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Jednostavna enzimska reakcija

Michaelis | Menten mehanizam delovanja enzima (1913)
E+S—ES—EP——=FE+P

E: Enzim

S: Substrat ESHELIES

P: Produkt

ES: enzim-substrat kompleks T
EP: enzim-produkt kompleks ——

18761549

L +
T

.“‘
/s

(A) S + E — ES —_— EP —» E+P

Figure 3-50 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Maud Menten
1879-1560

Primer za
raskidanje
proteina na
manje delove



[So]

Concentration

1,2,3, osnovne pretpostavke pri izvodjenju MM kinetike

ES|

dt =dd—|;)]=k2 ES]

[S] [P]

[E]r = [E] + [ES]

A
T-total

El, =|E|+|ES

Oblast vazenja
stacionarnosti

Time



d|ES]

i E]s|-k.[ES|-k,[ES]=0

k,(E, - [ES]IS]=(k 1 + k, | ES]

[ES|(k; +k, +ky[S]) =k, [EL[S]




d[P]j = k,|ES]=

Vi 8]
Ky +[8]

Ko [EL IS,



@ = k,|ES|= ko[ S ||~ @ =k [E]o

dt Ky +1[S dt
 _ k,|S] B
S
+ Ako se uzme da je d[PJ/dt ,,
=k [E], gdejek 2
efektivna (prividna) 0.6 -
konstanta brzine
K= ko [SI([S] + Ky) 0.4} . [S]
« Krivakvs. [S] k =
nokazuje da ¢e se za oz} Ku + [S]
velike vrednosti [S], k
priblizavati kK, S



Pred stacionarni | stacionarni rezim

(vreme koje prethodi uspostavljanju stacionarnosti)

* Predstacionarni deo zavisi od k,
K1, K

- — Tipicno (5 millisekundi)
* Mihaelis & Menton
jednacina vazi u stacionarnom

delu
4 — Pre nego Sto se proizvod
conc. [P] akumulira, i reverzna reakcija

postane znacajna

[E] [E] + [ES] = [Eq] = const.

Vreme . .
Stacionarni deo aproksimira se sa V.

_‘ Pred stacionarna kinetika: nelinerni deo, [ES] se menja u okolini t=0...




Eksperiment u stacionarnom stanju

Meri se v, dok je [ES] konstantno tj u ustaljenom stanju

" T [s] [P]

_ K time

Meri se pocCetna brzina nastajanja produkta
(ili nestajanja supstrta) za razlicito [S], | crta
grafik vy = f([S], )

Equilibrium

-

[Sal

[5] Pocetne brzine se

[S,] <— standardno

s.] odrdjuju iz nagiba
1 tengente u t, za

razne [S ],

Pri razli¢itim pocetnim
koncentracijama
supstrata menjace se
svakako brzina nastajanja
proizvoda

Product —

Time —



Interpretacija osnovnih parametra MM kinetike:

d[P] K, [EL[S
Vo = :kz[ES]: e
dt t=0 K M T _S_
V, Je pocetna brzina K J& koncentracija supstrata
kada je v, jednako polovini
Vmax — k2 [E]O Vi Vinex

maksimalna brzina

V s 8]

Uo

Vmax/2—

Vv

(@)
2

0 - = | | | |
K y _|_ [S] oK), 3Ky 4Ky 5Ky

[S]



Prvi red reakcije u odnosu na S Nulti red reakcije u odnosu na S
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Linearizacija MM jednacine da bi se lakse odredili parametri enzimske
kinetike

Ky |1, 1
Vmax [S] Vmax




Ky -Mihaelisova konstanta

8-6

K., for Some Enzymes and Substrates

Enzyme Substrate K., (mm)

Catalase H.0, 25

Hexokinase (brain) ATP 0.4
p-Glucose 0.05
D-Fructose 1.5

Carbonic anhydrase HCO4 26

Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 2.5

B-Galactosidase p-Lactose 4.0

Threonine dehydratase L-Threonine 2.0



Turnover broj,broj ponavljanja, k

- broj reakcija koje se dese na svakom aktivnhom
centru u jedinici vremena, ili broj molekula produkta
koji se stvori po jednom aktivnom centru u jedinici
vremena

-Turn over broj predstavlja formiranje produkta pri
visokoj koncentraciji substrata.

