 az 1:20 (w/w) [43].



Na-Benzoyl-L-arginin 4-nitroanilid hydrochlorid (BApNA)
BApNA je chromogenni substrat pro trypsin a dal$i proteolytické enzymy.
Sumarni vzorec: CigH,,NgO4-HC1
Molekulova hmotnost: 434,88 g/mol [44]

Pouzivéani syntetickych latek jako substrati enzymil zjednodusSilo proces stanovovani
enzymatické aktivity. V odbornych ¢lancich je sledovana enzymaticka aktivita trypsinu a
to metodami spektrofotometrickou [19, 45, 46] nebo fluorescenéni (pifi pouZiti
fluoreskujicich specifickych substrat, jako napt. Z-Arg-AMC ¢i dimer procyanidinu
B3). Chromogenni substraty serinovych proteaz zahrnuji p-nitroanilidy a p-nitrofenyl
estery volnych nebo N-acylovanych aminokyselin a peptida [47-49] aj. Substratem
pouzitym v diplomové praci je Na-bezoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochlorid. Tento
substrat je dobfe rozpustny ve vodnych roztocich, stabilni v nepfitomnosti enzymu,
citlivy a specificky pro trypsin a schopny se hydrolyticky $tépit, proto splituje kritéria pro
vhodny substrat.

2.2 Zarizeni a prisluSenstvi

IC-kalorimetr (TU Bergakademie Freiberg, Némecko)

Cip NCM-9924 (Xensor Integration, Delft, Nizozemi)

Inkubator S160D (Bibby Scientific Ltd, Velka Britanie)

BioPhotometer plus 230 V/50-60 Hz (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Hellma TrayCell (Hellma GmbH & Co. KG)

Vicko pro TrayCell, délka optické drahy 1 mm (Hellma GmbH & Co. KG)

Zalozni zdroj APC Smart UPS RT (American Power Conversion Corp., Velka Britanie)
Pocitaé pro zpracovani dat (Intel® Celeron ™ CPU, RAM 261 616 kB, HDD 20 GB)
Mrazni¢ka EUF 10003W (Electrolux, Svédsko)

Analytické vahy (Kern, Némecko)

pH-metr (Inolab, Ceska republika)

Mikropipety Biohit 1-10 ul; 100-1000 pl

Mikrosttikacka Hamilton 1-5 pl

Bézné laboratorni nadobi
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Elektricka kalibrace

Pti elektrické kalibraci se aplikovalo 8 pl redestilované vody na aktivni oblast membrany.
Krouzek filtracniho papiru nalepeny na spodni Casti vika hlinikového bloku byl navlhéen
8 ul redestilované vody. Kalorimetr se uzavtel a do vika se zasunula prazdna mikrosttikacka.
V programu MATLAB se nastavila hodnota piikonu 0,1 mW, doba ohfevu 150 s a celkova
doba jednoho cyklu 300 s.

2.3.2 Chemicka kalibrace

Pro chemickou Kalibraci byla pouzita reakce tris(hydroxymethyl)aminomethanu s kyselinou
chlorovodikovou a hydroxidu sodného s kyselinou chlorovodikovou.

Pro prvni kalibraéni reakci se na aktivni oblast Cipu umistily 3 ul kyseliny
chlorovodikové o koncentracich 0 mol/l; 0,025 mol/l; 0,05 mol/l. Krouzek z filtra¢niho
papiru se navlh¢il 8 ul redestilované vody a kalorimetr se uzaviel. Do vika se zasunula
Hamiltonova mikrostiikacka s 4,4 ul roztoku tris(hydroxymethyl)aminomethanu o
koncentraci 0,1 mol/l. Po ustaleni teplotni rovnovahy (20-30 min) se reakce spustila
stlacenim mikrostiikacky. Reakci bylo mozné ukonéit po 10 min od vyprazdnéni
mikrostiikacky. Bylo provedeno 5 méfeni pro jednotlivé koncentrace Kkyseliny
chlorovodikové.

Pii druhé kalibra¢ni reakci se na aktivni oblast Cipu umistily 3 ul kyseliny
chlorovodikové o koncentraci 0,1 mol/l. Krouzek z filtra¢niho papiru se navlh¢il 8 pl
redestilované vody a kalorimetr se uzavrel. Do vika se zasunula Hamiltonova mikrostfikacka
s 4,4 ul roztoku hydroxidu sodného o koncentracich 3 mmol/l; 4 mmol/l; 7 mmol/l. Po
ustaleni teplotni rovnovahy (20-30 min) se reakce spustila stlacenim mikrostiikacky. Reakci
bylo mozné ukoncit po 10 min od vyprazdnéni mikrostiikacky. Bylo provedeno 5 méteni pro

jednotlivé koncentrace hydroxidu sodného.

2.3.3 Studium Kinetiky reakci pomoci mikrokalorimetru

Celkovy objem reakéni smési na ¢ipu po vyprazdnéni mikrostiikaéky nema piekro¢it 12 pl.
Jednim z kritérii pro stanoveni vhodného objemu reakéni smési je hranice aktivni oblasti
¢ipu 4x4 cm. Tento objem zavisi na smacivosti povrchu membrany.

Mezi jednotlivymi méfenimi bylo dalezit¢ dokonal¢ promyti mikrosttikacky
redestilovanou vodou, protoze po nedokonalém odmyti necistot v mikrostiikace se
objevily rusivé vlivy na méfeni.

Pufr byl pfipravovan jednou tydné smichanim anorganického pufru TRIS-HCI+CaCl, o
koncentraci 0,1 mol/l a pH=7,8 s N,N-dimethylformamidem v poméru 1:1. SloZeni
pouzitého anorganického pufru: 0,1 mol/l Tris(hydroxymetyl)aminometan+0,1 mol/l HCI
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+0,025 mol/l CaCl,, pH=7,8. Hodnota pH pufru byla ovéfena pH metrem. Reakce byly
zkoumany pii teplot€¢ 25 °C. Enzym trypsin i substrat BApNA byly uchovany podle
doporuceni dodavatele pii -20 °C. Roztoky enzymu i substratu byly pfipravovany kazdy den
Cerstvé. V pribéhu meéfeni byly vzorky enzymu a substratu uchovany v ependorfkach

zabalenych do alobalu kvli citlivosti N,N-dimethylformamidu na svétlo.

Vliv koncentrace enzymu na Kinetiku enzymatické reakce

Byly provedeny dvé série méfeni pro riizné pomeéry ng:Ns. V prvni sérii méfeni bylo
v 1 ml pufru rozpusténo 2,70; 5,01; 7,71 a 10,28 mg enzymu trypsinu. Roztok substratu
No-Benzoyl-L-arginin4-nitroanilid hydrochloridu o koncentraci 0,054 mol/l byl
pfipraven rozpusténim pevné latky v pufru o stejném slozeni, v jakém byl rozpustén enzym.
V druhé sérii méfeni bylo v 1ml pufru rozpusténo 4,06; 6,40; 9,00; 11,20 mg enzymu
trypsinu. Roztok substratu  Na-Benzoyl-L-arginin4-nitroanilid hydrochloridu o
koncentraci 0,025 mol/l byl pfipraven rozpusténim pevné latky v pufru o stejném slozeni,
Vv jakém byl rozpustén enzym.

