enzymy

e Kataliza
e Kinetyka
e Inhibicja

reakcje chemiczne

Reakcja chemiczna, przemiana chemiczna to przemiana jednych substancji, zwanych substratami, w inne substancje, zwane produktami reakcji chemicznej.
Substratami i produktami, ogdlnie — reagentami, moga by¢:

atomy,
czasteczki
jony,
rodniki.

Jesli wszystkie reagenty wystepuja w tej samej fazie (np. sa gazami) reakcje chemiczng nazywa sie reakcjg homogeniczna, jesli w réznych fazach — reakcja
heterogeniczng. Reakcje homogeniczne zachodzg jednoczesnie w calej fazie (catej objetosci uktadu), heterogeniczne — gtéwnie na granicy faz.

Stosunki ilosciowe miedzy reagentami podaje réwnanie stechiometryczne, zwane réwnaniem chemicznym. W réwnaniu tym substraty umieszcza sie po lewej stronie,
produkty po prawej:

aA + BB =yC + 8D,

° gdzie a, B, y i 6 sa wspétczynnikami stechiometrycznymi;
e réwnanie chemiczne odzwierciedla prawo zachowania masy spetnione podczas reakcji chemicznej, podaje jej sumaryczny, a nie rzeczywisty przebieg.

Reakcje chemiczne zwykle sktadajg sie z kilku nastepujacych po sobie etapéw zwanych reakcjami elementarnymi (procesami elementarnymi).




przebieg reakcji

Dla reakc;ji:
aA + BB =yC + 8D,

e substraty A i B znajdujace sie w roztworze
wodnym sg otoczone czgsteczkami wody 5
(powtoczka hydratacyjna). 7

Reactants Collision Transition Collision Products
complex 1 state complex 2

Poruszaja sie w réznych kierunkach czasteczki te moga
przereagowac tylko jezeli zderzg sie ze sobg w
odpowiedniej orientacji - co nastepuje rzadko.

stan przejsciowy

Przed konwersjg w produkty C i D kompleks ,kolizyjny” musi
przejs¢ przez stan przejsciowy, stworzenie ktorego wymaga
duzego nakladu energii aktywacii (E,). Chemic|
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Dlatego tez stan przejsciowy wystepuje jeszcze rzadziej niz
stan ,kolizyjny” - nie wszystkie kompleksy A-B sg w stanie
wyprodukowaé potrzebng energie. Substrate A
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Zdecydowana wiekszos$¢ tej energii potrzebna jest do ¢
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Z tych powodéw spontaniczne reakcje sg bardzo rzadkie L An,’n
nawet jezeli sg termodynamicznie mozliwe. N .

Substrat A ma swdj potencijat chemiczny (G ), podobnie jak produkt B (Gp), zmiana
wolnej energii reakcji AG jest roznica tych potencjatow.

Aby substrat A zostat przekonwertowany w produkt B musi zosta¢ pokonana bariera
potencjatu energetycznego — pik G, lezy znacznie powyzej G,. Réznica potencjaiow
migdzy G, a G, to energia aktywaciji (E,) liczona w kd/mol.

Dystrybucja energii jest wyrazona jako funkcja An/n czasteczek ktére osiagnety lub
przewyzszyty dany poziom energii E.

Zmiana temperatury o 10 stopni powoduje podwojenie szybkosci proceséw
biologicznych - reguta Q10.
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katalizowane reakcje chemiczne

Podstawowa funkcja enzymoéw jest kataliza reakcji
chemicznych.

Enzymy ewoluowaty przez miliony lat stad reakcje przez
nie katalizowane przewyzszajg reakcje chemiczne pod
wzgledem:

e  szybkosci,
e  selektywnosci,
e specyficznosci.
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aspekty katalizy enzymatycznej
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aspekty katalizy enzymatycznej

Wiazanie substratu i powstanie kompleksu enzym-substrat (ES)

Substrat(y) wigzane sa na powierzchni enzymu bardzo blisko siebie w scisle
okreslonej konfiguracji. Ogranicza to wszelkie ruchy translacyjne i rotacyjne
(substratow), ktore wystepowatyby w roztworze.

Na poczatku musi doj$¢ do zetknigcia sig czasteczki substratu i
enzymu w odpowiedniej orientacji. W gruncie rzeczy proces ten jest
losowy natomiast otoczenie chemiczne miejsca aktywnego enzymu
moze zwieksza¢ prawdopodobieristwo takiego zetkniecia poprzez
charakter chemiczny grup tworzacych centrum aktywne. Specyficzno$¢
bedzie zatem tutaj wynikac¢ z komplementarnosci obu struktur (tj.
enzymu i substratu) na poziomie struktury geometrycznej (zawady
przestrzenne etc.) jak réwniez obecnosci okreslonych grup
chemicznych(oddziatywania elektrostatyczne etc.).

Po zetknieciu, substrat jest ,uktadany” w miejscu aktywnym w
odpowiedniej orientacji gtéwnie za pomocg stabych oddziatywan
niekowalencyjnych. Na tym etapie nie mozna wyklucza¢ wstecznej
reakcji dysocjacji substratu od enzymu (proces jest bardzo dynamiczny
i zalezny od warunkdw otoczenia np. stezenie substratu).

