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» Bestehen aus metabolischen und
informationsprozessierenden Pfaden,
die miteinander verlinkt sind

* Interaktion zwischen
Reaktionen/Pfaden durch Effektoren,
die enzymatische Aktivitaten
beeinflussen

e Verschiedenste experimentelle Daten
als Grundlage der Modellierung



Aufgaben und Ansatz der
Modellierung

Aufgaben:

* Modelle zu falsifizieren/validieren

* “Counterintuitive” Hypothesen finden

 Schnelle und effektive Aufklarung von Mechanismen

Ansatz:

 Problemorientierter Ansatz (z.B. Detailierungsgrad)
* Pragmatismus -> “Every model is a lie!”



Reaktionsordnung
Reaktion 0. Ordnung: z.B. konst. Zerfall

A (unendlicher Pool) ~ B

Reaktion 1. Ordnung: z.B. radioaktiver Zerfall

A » B

Reaktion 2. Ordnung: z.B. zwe1 Reaktanten reagieren miteinander

A+B > C



Einfache Reaktionskinetik 1

Einfachster Fall:
A -——--- >B

A A
Reaktionsgeschwindigkeit: A

A
d[A]/dt=dA/dt= A’ = -k*[A] = -k*A B
d[B]/dt=dB/dt =B’ = k*[A] =k*A




Einfache Reaktionskinetik I1

C
/Zweil Reaktanten: A A
A C
A+ B - >C A B
C B
Reaktionsgeschwindigkeit:

d[A}/dt = dA/dt = A’ = -k*[A]*[B

*A*B
d[B]/dt = dB/dt = B’ = -k*[A]*[B



Einfache Reaktionskinetik III

C
Dre1 Reaktanten: A A
A C
A+ 2B ——--- > C A B
C B
Reaktionsgeschwindigkeit:

d[A)/dt = dA/dt = A’ = k*[A]*[B]2 = -k*A*B?
d[B]/dt = dB/dt = B’ = -k*[A]*[B]? = -k*A*B?



Reaktionskinetik - Reversibilitat

A
kl
C . :
B -1 Reversible Reaktion
K= C Gleichgewichtsk
- eichgewichtskonstante
A% B]
d[A}/dt = - k, *[A]*[B]+k *[C]
d[B]/dt = -k, *[A]*[B]+ k_,*[C] S leich
d[CY/dt = k,*[A]*[B] -k *[C] B




Enzyme, die Biokatalysatoren

* Die Geschwindigkeit biochemischer Reaktionen folgt meist einer
Sattigungskurve.

* Wenn alle Enzyme belegt sind, kann die Geschwindigkeit nicht
mehr zunehmen, auch wenn mehr Substrat dazukommt.

 Die Substratkonzentration bei halbmaximaler Geschwindigkeit
entspricht Km.

[S]



Reaktionssysteme mit

enzymatischer Katalyse
Einfacher Fall:

Als Systemgleichungen ergeben sich mit der Ndherung, da3 ES sich im
partiellen steady state befindet:

d ES/dt=0

und der Definition K, = (k, + k,)/k,

S ES

as \)
D j2xE
dt k2 0*(Km+S) ‘




Herleitung Michaelis-Menten
E+S<=ES->E+P

Systemgleichungen:

S* = -k *E*S +k *ES

E’ = -k *E*S +k *ES+k *ES
ES’ =k *E*S -k *ES - k *ES
P =k*ES

Annahme des “quasi-steady-state”:
ES’ =0 ->k *E*S = (k +k )*ES
>k *(Etot -ES)*S = (k +k )*ES
> ES = Btot*S/(S + (k ,+k )/k1)
=> P’ =k *Etot*S(S + Km)



Einschub: Schnelle und langsame
. Variablen
Langsame Variablen:

S,P sind echte Reaktanten, die im Normalfall in grolen Konzen-
trationen auftreten. Herausnehmen eines Teilchens hat keinen
Einflul} auf die Konzentration.

Charakteristikum: Grofle Relaxationszeiten

Schnelle Variablen:

E, ES etc. sind Katalysatoren und Zwischenprodukte in kleinen
Konzentrationen.

Charakteristikum: Kleine Relaxationszeiten

Dgl. Der schnellen Variablen (sogenannte steife Dgl.) werden
gleich null gesetzt. Schnelle Variablen konnen als quasistationar
relativ zu den langsamenVariablen betrachtet werden, da sie sich
sofort auf die langsamen einstellen.

Vorsicht: Immer sehr sorgfaltig tiberpriifen!!




Reaktionssysteme mit enzymatischer Katalyse

Katalyse mit Substratinhibition:

ES,

j\g
) .
Q j Analoge Vorgehensweise liefert:

o 4 rIxE0 >

dt (Km+S+Ki*S?)

