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V tockt ¢, je hitrost v =- A(A)/At. Oblika krivulje in s tem ODVOD,
ki1 je hitrost, je odvisna od konkretne reakcije.

Potek spreminjanja koncentracije produkta (B) je obraten, odvod pa je stevil¢no enak,
a z nasprotnim predznakom.



Encimska kataliza
Pri najpreprostejsi encimski reakeiji predpostavimo le en vimesni produkt (intermediat)
A+B—E 5 E+S<ts sES<« X SE+P

Encim se pojavi na obeh straneh enacbe, zato je neencimska reakcija preprosta;

dokaz, da encim ne spremeni ravnotezja
K
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Encimska kinetika

Obravnava hitrost, s katero se spreminjajo reaktanti (substrati S) v produkte (P):
S->P

Hitrost podaja spremembo koncentracije substrata/produkta v ¢asovni enoti
(mol/s) V = -d(S)/dt = d(P)/dt

Hitrost encimske reakcije je merilo za aktivnost encima; enote za encimsko
aktivnost: U = 1pumol/min ali katal (Sl sistem) = 1mol/s

Specificna aktivnost encimskega pripravka: aktivnost/mg proteina; enote za
specificno aktivnost: umol/min/mg ali katal/min/mg

‘Masa proteinov (vse kroglice) je vecja v casi A kot v ¢asi B

*St. molekul encima (rdec€e kroglice) je enako v obeh ¢asah — encimska aktivnost enaka

v obeh ¢asah

*Encimska aktivnost, izrazena na mg proteinov (specifi¢na aktivnost) je vecja v ¢asi B
kot v ¢asi A



Kako dolo¢imo - merimo hitrost encimske reakcije ?

Zasledujemo
casovni potek zginevaja substrata ali nastajanja produkta

a krivulja, ki jo dobimo, je zelo komplicirana

(P) ?ﬁ
A (P) krivulja, ki kaze casovni potek nastajanja produkta (progress curve)
At [
d(P 7
B _his)-(p] oy LalSh
dt K, +(5),
. V;”f=[(f1‘]0 _[r.‘/;f]r}_Ks hl ﬁ
Zadetna hitrost 1S),

je hitrost, ko Se ni nastalo ni¢ produkta, torej se Se ni porabilo ni¢ reaktanta.
Dolo¢imo tangens naklonskega kota na krivuljo nastajanja produkta (zginevanja reaktanta),
in sicer skozi toc¢ko v ¢asu t=0



mol L1

Zacetna hitrost in vpliv
koncentracije substrata

FProduct,

Equilibrium

Time

S,>55>S,> S,

S—>P
v = A(P)/At

Koncentracija substrata se s
¢asom zmanjsuje, zato se
zmanjsuje tudi hitrost!

— zacetna hitrost (v,)...
...je hitrost pri t=0

Jey ks
E+S=—ES=—E+P

k4 >-<2



V, Initial rate of reaction (mol L-'s™)

Ce so nanasali v, v diagram v odvisnosti od [S],
so dobili krivuljo nasic¢enja

V,=K[S]' Nearly zerpeth order
1. order reaction

Mixed order V,=k[S]°
0. order reaction

Nearly first order

[S], Concentration of acetylcholine (mol L)



Krivulja nasi¢enja - nasiéenje Es S
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Enzyme is
saturated: far more
substrate than it can
deal with

[S], Concentration of acetylcholine (mol L)



Henry (1903) in kasneje Michaelis in Mentenova (1913) so skusali na
osnovi ravnotezja najti enacbo za popis eksperimentalno dobljene krivulje.

ke ks
E+S=— ES— E+P
k_4 %
K1 Ko
E+S =— ES ES — E+P
ko, P

Pogoj: k,mora biti zelo majhna (k<<k_,)!

[EI0ST _ ko _

k[ENS]=k_[ES
LEIS]=KLLEST > ES] & ;

Ks je disociacijska konstanta kompleksa ES — substratna konstanta!



KAJ SKU
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SAMO NAREDITI:
TI [ES], ker v =k,[ES]
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[ES]= o]l pomnozimo s Kk,
[S]+ K,

upostevamo: V. =K [ES]
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k4 ko
E+S=— ES— E+P
k—l k_g

Ker pogoj ravnotezja ni bil v celoti izpolnjen,
enacba ni imela splosne veljave — veljala je le
za omejeno koli¢ino encimov!

Zato so iskali splosno resitev. Briggs-Haldanov
pristop:

STACIONARNO STANJE!

OPISI RAZLIKO MED RAVNOTEZNIM IN STACIONARNIM STANJEM!



ZACETNO STANJE RAVNOTEZNO STANJE

0

Visini vode v ‘sodih’ sta odvisni od dotoka in iztoka ter
debeline prehodne cevi; pri konstantnem dotoku in iztoku
se viSini ne spreminjata: STACIONARNO STANJE



E+P

Concentration

[Ely

[E]y =[E] + [ES]

[E]

Time



Ce je koncentracija ES stalna, mora [ES]
enako hitro nastajati kot razpadati!
ki ks
E+S=—ES— E+P
k_ %

‘ kl[E][S] ,:‘k—1[ES] T kz[ES],:‘[ES](k—1 T kz),

nastajanje ES razpadanje ES razpadanje ES

K IENST=[ES1(k , +k,)

Podobno kot M.- M. dobimo analogno enacbo, ki pa
velja za STACIONARNO STANJE, takoreko€ splosno:

[E][S] — k—l +k2 — KM Vo — Vmax[So]
[ES] k, [S, 1+ Ky
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Equilibrium

Michaelis—Mentenova enacCba 1n krivulja
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Dvojno reciproCni (Lineweaver—Burkov) diagram
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KDAJ Michaelis-Mentenova ENACBA VELJA:

1. KADAR SMO V RAZMERAH ZACETNE HITROST!
2. KADAR JE [S]>>[E]
3. KADAR IMAMO LE EN AKTIVNI CENTER ali

4. KADAR JE AKTIVNIH CENTROV VEC, A SO NEODVISNI

PRI KONSTRUKCHJI M.-M. KRIVULJE ALI NJENIH DERIVATOV
(L.-B. KRIVULJA) MORAMO DRZATI [E]JO KONSTANTNO!



Pomen Km

* V. .., K. dolog¢imo eksperimentalno
s Ko
E+S—=—ES=—E+P
ks ‘
_II:;:':“I=I.;:2 ::lk_j b << k_y Em = K_y/ky

POMNI: - velika K , > majhna afiniteta encima do substrata

- majhna K, - velika afiniteta encima do substrata

o Km - odraza afiniteto encima do substrata

- in tudi fizioloske razmere:

Km = [S] physiol.




TABLE 6-6 K, for Some Enzymes and Substrates

Enzyme Substrate K., (Mm)
Hexokinase (brain) ATP W
D-Glucose 0.05
D-Fructose 1.5
Carbonic anhydrase HCO5 26
Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 2.5
[3-Galactosidase D-Lactose 4.0
Threonine dehydratase L-Threonine 5.0

Ky - odraza afiniteto encima do substrata in nam pove
pri katerih koncentracijah substrata bo encim ucinkovit!




Pomen K,, v fiziologiji
primer: obcutljivost Azijcev na alkohol

* Japonciin Kitajci dosezejo isti u€inek alkohola (vazodilatacija, pospesen ritem
srca...) Ze pri nizji koncentraciji zauzitega alkohola kot Evropejci

e Reakcije razgradnje alkohola
CH;CH,OH + NAD* - CH;CHO + H* + NADH  encim:

CH;CHO + NAD* - CH;COOH + H* + NADH encim:

e Azijci nimajo izoencimske oblike encima
z nizko K,,; posledica: aldehid v krvi dolgo kroZi po telesu

lzoemcimi: katalizirajo isto reakcijo (isti substrat), razlicne pa so molekulske lastnosti
encimov: razlicna molekulska masa (M,), razlicna encimska aktivnost (V,), razlicna
MM konstanta (K..); izoencime kodirajo razli¢ni geni!




k kat

ey ks
E+S—=—ES=—E+P
flﬁ_l llf-_z
J'EC]_ .'If,‘_g J'EES
E+S=—ES=—EP=—— E+P
fEi-‘_l aEC_g

¢ kkat =k najpocasnejse stopnje v desno!

* k.. - pretvorbeno stevilo (turnover number):
stevilo molekul (molov) substrata, ki se pretvori
v produkt na eni molekuli (molu) encima v
casovni enoti (navadno sekundi).



Kineticna ucinkovitost encimov: pretvorbeno stevilo (turnover
number), k.,

TABLE -7  Turnover Numbers, k_,., of Some Enzymes

Enzyme Substrate Koo (271
Catalase Hz0z 40,000,000
Carbonic anhydrass HCO 4 400,000
Acetylcholinestermss AcEtyicholine 14,000
B-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Furnarase Furnarate 200
Recd protein (an ATPase) ATP 0.4

R R R Zakaj za mero ucinkovitosti encima
B T s ne uporabljamo V, _.? Ker je odvisha

) od koncentracije encima, saj velja
enacba:

Vmax=k2[E]o

0 Ky 2Ky, 3Ky, 4Ky, 5Ky,
[S]



k kat/ I(m

TABLE 6-8 Enzymes for Which k../K,, Is Close to the Diffusion-Controlled Limit (10° to 10° m~*s™1)

kcat Km kcat/Km
Enzyme Substrate (s™h (M (m~1s7Y
Acetylcholinesterase Acetylcholine 1.4 x 10* 9 X 10°° 1.6 X 108
Carbonic anhydrase CO, 1 X 10° 1.2 X 1072 8.3 x 107
HCO3 4% 10° 2.6 X 1072 1.5 x 10’
Catalase H,0, 4 % 107 1.1 X 10° 4 X 107
Crotonase Crotonyl-CoA 5.7 X 10° 2 X107° 2.8 X 108
Fumarase Fumarate 8 X 10? 5 X 107° 1.6 X 10°®
Malate 9 X 10 25X 107° 3.6 x 10’
[B-Lactamase Benzylpenicillin 2.0 10° 2 X 107° 1 x 108
Vmax —
- Vo—kkat[ES]

) = mclSl | V=Kol El

1S, 1+ Ky | © k 4k
K, =——* Kadarje k; = K,

0 | ! ! kl

0 Ky 2Ky, 3Ky, 4Ky 5Ky,
[s]



Bisubstratne reakcije: . ‘- .
urejen sekvencni mehanizem:

Zelo razlicni mehanizmi! B P @Q

Pl %
68 B

\ T \l' / naklju¢ni sekven¢ni mehanizem:

ping-pong mehanizem:

Pri ¢

TRE TR
]




Ping Pong mehanizem [B] = konstanten.

Increasing
1/v
/ Vo constant [B]
Slope = KJ{} Vi " —
Y
T A Intercept = +
,/”/ ,,,,,, Vmax Vmax[B]

O 1/ [A]



Ping Pong mehanizem [A] = konstanten.

170

Increasing
constant [A]

Slope = KABJ v

Ky
Intercept = +
Vmax Vmax[A]

1/ [B]



Vsi sekvencni mehanizmi imajo dvojne
reciprocne diagrame, kjer se premice sekajo.

Increasing
constant [B]
i 4 5 |
¥
. Kb K§
Slope = cus = [BI
Vmax
B
I 1+ K,;/ [B]
A > ntercept =
_1/KM an P Vmax
| et
v

0 1/ [A]



Vpliv koncentracije encima na aktivnost.

o ks
E+S—=—ES=—E+P

Dokler velja [S] >> [E] se s poveCanjem [E]
proporcionalno poveca [ES].

Ker velja enacba v = k;  [ES], velja linearna zveza med v,
in [E]: Ce se [E] dvakrat poveca, se tudi v, dvakrat poveca.

Vo

[E]



Vpliv pH na aktivhost encima (fumaraza).

Zelo razliCne krivulje za
razli¢ne encime,
navadno so v skladu s
fizioloskim delovanjem




pH profil peptidaze — pomen skupin v
aktivnem mestu encima in v substratu
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KAJ PA POMEN SKUPIN DRUGJE V STRUKTURI ENCIMA?



Razli¢ni encimi — razlicni pH profili
(zaradi razlicnih disociabilnih skupin v encimu in substratu)

log V,
log V,,

pepsin glukoza-6-fosfataza



UcCinek pH je lahko kompleksen —
npr. Kimotripsin

K /

pH affects k_,

>
Y“cat e ——

BN

Cumulative pH effect

pH
pH affects K,

6 7 8 9 10



pH optimum 17p3-HSD
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Fig. 5. pH optimum of 17f<hydroxysteroid dehydrogenase.
Substrate (8) is androstenedione, coenzyme (CoE) is

NADPH, temperature is 25°C. (A): § =20 uM, CoE = 20 uM,

buffer D; (B): S=20pM, CoE=20puM, buffer E; ((C):

S=100 uM, CoE=100uM, buffer D; (D): S=100:M,
CoE = 10 pM, buffer L.



Krivulj1 temperaturne in pH odvisnosti sta s1 podobni

PH,pt Topt

pH T
T narasca do T,,: ' T narasCa nad T,,:
veC in mocnejSi encim se denaturira,
trki, zato hitrost zato hitrost pada!

narasca!
A strukture encima,
r RT o zato encim ni vecé
—_— — e

aktiven!

v,k [ES] Razpad IV, Illin Il
Nh |



Navidezni temperaturni optimum 17p3-HSD
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Fig. 6. Apparent temperature optimum of 17f~hydroxysteroid dehydrogenase. Substrate is 100 uM androstene-
dione, coenzyme is 100 uM NADPH, pH is 7.0 (buffer D).



Temperaturna stabilnost 173-HSD
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Fig. 7. Temperature stability of 17f~hydroxysteroid dehydrogenasze. Substrate is 100 pM androstenedione,
coenzyme is 100 gM NADPH, pH is 7.0 (buffer D). Temperatures are 2°C (A), 10°C (B), 25°C (C),
and 37T°C (D).
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