Kooperativni efekty

= kooperativita - interakce biomakromolekuly (obvykle
tvorené z podjednotek) se 2 a vice ligandy

» vazba prvniho ligandu usnadni (znesnadni) vazbu
dalSiho ligandu - pozitivni (negativni) kooperativita

= 1910 - objevil Hill pozitivni kooperativitu pri vazbé
kysliku na hemoglobin

= alosterie - vlastnost biomolekuly zménit strukturu
pfi vazbé ligandu do nesubstratového mista

Hillova rovnice [M][L]"
M+ nL == ML, =——
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= frakéni saturace Y:
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Hilluv graf ... vynos log[Y/(1-Y)] proti log[L]
jeho smérnice ... Hilluv koeficient n,

pozitivni kooperativita ... ny>1 (max. hodnota
koeficientu udava minimalni pocet interagujicich
podjednotek n) (n a ny, jsou riizné pojmy!)
negativni kooperativita ... ny<1




Rozsifeni teorie na enzymy K — [E][S]"
[ES,]

= 1963 Monod: E +nS == ES,
studium kinetiky na zakladé pocatecni rychlosti
enzymové reakce
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= grafické projevy:

sigmoidni
Y kinetika
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MWN model (Monod, Wyman, Changeaux)

» kazda podjednotka enzymu TT — 9@
ma bud’ vysokou (R) nebo

nizkou (T) afinitu k substratu T r o

= v molekule enzymu maji vzdy S
vSechny podjednotky stejnou dvé formy:

konformaci (véechny v T, nebo T... tensed @@

VRGNS 1717 R ... relaxed
= bez substratu prevlada T, prejde-li

v pFitomnosti substratu jedna z
nich na R, tak se stanou vSechny R P

= prechody mezi T a R stavy mohou zpusobit i jiné efektorové

molekuly: v— 0
AL -2
L& ®

= alostericky inhibitor aktivator (heterotropni)




Priklad alosterie - fosfofruktokinasa

» fruktosa-6-fosfat + ATP === fruktosa-1,6-bisfosfat + ADP
= alostericky aktivator - AMP

= alostericky inhibitor - ATP

= ukazka pfimého vynosu reakéni rychlosti:

+ AMP

+ ATP

[ fruktosa-6-fosfat ]

Analyza pomoci Scatchardova vynosu

enzym M tvofen z n podjednotek m (tj. M ~ m,)), kazda m méa 1 vazebné
misto pro ligand L (substrat, inhibitor, aktivator, ...)

probiha postupna interakce s ligandem:
m,+L=mL mLlL+L=mlLl, ...mlL ,+L=mlL,
experimentalni studium:

— smés volného enzymu (vychozi koncentrace [E],) a volného ligandu ([L],)

— necha se ustavit rovhovaha a urci se koncentrace volného ligandu [L]

— koncentrace vazaného ligandu je pak [L], = [L], - [L]

— koncentrace zbylych volnych vazebnych mist za rovnovahy:

[m] = [m], - [L], = n[M], - [L],

prumeérny rozsah vazby r (plati: 0 <r < n), je to vlastné podil
koncentrace obsazenych vazebnych mist a celkové koncentrace
enzymu, tj. r = [L] /[M],




Vazebna mista v M se neovliviuji

= |ze uvazovat jedinou rovnovahu:

m+L=mL

a prislusnou disoc. konstantu:

_ MIL]
[mL]

= |ze upravit pomoci piredchozich definovanych koncentraci aj.:

upravi se na tvar:

L L
n—r (aK)

n[M], -[L n
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[L], r K +[L]
= dale Ize modifikovat do tvaru analogického
saturaéni kinetice enzymové reakce: on
= vyhodnocuje se linearizaci dle Scatcharda:
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smérnice = -1/K [L]
n
r 1 n l vysledek:
nmi1l |£> a poéet podjednotek n
\ [L] K ooy 1 2 3 4, disociacni konstanta K
Vazebna mista se ovliviuji . .
= projevy: sigmoidni kinetika
r/[L]
- - [L]
uréi se n, K ur€it nelze
n
[0,0] 1 2 3 4 ~ n[L]”H
_ n
vyhodnoceni - pouzije se Hillova rovnice (aK) + [L] "

zlogaritmuje:

Iog(rj =n, log[L]-log K
n—r




Viiv pH na aktivitu

obsahBH* | |obsah A~ |

= divod: 1_0.__3-[_*5 /__y___

disociace skupin ucastnicich
se enzymové reakce

aktivita .

