5. Kinetika reakce enzymu
se substratem

parametry v, (Vax) @ Ky j€jich vyznam
odvozeni rovnice Michaelise a Mentenové
metody stanoveni parametri MM rovnice
software pro enzymovou kinetiku
integrovana forma MM rovnice

Rychlost (v ) chemické reakce
A+B—S AR V=KIAIB]

= jednotky rychlosti: mol I! s

= k... kineticka rychlostni konstanta, jednotky rizné
(s, mol! | s1) - tak, aby vzdy vysly spravné jednotky
pro rychlost b/

= meéri se pocatecni
rychlost (a) je spravné

signal




Chemicka rovnovaha

K v, =k [A][B]
A+B; — A 1
k_1 V, = _1[AB]

= rovnovaha: V, =V, = kl[A][B] = k—l[AB]

= kineticka rovnovazna [AB] k
asociaéni konstanta: o= =1
[Al[B] Kk,

= kineticka rovnovazna
disociaCni konstanta: | _ [A][B] _ k—1 _

> [AB] Kk

A

-1

Rad reakce a molekularita

0
« 0.Fadu  V=kec =k
= 1. Fadu v =Kkc
= 2. Fadu v=kc® nebo v=kec,c,

monomolekularni A ___
bimolekularni

A+B—— neboA+A——
= pseudomonomolekularni

A+B—— pokud A>>B

napfr. A je voda




Enzymova reakce

= rychlost zavisi na koncentraci substratu

= pokud se za obvyklych podminek ([E] ~ 1 nM, [S] ~ 0.1
az 1 mM) méri kolem 60 s, tak spotireba substratu
dosahne pouze nékolik procent - poéateéni rychlost
enzymové reakce

Reakce enzymu s jednim substratem
k1
N k
E+S e ES——E+P

= nejprve vznika komplex enzym-substrat ES, ktery se nasledné
rozpada - bud’ za vzniku produktu, nebo zpét do vychoziho

stavu
= zajima nas rychlost vzniku produktu: V = V2 = k2 [ES]

= zname ale pouze vychozi koncentrace [E] a [S], koncentraci

[ES] nezname

» predpoklad: vznik ustaleného stavu d [ES] -0
(steady-state), kdy se koncentrace ES v ¢ase —
neméni (ale nevime, jaka je...); zavedli 1925 dt

Briggs a Haldane

= plati, Ze rychlost vzniku ES je stejna V =V +V
jako rychlosti rozpadu: 1 il 2
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= po kratké prechodové dobé (1 ms) ano

... takze po dosazeni: K[EI[S] =k [ES]+k,[ES]
= 2zvazeni latkové bilance enzymu: [E]=[E],-[ES]

k,([E], —[ESI)S] = (k, +k, JES]

k [EL[S]+k,[ESIS] = (k, +k, JES]

k[E1[S]=[ES](k, +k, +k,[S])

_ Kk[ELISI _  [ELIS]

[ES1= k,+k +k[S] K, +Kk, i
k

1

maximalni rychlost V.,
fgs) - K [ELTS]
v =k [ES] T
Michaelisova konstanta K, .. X

o
.......

= osamostatnéni [ES]:

5]

= a dosazeni do rovnice pro
rychlost vzniku produktu:




K.

= pokud je rozpad ES na produkt limitujicim krokem, tj.

plati k, << k,, tak se K, blizi vyrazu k_,/k,, coz je
vlastné disocia¢ni konstanta K, pro komplex ES

= (neplati to ale pfriliS obecné...)

TABLE 6-6 K, for Some Enzymes and Substrates
Enzyme Substrate Ky (mm)
Hexokinase (brain) ATP 04
p-Glucose 0.05
p-Fructose 15
Carbonic anhydrase HCO3 26
Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 25
B-Galactosidase p-Lactose 40
Threonine dehydratase L-Threonine 5.0
- -» -
Rovnice Michaelise y V_[S]
- S pe—
a Mentenové K +[9]
m

= 1913 Leonor Michaelis a Maud Mentenova polozili
zaklady teorie reakce enzymu se substratem

= pro [S]=K,, dostavame upravou v=V, /2

= pro [S]<<K,, plati linearni zavislost v=(V,,,,/K,)[S]

= pro [S]>>K,, je rychlost konstantni v=V,__, (saturace
enzymu substratem)

= Kk, se €asto nazyva Kk,

= pomeér k_,/K,, reprezentuje specificitu daného enzymu,

vlastné ma vyznam rychlostni konstanty: k

V= ﬁ[E]O[S]




Zavislost pocéatecni rychlosti enzymové
reakce na koncentraci substratu

Vad """
Y I[ISI;n V= Vlim - Vmax
Vmax —1- [ ___
2 | hyperbola
(asymptoty pro v=V, ., a [S]=-K,,)
[0,0] :

Ku [S]

® Vi, --- limitni rychlost (ob¢as alternativné)
® Vpax --- Maximalni rychlost
(Vimax VUK [SD)=V oK --- FOvnice hyperboly

max

Enzymy a difuse
K, _ kk,
K, k,+k,

m

< k, < kg =40007N ,(D; + Dg)(Fz + 1)

= pro vyraz k,/K,, je limitujici rychlost vzniku komplexu ES, t;.
konstanta k,

= taje zase limitovana ¢etnosti srazek mezi molekulami enzymu a
substratu, danou konstantou K ;

= nékteré enzymy dosahuji katalytického maxima...