/EO (Vmax:kZXEO)

* k..« = k, za Mihaelis-Menten ovu kinetiku

‘K =V

max

- biCe znatno kompleksnije za slozenije
mehanizme



Turnover broj, K.,

Turnover Numbers (k_,,) of Some Enzymes

Enzyme Substrate K. (s71)

Catalase H.0. 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO4 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14,000
3-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800

RecA protein (an ATPase) ATP 0.4



Kataliticka efikasnost: k_../K,,

cat

Za Mihaelis —Mentonovu kinetiku k,= k_;

Kada je [S] << K}, , (nema puno produkta)

I(2 ~ kcat
Vs EL IS (e[S

K../Ky € Konstanta brzine reakcije drugog

cat
reda i priblizno je mera katalitiCke efikasnosti



Kataliticka efikasnost: g=k

#t K /Ky = K/Ky = KKo/(K, + Ky)

cat

Ky,

# za k,>> k ; maksimalna vrednost e= k_ /K, = k;

Ukoliko je k,; brzo, brzina reakcije je odredjena difuzijom Si E

3-8

Enzymes for Which k_./K |s Close to the Diffusion-Controlled Limit (10° to 10°* m~'s™})

Enzyme Substrate {51} {m) (m-1s-1)

Acetylcholinesterase Acetylcholine 1.4 = 10¢ gx 10" 1.6 x 10°

Carbonic anhydrase CO; 1 x 108 1.2 % 1077 8.3 % 107
HCOS 4 x 107 26 x 10°° 1.5 x 10/

Catalase H,0, 4 % 107 1.1 4 % 107

Crotonase Crotenyl-Cod 5.7 % 107 2% 10°° 2.8 % 10°

Fumarase Fumarate 8 = 10° §x 10°° 1.6 x 108
Malate g = 10° 2.5 % 10° 1.6 % 107

B-Lactamase Benzylpenicillin 2.0 x 109 2 x 10°° 1 x 108

Triose phesphate isomerase Glyceraldehyde 3-phosphate 4.3 = 10° 4.7 = 104 2.4 x 10°

Source; Fersht, A, (199%) Strucfure and Mechanism in Protein Soence, p. 166, WH,

Freeman and Company, Mew York,



Sta je kataliticka perfekcija?

k1k2
k_, +Kk,

Kada je k,>>k_, Ili odnos maksimalan

Svaki supstrat koj1 se naSao na

- K
Tada je *cat :k1 enzimu je reagovao.

K

Reakcija je samo difuziono kontrolisana, brzina
difuzije je 108 to 10° M-1s-1, Enzim toliko snizava
energiju aktivacije za reakciju da svaki susret
supstrata sa aktivnim centrom dovodi do

reakcije.




INHIBICIJA

Inhibitor je supstanca koja se vezuje za enzim |
smanjuje konverziju u produkat. JaCina ove
veze se definise konstantom stabilnosti, koja u
sluCaju direktne veze sa aktivhim centrom
enzima moze da se prikaze na sledeci nacin:

« _[EI

~ [E1]

u prisustvu inhibitora | dalje vazi MM kinetika. Merene
konstante K, 1 V..., SU sada prividne (slozene)
konstante.



Kinetika inhibicije
* Inhibitori- substance koje utiCu na aktivnost enzima
— UtiCu na vezivanje supstrata

— Menjaju turnover broj, brzinu katalitiCke reakcije

- reverzibilni inhibitori interaguju sa nekovalentnim
vezama

- I[reverzibilni inhibitori se vezuju jakim kovalentnim
vezama za enzim



Konkurentska inhibicija

Konkurentska inhibicija, inhibitor se vezuje na isti centar kao
supstrat, onemogucava supstrat da reaguje, smanjuje broj
mesta na kojima se supstrat vezuje.