Na ¢&ip byly napipetovany 3 ul roztoku substratu BApNA o koncentraci 0,054 mol/l (resp.
0,025 mol/l) a krouzek byl navlhéen 8 ul roztoku substratu. Hamiltonova mikrostiikacka
byla naplnéna 4,4 pl roztoku enzymu o pfislusné koncentraci. Rovnovaha byla ustalena po
40-50 min. Poté byla reakce spusténa vyprazdnénim mikrostiikacky. Reakce byla zastavena
po 10 min. Po odklopeni vika bylo mozné pozorovat zluté zabarveni kapky diky vzniklému

produktu. Pro jednotlivé koncentrace enzymu bylo provedeno 5 méfeni.

Vliv koncentrace substratu na kinetiku enzymatické reakce

Byly provedeny dvé série méfeni pro rizné poméry ne:ns. V prvni sérii méfeni bylo v 1 ml
pufru rozpusténo 2,61 mg enzymu trypsinu. Roztok substratu BApNA byl pfipraven
o ruznych koncentracich v intervalu 0,020-0,079 mol/l rozpusténim pevni latky v pufru
o stejném sloZeni, v jakém byl rozpustén enzym. V druhé sérii méfeni bylo v 1 ml pufru
rozpusténo 9,00 mg enzymu trypsinu. Roztok substratu BApNA byl pfipraven o ruznych
koncentracich v intervalu 0,039-0,076 mol/l rozpusténim pevni latky v pufru o stejném
slozeni, v jakém byl rozpus§tén enzym.

Na ¢ip byly napipetovany 3 ul roztoku substratu BApNA o piislusné koncentraci.
Rovnovaha byla ustanovena po 40-50 min. Nasledné byla reakce spusténa vyprazdnénim
mikrostiikacky. Reakce byla zastavena po 10 min. Po odklopeni vika bylo mozné pozorovat
zluté zabarveni kapky diky vzniklému produktu. Pro jednotlivé koncentrace substratu bylo

provedeno 5 méteni.
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2.3.4 Studium Kkinetiky reakci pomoci BioPhotometeru plus

Vzorky byly pfipraveny identicky jako u kalorimetrickych stanoveni za ucelem porovnani
vysledkii métfeni obou metod. Pro méfeni s pouzitim vicka 1 mm je doporuceny objem
vzorku mezi 3-5 pl. Toto omezeni piistroje se vyfeSilo sniZzenim celkového objemu reakéni
smési enzymu a substratu z objemu 7,4 ul (kone¢ny objem reakéni smési pfi reakci na Cipu)
na 5 pl pfi zachovani poméru latkovych mnozstvi enzymu a substratu. Pro co nejpiesnéjsi
simulaci reakce na ¢ipu se na okénko (e) na kyveté pipetovalo 2,03 pl substratu a nasledné
2,97 ul enzymu (obr. 12). Na kyvetu se umistilo vicko a spustilo se méfeni. Jako blank byla
pouzita smés anorganického pufru a N,N-dimethylformamidu v poméru 1:1.

BioPhotometer plus je limitovan maximalni meéfitelnou absorbanci rovnou tfem.
Pti absorbancich vyssich jak tfi nelze signal vyhodnotit. Tento problém se vyfesil vétSim
fedénim vzorku pifi zachovani poméru latkovych mnozstvi enzymu a substratu.
Do ependorfky byly pipetovany 3 ul substratu a 4,4 pl enzymu a reakéni smes byla doplnéna
do 100 ul smési anorganického pufru a N,N-dimethylformamidu v poméru 1:1. Z tohoto
roztoku bylo pipetovano 5 ul na okénko kyvety. Na kyvetu se umistilo vicko a spustilo se

meéfenti.

2.4  Vyhodnoceni vysledki

Béhem experimentu s pouzitim mikrokalorimetru je zména teploty v priab&éhu reakce
snimana termoc¢lankem a zaznamenéana ve formée napéti. Plocha pod kiivkou zévislosti U=f{(t)
je ptimo imérna reakénimu teplu podle vztahu /25/. Na obr. 23 je uvedena kiivka pro reakci
kyseliny chlorovodikové s tris(hydroxymethyl)-aminomethanem a je zde znazornéno
vyhodnoceni plochy piku — pik zezdola ohrani¢ime ptimkou, kterd vychazi ze zavislosti

napéti na Case za efektem.

Output (uV)

s

\ Area=133268 mVs

1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700
Time (5)

Obr. 23 Ukdzka vyhodnoceni plochy piku pro reakci HCI a tris(hydroxymethyl)-aminomethanu
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Pro vyhodnoceni kinetickych parametrti enzymatickych reakci existuji dva zpiisoby.

Prvni pomoci pocitacového programu MATLAB/SIMULINK umozituje modelovat
celou kiivku zavislosti U=f(t) prostfednictvim nelinedrni optimalizace vybranych
simula¢nich parametri. To ovSem vyzaduje podrobné znalosti o reakénim mechanizmu,
pfedevS§im o moznych naslednych reakcich. Proto je tato metoda povazovana za méné
vhodnou [26].

Druhé varianta stanoveni kinetickych parametrti je zalozena na modelovani sestupné

¢asti kitivky zavislosti U=f(t), jak je znazornéno na obr. 24 a ve vztahu:

v, = —KV - f28/
m T “sub
kde V a K, jsou konstanty, za jejichz pomér mize byt dosazena nova konstanta K. Jeji
hodnotu 1ze ziskat z inverzni hodnoty casové konstanty kalorimetru 7. Pfi modelovani této
¢asti kiivky je mozné zanedbat vliv naslednych reakci. Hlavnimi vyhodami této metody je

snadna manipulace a aplikovatelnost na rizné reakce [26].
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Obr. 24 Ukdzka vyhodnoceni entalpie reakce a ¢asové konstanty kalorimetru pro vypocet
kinetickych parametrii

VloZeny obrazek je detail sestupné Easti kiivky
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo navazat na studium enzymatickych reakci Podzemné [26], jehoz vysledky
shrnula ve své disertacni praci. V jeji praci byly sledovany vlivy nékterych experimentalnich
podminek na vyslednou odezvu mikrokalorimetru, piipadné na vysledky enzymatickych
reakci. V této diplomové praci jsou sledovany hlavné vlivy koncentrace enzymu ¢i substratu
na kalorimetrickou odezvu. Dal$im zdmérem této prace bylo porovnat mikrokalorimetricka
meétfeni enzymatické reakce s méfenim spektrofotometrickym, pokud mozno za stejnych

podminek, tj. jak koncentraci, tak i mnozstvi jednotlivych slozek.

Tepelné signaly poskytuji o bioprocesech informace v redlném case. Praktickou vyhodou
méteni reakéniho tepla je skute¢nost, Ze oproti jinym biochemickym detektorim mohou byt
tepelné prevodniky namontovany zplsobem, ktery zabraiiuje znecisténi, ¢imz se
minimalizuje chyba méfeni. Kalorimetrie pracuje v opticky neprihlednych roztocich a
nevyzaduje znaceni reaktantt [30].

Studium Kinetiky enzymatickych reakei je nastrojem pro stanoveni enzymatické aktivity.
Kineticka data spolu s informacemi o enzymové struktufe mohou poskytnout dilezity kli¢ ke
stanoveni biologické funkce enzymid a mohou pfispét k navrzeni zplsobu modifikace
enzymu pro terapeutické ticely. Experimenty v oblasti kinetiky enzymil jsou mimo jiné
dalezitou strankou pii vyvoji novych 1ékt [47-49].

Metoda mikrokalorimetrie ma mnohé vyuziti. Diky vysoké citlivosti metody ji lze
vyuzivat pro detekci bakterialnich infekci v télesnych tekutinach a pro screening vlivl
farmak, nanocastic, kovovych iontli a xenobiotik na metabolizmus mikroorganizmi, bunék
savcl a malych zivoc¢ichu. Je ptekvapujici, Ze navzdory vSem vyhodam je kalorimetrie jen
ziidka pouzivana pro sledovani a kontrolu bioprocesti u neporusenych bunck v laboratofi,
pramyslovych bioreaktorti nebo ekosystému [30].
potencidlem v klinické praxi. VyuZzivaji se jako modely protein-proteinovych a
enzym-substratovych interakci [49]. Proteazy jsou ve velké mife pouZivany
Vv prumyslu potravinarském, farmaceutickém, kozed€lném, hedvabnickém. Vyuzivaji se také
Vv pracich prostiedcich. Proteazy tvoii 50 % ze vSech enzymt, pouzivanych v prumyslu [50,
51]. Studium reakéni kinetiky trypsinu ziskalo vyznam diky stale rozsahlejsimu uplatnéni
trypsinu v klinické praxi napfiklad v bunéénych kulturaich pro vyzkum a produkci
rekombinantnich proteint, pfi hojeni ran jako peroralni 1é¢ba zanétlivych otokl, hematomu a
bolesti souvisejicich s Sirokou $kalou vnitinich a vnéjSich zranéni. Hlavni vyuziti trypsinu
spociva v jeho pouziti v oblasti proteomiky. Trypsin je studovan pro své traveni proteint
pted analyzou hmotnostni spektrometrii. Diky vysoké specifické aktivité trypsinu jsou
proteiny natraveny ve velmi kratkém cCase, pficemz autolyzou souCasn¢ vznikaji malé

fragmenty trypsinu. Tato dv¢ fakta vedou k vyS§i pfesnosti analyzy hmotnostnim

48



spektrometrem. Trypsin je vyznamny zprosttedkovatel pfi primyslové vyrobé inzulinu, kde
je uzivan k pomocnému $tépeni zymogenu do aktivni formy insulinu [49].

V mnoha studiich bylo sledovano, jakym zpasobem lze aktivitu trypsinu ovlivnit.
Enzymaticka aktivita je sledovana v oblasti vlivu reakénich podminek (jako je zména pH
nebo teploty) na aktivitu enzymu, dale naptiklad v oblasti modifikaci enzymu a navazani
enzymu do komplexd s polymery [45]. Bylo dokazano, Ze acetylace az 70 % aminoskupin
trypsinu nezplsobi omezeni enzymatické aktivity, ale vyrazné snizuje inhibici trypsinu
ovomukoidem (inhibitoru z vaje¢ného bilku). Bylo dokézano, 7e piidanim 0,01 mol/l Ca**
do reakce dochazi k zrychleni reakce o 25% [52]. Vapenaté ionty jsou specifické pro
aktivaci trypsinogenu a studie ukdzaly, Ze vapenaté ionty mohou vyznamné zvysit
katalytickou ucinnost serinovych proteaz béhem apoptézy. Je znamo, Ze kationty maji
stabiliza¢ni efekt na nékteré ze serinovych proteaz, ale mechanizmus tohoto vlivu neni zatim
znam [49]. VySe zminéné je pouze malym ptikladem toho, jakym smérem se vyzkum
trypsinu ubiral a ubira.

Dal$im vyznamnym oborem, kde je podstatné sledovani proteindz, je zemédélstvi.
V oblasti blizkého a stiedniho vychodu se boj se skidcem Eurygaster integriceps
chemikaliemi nahrazuje metodami Setrn¢j§imi. Moznosti je pouziti nové popsanych
inhibitortt hmyzich proteinaz, které dokazi vytvofit s travicimi enzymy hmyzu komplexy,
které jsou stabilni a tézko disociovatelné. Inaktivaci digestivnich enzyml dochazi
k opozdénému vyvoji a smrti organizmu z nedostatku zivin.

V navaznosti na tuto diplomovou praci by bylo uzitecné se dale vénovat reakci trypsinu
se substraty, podrobnéji se zaméfit na mechanizmus a studovat kinetiku inhibované reakce,
jak je publikovano v literatute [25, 46], protoZze vyzkum v oblasti syntetickych inhibitord
reakci serinovych proteaz ma velky vyznam v oblasti mediciny. Trypsin patii mezi serinové
proteazy, jejichz inhibice je povazovana za vyznamnou v oblasti 1ékaiské chemie k 1é¢bé
nemoci, jako je onemocnéni agregace desticek, revmatoidni artritidy, pankreatitidy, cystické
fibrozy, rozedmy plic a astmatu [53]. Vyzkumem bylo dokazano, ze existuji derivaty
benzylaminu a benzamidinu, které pasobi jako inhibitory reakci trypsinu a soucasné
i trombinu [46]. Informovanost o procesech vedoucich k vazbé protein-ligand je zasadni pro
navrhovani struktury 1é¢iv a v dnes$ni dobé je investovano mnoho prostiedki do vyzkumu a
vyvoje pocitacovych metod na prozkoumani procesu vazby enzymu a inhibitoru [53]. Cilem
mnoha vyzkumnikd je ziskat inhibitory trypsinu z ptfirodnich zdrojii a tyto inhibitory
popisovat a srovnavat je s inhibitory synteticky pfipravenymi. Samotné protedzy jsou
ziskavany z zivo€isnych, rostlinnych a mikrobialnich zdroji. Trypsin je pievazné izolovan
Z ryb a obojzivelniki [48, 50, 51, 54-56].
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3.1 Kalibrace kalorimetru

V prvni fazi prace s mikrokalorimetrem je potieba provézt kalibraci a to jak elektrickou tak i
chemickou. Elektrickd kalibrace probihd témét bez vnéjSiho vlivu, zato pfi chemické
kalibraci se jiz mohou projevit vlivy (at’ uz pozitivni nebo negativni) obsluhy a dalSich
experimentalnich podminek. Pii seznamovani se S praci na kalorimetru je proto chemicka
kalibrace vhodnym ukazatelem toho, zda jiz obsluha kalorimetru dosahla dostatecné
zruénosti na provadéni reprodukovatelnych méteni — tj. ziskané hodnoty ploch pikli pro

sledovanou reakci budou zatiZzeny pouze malou chybou (malym rozptylem).

3.1.1 Elektricka kalibrace

Elektricka kalibrace ¢ipu TA12 byla provedena pii 25 °C. Citlivost ¢ipu TAI12 byla
stanovena porovnanim vystupniho signalu (napéti) se vstupnim signalem (pfikonem) Sesti

cyklt ohievu elektrické kalibrace. Pomoci vztahu /26/ 1ze vypocitat citlivost Cipu.

