Enzymova kinetika — ¢ast 4 (vicesubstratové reakce)

Uloha 1

Nukeosiddifosfokinasa z lidskych erythrocytt katalyzuje reakci GTP + dGDP - GDP + dGTP. Zavislost
pocatecni rychlosti na koncentracich substratd shrnuje tabulka udavajici hodnoty pocatecnich
rychlosti v (mol. s1.kg?) pro riizné kombinace obou substrat(:

[GTP] (umol/l)

[dGDP]

22 30 50 200
(umol//1)
20 0,095 0,112 0,141 0,196
25 0,102 0,120 0,155 0,223
40 0,112 0,136 0,180 0,284
100 0,125 0,156 0,218 0,385

4607 KmC™P a viim. Jaky je

Urcete pomoci primarniho a sekundarniho vynosu kinetické parametry Ky
pravdépodobny mechanismus reakce? Kterych nezavislych metod by bylo mozno vyuzit k jeho

ovéreni?



Uloha 2

Enzym N-methylglutamatdehydrogenasa z bakterie Pseudomonas MA katalyzuje oxidaci N-
methylaminokyselin podle rovnice:

R-NH-CHs + Aox + H,0 = R-NH; + Areq + HCHO

V niZ Aox a Ared Symbolizuje oxidovanou a redukovanou formu elektronového akceptoru. P¥i fixni
pocatelni koncentraci umélého akceptoru 2,6-dichlorfenolindofenolu rovné 50 umol/I byly pro
reakce rlznych substratl zjistény nasledujici zdanlivé kinetické parametry:

substrat K'm (nmol/I) Vim (hmol min (mg proteinu)™?)
N-methyl-L-glutamat 43 74
N-methyl-L-isoleucin 200 79
N-methyl-L-aspartat 1300 77
N-methyl-L-fenylalanin 2500 80
N-methyl-L-alanin 6000 78
N-methyl-L-serin 36000 76
N-methyl-L-glycin 100000 74

Vysledky kinetického studia riznych akceptor( A pfi saturujici koncentraci N-methyl-L-glutamatu
udava tabulka:

akceptor K'm (mmol/l) Vim (hmol min (mg proteinu)™)
hexakyanozelezitan 1,4 22
2,6-dichlorfenolindofenol 0,054 120
fenazinmethosulfat 0,011 360

Zavislosti reciproké pocatedni rychlosti na reciproké koncentraci N-methyl-L-glutamatu pro rizné
fixni koncentrace 2,6-dichlorfenolindofenolu predstavovaly vzajemné rovnobézné primky. Reakci
inhibovaly glutarat a 2-oxoglutarat kompetitivné s N-methyl-L-glutamatem. Reakéni produkty L-
glutamat a formaldehyd neinhibovaly ani v koncentracich 0,1 mol.dm, aZ jiz byly aplikovény
oddélené nebo ve smési. Navrhnéte mechanismus enzymové reakce, ktery by byl v souladu s
experimentalnimi nalezy. Ktery krok patrné urcuje vyslednou rychlost pochodu?



Uloha 3

Reakci katalysovanou adenylatkinasou (ATP:AMP-fosfotransferasa) inhibuje analog prechodového
stavu P,P*-bis(adenosin-5')tetrafosfat (ApsA) kompetitivné vzhledem k ob&ma substratdm (MgATP i
AMP). Jaky je pravdépodobny mechanismus adenylatkinasové reakce?

Uloha 4

Enzym L-threonindehydrogenasa katalysuje oxidaci L-threoninu NAD". Pfitom vznika NADH a L-2-
amino-3-oxobutyrat, ktery spontanné dekarboxyluje na aminoaceton a CO,. Ze studia zavislosti
pocatecni rychlosti na koncentraci substratt vyplynulo, Ze reakce ma sekvencéni mechanismus.