0.6

kombinace disocia€nich
zavislosti pak uréuje
koneény vliv na aktivitu

interpretace na urovni kinetiky
pomoci vlivu na parametry
KnaVv
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Viiv pH na enzymovou reakci

= molekuly enzymu, substratu i komplexu enzym-substrat obsahuji
disociujici skupiny

= ve vodném prostiedi za daného pH vystupuji jako razné formy lisici
se mnozstvim vazanych protont (napf. enzym je pfitomen ve
formach EH,, EH a E)

= ze vSech danych forem v8ak pouze jedna forma substratu reaguje s
jednou formou enzymu (zde EH) za vzniku komplexu enzym-
substrat

= pouze jedna z forem komplexu (zde EHS) pak reaguje na produkt

EH, EH,S
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podil Zadané formy (napr. EH) Ize vyjadrit jako:

[EH] 1
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“TEI+EHI+[EH,] B TEH,] T [H]

[EH] [EHI K

+1+

KZE
[H']

obdobny vztah plati i pro EHS a nebo pro substrat, pokud disociuje
po zlogaritmovani Ize pak uvazovat krajni hodnoty vysledného

vyrazu pro rtizné meze pH:

=pH—logK,c| pH nizké
I f I [H+] KZE =
0g Ty =—109g K—E'i‘l'i‘m ~0 pH kolem 7
= —pH + |Og KZE pH vysoké
= |ze dale odvodit, ze:
f
T v EHS
\% max _Vmax fEHS K m Km f
EH
= adale po zlogaritmovani:|logV"'. . =1ogV, . +log f s

pX = -logX)

Ize interpretovat

zavislosti obou
parametrd na pH

aproximaci zavislosti
pak lze urcit hodnoty
pK disociujicich
skupin

informace o aktivhim

misté enzymu

PKie

PKxe PKxes PH




Interpretace

= nalezené hodnoty pK pro skupiny v aktivhim misté se
porovnaji s tabelovanymi rozsahy pK pro znamé

aminokyseliny

pfi shodé Ize usuzovat, ze v aktivhim misté se

vyskytuje dana aminokyselina

prakticky vyznam zjisténi pH optima - nalezeni

nejvhodnéjsich podminek pro enzymovou reakci -
dosazeni nejvyssiho vytézku

Viiv teploty na

enzymovou reakci

obecné chemické
reakce bézi rychleji pfi
zvySeni teploty

na druhou stranu
biomolekuly pfi vyssi
teploté ztraci aktivni
konformaci a
denaturuji (nahodna
struktura klubka)
vysledkem je existence
individualniho
teplotniho optima pro
kazdy enzym

zvyseni
aktivity pri
rastu teploty
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Vliv doby inkubace
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= krat$i inkubaéni éas pri enz. reakci vede k posunu
teplotniho optima k vyssim teplotam

» deléi éas inkubace za dané teploty ma opacny vliv

Vliv teploty na stabilitu

iDU " | | ‘ —— -
% i _FY \ \
m S5°C
= \ oo
Ll
E4D \
o
20 \
. . | | ke
a 10 20 at 41 a0 ]
Tirme (min)

= pii vySSi teploté ztraci enzym aktivitu mnohem rychleji
= pokles je velmi strmy v diisledku rel. vysoké AG 200 az 300

kJ/mol, takze po prekroceni kritické teploty je denaturace velmi
rychla




Viiv teploty na kin. konstanty

= kinetické rychlostni konstanty k = Aex - Ea
- Arrheniova rovnice: B P RT

= rovhovazné konstanty

- vant Hoffova rovnice: InK = —AH +AS

= casto v alternativnim tvaru: In ﬁ = AH i — i
T2 Tl

2

Praktické aspekty

= enzymy uchovavame v chladu

= dlouhodobé zmrazené, vyvarovat se opakovanému
zmrazovani a rozmrazovani

= pridat kryoprotektivni ¢inidla (glycerol, polyoly -
manitol)

= presné (1%) méreni rychlosti vyzaduje temperaci lepSi
nez 0.1 °C

= teplotni kvocient Q,, - kolikrat se zvysi reakéni
rychlost, jestlize teplota vzroste o 10 °C (obvykle
kolem 2)




