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Enzimu vadito reakciju kinétikas mehanisms

Enzimu katalizes mehanisma studijas ir centrétas uz reakcijas atruma (velocity - latiniski) noteiksanu starp
enzimu E un substratu S, lietojot zinatnes nozari, kura zinama ka enzimu kinétika, un, kuru medicina pazist ka
enzimologiju: — 1>

E+S ES— K s E+P 1)
G—KJr—

Michaelisa un Mentenas vienadojuma izveSana sakas no pamata hipotézes, ka atrumu limit&josa stadija

enzima vaditaja reakcija ir substrata kompleksa ES sadalisanas produktos (P) un atbrivota enzima E.

V. [S]

max[

Reakcijas atruma (velocity — latiniski) vienadojuma izteiksme ir Vo = K—[S] (@)
m+
Michaelisa konstantes izteiksme no divam virkné sekojoso reakciju atruma konstantém kl, k-l, I<2 @ir
k,+k
Km = KoKy (3)
K,

Gadijumos, kad enzima-substrata parejas komplekss ES ir piesatinajuma, tad maksimalais atrums ir
aprekinams ar izteiksmi Vimax = Kcat[E]. Tad substrata koncentracija ir liela [S] >> Kp,.
Vienadojums (2) parvéras par nultas kartas [S] ° reakcijas atruma izteiksmi Vo = Vmax -
Pirmas kartas reakcijas konstantei Keat ir apgriezta laika mérvieniba 1/s vai s™.

saukts ar1 par parversanas skaitli. Vienadojums (2) iegiist sekojosu izskatu

Vo= Kl EIES] “
K +[S]
Dazadu enzimu E; katalitisko pietiekamibu vai dazadu substratu S; parverSanos produktos P; salidzina péc
attiecibas Keat/Km divam reakcijam. So attiecibu dazkart sauc par specifisko konstanti, kura ir reakcijas
atruma konstante parvértibai no Ej + Sj Iidz E;j + Pj. Kad substrata koncentracijas ir mazas [Sj] << K.
Vienadojums (4) klst par pirmas kartas [Sj]* reakcijas atruma izteiksmi, ja [Ej] ir konstants lielums:

Ko (153 Ei+ 51> Ei + P, ©

K m
Vo ir atkarTgais mainigais no divam vielu koncentracijam [E¢] un [S]; tap&c ir otras kartas reakcijas
vienadojums un konstantei Kgat/Km ir atbilstosas mérvienibas M-1s-1. Ka augsgja robeza 108 to 109 m-1s-1
lielumam Kcat/Km ir sasniedzams atrums, ar kuru E un S var difundgjot satikties idens $kiduma. Par $adiem
enzimiem saka, ka sasniegusi katalitisko perfektumu. Viens no atrakajiem enzimiem katalaze CATALASE :

V():

TV, M/s CATALASE Vimax = Keat[E]=40 M/s ja [E] = 1010° M & Kcat =4010° M/s
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Tabula 1. Enzimi, kuru kcat/K ir sasniegusi difiizijas kontroléto robezu (108 to 109 m-1s-1)

Enzims Substrats kcat y S Km y M kcat/Km y |\/|'18'1
Acetilholinesteraze Acetilholins 1.4¢104 9¢10-2 1.6¢108
Heksokinaze (smadzenes) ATF 40104
RecA olbaltums (ATPaze) ATF 40101
D-Glikoze 5e10-5
D-Fruktoze 1.5¢10-3
Karboanhidraze CO, 1106 1.2¢10-2 8.3¢107
HCO3" 40105  2.6°102 1.5¢107
Katalaze (Catalase) H,02 4107 1.1 44107
Himotripsins Glicil-tirozinil-glicins 1.08+10-1
N-Benzil-tirozin-amids 2.5¢10-3
Krotonaze Krotonil-CoA 5.7¢103 20105 2.8¢108
Fumaraze Fumarats 8102 5e10-6 1.6¢108
Malats 0e102  2.5¢10-° 3.6107
p-Laktamaze D-Laktoze 4¢10-3
B-Galaktozidaze Benzil-penicilins 2.0¢103 20105 10108
Treonin dehidrataze L-Treonins 50103
Gliceraldehida 3-fosfats 4.3¢103  4.7+10-4 2.4+108

Trioze fosfata izomeraze

Avots: Fersht Alan (1999) Structure and Mechanism in Protein Science, p. 166, W. H. Freeman and Company, New York

proporcionals koncentracijas gradientam dC/dx distancé dX vienibai 1 cm :

D
dn

- difazijas koeficients

Difiizija
Difazija ir patvaliga molekulu sajaukSanas siltuma kustibas d€l, ka rezultata molekulas vienmerigi
izvietojas kadas fazes vide. Pirmais Fika likums molekulu difuizijas atrums v g : ir vielas masa,

dm = dn*MW, kura laika intervala dt difundg cauri Skérsgriezuma laukumam S mérvienibas cm? , kurs ir

Vgif = dm/dt = dneMW/dt = Delcm?l M/ cm ;

Vgif = dm/dt = dneMW/dt = DSe - dC/dx
minusa — zime parada pozitivu difiziju koncentracijas gradienta samazinasanas - dC/dx virziena, kura
AC=C,-C;<0;C,<C, irnegativs un AX = X; - X, > 0 ; X, > X ir pozitivs distances merijjums.
MW - molekulas molmasa,

g/mol,
cm?/s ;

- vielas daudzums — molu skaits dn , kurs$ parvietojies gradienta virziena, mol.
Japienem ,kaS=1 cm? un uz dlstances dx 1 cmir - dC/dx = 1 M/ cm, tad difuzijas atrums:

molarais difiizijas atrums Vg /mol = dn/dt =D/ pmw {cm2/s-moI/g-moI/dm3 cm2-g/m0I/cm = moI/s-10'3}

cauri S = 1 cm? un uz 1 cm distances. MW / D {m0|'1°s'1 } maksimali iesp&jamais reakcijas atrums, kuru
ierobezo molekulu kustibas diflizijas atrums, lai molekulas E un S savienotos ES aktivaja parejas kompleksa
tidens skiduma.

Tabula 2. Vielu molekulu difuzijas koeficienti.

Mol Difuzijas Attieciba, Mol koeficients  Attieciba,

molekula masa, koeficients, D/MW-10°>, MW/D, Molekula masa, difazijas, D/MW10°, D/MW
g/mol D10, cm%s mol/s*10°  mol™*s™10° g/mol D107, cm¥s mol/s*10° mol*s™*10"

Udens H,0 18.016 107.55 5.969827  0.167509  Saharoze 342.296 38.0 111015  0.000901

2s°c Skabeklis 32.000  0,260.00 8.125000  0.123077 Tripsins 23800 9.50 39.9200  0.250526

Ogl(IV)Oksid 44.01 CO,160.00 3.635537  0.275062 Pepsins 34500 9.00 26.0900  0.383333

25°CBikarbonits 84,008 12549 1.493809  0.669430 Ovalbumins 43800  7.70 175800  0.568831

Urinviela 60.062 11000 1831441  0.546018 Katalaze 232000 4.10 1.7670  0.565854

14.8°C Urin 60.062 11215 1867283  0.535537 Ureaze 480000 3.50 0.7292  1.371429

Glicerins 92.094 730 0792668  1.261562 Hemoglobin 64500 7.0 10853 0.921429
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Abas eksperimentalas un teorétiskas studijas rada, ka reakcijas ir biezi bremzetas ar skidinatajiem, ja
salidzina ar Iidzigam reakcijam gazes faze. Tabula 3. salidzina atrumu Sp2 aizvietosanas reakcijas,
CH3Br + Cl'=> CH3 CI + Br-, dazadas polaritates un dielektriskas caurlaidibas §kidinatajos, ieskaitot
«nullesy» §kidinatajus, kas atbilst gazes fazes videi. Skidinataju efekts ir kavet reakcijas atrumu relativi attieciba
pret gazu fazi, kura reakcija notiek tados pasos apstaklos.

Tabula 3. Reakcijas atrums Sp2 reakcijai dazados $kidinatajos atSkiriga dielektriska caurlaidiba un
polaritate, ieskaitot gazes fazes reakciju.
(Tanaka, K., Mackay, G. 1., Payzant, J.D. & Bohme, D. K. (1976) Can.J.Chem.54,1843-1659 )

CH3Br + Cl'=> CH3Cl +Br- Enzimi ir reakcijas pre-organizeti

skidinataji Relativais atrums , cm3smol-lesl Pretgji g;zYeida _reakcijai, élgidums)s enzipla vide
ir pre-organizéta kliistot komplimentara reagenta

Gazes faze 1 parejas kompleksa konfiguracijai, un reorganizacijas

MeCO 10-10 zaud&jums ir relativi nelieli. Ka piemé&ram apsverot

Dimetil-formamids 10-11 iesp&jamos notikumus, kas var notikt kamér reagents

CH;OH 10-15 ir saistijies pie enzima aktivas vietas.

H,O 10-16 Olbaltums var mainit konformaciju daudzos veidos u

dazadas laika skalas, ka paradits Tabula 4.

Tabula 4. Olbaltumvielu dinamisku notikumu laika sprizi, kas var notikt enzimu kompleksos
(McCammon, J.A., & Harvey, S.C. (1987) Dynamics of Proteins and Nucleic Acids, Cambridge University Press, New York ) .

Kustiba Laika spridis, Novarta pamesta elektronu
log10(s) dinamika,

Kimisko saiu vibracija 1410 -13 Visatraka kustiba ir

Universalais frekvences faktors kT/h -13 l,(lrr}lskov saiSu vibracijai

Globulara fragmenta elastiga vibracija -12t0 -11 notiekosas ar kartu no

Cukuru parlocisanas -12t0 -9 desmit idz simts

Sana virknu rotacija pie virsmas -11to -10 femto sekundes

Apglabato grupu vérpes atbrivo$anas -11to -9 10_.14 +10_1.3 S.