K presnéjsimu urceni bylo uZito strukturnich analogli substratl L-allothreoninu a adenosin-5'-
difosforibosy. Ukazalo se, Ze obé latky inhibuji studovanou reakci. V pfipadé L-allothreoninu je
inhibice kompetitivni vzhledem k L-threoninu a akompetitivni vzhledem k NAD*. Naproti tomu
adenosin-5'-difosforibosa kompetuje s NAD" a vzhledem k L-threoninu ma charakter inhibitoru
nekompetitivniho. Interpretujte popsané vysledky a navrhnéte mechanismum L-
threonindehydrogenasové reakce.



Uloha 5

Malatdehydrogenasa (dekarboxylujici) katalysuje oxidaéni dekarboxylaci L-malatu podle rovnice:
L-malat + NADP* - pyruvat + HCO5; + NADPH

Pribéh reakce Ize sledovat fotometricky. Pfi kinetickém studiu bylo zjisténo, Ze oba primarni vynosy
mély tvar svazk( protinajicich se ptrimek. K blizSimu vyjasnéni mechanismu bylo testovano, zda
pridavky jednoho z produkttd ovlivni smérnici (s) nebo Usek (u) zavislosti reciproké pocatecni rychlosti
na reciproké koncentraci variabilniho substratu. Vysledky uvadi tabulka:

Variabil. substr. /

NADPH HCOs ruvat
Produkt : Py
L-malat s, u s, u u
NADP* s S, u u

Interpretujte vhodné tato zjisténi a pomoci Clelandova schematu nakreslete pravdépodobny reakéni
mechanismus.



Uloha 6

Enzym prolylhydroxylasa katalyzuje syntézu hydroxyprolinu v kolagenu hydroxylaci urcitych
prolinovych zbytk( peptidového substratu. Kromé peptidu jako substraty slouZi 2-oxoglutarat, kyslik,
Zeleznaty ion a redukcni Cinidlo (napf. askorbat). Pfi reakci dochazi k stechiometrické dekarboxylaci
2-oxoglutaratu na sukcinat a CO,, pficemz se jeden atom kysliku z molekuly O; inkorporuje do
hydroxyprolinu a druhy do vznikajiciho sukcinatu. Kinetika prolylhydroxylasové reakce byla
studovana pomoci méreni koncentracnich zavislosti po¢atecni rychlosti. Ve vsech pripadech byla
postupné mérena koncentrace jednoho z ligand( pfi rdznych fixnich koncentracich ligandu druhého;
koncentrace vsech ostatnich komponent zlstavaly konstantni. Zpracovani vysledk( se délo formou
obvyklych reciprokych vynost. Pfitom se dospélo k nasledujicim poznatkiim:

a) Zavislosti 1/v na 1/[2-oxoglutarét] pfi riznych fixnich koncentracich Fe?* mély charakter pfimek
vzdjamné se protinajicich na svislé ose, kdeZzto priise¢ik pfimek 1/v vs. 1/[Fe?*] pro fixni koncentrace
2-oxoglutaratu lezel od svislé osy vlevo.

b) U pér( tvofenych substraty Fe?, 2-oxoglutarat, O, a polypeptid (Pro-Pro-Gly), mély primarni grafy
vesmés podobu svazku pfimek protinajicich se nalevo od svislé osy. V pfipadé vysoké (saturujici)
koncentrace O, se ve vynosu 1/v vs. 1/[(Pro-Pro-Gly)io] pro rGzné fixni koncentrace 2-oxoglutaratu
ziskaly rovnobézky.

c) Rovnobézné primky se v primarnich grafech objevily i ve vSech pfipadech, kdy jednim ze substratl
byl askorbat.

d) Poly (L-prolin) inhiboval reakci kompetitivné vzhledem k peptidovému substratu a kompetitivné
vzhledem k Fe?* a 2-oxoglutaratu.

e) Reakéni produkt sukcinat plsobil jako kompetitivni inhibitor vzhledem k 2-oxoglutaratu a jako
inhibitor nekompetitivni vzhledem k ostatnim substrattm.

f) Inhibice kolagenem byla nekompetitivni vzhledem ke vSem substratiim.

Diskutujte vyznam poznatkud shrnutych v bodech a-f a navrhnéte mechanismus prolylhydroxylasové
reakce.