- . _6
g _ ~21829-10

=" V.W'=230V-W"
—0,0948-10

Prabéhy Casovych zavislosti vstupniho a vystupniho signalu jsou zndzornény na obr. 25 a

26. Vysledky méteni jsou zahrnuty v tab. 3.

Tab. 3 Vysledky méieni elektrické kalibrace

Vystupni signal U (uV) Vstupni signal P (mW)

-218,29+0,45 -0,094840,00

Vysledna citlivost 2,30 V-W™

T T T T T I T
3501 dU = -218.073 pv du = -218.329 pv dU = -219.711 pv duU = -217.792 pv dU = -215.967 pv
du = -217.987 v dU = -218.19 pv dU = -216.89 WV ) du = -219.211 WV dU = -216.004 pv
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Obr. 25 Ukdzka vyhodnoceni cyklit vystupniho signdlu zavislosti U=f(t)
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Obr. 26 Ukdzka vyhodnoceni cyklit vstupniho signdlu zdvislosti P=f(t)

Prace Podzemné [26] ukazuje na fakt, Ze chyba stanoveni kalibrace pfi porovnani péti
cykli ohfevu po zhruba 30 minutach ustaleni je stejné velka jako prumér hodnot
jednotlivych kalibraci, a je proto mozné kalibraci provadét pouze jednou, pted kazdou sérii
méteni.

Kalibrace je také dilezitou informaci o aktualnim stavu ¢ipu. Membrana s tloustkou
nékolik mikrometrd je velmi kiechka a vyzaduje opatrnou manipulaci. K jeho zavadé vsak

muze dojit nejen pfimym mechanickym poskozenim, ale také opottebenim.

3.1.2 Chemicka kalibrace

Chemicka kalibrace oproti kalibraci elektrické 1épe simuluje tepelné proudéni pii studované
reakci. Pro méfeni byla pouzita reakce tris(hydroxymethyl)-aminomethanu s kyselinou
chlorovodikovou a reakce hydroxidu sodného s Kyselinou chlorovodikovou.

Zpisob stanoveni plochy piku znazoriiuje obr. 23. Hodnota plochy piku pro jednotlivé
koncentrace kyseliny chlorovodikové pii prvni kalibracni reakci a pro koncentrace
hydroxidu sodného pii kalibra¢ni reakci druhé byla ziskana jako primér hodnot ploch pika

péti mefent.

Reakce tris(hydroxymethyl)-aminomethanu s kyselinou chlorovodikovou

Mechanizmus reakce: (HOCH,)sCNH,+H*—(HOCH,);CNH;"

Ukézka vystupniho signalu této reakce je znazornéna na obr. 27, kde jsou pro uvedené
koncentrace HCI ukazana vzdy tii riiznd méfeni. Casova osa na obr. 27 je ponechéna tak, jak
byl proveden experiment — linie pfed pikem znamena ustalovani teploty ptfed spusténim
reakce; zacatek piku odpovida vyprazdnéni Hamiltonovy sttikacky, tj. zacatek reakce; linie

za pikem je ustaleni signalu po reakci.

51



3000 - Odezva pro c,,.=0,05 mol/l

Odezva pro c_=0,025 mol/l
Odezva pro c,,,=0 mol/l

< 2000

Z

5

g

>

Q

S 1000 -

n

c

Q

N

0 7] 1
v v
1 1 1 1 1 1
1100 1200 1300 1400 1500 1600
time (s)

Obr. 27 Ukdzka pribéhu vystupniho signdlu napéti pii chemické kalibraci v zdvislosti na
koncentraci kyseliny chlorovodikové p¥i konstantni koncentraci tris(hydroxymethyl)-

aminomethanu
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Obr. 28 Chemicka kalibrace

Zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny chlorovodikové pro reakci

(HOCH,);CNH,+H* —(HOCH,),CNH**

Vysledky chemické kalibrace (plochy pikd) ¢ipu TA12 pomoci prvni reakce jsou

uvedeny v tab. 4 a zaroven je na obr. 28 vynesena zavislost plochy piku na koncentraci HCI.

Tato zavislost je linearni a rovnice primky A=f(chc)) znazornéné na obr. 28 ma podobu
y=0,2874x-1,4758, z ¢ehoz lze s pouzitim smérnice piimky Kk(x), znamé hodnoty AH r2 ¥e
v tab. 1 a vztahu /27/ dopocitat citlivost Cipu.

02874
47440-0,000003

V-W*t=202V-W™
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Tab. 4 Vysledky vyhodnoceni prvni chemické kalibrace éipu TAI2

Chci (Mmol/l) A (mVs)
0 -1,59+0,05
25 5,93+0,23
50 12,7940,12
Citlivost ¢ipu TA12 (V-W™1) 2,02

Citlivost ¢ipu T12 byla prvni reakci chemické kalibrace stanovena na 2,02 V-W™.

Reakce hydroxidu sodného s kyselinou chlorovodikovou

Mechanizmus reakce: NaOH+HCI—-H,0O+NaCl

Ukazka vystupniho signdlu této reakce je zndzornéna na obr. 29, kde jsou opét pro rizné
koncentrace NaOH uvedeny vzdy tifi namétené kiivky. Vystupni signal této reakce je
vyrazné niz§i nez bylo pro ptedchozi kalibra¢ni reakci (viz. obr. 27). Vysledné plochy piku
chemické kalibrace ¢ipu TA12 pomoci zminéné reakce jsou uvedeny v tab. 5.

Rovnice piimky A=f(cnaon) znazornéné na obr. 30 ma podobu y=0,6567x-0,3681,
piiGemz lze s pouzitim smérnice piimky K(x), znamé hodnoty AH **“ =-58 kJ-mol™ a vztahu
27/ dopogitat citlivost Cipu.

0,6567

= V-W*=257V.-W™
58000 -0,0000044

500
Odezva pro ¢ .=1Tmmol/l
Odezva pro ¢, =3mmol/l

_ Odezva pro ¢, .=5Smmol/|
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Obr. 29 Ukdzka pritbéhu vystupniho signdlu napéti pii chemické kalibraci v zdvislosti na
koncentraci hydroxidu sodného pii konstantni koncentraci kyseliny chlorovodikové
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Obr. 30 Chemicka kalibrace
Zavislost plochy piku na koncentraci hydroxidu sodného pro reakci NaOH+HCIl—H,0+NaCl

Tab. 5 Vysledky vyhodnoceni druhé chemické kalibrace &ipu TA12

Cnaon (Mmol/l) A (mVs)
3 1,2340,07
4 2,69+0,27
7 4,3440,12
Citlivost &ipu TA12 (V-W™?) 2,57

Citlivost &ipu T12 byla druhou reakci chemické kalibrace stanovena na 2,57 V-W™,

Vyrobce ¢ipu NCM-9924 (firma Xensor Integration) udava citlivost ¢ipu v rozmezi
1,2-2,4 V-W™ [40]. Elektrickou kalibraci byla zji§téna citlivost &ipu 2,30 V-W™, kalibraci
chemickou pomoci reakce tris(hydroxymethyl)-aminomethanu s HCI 2,02 V-W™* (0 12 %
niz8i hodnota oproti kalibraci elektrické) a u reakce NaOH s HCI 2,57 V-W™. Posledni
zminénou reakci nelze pro kalibraci doporucit, vzhledem k nestabilit¢ NaOH
a ke komplikovanému odectu plochy pikd. Plocha, kterou je nutné pouzit pro vypocet
citlivosti, neodpovida plose celého piku, ale plose pod kiivkou odpovidajici zaktiveni
nasledujicim bezprostfedné¢ za samotnym pikem, které neni u kalibrace pomoci HCI
a tris(hydroxymethyl)-aminomethanu patrné (obr. 29). V dasledku toho ma vysledna

zavislost niz§i regresni koeficient R a nepfesnost kalibrace je timto veétsi.

