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VVíícesubstrcesubstráátovtovéé reakcereakce
•• v enzymovv enzymovéé reakci se reakci se úúččastnastníí dva nebo vdva nebo vííce ce 

substrsubstrááttůů, dvousubstr, dvousubstráátovtovéé nejnejččastastěějjšíší
•• sekvensekvenččnníí mechanismusmechanismus

–– uspouspořřáádaný (napdaný (napřřed se ved se váážže A, pak B)e A, pak B)
–– nnááhodný (jako prvnhodný (jako prvníí se mse můžůže ve váázat buzat buďď A, nebo B)A, nebo B)

•• pingping--pongový mechanismuspongový mechanismus

SekvenSekvenččnníí uspouspořřáádaný mechanismusdaný mechanismus

•• ClelandovClelandovaa zjednoduzjednoduššenenáá znznáázornzorněěnníí
•• typicktypickéé pro reakce dehydrogenas:pro reakce dehydrogenas:

•• jako prvnjako prvníí substrsubstráát se vt se váážže NADe NAD++, , 
ethanol se na volný enzym nevethanol se na volný enzym neváážžee



2

SekvenSekvenččnníí uspouspořřáádanýdaný

•• KKAA …… rovnovrovnováážžnnáá disociadisociaččnníí konstanta pro konstanta pro 
reakci E + E = EA (vznik binreakci E + E = EA (vznik bináárnrníího komplexu)ho komplexu)

•• KKm,Am,A a a KKm,Bm,B …… Michaelisovy konstanty pro Michaelisovy konstanty pro 
substrsubstrááty A a Bty A a B

•• VVmaxmax …… maximmaximáálnlníí rychlost pro rychlost pro [A] [A] →∞→∞ a a 
sousouččasnasněě [[BB] ] →∞→∞
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KinetickKinetickáá analýzaanalýza

•• primprimáárnrníí LB grafy pro jeden substrLB grafy pro jeden substráát fixnt fixníí (B), druhý variabiln(B), druhý variabilníí --
svazky psvazky přříímek, pro ktermek, pro kteréé se urse urččíí smsměěrnice, rnice, úúsekyseky

•• sekundsekundáárnrníí grafy grafy -- výnosy smvýnosy směěrnic, resp. rnic, resp. úúseksekůů proti 1/proti 1/[B][B], , 
zzíískajskajíí se pse přříímky, z nich se pak urmky, z nich se pak urččíí ppřřííslusluššnnéé konstanty konstanty 
(slo(složžititéé, lze naj, lze najíít v literatut v literatuřře)e)
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SekvenSekvenččnníí nnááhodný mechanismushodný mechanismus

•• kreatinkinasakreatinkinasa

SekvenSekvenččnníí nnááhodnýhodný

•• oba primoba primáárnrníí grafy majgrafy majíí opopěět charakter svazkt charakter svazkůů
protprotíínajnajííccíích se pch se přříímekmek

•• interpretace pomocinterpretace pomocíí reciprokreciprokéé formyformy
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PingPing--pongový mechanismuspongový mechanismus

•• navnaváázzáánníí prvnprvníího substrho substráátu Atu A
•• uvolnuvolněěnníí prvnprvníího produktu Pho produktu P
•• vznikvznikáá pozmpozměěnněěnnáá forma forma 

enzymu Eenzymu E''
•• navnaváázzáánníí druhdruhéého substrho substráátu Btu B
•• uvonuvoněěnníí druhdruhéého produktu Qho produktu Q

•• nevzniknevznikáá ternternáárnrníí komplexkomplex

ASTAST
(ping(ping--pong)pong)

•• glutamglutamáát:aspartt:aspartáátaminotransferasataminotransferasa
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PingPing--
pongovýpongový

•• primprimáárnrníí výnos výnos 
pro prvnpro prvníí
substrsubstráát (A) mt (A) máá
charakter charakter 
rovnobrovnoběžěžekek
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Jak urJak urččit typ mechanismuit typ mechanismu

•• rychlost isotopovrychlost isotopovéé výmvýměěnyny (viz minule)(viz minule)
•• studium kinetiky reakce se substrstudium kinetiky reakce se substráátyty

–– primprimáárnrníí grafy grafy -- pokud dostaneme pro jeden ze substrpokud dostaneme pro jeden ze substrááttůů
rovnobrovnoběžěžky, tak se tento substrky, tak se tento substráát vt váážže prvne prvníí a jedna jednáá se o pingse o ping--
pongový mechanismuspongový mechanismus

–– pokud oba prim. grafy majpokud oba prim. grafy majíí tvar prottvar protíínajnajííccíích se pch se přříímek mek -- jednjednáá
se o sekvense o sekvenččnníí nnááhodný hodný čči uspoi uspořřáádaný mechanismusdaný mechanismus

•• studium vlivu inhibice produktystudium vlivu inhibice produkty
–– do reakdo reakččnníí smsměěsi se psi se přřididáá v nadbytku jeden z produktv nadbytku jeden z produktůů, a zkoum, a zkoumáá se se 

jeho inhibice kajeho inhibice kažžddéému z obou substrmu z obou substrááttůů
–– formy enzymu, na kterformy enzymu, na kteréé se vse váážžíí substrsubstráát a inhibitor, jsou:t a inhibitor, jsou:

shodnshodnéé …… kompetitivnkompetitivníí inhibiceinhibice
rrůůznznéé, odd, odděělenlenéé reversibilnreversibilníími kroky mi kroky …… smsměěsnsnáá inhibiceinhibice
rrůůznznéé, odd, odděělenlenéé ireversibilnireversibilníími kroky mi kroky …… akompetitivnakompetitivníí inhibiceinhibice
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MoMožžnnéé mechanismymechanismy
•• AA EA     BEA     B

