Eno in veCsubstratne reakcije

A - P Uni Uni reakcija*™
A+ B - P Bi Uni reakcija

A - P + Q Uni Bi reakcija
A+ B - P+ Q Bi Bi reakcija
A+ B+ C - P+ Q+ R Ter Ter reakcija

*oznake oznacujejo molekularnost reakcije, ne reda reakcije!



Reverzibilne reakcije

Najenostavnejsi reverzibilni mehanizem je reverzibilna Michaelis-Mentenova reakcija:

E+S<=ES<—=E+P

1 k-z
. e o . d[P] d[S]
Hitrost reakcije definiramo v obicajni smeri: v=——7=——
dt dt
nastajanje PizS nastajanje Siz P
X T Vprasanje:
Kako dolgo poteka reakcija pri
ks [E ]O[S] _| kp [E ]O[P ]l ireverzibilnih in reverzibilnih
V= T ..
1+ [S] + [P] mehanizmih?
Kms  Kmp

To je sploSna oblika Michaelis-Mentenove enacbe za reverzibilne sisteme.

V primeru na zgornji shemi velja: ke = kik; _ k> ko = k_1k_; _ k_q
ST koitky, Kpg P ki +k, Kpp

V kompleksnejsih primerih so izrazi za k, in k, kompleksnejsi.



Reverzibilne reakcije

Minimalen realisticen mehanizem je:

E+S-—ES—“EP\—E+P

/ .

logicno je, da sta kompleksa razlicna — enega tvori S, drugega pa P

Pri eksperimentih in vitro za doloCitev konstant merimo zacetno hitrost v prisotnosti le S ali P:

kslElolS] — kplE]o[P]

vV =

1S1 , 1P]
1+ KmS T KmP
i—o [S1=ISk [S1=0  ,_,
[P] = y \[P] = [P],
 _ ks[ELo[S]  _ kelEo[P]
481 Ll



Mehanizem membranskih uniporterjev

Podoben minimalnem realisticnem mehanizmu je t.i. Izo Uni Uni mehanizem. Ta mehanizem
ni pogost pri topnih encimih, delujejo pa po njem membranski uniporterji, npr. GLUT1.

k, k, , k; ,

; \
zunaijceli¢na znotrajcelicna
koncentracija liganda koncentracija liganda
D-Glucose
Sout + T1
k_4J [k4
S, T T,

Figure 11-31
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Mehanizem membranskih uniporterjev

Podoben minimalnem realisticnem mehanizmu je t.i. Izo Uni Uni mehanizem. Ta mehanizem
ni pogost pri topnih encimih, delujejo pa po njem membranski uniporterji, npr. GLUT1.

E+S%ES%E’P%E’+P
Il i i |

zunaijceli¢na znotrajcelicna
koncentracija liganda koncentracija liganda

Sout + T1 L Sout ° T1

i e

Sin +T2 —_— Sin L Tz

Initial velocity of glucose
entry, V,, (wm/min)

e Extracellular glucose
concentration, [S],,; (mm)

Figure 11-30.
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

kako dolgo poteka prenos?



Triozafosfat izomeraza

PDB 3YPI

H\é_ oy Triose phosphate S~
/ isomerase
0= C\ < =~ H—C—OH
CH20P032_ CH20P032_
Dihydroxyacetone Glyceraldehyde
phosphate 3-phosphate
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Figure 16.5
Biochemistry, Seventh Edition
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Triozafosfat izomeraza

B Triose phosphate S
C—OH .
/ iIsomerase
0=—C = =~ H—C—OH
Dihydroxyacetone Glyceraldehyde
phosphate 3-phosphate

Unnumbered 16 p458c
Biochemistry, Seventh Edition
©2012W. H. Freeman and Company
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Triozafosfat izomeraza
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Inhibicija s produktom

Je pogost fenomen pri enosubstratnih in vecCsubstratnih reakcijah, tako reverzibilnih kot
ireverzibilnih. Minimalen mehanizem za pojasnitev tega fenomena je:

k k 3
E+Sﬁ%ESﬁﬁEP%ﬁE+P

Ce je reakcija ireverzibilna je k_, = 0. P se lahko veZe na E, vendar S ne more nastati:

ks

E+ P <= EP

Dobimo enacbo:

= kS[E]O[ ] . kcat[E]O[S]
1+ [Ei]s 1[(”1 Kms (1 + I[(Lig) + [S]

V tem primeru produkt deluje kot kompetitiven inhibitor. Podobno lahko tako P kot S delujeta
kot inhibitorja pri reverzibilnih reakcijah.