ES — E+P

El @

| se vezuje na istim mestima ali se uticaj moze smanijiti visko
— Ne uticenaV,_,
— prividna K, (aK,,) ¢e rasti sa porastom koncentracije inhibitora.

o (s
%@



Konkurentska inhibicija

Vmax [EI]
AT Increasing
a=1(no lnhllt/)‘I’FQI\’)l - (]
l‘ = 2 \‘ [S]
O Vmax e ‘ o :,M4<~Wwwrvw} ! V ma.X
< / Mﬂ
2 / f/ e ﬂ]_ 0 K S
g g ary, +
l | I | |
0 Ky 2B 3Ky, 4K, BEy [I] \
[S]
o =| 14
K,
1 oK, |1 1
— |
. Slope = 0.Kyy/Vinax - - |
’,,f’;/;;/ 1+% VO VmaX S Vmax
/”’/ /,// Ill
L 1/0.Ky, :

1/18]



Nekonkurentska inhibicija (uncompetitive ihibition)

Inhibitor se vezuje nakon vezivanja supstrata na centar koji nije
aktivni centar

E+S ES — E+P

Inhibitor se vezuje samo na ES I

kompleks
| spreCava formiranje produkta,
V., Opada |

K\, opada u istom iznosu

v [s] (Vm“/a’)[s]@
a'=|1+—F— | V = =

K, K +a'|s] K 1o +[s]




Nekonkurentska inhibicija
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Cogyright 1999 John Wiley and Sons, Inc. All nghts reserved
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Mesovita inhibicija

Inhibitor se vezuje S
blokirajucii E i ES; E e > ES >E 4+ P
« utiCe na oba faktora T T
Vo | Ky all ne uvek.
Ki1 Ki“
E ESI

(v /a)s]

~
()

|

|

aK +al[S] aK la +[S]

_E[]

[e1]
[ES][I

~ [EsI]



*Sa porastom [l] opada V., |
raste Ky,.

1/0

Increasing

(1]

o = o' =1 (no inhibitor)

Slope = o Kj;/Vimax
(1]

,// o=l +7'
1] D w =1t g
! R !
a =|1+ =
/ of 0
| oKy 1/[S]



Ne-kompetitivna inhibicija - drugi tipovi inhibicije,
(non-competive)

Nekonkurentska inhibicija, slucaj u kome se inhibitor

vezuje potpuno nezavisno od supstrata. U tom slucaju
njegovo vezivanje ne utice na K,,, ali moze da smanjuje
\Y

max?

S Supstrat moze da se veze
direktno na E ali i na El.

E \r >ES —>E+P Inhibitor moze da se veze i
na Ein ES.

Iz ESI ne dolazi do
Ki + | S + | gradjenja produkta zbog
konformacionih promena

El \B > ES' %(_> izazvanih inhibitorom




Types of inhibition - Summary

O




Uticaj inhibicije na parametre Mihelis
Mentenove jednacine

Tip inhibicije priv -
P Vmax K|\F;|”V
Bez inhibicije
V. Ky
konkurentska
Vmax OlKM

nekonkurentska -
Vmax [ o KI\/I [ o'

mesovita V / al aKM / al

max




UTICAJ pH

Aktivnost enzima zavisi od
pH sredine, za svaki
enzim postoji specificha
zavisnost od pH sredine.

Relative aclivit}'

pH koji odgovara maksimalnoj
brzini reakcije je poznat kao

Papain

Cholinesterase

optimalni pH.

Uticaj pH je prvi vrlo malim ili pri vrlo
velikim vrednostima ireverzibilan jer u
tim uslovima dolazi do narusavanja
tercijerne strukture proteina.

Reverzibilne promene Ce se
dogadjati u oblastima gde se pH ne
razlikuje mnogo od optimalnog pH.

Optimum pH of Some Euzylnes

Enzyme

Optimum pH

Pepsin
Catalase
Trypsin
Fumarase

Ribonuclease

Arginase

1.5
7.6
7.7
7.8
7.8
9.7




Utica] pH na kineticke parametre

Protonovanje i deprotonovanje EH i ESH ne pogoduje stvaranju P. Zato za
svaki enzim postoji optimalni pH u zavisnoti od odgovarajucih kiselinskih K

E™ ES™
Kgy 1LH+ Kgso /’LH+
k1 ko
EH + S\k\ ESH —— P + EH
-1
b N
EH, \ ESH?
i) rEaH | o LESH o [ESIIH]

e ] 0 [EH] [EsH;] [ESH]



E, =[EH]+|E" |+|EH; |+ [ESH]+|ES ™ |+ |ESH; |

Koncentracija odredjene forme enzima Ce zavisiti od pH sredine
(E', EH,*, seizraze preko K,i K, a ES iESH,* preko K, iK, uizrazu za E)

E, =[EH | 1+[H+}+ Ry +|[ESH | 1+[H+]+ Rax _

K, [HT] Ko [H7]
d I:[ ESH ]:l 0 gga(éigrlllarno stanje
dt

= —(k, +k,)[ESH]+k [EH][S]



Slicno kao kod obicne MM kinetike, koncentracija preostalog
enzima EH se izrazi preko EH, i EHS. IzraCunata EHS (iz
stacionarnog stanja) se uvrsti u izraz za brzinu procesa:

. K, [E, (]
K L+ K_/[H] +[H 1/ K,)+[S]A+ K_ /[A ]+[H 1/ K_)
| . K, [E,1[S]
zavelko s V= ISIAT K, /[H 1+ [H 1/ Ky,)
Zamalo S kZ[EO][S]

TR A+ K IHT +[H T/ K,)



Primer : Merenje brzine pri malim [s] na raznim pH
moze da objasni yavisnost brzine od pH:

KolEol[S] . ;
Visoka [H*] odnosno malo ¥V~ K 2[Ho+]/ K’ logv = const —log[H "]
pH m b
=const + pH
K IE,][S .
Srednje kiselosti V= Z[KO][ ]; log v ne zavisiod pH
Niska [H*] odnosdno y—_ KlEIST logv = const — pH

visko pH K (K/[HT)



log V




lzraz za brzinu se moze svesti na Delenjem sa izrazom pored S u

Standardni oblik MM kinetike: imeniocu mogu se definisatl
prividna K* 1V ., koje takodje
imaju pH zavisnost

[H*]
['ﬂ

[ ]: V. =V =

{“[EL Kaxx}
|:H+:|_ bX

[
V. . | Ky, su konstante aktivne forme enzima

V'S

Max L~ .
VV =

Ky +|9




Temperaturska zavisnost enzimski katalisanih reakcija
(odredjena je T zavisnoScu k4 k ik,

100
_ kK, +k,

_ Vmax [S] KM kl

V = g
KI\/I T [S] Vmax:kz[Eo] g 0
E
Ako je S malo ‘E
_kk[E ] 3 S
(k—l T kz) Slucaj 2. k. >>k, +°¢
Slucaj 1. ky>>k 4 kzkl[Eo ][S] Kk,
v=k[EJs] B
ooy oo

formiranja kompleksa ES



Mehanizmi na koje se moze primeniti Mihaelis-Menten

kinetika:
Ky k
E+S ) ES—=—>E + P
< k—1
Briggs-Haldane: k ,, =k,; K, = k—1k+ K,
1

* Mnoge reakcije se mogu redukovati na ovu osnovnu
formu.

 Jednostavna kinetika ne moze razdvoijiti kq, K, ...

*Slozene i prividne konstante su ono Sto se moze
dobiti analizom ovih sistema k., Ky,



Mehanizmi na koje se moze primeniti Mihaelis-Menten kinetika

Ky K

—— —— .
E + S ES E + P (reversibilno)
< k_, < K,

ks[Eo][S]_kP[Eo][P]

V= (opsta jednacina)
1+[S]/K,s +[P]/ K
K, +K k., +K
Kos =——=; Ks =K, /K s K p = _1k ot kp:k—Z/KmP;
1 ~2

Kea [Es ][S]

ako [P]|—>0:v, = <. +[5]
mS

(Mihaelis — Menton)