TABLE 6-8  Enzymes for Which ke.t/Km Is Close to the Diffusion-Controlled Limit (10° to 10° m~s™%)

Kear Kin kear /Km
Enzyme Substrate (s (™) M s
Acetylcholinesterase Acetylcholine 1.4 x 10* 9 X 107° 1.6 X 10°
Carbonic anhydrase c0, 1 x 10° 12 x 1072 8.3 x 107
HCO5 4% 10° 2.6 1072 15 X 107
Catalase H,0, 4 % 107 1.1 % 10° 4% 107
Crotonase Crotonyl-CoA 5.7 X 10° 2x10°° 2.8 x 10°
Fumarase Fumarate 8 X 10? 5 X 107° 1.6 X 10°
Malate 9 X 10 25% 107° 3.6 x 107

B-Lactamase Benzylpenicillin 2.0 X 10° 2 x107° 1% 10°




Jak urcit parametry MM rovnice
ze zavislosti poc¢ateéni rychlosti v, na
(pocateéni) koncentraci [S]

[S] [vo |[owee
1.0 |5.2 |04
1.5 |6.4 |o0.2
20 |81 |o0.6
3.0 |95 (o5
50 [13.2 |1
7.0 [13.9 |0.6
10.0 (14.8 |1.2

15

10

nameérena a znazornéna data

[S]

10

Klasické "grafické"” metody

= transformace MM rovnice na rovnici pfimky y=a+bx

= metoda dle Lineweavera a Burka - dvojnasobny reciproky vynos

- prevracena MM rovnice

Vv

1 K +[S] K

m

1

VISl VISl V,.

1 1 K, 1
vV, V.Sl
[T ]
y usek smérnice x




Dalsi transformace

Vn‘la

= Eadie a Hofstee (Scatchard) : K

Vv :Vmax 1 g =t
[S] K, K,

v

= Hanes a Woolf (reciproka MM rovnice x [S])

S1_ Ko, 1 g
V Vmax Vmax
= Woolf, Augustinson a Hofstee (reciproka MM x vV, ,,)
v :Vmax o Km L
[S]

PFimy vynos
(Cornish a Bowden)

= parametry K a
Vhax 0dpovidaji
-X-OVé a y-ové
souradnici
medianu
prusecikl

[s]




Nelinearni regrese

= programy pro zpracovani védeckych dat
= zadaji se naméiena data, zada se vhodny model

= program uréi parametry tak, aby vypocétena zavislost byla co
nejblize namérenym datiim (metoda nejmensich étvercu)

= pfimo implementovano v enzymologickych programech

15
Vo
Data: Data1_C
10 - Model: Hyperbl
Equation: y = P1*x/(P2 + x)
Chi*2/DoF =0.22472
RA2 = 0.98726
V. =19.51%0.87
P1 19.51472 + 0.86862 - +
51 P2 2.86976 + 0.32181 Km 2.87£0.32
. 1 . 1
0 5 [S] 10
=T
Software pro e v e e e
enzym. kinetiku E
= Dynafit

- NLLS analyza kinetiky
(enzym, chem., ligand-receptor)
- vstupni data ([S],v,), nebo
pfimo ¢asové zaznamy
zada se pfimo model procesu véetné
rychlostnich konstant:

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

program konstanty urci, pod Windows, na bazi skriptt
akademicka licence zdarma

http://biokin.com/dynafit/index.html




Enzyme Kinetics!Pro
= http://www.chemsw.com/16029.htm (300 USD, Ize demo)

| A E mayme Kannbics Puo - [Approsmats cabe 1 E[Ernsymn 1] 5 {Substealn 1] 1 (Inbditor 1]]
£ Ein Edt Gtwl Ve Toobee dow fHep _ =181x]
&-B- 7o BDW & B = -8 XX o
Input Values ; Eﬂimﬂlnn‘ldng linearizaton mathods
- Ii.:-U‘_’_f' Liwnarvs st | Eaner Hodibon | Horms o [Torve M FEmeen | Susmmenry | v
I i of Sousrad | Akad o't Citess