Vedsubstratne reakcije

Kateri razredi encimov katalizirajo pretezno dvo- ali ve€substratne reakcije?

klasifikacijsko razred encimov

vrsta reakcije, ki jo katalizirajo

stevilo
1 oksidoreduktaze prenos elektronov, navadno v obliki hidridnih ionov ali vodikovih atomov
2 transferaze prenos funkcionalnih skupin z ene molekule na drugo
3 hidrolaze razcep vezi s hidrolizo
il liaze nastanek dvojnih vezi z odvzemom skupin ali adicija skupin na dvojne vezi
0 izomeraze pretvorba enega izomera v drugega s prenosom skupin znotraj molekule
i ligaze z razgradnjo ATP sklopljena tvorba vezi C-C, C-S, C-0 in C-N

*oznake oznacujejo molekularnost reakcije, ne reda reakcije!



Dvosubstratne reakcije

Delimo na:

- tiste, kjer nastane trojni kompleks

- v naklju¢nem zaporedju

- v urejenem zaporedju

- tiste, kjer trojni kompleks ne nastane — reakcije s substituiranim encimom (Ping Pong) —
potekajo v urejenem zaporedju

Predstavljeni mehanizmi predstavljajo najenostavnejse primere. V resnici so lahko
mehanizmi bolj kompleksni in vcasih tezko dolocljivi ali pa se spreminjajo glede na pogoje.



Dvosubstratne reakcije — urejen sekvencéni mehanizem

k, k, k, k,
E+ATEA+B—T~[EAB——-EPQ]TEQ+PTE+Q

)

po Clelandu

E EA EAB —=—EPQ EQ E

JH:--
_‘:}

Po tem mehanizmu deluje

veliko dehidrogenaz, zlasti £ ik kﬂrz sz}
od NAD* odvisnih. 4741

é__g,ﬁ EﬁB ] po King-Altmanu
EQ{“—LEPQJ



Dvosubstratne reakcije — urejen sekvencéni mehanizem

Zakaj potece vezava v urejenem vrstnem redu?

Na primeru reakcije prenosa skupine: GX+Y SGY+X

Ob vezavi prvega substrata pride do konformacijske spremembe, ki omogoci vezavo drugega.



Dvosubstratne reakcije — urejen sekvencéni mehanizem

k, k, k, k,
E+ATEA+B—T_-[EAB——-EPQ]TEQ+PTE+Q

2 -

V. ab ~ V.pg
o = KaKep  KopKig
1+ -% g Kt + Rugl by _ab g
Kn KpKup KpKio Ko KpKpp  KnKpKig
o Kaabd . pg . abp | bpg
KaKpKiq KopKiq KipnK 3 Kp KK pKig
V. ksk e,
. B, + k K Rk,
mejne | o k(k, + k)
hitrosti V. k_k e,
k——i 4 k——Q KmB (k.,z + kz.)k:;
X T ok + k) Michaelisove
-1
konstante K. ko (b, + k) konstante
inhibicije | ® (k_ytk_p)/k, (ke + k)b s
naspro-t.ne K. (k_,+k,)/k, Ko kk,
reakcije (ky+k )k,
Kiq Bk,




Dvosubstratne reakcije — nakljucni sekvencni mehanizem

A B P Q
EA EQ
E EAB — EPQ E
EB EP
B A Q P
| V. ab V_pg
v = KEAKmB KmPKiQH KiAKmB = KmAKiB
1+ 4y b P, 4, ab P KipKmq = KmpKiq

Kin K Kp Kq KpKyp KpKig

Primer: heksokinaza



Dvosubstratne reakcije — nakljucni sekvencni mehanizem

Na primeru reakcije prenosa skupine: GX+Y SGY+X

Dl d
GX.)'7/ EXGY'X /.XEGY

.