3.2 Kinetika enzymatické reakce studovana pomoci
mikrokalorimetru

V nejjednodussi formeé mize byt enzymatické reakce formalné vyjadrena vyrazem /29/.
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ky )
E+SoP+E 129/ K:[P] [E]: :m 130/

K, [E]
Rovnovazna konstanta K je vyjadiena vyrazem /30/, kde k znaci rychlostni konstantu; /E/
koncentraci enzymu (mol/l); /S7 koncentraci substratu (mol/l); /P/ koncentraci produktu
(mol/l); K rovnovaznou konstantu [26].

Rovnovazna konstanta K tedy nezavisi na koncentraci enzymu. Enzymy sice ovliviuji
rychlost reakce, ale nikoliv rychlostni konstanty, nemohou tedy ovlivnit ani K, ktera je jejich
pomérem. K dané reakce je stejna, at’ uz bylo rovnovahy dosazeno za ucasti enzymové
katalyzy nebo bez ni. Enzymy meéni cestu, kterou reakce probihd, nemaji vSak vliv na
pocate¢ni ani kone¢nou rovnovaznou koncentraci reaktantd a produkti [26].

Jako parametr charakterizujici reakéni rychlost byla zvolena konstanta K. Odvozeni
vztahu pro tuto konstantu:

v, = V -cq
K., +Cs
Pokud je koncentrace substratu Cs zna¢né mensi, nez je tieba pro dosazeni poloviéni

maximalni rychlosti (hodnota Ky), pocatecni rychlost je pak pfimo imérna koncentraci

substratu podle rovnice:

Vo —~—C; = K- Cq
Kn K 31/
Pro K tedy plyne:
K=Yo_, mol-l _1
¢ Il-s-mol s 132/

Pokud je pfi enzymatické reakci koncentrace substratu mnohem vys$si nez koncentrace
enzymu, stavd se reakéni rychlost nezavislou na koncentraci substratu, coz znazornuje

rovnice /33/; reakce je tedy vzhledem k substratu nultého fadu [1, 26].

V-cq vV

Cs /33/

Yo

3.2.1 Vysledky poslednich studii, zabyvajicich se reakci
trypsinu a substratu BApNA

V této kapitole jsou v tab. 6, 7, 8 a 9 shrnuty poznatky o reakci trypsinu a substratu BApNA,

které publikovala Podzemna ve své dizertaéni praci [26].
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Zména entalpie reakce trypsinu s BApNA p¥i pouZiti riznych pufri

Tab. 6 Vysledky studia viivu zmény pufru na entalpii reakce trypsinu a substratu BApNA

Pufr pH T (°C) AH; (kJ-mol™)
Tris-HCI+CaCl, 7.8 37 -13,0+0,4
CH;COONH,+NH,OH 7.8 37 -65,0+4,4
NH,HCO, 7.8 37 -70,3+1,4

Publikované hodnoty zmény entalpie reakce trypsinu s BApNA

Tab. 7 Publikované hodnoty entalpie pro riizné pufry a pH

Pufr pH T (°C) AH;, (kJ-mol™)
Tris-HCI 7,8 25 -48,4

Tris 7,8 25 -48,5

Tris 7,3 25 -28,7

Vliv sloZeni pufru na pribéh enzymatické reakce trypsinu s BApNA

Tab. 8 Vysledky studia vlivu zmény pufru na kinetiku reakce trypsinu a substratu BApNA

K (sh)
Cenz (Mg/ml) -
Tris-HCI+CaCl, CH;COONH+NH,OH
1,49 0,233 0,197
2,98 0,178 0,162
4,46 0,143 0,129
5,95 0,110 0,098

Z namétenych hodnot je zifejmy nezanedbatelny vliv prostiedi na vyslednou hodnotu
reak¢ni entalpie i na rychlost enzymatické reakce. Zudaji uvedenych v predchozich
tabulkach plyne, Ze snizeni teploty (z 37 na 25 °C pii pH 7,8) vede ke zvySeni reakcni

entalpie a z tab. 8 je patrné, Ze rostouci koncentrace enzymu snizuje hodnotu konstanty K.
3.2.2 Poznatky z literatury zohlednéné pii vyhodnocovani dat

Vliv koncentrace enzymu na kinetiku enzymatické reakce

Za Gcelem studia vlivu rostouci koncentrace enzymu na reakéni rychlost, musi byt substrat
pfitomen v nadbytku (enzym je nasycen substratem), to znamend, ze reakce musi byt
nezavisla na koncentraci substratu. Zmeény v mnozstvi produktu vzniklého za urcity casovy
usek budou zavislé na mnozstvi pfitomného enzymu. Graficky je tento problém zndzornén
naobr. 319, 35].
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Obr. 31 Zavislost aktivity enzymu na jeho koncentracif34]

Rate of reaction

Enzyme concentration

Vliv koncentrace substratu na kinetiku enzymatické reakce

Experimentalné bylo dokézano, Zze pokud je mnozstvi enzymu konstantni a koncentrace

substratu je postupné zvySovana, pak reakéni rychlost bude vzristat, dokud nedosahne

maximalni hodnoty. V tu chvili vzrustajici koncentrace substratu nebude mit za nasledek

zvySujici se rychlost reakce. Pokud by teoreticky bylo dosazeno hrani¢ni rychlosti,

znamenalo by to, Ze v§echen dostupny enzym byl vazan do komplexu ES.

V piipadé, ze je vreakéni smési pfitomno nadmérné mnoZzstvi substratu, miize dojit

Kk inhibici reakce substratem. Obr. 32 znazorfuje, ze reak¢ni rychlost klesa po dosazeni
limitni rychlosti. V' roztoku je tak velké mnozstvi molekul substratu soutéZicich o aktivni

misto enzymu, ze aktivni mista blokuji (obr. 33) a zabrani dal§im substratovym molekulam

tato mista obsadit. Reakéni rychlost klesa, protoZze molekuly enzymu nejsou substratem

V tomto pfipadé vyuzity [9,

35].

Reaacton Velocity

Weloaity draps off with

addition of more substate

[3] - Bubstrate Concentration

Obr. 32 Inhibice substrdatem Q]
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Obr. 33 Inhibice substrdatem [O]

3.2.3 Vliv teploty na rychlost enzymatické reakce

Podzemna ve své disertacni praci [26] studovala reakci trypsinu a substratu BApNA v
prostiedi pufru Tris-HCI+CaCl,, teploté 37 °C, pH=7,8. Vysledky jejich méfeni jsou shrnuty
v tab. 8 a byly pouzity za ucelem sledovani vlivu teploty na rychlost enzymatické reakce.
V podobném rozmezi koncentraci enzymu byla sledovana reakce ve stejném prostiedi, ale
pii teploté 25 °C, ziskané hodnoty konstanty K jsou pro nova méteni i vysledky ziskané
Podzemnou vyneseny v jednom grafu (obr. 34) a jsou uvedeny v tab. 9.

Tab. 9 Zavislost teploty na rychlost enzymatické reakce

25°C 37°C
Cenz (Mg/ml) K (sh) Cenz (Mg/mI) K (sh
1,61 0,15240,003 1,49 0,233
2,98 0,15040,004 2,98 0,178
4,58 0,134+0,008 4,46 0,143
6,11 0,1114+0,011 5,95 0,110

Rovnice regresni ptimky pro méteni pti 37 °C ma tvar: K=0,2671-0,0272C¢p,

Rovnice regresni ptimky pro méteni pti 25 °C ma tvar: K=0,1727-0,0094c,,

Vliv teploty na rychlost enzymatické reakce byla sledovana Podzemnou [26] u enzymu
ureazy a invertazy. Byl potvrzen vliv rostouci teploty na zvysujici se rychlost enzymatické
hydrolyzy sachardzy. Na rozdil od zminéné invertazy, hydrolyza mocoviny uredzou ma pii
ruznych teplotach riizné pribéhy a také jiny trend. Pfi reakci invertazy se smérnice s teplotou
zvySovala, u uredzy smérnice klesd. V piipad¢ trypsinu ma reakce pii 25 a pti 37 °C rovnéz
odlisny pribéh. Na obr. 34 je patrny trend se zapornou smérnici, ktery je podrobn&ji
diskutovan v kap. 3.2.4. Modfe znacena zavislost ma absolutni hodnotu smérnice vétsi nez
zavislost znazornéna Cervené. Enzymaticka reakce probihajici pti 37 °C dosahuje oproti
reakci pii 25 °C vy$$ich hodnot K. To znamena, Ze rychlost enzymatické reakce trypsinu se

zvySujici se teplotou roste.
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Obr. 34 Vliv teploty na rychlost enzymatické reakce

Modjie je zndzornéna zavislost studovand Podzemnou [26], Cervené zavislost po zméné teploty na
25 °C

3.2.4 Vliv koncentrace enzymu na kinetiku enzymatické reakce

Reakce trypsinu a substratu BApNA byla sledovana v prostiedi pufru Tris-HCI+CaCl, o
pH=7,8 a pii teplote 25 °C. Byly provedeny dvé série méfeni pro riizné poméry ngiNs.
Hodnota K se vypocitala jako primér péti provedenych méfeni pro jednotlivé koncentrace
enzymu. Do grafu byly vyneseny koncentrace enzymu piepocitané na celkovy objem reakéni
smesi 7,4 pl.

K prvni sérii méteni byly piipraveny roztoky o koncentracich enzymu 2,70; 5,01; 7,71;
10,28 mg/ml. Koncentrace substratu 0,022 mol/l (pfepocitano na celkovy reakéni objem
7,4 ul) byla zachovana konstantni. Vysledky méfeni jsou zaznamenany v tab. 10 a vysledna
zavislost je znazornéna na obr. 35 ¢ervené.

K druhé sérii méteni byly ptipraveny roztoky o koncentracich enzymu 4,06; 6,40; 9,00;
11,20 mg/ml. Koncentrace substratu 0,010 mol/l (pfepocitano na celkovy reakéni objem
7,4 ul) byla zachovana konstantni. Vysledky méfeni jsou zaznamenany v tab. 11 a vysledna

zavislost je zndzornéna na obr. 35 cerné.

Tab. 10 Vliv koncentrace enzymu na rychlost reakce

Cenz (M@/mI) K (s Pomér ng:ng
1,61 0,152+0,003 1:350
2,98 0,150+0,004 1:190
4,58 0,134+0,008 1:123
6,11 0,111+0,011 1:92
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PomérnE:nS
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Obr. 35 Vliv koncentrace enzymu na rychlost reakce trypsinu a substratu BApNA

Tab. 11 Vliv koncentrace enzymu na rychlost reakce

Cenz (Mg/mI) K (s1) Pomér ng:ng
2,41 0,11340,003 1:99
3,81 0,12040,005 1:62
5,35 0,14040,006 1:44

Rovnice regresni ptimky zavislosti znazornéné cervené ma tvar: y=0,1727-0,0094x

Rovnice regresni ptimky zavislosti znazornéné cerné ma tvar: y=0,0093x+0,0887

Pfi pouziti proteolytického enzymu je nutné pocitat s enzymovou autolyzou. Pfi
autolytické degradaci dochazi s rostoucim casem ke ztrat¢ aktivity enzymu, ¢imz lze
vysvétlit trend zavislosti vyznacené na obr. 35 Cervené. Autolyze lze zabranit zménou
podminek nebo pfipojenim enzymu na pevnou fazi. Takto imobilizované enzymy jsou
vyrazné odolné&jsi proti degradaci a mohou tak pusobit delsi dobu [26]. Pfi pouziti nizSich
pomeéril neging (Cerné vyznacena zavislost) je patrny odlisny trend diky potlaceni autolyzy
zménou podminek méfeni. Dodavatel reagencii (firma Sigma Aldrich) doporucuje pomér
latkovych mnozstvi enzymu a substratu 1:100 az 1:20. Pfi pouziti vyssich poméri enzymu a

substratu (Cervené vyznacena zavislost) dochazi k autolyze trypsinu.

3.2.5 Vliv koncentrace substratu na kinetiku enzymatické
reakce

VIiv koncentrace substratu na reakéni rychlost enzymatické reakce byl sledovan pro reakci
trypsinu a substratu BApNA. Byly provedeny dvé série méfeni pro riizné poméry ng:Ns.
Hodnota K se vypocitala jako primér péti provedenych méteni pro jednotlivé koncentrace

substratu. Do grafu byly vyneseny koncentrace substratu piepocitané na celkovy objem
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reakéni smési 7,4 ul. Méfeni byla provedena v prostiedi pufru Tris-HCI+CaCl, pti teploté
25 °C.

Pfi prvni sérii méfeni byly pouzity koncentrace substratu 0,020; 0,033; 0,036; 0,053;
0,074; 0,079 mol/l. Koncentrace enzymu méla po piepoctu na celkovy reakéni objem 7,4 pl
hodnotu 1,55 mg/ml a tato koncentrace se udrzovala konstantni. Odezva signalu pro nejnizsi
a nejvyssi zvolenou koncentraci a pro koncentraci, pfi které probiha reakce s nejvetsi

rychlosti, je zobrazena na obr. 36. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tab. 12.