Sterna-Volmera energijas parnese DHFR kofaktors -9 Universalais frekvences

Engu pagriesanas 11to -7 fgktors KT/h, kuréiparastl ir
Olbaltumvielas elpveida kriiSu kustiba lietots aktiva parejas '

Viduvgja izméra sanu virknu rotacija interjera -4t00 kompleksa analize, Skiet

Allosteriska pareja 5100 nqtlek su_bE)lko sekunzu

Lokala denaturacija -5to1l laika spridi.

E. coli DHFR Kkatalize (1/knydride) -3

ATPaze + kloka stiena rotacija 70 ms 14.3 Hz

Turpreti kontrastam tirozina Tyr rinkis rot€ olbaltumvielas interjera laika intervala no sekundes Iidz
submili sekundei. Sis kustibas reaktivaja laika notiek lidz pat 1013 reizém asociéta ar kg T/h kustiba, lai gan ne
visas $adas kustibas noslédzas ar reakciju. Ja enzima katalize atkariga no konformaciju izmainam, tada ka
rinkveida apmeSanas, tad atrumu ierobezojoss solis biitu rinkveida kustiba; dinamiski efekts, kurs rodas no
kimiskas saites vibracijas biitu maskéts ar konformacijas izmainu.

Ecericia koli dihidro folata reduktazes kimiska reakcija notiek milli sekunzu laika skala, kas ir pietiekoSs
laiks daudzam konformaciju izmainu notikumiem, lai inducétu reakciju. Ja tas bija gadijums, kam vajadzetu
masket katru efektu konformacijas parslégsanos uz straujakam brivibas pakapeém tadam ka kimisko saiSu
vibracijas. Tomér reakcijas atrums mérits pirms miera stavokla apstakliem 1000 s™, Tabula 4. parada deiterija
izotopa efektu no 3, kur§ pamatojas uz izmainam saiSu vibracijas daba. Var secinat, ka kinétiski nozimiga
reorganizacija enzima-substrata-kofaktors Michaelisa-Mentenas kompleksa ir nepiecieSama katalizes norisei.
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Aréniusa atruma(velocity) konstantes K izteiksme izskaidro KATALAZES aktivitati reakcija, lietojot:.
N _Ea aktivacijas energiju E,,
k =Aee RT pirmseksponencialo - geometrisko faktoru A un temperatiiras T ietekmi.

Aktivacijas energija EacataLase =29 J/mol KATALAZEI samazinas salidzinot bez katalizatora
Eaez_katalizatora) =79000 J/mol ka 79000/29=2724 reizes E,. Geometriskais faktors A pe; katatizatora =0.01
un KATALAZEI AcataLase=0.13 reizes 0.13/0.01 = 13 palielina pirmseksponencialo geometrisko
faktoru AcaTtaLase. Fizikala jéga Bolcmana eksponencialajam faktora liclumam 0.988 = exp(-E./(RT)).
No katram 100 sadursmém 98,8 sadursmes ir aktivas, ar ko KATALAZE palielina reakcijas atrumu.

H Reaggjosas molekulas geometriska struktiira parada peroksida
_Ea . é 43 valencees saiSu lenkus, distanci, elektronu struktiru! KATALAZE
K =pe€ RT-pe0.988 ©  °F | palielina reakcijas atrumu Imolam peroksida H,O,, piemérojot pareizu
H sadursmes geometriju, A, E,, Bolcmana faktoru 0.988!

parveérsot toksisko peroksidu H,O; biologiskajos labumos O,+H,0+Q par skabekli+iideni+siltumu.

CAT[?
\/5 = CAT\/E ¢[H,0,] =0.36¢[H,0-] ; \/i; - 036 5= 30010° reizes lielaka atruma konstante.
7 11910™
k Y

KATALAZES enzima aktivaja centra ir hému dzelzs(IIl) saturo$a molekula — prostétiska grupa.

H-;O3\:O%H Asﬁé‘%ﬁ (o} 307, Asnl47 H;g? /isrﬁlig?z o

M= 616.51 g/mol-°  CH, M= 616,51 g/mol CH,

< H,C :0:
AN o

H,C
CH,
C34H32N404 ‘
NN Tyr357
CH, CH, CH,
o0
. Asnl147 - Asnl47 -
Asn147 - - H:O¢ ) o v , o
M= 616.51 g/mol His74 e} M=616.51 g/mol, "= > His74 Je>
H

M= 616.51 g/moICHB

C34H32N404

‘ C34H32N404 ‘ ‘
N Tyr357 N Tyr357 NN Tyr357

H,0O, + H,0, + CAT —» H,0,...CAT...H,0, »> O, + H,O + H,0O + Q + CAT
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