Dvosubstratne reakcije — mehanizem substituiranega encima

Ping Pong mehanizem

o , Kb v Kad . ab a4 Koab4  pg

Kin KpKpp Kp K’:PKmQ KoKy KaKp KiAKmBKiQ KmeQ

Po tem mehanizmu deluje veliko transferaz.



Dvosubstratne reakcije — mehanizem substituiranega encima

Ping Pong mehanizem

Na primeru reakcije prenosa skupine: GX+Y SGY+X

E Besy
Y)/ \QGY Y)/

\\\\\\
N




Dvosubstratne reakcije

Eksperimentalno parametre dolo¢amo tako, da merimo zacetne hitrosti v odsotnosti
produktov. Enacbe se na ta nacin poenostavijo do oblik:
V[A][B]

V= za mehanizme s trojnim kompleksom
KianKmp + KmplAl + KmalB] + [A][B]

Za naklju¢no tvorbo kompleksa dodatno velja Se zveza: KisKimp = KnmaKip

VIA]|B] . o .
V= za mehanizme s substituitanim encimom
KmplA] + KnalB] + [A][B]

Ce sistem nasi¢imo z enim od obeh substratov, se enacbe reducirajo na klasiéno MM kinetiko:

_ VI[A] = V[B]
 Kpa + [4] ~ Kmp + [B]

v

V tem primeru K_, in K_, imenujemo mejni Michaelisovi konstanti



Heksokinaza

Heksokinaza (EC 2.7.1.1) je klasi¢en primer encima z naklju¢nim Bi Bi mehanizmom.

Reakcija heksokinaze:

6
-O—P_O_CHz

Hexokinase

or Glucokinase
-
Mmg~*
ATP ADP
D-Glucose D-Glucose-6-phosphate
Kataliticni mehanizem heksokinaze:
wet ne e
_ N, L 0-CH o s
0 [;- 0 2 ox _0 _/\,f\ \Q/O CH, —Cl:. —? \\/0 CH,
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o o0 :QQ OH ||[|) |C|) OH E) (':') ge OH
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Heksokinaza

O
N
O
0
-z
Q

PDB ID 2E2Q

vezavno mesto za ATP

vezavno mesto za heksozo




Malat dehidrogenaza

Malat dehidrogenaza (EC 1.1.1.37) je klasi¢en primer encima z urejenim Bi Bi mehanizmom.

CO0 CO0
I .
HO—C—H 0=C
! I
CH, + NAD' == CH. + NADH + H AGY = +29.7 kJ/mol
Coo Coo
L-Malate Dxaloacetate
Acetyl-CoA
Citrate
Oxaloacetate Isocitrate
NADH ol
Citric co; ] NADH
acid
Malate cycle a-Ketoglutarate

\ €O, |
Fumarate NADH

FADH, Succinyl-CoA

Succinat
uccinate g

(ATP)

Figure 16-13
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Malat dehidrogenaza

Malat dehidrogenaza (EC 1.1.1.37) je klasi¢en primer encima z urejenim Bi Bi mehanizmom.

CoO COO0
| I
HO—C—H Qe=(
|
[l:H? + NAD'® —= CH. + NADH + H AGY = +29.7 kJ/maol
|
CoO CO0~
L-Malate Oxaloacelate
CITOSOL malat-aspartatni transportni sistem
MITOHONDRIJSKA
MEMBRANA _ MITOHONDRIJ
MATRIKS v
L-aspartat-e '
o-ketoglutarat
citsolna aspartat- l]]it()hOlldrii:kél
aminotransferaza mlino(m:lllssl;g ::1‘171
L-glutamat L-glutamat
BURGNZH ot oo oksaloacetath ——> citratni ciklus
¢ o citosolna malat-
AL dehidrogenaza
NAD™

L-malat

£2002 Brooks Cole Publishing - a givision of Thomson Leaming



Malat dehidrogenaza

Malat dehidrogenaza (EC 1.1.1.37) je klasi¢en primer encima z urejenim Bi Bi mehanizmom.