—nE:nS:1:122
—nE:nS:1:323
—nE:nS:1:482

o
1

Sensor-Output (V)

I v I v I v I v I
2400 2600 2800 3000 3200
Time (s)

Obr. 36 Ukdzka odezvy signdlu pro nejnizsi a nejvyssi pouZitou koncentraci substratu a pro
koncentraci substrdtu, pri které probiha reakce nejrychleji (nejvyssi K)

Tab. 12 Vliv koncentrace substrdtu BApNA na rychlost jeho reakce s trypsinem

Csub (Mol/N) K (5-1) Pomér ng:ng
0,008 0,077+0,019 1:122
0,013 0,095+0,003 1:201
0,014 0,111+0,007 1:219
0,022 0,125+0,015 1:323
0,030 0,122+0,007 1:451
0,032 0,112+0,004 1:482

Pfi druhé sérii méfeni byly pouzity koncentrace substratu 0,039; 0,053; 0,059;
0,076 mol/l. Koncentrace enzymu méla po piepoctu na celkovy reakéni objem 7,4 pl

61



hodnotu 5,35 mg/ml a tato koncentrace se udrzovala konstantni. Odezva signalu pro nejnizsi
a nejvyssi zvolenou koncentraci substratu je zobrazena na obr. 37. Vysledky méfeni jsou
uvedeny vtab.13. Vysledna zavislost reakéni rychlosti na koncentraci substratu je

zndzornéna v grafu na obr. 38 pro prvni sérii méfeni ¢ervené a pro druhou sérii méteni cerné.

N::Ns=1:135
Ne:Ns=1:69
o4 |
2
5
&
>
Q
2 -900
C
(]
0
-1800 -
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
2200 2400 2600 2800 3000

Time (s)

Obr. 37 Ukdzka odezvy signdlu pro nejnizsi a nejvyssi pouZitou koncentraci substrdtu

Tab. 13 Vliv koncentrace substratu BApNA na rychlost jeho reakce s trypsinem

Csub (Mol/N) K (5-1) Pomér ng:ng
0,016 0,109+0,010 1:69
0,021 0,128+0,007 1:95
0,024 0,108+0,004 1:105
0,031 0,130+0,004 1:135

Zavislost znazornéna na obr. 38 Cervené ma pii nizSich koncentraci substratu vzestupny
charakter. Ke zméné charakteru kiivky dochdzi u koncentraci substratu vySSich jak
0,022 mol/l. Rychlost enzymatické reakce dosahne pfi této koncentraci limitni rychlosti V a
pfi vyssich koncentracich substratu jiz dochazi k poklesu reakéni rychlosti. Tento efekt je
nejspise zpusoben inhibici reakce substratem. Mechanismus inhibice reakce substratem je
podrobnéji popsan v kap. 3.2.2. Zménou poméru enzymu a substratu lze tento efekt potlacit,
coz znazorhuje ¢ernd kiivka. PH poméru ng:ns~1:36 je jiz signal nevyhodnotitelny (obr. 39).
Tento bod proto nebyl do grafu zakreslen.
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Obr. 38 Zavislost rychlosti reakce na zméné koncentrace substrdtu
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Obr. 39 Vystupni signd pro pomér ng:ns~1:36

Polovinu limitni rychlosti (V/2) lze dopocitat pomoci vztahu /31/ z odhadnuté hodnoty
K=0,0135 s™v mist&, znateném na obr. 38 zelend znatkou V/2. Z grafu lze také odhadnout

hodnota Michaelisovy konstanty K, na 0,0054 mol/l (vyznaceno na obr. 38 zeleng).

%: K-K,=729-10"°mol-s™ -1

Hodnota limitni rychlosti V mé4 hodnotu 1,46-10 mol-s™I™%.
V literatuie [49] je publikovana hodnota Michaelisovy konstanty pro substrat BApNA
hydrolyzovany trypsinem: K,=2,2 mM (pH=7,8; 40 mM Tris-HCI+Ca?*"; 25 °C). Radové se

hodnoty stanovené experimetnalné v diplomové praci s literaturou [49] nelisi. VIiv na
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kinetiku enzymatické reakce ma mimo jiné iontova sila, ktera se u obou experimentu 1isi
diky odliSnym koncentracim pufrt. Pfesnéjsi hodnotu Ky, by bylo mozné stanovit v piipadé
dostupnosti veétstho mnozstvi experimentalnich dat, které by bylo mozné vynést do grafu

zavislosti K na cs.

3.3 Kinetika enzymatické reakce studovana
spektrofotomericky pomoci BioPhotometeru plus

Reakce trypsinu se substratem BApNA byla studovana pomoci spektrofotometru v prostiedi
odpovidajici podminkdm pro kalorimetrické sledovani dané reakce (25 °C, pH=7.8,
anorganicky pufr Tris-HCI+CaCl, ve smési s N,N-dimethylformamidem 1:1).

Pfi studiu vlivu zmény koncentrace enzymu na rychlost enzymatické reakce pomoci
mikrokalorimetru byla pouzita nejniz§i koncentrace roztoku enzymu 2,5 mg/mi
a koncentrace roztoku substratu 0,055 mol/l (pomér nging~1:350). Tento pomér enzymu
a substratu neni pro metodu spektrofotometrie vhodny z divodu ziskani signalu mimo
detekeni rozsah piistroje (absorbance je vétsi nez 3). Proto byly podminky experimentu
upraveny a zvolen vhodnéjsi pomér enzymu a substratu. Snizenim koncentrace substratu se
predpokladalo dosazeni limitni rychlosti reakce. Podminky experimentu byly proto upraveny
a zvolen vhodné&j§i pomér enzymu a substratu. Na obr. 40 jsou zelené znazornény body,
znacici vysledek méteni, kdy se na kyvetu napipetovalo 2,03 ul substratu (c=0,019 mol/l)
a 2,97 ul enzymu (2,5 mg/ml) v poméru neg:ns~1:60. Opét byla po dvou sekundach méfeni
prekroCena hranice detekovatelné absorbance. Provedlo se proto nafedéni, jak je uvedeno
v kap. 1.3.5, kdy se 4,4 ul enzymu (c=2,5 mg/ml) a 3 ul substratu (¢=0,019 mol/l) doplnilo
na 100 pul smési pufru (oranzova kiivka na obr. 40) a 5 ul tohoto roztoku bylo pipetovano na
kyvetu. Pomér ng:ns je zachovan.

Naobr. 40 je patrné, ze ani provedenym nafedénim nedochdzi k ukonéeni reakce
a substrat, ktery je ve velkém nadbytku, je dale pfeménovan enzymem, ¢imZ absorbance

stale roste a odezva nevykazuje charakter limitniho pfiblizovani.
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Obr. 40 Kinetika enzymatické reakce sledovand pomoci BioPhotometeru plus v riiznych objemech

Ne:ns~1:60

Po prométeni druhé série vzorkti na mikrokalorimetru a tedy po zjisténi vhodnéjsich
poméru enzymu a substratu byla provedena dalsi série méteni na spektrofotometru (obr. 41).
Seda kiivka znazoriuje vysledek méfeni pii napipetovani 2,97 pl enzymu o ¢=9 mg/ml
a 2,03 ul substratu o ¢=0,025 mol/l (ng:ns=1:44). Je patrné, ze hned pii druhé sekundé
dochazi k vzrastu signalu na hranici, na které se signal udrzuje po dobu méfeni 35 s, kdy se
meéteni ukoncilo diky rychlému prob&hnuti reakce a minimalnim zménam signalu. Tento
problém se jako v predeslém piipad¢ fesil nafedénim 4,4 ul enzymu (c=9 mg/ml) a 3 pl
substratu (¢=0,025 mol/l) do 100 ul a pipetovanim 5 ul tohoto roztoku na kyvetu se
zachovanim poméru ng:ns=1:44. Vysledek méfeni znazoriiuje modra kiivka (obr. 41) a je
patrné, ze opét nedochazi po 60 min k zastaveni reakce. Pti pouziti niz§iho fedéni (Cervena
kiivka na obr. 41), kdy byly 4,4 ul enzymu (c= 9 mg/ml) a 3 ul substratu (¢=0,025 mol/l)
nafedény do 50 pl pufrem, se po 45 min dosahlo ukonceni reakce, kdy hodnota absorbance
kolisala a dochazelo jen k pozvolnému rastu absorbance.