1.1. EE EABEAB EPQEPQ

BB EBEB AA
P  P  QQ

2.2. E + A     EA + B        EAB          E + A     EA + B        EAB          EE

PP QQ
3.3. E + B     EB + A        EABE + B     EB + A        EAB EE

AA PP BB QQ
4.4. E      EAE      EA EE'' E'BE'B EE

BB PP AA QQ
55.. E      EE      EBB EE'' E'AE'A EE

Rychlost isotopovRychlost isotopovéé
výmvýměěny ny -- nnááhodnýhodný

•• reakce hexokinasy:reakce hexokinasy:

glukosa + ATP == glukosaglukosa + ATP == glukosa--6P + ADP6P + ADP

•• rychlost výmrychlost výměěny rad. znany rad. značčenenéé
glukosyglukosy* a G6P * a G6P (resp. ATP(resp. ATP* a * a 
ADP) v zADP) v záávislosti na konsentraci vislosti na konsentraci 
G6PG6P, za rovnov, za rovnovááhy reakcehy reakce

•• monotonnmonotonníí nnáárrůůst obou rychlostst obou rychlostíí
výmvýměěn svn svěěddččíí o o nnááhodnhodnéém m 
sekvensekvenččnníím mechanismum mechanismu

•• bez jednoho z reaktantbez jednoho z reaktantůů výmvýměěna na 
neprobneprobííhháá -- oba jsou potoba jsou potřřebnebnéé

[G6P] (mM)[G6P] (mM)
[G]/[G6P] = 1/19 (rovnov[G]/[G6P] = 1/19 (rovnovááhaha) ) 

vv
(mM/min)(mM/min)
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Rychlost isotopovRychlost isotopovéé
výmvýměěny ny -- sekvensekvenččnníí

•• reakce laktreakce laktáátdehydrogenasytdehydrogenasy

laktlaktáát + NADt + NAD++ == pyruv== pyruváát + NADHt + NADH

•• oboběě výmvýměěny vychny vycháázzíí zz
nulovnulovéého stavu, prochho stavu, procháázzíí
loklokáálnlníím maximem, potm maximem, potéé sese
výmvýměěna pyruvna pyruváátt* * -- laktlaktáát ustt ustáállíí,,
avavššak výmak výměěna NADna NAD++** -- NADH NADH 
prakticky ustaneprakticky ustane

•• mechanismus je mechanismus je sekvensekvenččíí uspouspořřáádanýdaný, , prvnprvníí se vse váážže NADe NAD++, pak , pak 
laktlaktáát, uvolnt, uvolníí se pyruvse pyruváát, nakonec NADHt, nakonec NADH

•• nadbytek laktnadbytek laktáátu vede k tomu, tu vede k tomu, žže enzym je pe enzym je přřeveváážžnněě ppřříítomen ve tomen ve 
formforměě ternternáárnrníího komplexu (EAB resp. EPQ), a v roztoku nenho komplexu (EAB resp. EPQ), a v roztoku neníí
ppřříítomntomnáá volnvolnáá forma E nutnforma E nutnáá pro vazbu NADpro vazbu NAD++ resp. NADH resp. NADH -- tato tato 
výmvýměěna poklesnena poklesne

vv
(mM/min)(mM/min)

[[laktlaktáátt] (mM)] (mM)
[[pyruvpyruváátt]/[]/[laktlaktáátt] = 1/] = 1/3535 (rovnov(rovnovááhaha))

Rychlost isotopovRychlost isotopovéé
výmvýměěny ny -- pingping--pongpong

•• izotopovizotopováá výmvýměěna mna můžůže probe probííhat i v tom phat i v tom přříípadpaděě, , žže e 
schscháázzíí druhý substrdruhý substráátt

[0,0][0,0] [B][B]

A <A <------> P> P

vv
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•• studium vlivu externstudium vlivu externíích inhibitorch inhibitorůů
–– inhibitor se volinhibitor se volíí tak, aby kompetoval s jedntak, aby kompetoval s jedníím ze substrm ze substrááttůů

(A a I(A a IAA -- jsou strukturnjsou strukturněě podobnpodobnéé) = v) = váážžíí se oba na stejnou se oba na stejnou 
formu enzymuformu enzymu

–– pak se zkoumpak se zkoumáá, jaký je projev inhibice v, jaký je projev inhibice vůčůči druhi druhéému mu 
substrsubstráátu B:tu B:

–– akompetitivnakompetitivníí -- napnapřřed se ved se váážže substre substráát B, pak substrt B, pak substráát At A
–– smsměěsnsnáá, resp. nekompetitivn, resp. nekompetitivníí -- napnapřřed se ved se váážže substre substráát A, t A, 

pak substrpak substráát Bt B

EE EAEA EABEAB

AA
IIAA BB

IIBB

IIAA …… kompetuje s A, nekompetitivnkompetuje s A, nekompetitivníí vvůčůči Bi B

IIBB …… kompetuje s B, akompetitivnkompetuje s B, akompetitivníí vvůčůči Ai A

PPřřííklad:klad:


