Vicesubstratové reakce

* v enzymové reakci se uc¢astni dva nebo vice
substratd, dvousubstratové nejcastéjsi

+ sekvenéni mechanismus
E+A+B AEB PEQ E+P+Q

— usporadany (napred se vaze A, pak B)
— nahodny (jako prvni se mize vazat bud’ A, nebo B)

* ping-pongovy mechanismus
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Sekvenéni usporadany mechanismus
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E AE AEB == QEP QF E

* Clelandova zjednodusena znazornéni B
« typické pro reakce dehydrogenas: \

NAD" + BHy == NADH + H" + B \_/

« jako prvni substrat se vaze NAD*,
ethanol se na volny enzym nevaze Q——

NADT + CH3CH,OH ==NADH + H" + CH,CHO {
(A) ethanol (Q) acetaldehyd

(B) (P)




Sekvenéni usporadany
V = Vmax [A] [ B]
KA Km,B + KmB[A] + KmA[B] + [A][B]

* K, ... rovhovazna disocia€ni konstanta pro
reakci E + E = EA (vznik binarniho komplexu)

* KnaaKp g ... Michaelisovy konstanty pro
substraty Aa B

* Vax --- maximalni rychlost pro [A] —x~ a
soucasné [B] —=
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Kineticka analyza
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e primarni LB grafy pro jeden substrat fixni (B), druhy variabilni -
svazky primek, pro které se uréi smérnice, useky

« sekundarni grafy - vynosy smérnic, resp. usekt proti 1/[B],
ziskaji se pfimky, z nich se pak uréi prislusné konstanty
(slozité, Ize najit v literature)




Sekvenéni nahodny mechanismus
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* kreatinkinasa

ADP:E == ADP + E
ATP + E == ATP:L
S 7
ATP:E:Cr = ADP:E:CxP
E + Cr == E:.Cr E:CrP =— E + CrP
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Sekvenéni nahodny
Viax [A][B]

max
Vv

} Km,AKm,B + KmB['A‘] + KmA[B] + [A][B]

» oba primarni grafy maji opét charakter svazku
protinajicich se primek
* interpretace pomoci reciproké formy
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Ping-pongovy mechanismus
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AE == PE’ E'

navazani prvniho substratu A
uvolnéni prvniho produktu P

vznika pozménéna forma
enzymu E’

navazani druhého substratu B
uvonéni druhého produktu Q

nevznika ternarni komplex
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Enzyme: pyridoxal
coenzyme complex
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Enzyme: pyridoxamine
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Ping- V= Vi [A]LB]
pongovy KnslAl+ K, A[BI+[A][B]
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Jak uréit typ mechanismu

* rychlost isotopové vymény (viz minule)
» studium kinetiky reakce se substraty
— primarni grafy - pokud dostaneme pro jeden ze substrata
rovnobézky, tak se tento substrat vaze prvni a jedna se o ping-
pongovy mechanismus
— pokud oba prim. grafy maji tvar protinajicich se pfimek - jedna
se o sekvenéni ndhodny ¢&i usporadany mechanismus
* studium vlivu inhibice produkty
— do reakéni smési se prida v nadbytku jeden z produkti, a zkouma se
jeho inhibice kazdému z obou substrati

— formy enzymu, na které se vazi substrat a inhibitor, jsou:
shodné ... kompetitivni inhibice
rizné, oddélené reversibilnimi kroky ... smésna inhibice
rizné, oddélené ireversibilnimi kroky ... akompetitivni inhibice




Mozné mechanismy
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Rychlost isotopové . . T
ymény - na v ATP =— ADP
vymeény - nahodny | —
* reakce hexokinasy: v

(mM/min)

glukosa + ATP == glukosa-6P + ADP

* rychlost vymény rad. znac¢ené 5
dlukosy* a G6P (resp. ATP* a
ADP) v zavislosti na konsentraci
G6P, za rovnovahy reakce

* monotonni narist obou rychlosti
vymén svédc¢i o nahodném 1 1

sekvenénim mechanismu 0 2

* bez jednoho z reaktantii vyména [G6P] (mM) i
neprobiha - oba jsou potiebné [GV/[G6P] = 1/19 (rovnovaha)




Rychlost isotopové T T T T T T T T T T
vymeény - sekvenéni 10F .

\'
(mM/min)

* reakce laktatdehydrogenasy = .

laktat + NAD* == pyruvat + NADH

e obé vymény vychazi z 5

nulového stavu, prochazi NAD <~ NADH

lokalnim maximem, poté se T T T T—r—f—teip |
vyména pyruvat* - laktat ustali, o 0.5 1.0

avSak vyména NAD** - NADH [laktat] (mM)

prakticky ustane [pyruvat]/[laktat] = 1/35 (rovnovaha)

* mechanismus je sekvenéi usporadany, prvni se vaze NAD*, pak
laktat, uvolni se pyruvat, nakonec NADH

< nadbytek laktatu vede k tomu, Zze enzym je prevazné pritomen ve
formé ternarniho komplexu (EAB resp. EPQ), a v roztoku neni
pfitomna volna forma E nutna pro vazbu NAD* resp. NADH - tato
vyména poklesne

Rychlost isotopové
vymeény - ping-pong
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* izotopova vyména muze probihat i v tom pripadé, ze
schazi druhy substrat
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» studium vlivu externich inhibitoru

— inhibitor se voli tak, aby kompetoval s jednim ze substratt
(A al, - jsou strukturné podobné) = vazi se oba na stejnou
formu enzymu

— pak se zkouma, jaky je projev inhibice vii¢i druhému
substratu B:

— akompetitivni - napred se vaze substrat B, pak substrat A

— smésna, resp. nekompetitivni - napred se vaze substrat A,
pak substrat B

s PFiklad:

W Ay

E > EA >»EAB——

I, ... kompetuje s A, nekompetitivni vuéi B

I; ... kompetuje s B, akompetitivni viaiéi A