 (k=1+k2)%k3
Ay




Reaktionssysteme mit enzymatischer Katalyse

Zwei konkurrierende Substrate:

kz
S, ES, —<—>E+P,
i:ka
E

Partieller steady state:

d ES,/dt=k*E*S, - (k, +k,)*ES, =0

d ES,/dt =k *E*S, - (k; + k,)*ES,=0
Gesamtgeschwindigkeit v =k,*ES, +k,*ES,

E,=E +ES, +ES,

Bsp: Teilgeschwindigkeit:

églsz*EO*
dt

S1%Km?2

(81%Km2+S2%Kml+Kml*Km2)



Reaktionsssysteme mit zwel
Substraten - BiB1

Das erste Substrat S1 bindet an das Enzym, um den Enzymsubstrat-
komplex ES1 zu bilden. Dann bindet das zweite Substrat ES1S2.
Die Reaktion produziert EP1P2 und Produkt P1 wird vor Produkt

P2 freigesetzt.

E + S1 <=> ES| <=> ES182 ----> EP1P2 ---> EP2 + P] ---> E + P2

Davon abgeleitet ergibt sich:

V=V 1% S1%S?

(KiS 1%KmS2+KmS2%S1+KmS1%82+8 182



Reaktionsssysteme mit zwel
Substraten - Ping-Pong

Das erste Substrat S1 vereinigt sich wiederum mit E zu ES1. Dann
wird jedoch schon das erste Produkt P1 freigesetzt. Das zweite Sub-
strat S2 bindet nun und Produkt P2 wird freigesetzt.

E +S1 <=> ES] ----> E* + P] <===> ES2 ------ >E + P2

Hier ergibt sich folgende Geschwindigkeit:

S1%S2
(KmS2%S1+KmS1%S52+81%S52)

V=V 1x



Fallbeispie

Pyruvatkinase:

Katalysiert die Reaktion

PEP + ADP ------->
Pyruvat + ATP

Reaktion verlauft schnell

1 1 - Pyruvatkinase

~HO CHO
H —CI‘ —oH HEXORIHASE - —(}l' —on PHOSPHOGLUCOSE C|!H20H
, S o ISOMERASE =0
HO—C—H 7 o i Ho—d s
H—C—OH ||I I'| oo H—C—0H
o | CH,0P0,” g —on
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Fallbeispiel 1 - Pyruvatkinase

af i Vipn [ADF|[FEP]
— 7 [Kurer+HPEP|}(Kipapp+ADF[}

Beide Substrate beeinflussen sich bei der Bindung nicht

-> Spezialfall der BiBi-Reaktion

V=V 1% S1%S2

(KiS1%KmS2+KmS2S1+KmS1%S2+81%82)



Fallbeispiel 2 - Peroxidase

Die Peroxidase-Oxidase-Reaktion

Gesamtgleichung:

ONADH + O, +2H* ---> 2NAD*+ 2H,0

Enzym:

Peroxidase aus Pflanzen und Tieren



Fallbeispiel 2 - Peroxidase

Struktur

Enzymintermediate

&
Per2+ =~—— Per3+
02-
.

Him- compound Il —— compound | compound I

gruppe




Fallbeispiel 2 - Peroxidase
In Vitro

NADH @

Peroxidase Aromat

(Methylenblau)

2NADH + O, - 2NAD* +2H,0



Fallbeispiel 2 - Peroxidase
Kinetik

~ a0 * Die Reaktion oszilliert unter

1
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Fallbeispiel 2 - Peroxidase

Elementarreaktionen

Hza
Per3*

MLT" =— — MLT

= compound |

|
MLT compound | MLT*

NADH + MLT" ——> NAD" + MLT + H*

NAD" + O, NAD* + O,
20, +2H* H,0, + O,
2NAD' —= NAD, 2NADH + O, +2H" -> 2NAD*+ 2H,O (respiration)

NADH + O, + H* —— NAD* + H,0,

NAD* NADH  (enzymatic)

O,




Fallbeispiel 2 - Peroxidase

e

Perz+ Pear3*

compound Ill —— compound |
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Datenbanken 1

* Wenig Quellen fiir kinetische Parameter aullerhalb der Literatur!
Als Literaturdatenbank empfehlenswert: PubMed

Displayl Summary | Sauel Textl Orderl Detailsl Add to Clipboardl
Show: | 20 4 Items 1-20 of 1242031 Page 1 of 62102 Selectpage; 12345678910 >
11 Deibert M, Grazulis 5, Sasnauskas G, Siksnys W, Huber R Related Articles

Structure of the tetrameric restriction endonuclease MgohiV in complex with cleaved DNA,
Mat Struct Biol, 2000 Sep;7(3):792-7343,

[Record as supplied by publisher]

PMID: 105EEES2

12 lez IM, Bowman ME, Dixon RA, Noal [P, Related Articles

Structure and mechanism of the evolutionarily unique plant enzyme chalcone isomerase.
Nat Struct Biol, 2000 Sep;7(9):786—-731.