E+S 5 ESs E+P  [Eb=[E
Sk =[P]+Is]
0

=k, [E]S]- (k, +k,)[ES]+k_,[E]P]=

d|ES]
dt

d{s] _dIP|_ k [E]S]-k ,[ES]

dt dt

d[s] _d[P] _ (kik,[S]-k_k_,[PD[E,]

dt dt k[ ]+k 2[P]+k1 +K,




d[S] _ d[P] _ (kik,[S

|-k ik, [PD[E,

dt dt  k[S|+k,[P]+k, +k,
Vmax:kZ[Eo] Vinaxp _kl[E ]
K _k, +k, K _k, +k,
M — k1 MP — k-z
_ﬂ [ max/KM][S] [ maxP/KI\/IP][P]
d 1+[S|/K,, +[P]/ Ky,
Kada je P=0 d[S] — kz [EO ]S]
s dt K, +[S]




Mehanizmi na koje se moze primeniti Mihaelis-Menten kinetika

(ne treba izvodjenje ovo je samo ilustracija kako se sloZzeni mehanizmi
mogu svesti na formalno sliCne izraze)

E+S ES EP E + P (multistep)
K4 K_, K5

_K[E S [ELIP)
1+ 8] Ko +[P] Ko

(Istageneralna jednacina)

_ KK, + k—lk3 + kzks k. = k1k2k3 - K
mS 1 S ) mP
k. (k_, +k, +k;) k_k_, +k_k; +K,k,

(znatno slozenije,ali ista generalna forma




King-Altman:mehanizam

“‘I[%Es

g« k2| Kk,
k\[P]A
‘k EP

vo/ kikoKs[S]— kik ok s [P]
e,

 (kukoo + Kk + Kok )+ ko (ko + ko + ks )[S]+ ks (ks + ko, + ko )[P]
N.[S]- N.[P]

group constants: Vv, = ; this form wasshown

c+Cs[S]+Co[P]
earlier as the reversible Michaelis - Menton equation (as expected!)
Cleland showed: Vi :&; K, =—: Ke = N

Cs Cs N,



REAKCIJE KATALISANE ENZIMIMA

A—B + C—D =— A—C B—C

|\ N

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
H Al O H O~ H H 4 H O~ H
) OH H 0 H HO ey + HO — - ) OH H Noul + |Hc H HO baar
H OH OH H H OH OH H
C12H220|1 CEH‘IZCT CEH1206
Sucrose Glucose Fructose

Copyright @ Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings

© Substrate

Hidroliza saharoze

Enzyme-
substrate
complex
Substrate
(sucrose)
\
\ oy
=3
Enzyme—

enzyme

(sucrase) Substrate
(glucose)

+ H,0

O Active site
is available
for another
molecule of

substrate.

@ Substrate
is converted
to products.

0\?\
Glucose %

© Products L

are released. 4

Fructose

Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Oznacavanje Mechanizama ER
A: Sekvencijalne reakcije

« Svi supstrati se vezuju za enzim pre
nego sto se dogodi reakcija

A B P

\ \

C EA EAB-EPQ EQ

Copyright 1999 John Wilay and Sons, Inc. All nghis reserved



Uredjeni sekvencijalni mehanizam

A B = Q
E EA (EAB=——EAP) EQ E

*Prvo se transformise B ostavljajuci EA koji naknadno prelazi u Q.

A B P

N

E EA EA E

0

example: liver alcohol dehydrogenase.



Cleland Schematics

* Moguca konfuzija u semi:
— Da li je supstanca reaktant ili produkt?

 Cleland schema definise

— Po konvenciji:
 ABC... substrates

A BP QCR
 PQR... products A 4 N
* E =enzyme
Strelice na dole oznacava E y .V y

vezivanje supstrata a
strelica nagore
oslobadjanje produkta



lustracija: Enzimi mogu biti veoma komplikovani ogranski molekuli u kojima
voda (Wat) moze znatno uticati na reakcije na aktivnom centru:

His H35

H3 CDR

Tyr H100d

Wat 1

His H35

{ bz
Tyr H100d oot N
Wat 1 ve

Asn L34
Phe H97

Gly H96

Tyr L27d