=12 Kineties Plot Inhibition Plot
- 1 va. B K v ) 1%m e ) |

)

¢ '_c:" A Curve fit (Simplex) Plot | hi
M 1/Em vs. [I] =

. ; (Fow] @

! ] L

INFmoN Corstan ki -1.19

Elope 015 + 167
Yeintercept 047 ¢ 0.56

Vo

048

T
a.00 030 039 (] LEL)
m

«led vl

daléil.l
= EZ-Fit
http://lwww.jlc.net/~fperrell/webps04.htm 250 USD

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

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

= Enzyme Lab - virtualni enzymova laborator, J. Chem. Educ.
http://jchemed.chem.wisc.edu/JCESoft/Issues/Series_D/5D1/pro

g1-5D1.html . P

"kadinka" s pufrem, enzymem a r:_“““ e C .

substratem, michadlo a fotometr WU _ | _
= KINSIM (simulace) a “

FITSIM (hledani parametrl‘]) TR 1 s e s

http://www.biochem.wustl.edu

Icflab/message.html
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Srovnani metod

= jeden soubour namérenych hodnot ([S],v) byl vyhodnocen
riznymi metodami, nalezené parametry:

Vmax Km
Metoda (umol I' min) (mM)
Lineweaver-Burk 29+ 15 29+1,6
v - 1/[S] (52) (55)
Woolf, Augustinson, Hofstee, | 20,3 + 4,9 1,7%£0,6
Hanes a Woolf 27,354 26+0,7
[SIiv -[8] (20) (27)
Nelinearni regrese 254140 2,33 £ 0,55
(16) (24)
= zpracovani ma vliv na presnost i spravnost
Kdyz probiha zpétna reakce...
k k
1 2
E+S<k—’ ES(k—’ E+P
-1 -2
V=l [ES] -k [E][P] = el Gkl gy

= za rovhovahy v=0:

K [S]+k,[P]+k ,+k,

_ [P]eq _ Vmax/Km,S _ kZ/Km,S

[S]eq V_max/KM,P B k—Z/KM.P

V =

V,

K K

Vo 5] - Voo [p)

m,S m,

P

ST, [P]
K K

m,S

m,P

+1

= Haldantiv vztah - souvislost mezi
termodynamikou a kinetikou enzymové katalysy

11



Kdyz neni [S] konstantni...

= (bytek substratu v prabéhu méreni nelze zanedbat (> cca 5%) -
neméri se pocatecni rychlost

= kdyz reakce bézi ireverzibilné (neprobiha zpétna reakce), Ize
sledovat ubytek koncentrace substratu - oznaci se x (plati
vlastné x = [P] pfi stechiometrii 1:1)

= sleduje se kontinualné
koncentrace substratu (napfr.
barevny fotometricky) v
reakéni smési s enzymem

= v uréitych intervalech se
zaznamena jeho ubytek

= vysledek méfeni - soubor
hodnot (t;, x;)

[S]

Cast

Integrovana MM rovnice

= do MM vztahu se dosadi aktualni v dx Vi ([Sl, — %)

koncentrace substratu pro dany okamzik: dt - K_+([S], — X)
m 0

= diferencialni rovnice, resi se integraci
(separace proménnych, meze pocatek [0,0] az po obecné [t,x])

f([s]f_ . +1de V. j dt

0

[-K In([ST, = %) + 115 =V [t

K, In BBl +x=V__t
[ ]0 - X

[S]o + [P] -V _t alternativni forma, zaména x = [P]

K,In—"—
[S]o - [P]

12



Integ. MM pro uréeni parametru

= provede se linearizace: 1 [S], Vo

1
t [S]O — X Km Km

= dostatek bodu se ziska
v pribéhu jediného méreni e Venax/Km

(19)In[([ST)/([S1p-x)]
Dalsi aplikace Integ. MM
- "planovani" enzymové reakce

- TFesSeni otazek typu za jak dlouho [0,0] x/t
zreaguje pozadovana ¢ast substratu,
kolik enzymu se musi pridat, aby

za dany ¢as s danou aktivitou \/ _ E
zreagovalo zadané mnozstvi S max V

- vztah aktivita a max. rychlost:

Prestacionarni kinetika K [SI(TE], ~[ES))

= uzitecna pri reSeni slozitéjSich mechanismu -
d[P] d[ES] : :

ot = FlES] 0 =KIELIS] - ([S] i+ )[ES]

d[ES]
dt

+ (kl[S] + k—1 + kz) dgl,:] - klkz[E]o[S] =0

d’[P] _
dt?
d°[P]
dt?
= pokud [S] = [S], = konst.,
tak Ize integrovat [P]
1
tIag =
K, [S]+k, +K,

i, ST 4 TEL,I] = (kST +k ook, [ES]

prodleva — ;
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