[Record as supplied by publisher]

FMID; 10966651

_13; waugh SM, Harris JL, Fletterick R, Craik CS. Related articles

The structure of the pro—apoptotic protease granzvme B reveals the molecular determinants of its specificitw,
Nat Struct Biol, 2000 Sep7(ah7E2-765.

[Record as supplied by publisher]

PMID: 10966646

4. Liae DI, Qian |, Chisholm D&, lordan DB, Diner BA, Related Articles

Crwstal structures of the photosystem || D1 C-terminal processing protease,
Mat Struct Biol, 2000 Sep;7{9):749-753,

[Record as supplied by publisher]

PMID; 10966643

_15: Ishima R, Torchia DA, Related articles

Frotein dynamics from MR,

Mat Struct Biol, 2000 Sep:7(9)740-743,
[Record as supplied by publisher]
PMID: 109EEES1

_16; Glazewski S, Giese KP, Silva A, Fox K, Related Articles

The role of alpha-CaMKIl autophosphorvlation in neccortical experience—dependent plasticity,
Mat Meurosci, 2000 Sep3(3n311-318,
[Record as supplied by publisher]

ODrMIN: 1NMOEER2




Datenbanken 2

Zur Identifikation der Funktion von Enzymen, gibt es einige DB:

« Metabolische Pfade

— KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes
http://www.genome.ad.jp/kegg/metabolism.html

— Auschnitte aus der Boehringer Map
http://www.expasy.ch/cgi-bin/search-biochem-
index



Datenbanken 3

NiceProt View of SWISS-PROT: P21730
[Generall [Name and origin] [References] [Comments] [Cross—references] [Keywords] [Features] [Sequencel [Tools]

General information about the entry

‘ENtry name

C5AR_HUMAN

iPrimary accession number

P21730

‘Secondary accession number(s)

None

iEntered in SWISS—PROT in

‘Release 18, Maw 1991

§Sequence was last modified in

‘Release 18, May 1931

dannotations were last modified in
Name and origin of the protein

Release 36, July 1998

Protein name

C5A AMAPHYLATOR®IN CHEMOTACTIC RECEFTOR

Sunonymis)

CSA-R
CDE8 AMTIGEN

‘Cene name(s)

'CSR1 OR CSAR

(From

‘Homo sapiens (Human)

Taxonomy

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini;

Hominidae: Homao.
References

[1]

SEQUEMNCE FROM M.A.

MEDLINE=21156029; PubMed=1847094, [MCE|, EXPASY, [srael, Japan
Cerard MW.P., Gerard C.;

"The chemotactic receptor for human CSa anaphwlatoxin';

Mature 349:614-617(1991).

[2]

SEQUEMCE FROM M.&.

MEDLINE=21175748; PubMed=2007135, [MCEIl, ExPASY, Israel, lapan]

Eoulaw F., Merw L., Tardif M., Erouchon L., Vignais P.;

"Expression cloning of a receptor for C5a anaphylatoxin on differentiated HL-80 cells";
Biochemistry 30:2993-2999(1991],

Comments

s FUNCTION: RECEFTOR FOR THE CHEMOTACTIC AMD INFLAMMATORY FEPTIDE AMAPHYLATOXIN CES, THIS RECEFTOR STIMULATES CHEMOT &515,
CRAMULE EMZYME RELEASE AMND SUPEROHIDE ANION PRODUCTION.

s SUBCELLULAR LOCATION: INTEGQRAL MEMERAME PROTEIM.

o SIMILARITY: EELOMNGS TO FAMILY 1 OF G=FROTEIN COUPLED RECEPTORS,

® DATABASE MAME=FROW; NOTE=CD guide CD&& entry; Www="http./ www.ncbinlm.nihgov/prow/cd/cdas htm",

Copyright
iThis SWI55—PROT entry is conyriaht, |t is oroduced throuah a collaboration between the Swiss Institute of Bicinformatics and the EMBL outstation — the Euronean Bicinformatics
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*Kinetische Daten im Wesentlichen be1t BRENDA erhaltlich
« BRENDA ist manuell hergestellt! -> fehlerbehaftet
 Oft unvollstandig
 www.brenda.uni-koeln.de
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