E = ENAD
Coo- coo
Eﬂﬂé}nti O=ré!
|:|3|-|? + MAD" —= (l:Hz + MADH + H°
L'!‘:GD t|3CID'
L-Malate Oxaloacetate

malat =

NADH
oksaloacetat - E = E

His195
Asp168 O eeane HN
'0

0
,C—C —-—CH—C/

| ;\\

mobile
loop

prehodno stanje




Malat dehidrogenaza

Malat dehidrogenaza je homodimer. Vsak monomer je sestavljen iz dveh domen. Aktivho
mesto je med obema domenama. N-konéna domena (Rossmanovo zvitje; oranzna) veze
NAD(H), drugi substrat pa obe.

PDB ID 5MDH



Malat dehidrogenaza

Malat dehidrogenaza je homodimer. Vsak monomer je sestavljen iz dveh domen. Aktivho
mesto je med obema domenama. N-konéna domena (Rossmanovo zvitje; oranzna) veze
NAD(H), drugi substrat pa obe.

PDB ID 5MDH



Malat dehidrogenaza

Malat dehidrogenaza je homodimer. Vsak monomer je sestavljen iz dveh domen. Aktivho
mesto je med obema domenama. N-konéna domena (Rossmanovo zvitje; oranzna) veze
NAD(H), drugi substrat pa obe.

PDB ID 5MDH



Aspartat transaminaza

Aspartat aminotransferaza (transaminaza; EC 2.6.1.1) je klasi¢en primer encima s Ping Pong Bi
Bi mehanizmom.

aspartat + a — ketoglutarat = glutamat + oksaloacetat

CITOSOL malat-aspartatni transportni sistem
MITOHONDRIJSKA
MEMBRANA MITOHONDRIJ

MATRIKS
L-aspartat-

o-ketoglutarat

mitohondrijska
aspartat-
aminotransferaza

citsolna aspartat-
aminotransferaza

L-glutamat L-glutamat

glikoliza Sksaleisetit oksaloacetat
NADH + H* citosolna malat- mitohondrijska malat-
dehidrogenaza dehidrogenaza
NAD* J

cjtratni Aklus)NAD™
-malat

[-malat e

£2002 Brooks Cole Publishing - a givision of Thomson Leaming



Aspartat transaminaza

Aspartat aminotransferaza (transaminaza; EC 2.6.1.1) je klasi¢en primer encima s Ping Pong Bi
Bi mehanizmom.

+ O
NH-
) et fre oo e ~00C
“00C dsparigie ransafrringase
(PLP-dependent)
glutamate EC26.1.1 a-ketoglutarate .-
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—I_ 0 ~ —t_ |':.|-H3
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oxaloacetate coo” aspartate coo~
(a-keto acid) (anmuno acid)
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N HO OH 3 | |
HO \P/ Kot veclina transaminaz za delovanje
= o~ %O potrebuje piridoksal fosfat (vitamin B6).

“~ |



Aspartat transaminaza

Splosni mehanizem delovanja

odvisnih transaminaz.

od PLP
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Aspartat transaminaza
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Aspartat transaminaza

Encim je homodimer. Vsak monomer vsebuje dve domeni, aktivno mesto je med obema
domenama, na obi¢ajnem mestu domene afa sendvica. Aktivno mesto delno ograjuje tudi
zanka z druge podenote.

PDB ID 3PDB



Aspartat transaminaza

Encim je homodimer. Vsak monomer vsebuje dve domeni, aktivno mesto je med obema
domenama, na obi¢ajnem mestu domene afa sendvica. Aktivno mesto delno ograjuje tudi
zanka z druge podenote.

crevice




Alkohol dehidrogenaza

Od NAD odvisna alkohol dehidrogenaza (EC 1.1.1.1) katalizira oksidacijo alkoholov do
aldehidov oz. ketonov (in obratno).

PDB ID 1ADC



Alkohol dehidrogenaza

Od NAD odvisna alkohol dehidrogenaza (EC 1.1.1.1) katalizira oksidacijo alkoholov do
aldehidov oz. ketonov (in obratno).
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Alkohol dehidrogenaza

Za alkohol dehidrogenazo so prvotno postavili t.i. Theorell-Chance mehanizmu, obliko
urejenega Bi Bi mehanizma, kjer trojni kompleks prakticno ne obstaja.

A
| 5 |

E EA EQ E

KasnejSe Studije so pokazale, da najverjetneje vezava substratov lahko poteka v nakljuénem
vrstnem redu, sproscanje produktov pa poteka v urejenem zaporediju.