Cervena kiivka na obr. 41 dokazuje, Ze se podafilo optimalizovat podminky mé&feni
pomoci spektrofotometru tak, aby kinetika reakce trypsinu sledovana pomoci vzrustajici
absorbance byla detekovatelna.

Koncentrace substratu 0,025 mol/l byla pouzita pfi proméfovani zavislosti rychlosti
enzymatické reakce na koncentraci enzymu pomoci mikrokalorimetru, pficemz koncentrace
enzymu 9 mg/ml byla pouzita jako druhd nejvyssi koncentrace enzymu pfi urceni této
zavislosti. Pfi proméfovani zavislosti rychlosti enzymatické reakce na koncentraci substratu

byla jako konstantni koncentrace enzymu pouzita hodnota 9 mg/ml a koncentrace substratu
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byly pouzity tak, aby spliiovaly pozadavek na idedlni pomér enzymu a substratu,

doporuc¢ovany dodavatelem reagencii [43].

Absorbance
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24 -
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Obr. 41 Kinetika enzymatické reakce sledovand pomoci BioPhotometeru plus v riiznych objemech

Ng:ng~1:44

Na obr. 42 je mozné porovnat odezvu pro méfeni pii optimalizovanych podminkach

metody spektrofotometrie (Cervena kiivka, fedéno do 50 pl) a mikrokalorimetrie (Cerna

ktivka) pro pomér enzymu a substratu 1:44. Méfeni pomoci mikrokalorimetru je v obr. 42

znazornéno pikem, ktery odpovida reakci enzymu a substratu. Doba ustalovani rovnovahy

pred smichanim reak¢énich komponent (40 min) neni v grafu znazornéna.
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Obr. 42 Kinetika enzymatické reakce sledovand pomoci BioPhotometeru plus (Cervend kiivka,
Fedéno do 50 pl) a IC mikrokalorimetru (Cernd kiivka) pro identické poméry ng:ns~1:44
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4  ZAVER

Diplomova prace se zaméfuje na sledovani kinetiky enzymatické reakce metodou
mikrokalorimetrie a porovnani jejich vysledka se spektrofotometrii. K experimentim byla
vyuzita reakce trypsinu a jeho syntetického substratu No-bezoyl-L-arginin-p-nitroanilid
hydrochloridu (BApNA).

Cilem prace bylo nalézt takové podminky experimentu, aby akceptovaly omezeni
pouzitych technik a vyhovovaly pozadavkim na méfeni a umoznily vysledky téchto
identickych méfeni na mikrokalorimetru a spektrofotometru pfimo porovnat.

Soucasné byla sledovana kinetika reakce trypsinu a substratu BApNA v zavislosti na
zméné reakcénich podminek, jakymi byla zména teploty, koncentrace enzymu, koncentrace
substratu nebo poméru latkovych mnozstvi enzymu a substratu. Cilem diplomové prace bylo
navazat na vyzkum Podzemné [26], ktera se této problematice vénovala ve své disertacni

praci.

Pred studiem kinetiky enzymatické reakce byla provedena chemicka a elektricka kalibrace a
byla stanovena citlivost noveé pouzitého ¢ipu TA12. Chemicka kalibrace je ¢asové naro¢na a
neumoznuje tak Castou kontrolu spravné funkcCnosti zafizeni jako elektricka kalibrace.
Ovsem chemicka kalibrace oproti kalibraci elektrické 1épe simuluje tepelné proudéni pii
studované  reakci. Pro  chemickou  kalibraci je  vhodné pouzit reakci
tris(hydroxymethyl)-aminomethanu s HCl. Reakce NaOH a HCI neni vhodna vzhledem
k velké chybé vysledku.

Experimentalné bylo zjisténo, ze s rostouci teplotou okoli dochéazi k zvySovani rychlosti
enzymatické reakce. Optimalni teplota pro reakci trypsinu se uvadi 37°C.

Sledovanim vlivu koncentrace enzymu na rychlost enzymatické reakce bylo zjisténo, ze
pfi vysokych pomérech enzymu a substratu dochazi vlivem autolyzy enzymu k poklesu
rychlosti enzymatické reakce s rostouci koncentraci enzymu. Po tupravé reakénich podminek
byl tento efekt potlacen. Minimalni pomér enzymu a substratu, ktery uz nelze vyhodnotit,
byl 1:36.

Zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu ma odlisny prubéh pro riizné pomeéry
enzymu vici substratu. Pro vy$si poméry lze sledovat inhibici reakce trypsinu substratem
v oblasti vysokych koncentraci substratu, kdy dochazi k op€tovnému poklesu reakcni
rychlosti. Tento efekt byl potlaéen pouzitim pomérii enzymu a substratu doporuc¢ovanych
dodavatelem reagencii (Sigma Aldrich). Z kiivky je moZzné odhadnou hodnotu limitni
rychlosti i Michaelisovy konstanty. Pro pfesnéjsi stanoveni téchto hodnot by bylo vhodné
mit k dispozici vice experimentalnich dat pro sestrojeni grafu zavislosti rychlosti reakce na

koncentraci substratu.
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Studie ale prokazaly, Ze reakce trypsinu a substratu BApNA mize vést k problémiim. Bylo
zjisténo, ze L-izomer substraitu BApNA je nachylny enzymatické hydrolyze zatimco
D-izomer se projevuje jako kompetitivni inhibitor [49].

Jako optimalni pH reakce bylo pouzito pH=7.8, které bylo stanoveno experimentalné
vpraci [49]. Optimalni pH pro reakci je takové, pii kterém probiha hydrolyza
trypsinem nejrychleji. Enzymaticka reakce trypsinu silné zavisi na pH, protoze histidinové a
aspartatové zbytky jsou slabé zasadité a slabé kyselé a mezi jejich protonovanym a
neprotonovanym stavem existuje rovnovaha [18]. Ptidavek CaCl, v pufru slouzi na
stabilizaci a podpofeni aktivity trypsinu [49].

Spektrofotometricka stanoveni byla provadéna pii vinové délce 405 nm [46].

Bylo provedeno né¢kolik sérii méteni na mikrokalorimetru i spektrofotometru za i¢elem
najit vhodné podminky méfeni shodné pro obé metody. Na obr. 42 je mozné porovnat
odezvu pro méfeni pii optimalizovanych podminkach metody spektrofotometrie (Cervena
kiivka; 4,4 ul enzymu a 3 pl substratu fedéno do 50 pl) a mikrokalorimetrie (Cerna kiivka;
4,4 ul enzymu a 3 pl substratu) pro pomér enzymu a substratu 1:44.

Zaveérem lze konstatovat, ze IC-kalorimetr je zafizeni vhodné pro sledovani kinetiky

enzymatické reakce trypsinu a substratu BApNA s omezenim na pozadovany pomér enzymu

a substratu v reakci. Pii nizkych pomérech enzymu a substratu neni signal vyhodnotitelny.
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