Jesli nie dochodzi do dysocjacji (proces mniej prawdopodobny ale nie
niemozliwy) substratu z miejsca aktywnego to mamy do czynienia z
utworzeniem kompleksu enzym-substrat (ES)

A ‘Substratq

Enzyme
Active site

Cofactors

Free enzyme

Substrate
binding site

Enzyme-substrate complex

aspekty katalizy enzymatycznej

Wigzanie substratu i powstanie kompleksu
enzym-substrat (ES)

Substrat(y) wigzane sg na powierzchni enzymu bardzo
blisko siebie w $cisle okreslonej konfiguracji. Ogranicza
to wszelkie ruchy translacyjne i rotacyjne, ktére
wystepowatyby w roztworze.

Modele oddziatywan pomiedzy enzymem a
substratem:
o Model klucza i zamka
o Model wymuszonego dopasowania
(ang. induced fit)
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Model wymuszonego dopasowania:




aspekty katalizy enzymatycznej

e  Miejsce aktywne enzymu niekoniecznie musi by¢
komplementarne do substratu(éw), obserwuje sie zmiany
pozycji atoméw enzymu kiedy zwigzany jest substrat.
Zmiana ta powoduje lepsze dopasowanie migdzy
substratem i enzymem i powoduje, ze reaktywne grupy
enzymu ustawiajg sie w odpowiednim miejscu (tzw.
wymuszone dopasowanie).

e  Przyktadem moze by¢ heksokinaza fosforylujaca glukoze
- zwiazanie glukozy powoduje zmiane konformacji
enzymu i zamkniecie cukru w kieszeni tworzacej miejsce
aktywne, to z kolei powoduje ustawienie w odpowiednim
miejscu grup reaktywnych biorgcych udziat w katalizie

e  Jest to dobry przyktad zachowania biatek jak motory
molekularne - gdy pojawiaja sie te zmiany konformacyjne,
wykonywana jest praca mechaniczna, umozliwiajaca
enzymowi wywieranie sity fizycznej na wigzania w
czasteczce substratu. To ma wptyw na destabilizacje
substratu,pozwalajac mu przyjaé stan przejSciowy, w
ktérym naprezenia zostaja zwolnione.

and closei form (Qght)'

aspekty katalizy enzymatycznej

Destabilizacja substratu i powstanie stanu przejsciowego -
grupy funkcyjne aminokwaséw znajdujacych sie w miejscu
aktywnym jak réwniez kofaktory destabilizujg czasteczke
substratu poprzez: indukowanie zmian jej konformacii,
tworzenie napie¢ przestrzennych, zmiang otoczenia
elektrostatycznego, modyfikacje otoczki hydratacyjnej
czasteczki (odwodnienie - czesciej lub hydratacja -
rzadziej).

e  Procesom de-stabilizacyjnym towarzysza
przemieszczenia gestosci elektronowej w strukturze
substratu

e  Dzieki tym dziataniom, substrat w tatwiejszy sposéb
moze przej$¢é w stan przej$ciowy umozliwiajacy
pokonanie bariery energetycznej co w przypadku
reakcji niekatalizowanej bytoby duzo trudniejsze ze
wzgledu na wiekszg warto$¢é energii aktywacji.

Enzyme

Wubs( rate

Active site
Cofactors

Free enzyme

Substrate
binding site

Transition state complex




aspekty katalizy enzymatycznej o) S

state

Dziatanie enzymu wyglada wiec jgk magnesu na Lz: Q’/ Ié;‘ \ *
obrazku - aby substraty o energii E, zmienity sig¢ w e L“
produkty z energig E, muszg przejscé oftheEAcomplex ¥
wysokoenergetyczny stan przej$ciowy. n
Rolg enzymu jest pomoc w pokonaniu tej réznicy Pren
potencjatow. £A 0,-);/‘ \ e
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Enzymy osiggaja ten cel poprzez: ‘ a C
e zblizenie i ustawienie substratéw we wtasciwe;j - b ‘/ a. Przyblizenie ksztattu i orientacii
orientacji, | ‘-j przestrzennej substratu/ow.
e usunigcie powtoki hydratacyjnej, o = b.  Wykluczenie wody z migjsca
e stabilizacje stanu przejsciowego, b —== y / \ aktywnego.
e  kontrolowane przeniesieni grup funkcyjnych. 4 —— AN ¢. Stabilizacja stanu
/ : przejéciowego.
z d. Przeniesienie grup funkcyjnych.

teorie mechanizmu katalizy enzymatycznej

Hipoteza elektrostatycznej stabilizacji stanu wzbudzonego

W skrdcie, mechanizm ten polega na istnieniu silnie natadowanych, odpowiednio rozmieszczonych i odpowiednio
zorientowanych ugrupowar, stanowigcych miejsce katalityczne enzymu. Grupy te biorg udziat w tworzeniu i
stabilizacji zdecydowanie polarnego stanu wzbudzonego substratéw.

Wigzania wodorowe o niskiej barierze

Mozliwos¢ tworzenia w miejscu aktywnym wigzan wodorowych o znacznie bardziej kowalencyjnym charakterze niz
zwykte wigzania wodorowe powstajgce w roztworze wodnym. Wtasnie takie mocne wigzania wodorowe biorg
udziat w stabilizacji polarnego stanu wzbudzonego; natomiast przyczyng zwiekszenia ich mocy oraz przyczyna
nadania im charakteru kowalencyjnego jest niska polarno$¢ srodowiska wnetrza centrum aktywnego enzymow.
Hipoteza desolwatacji

Oparta o dane wskazujgce na gtéwnie hydrofobowy charakter reszt wyscielajgcych kieszen centrum aktywnego
enzymow, zaktada cofanie polaryzacji reaktywnych elementéw substratéw podczas ich przejscia ze stanu
podstawowego w stan przejsciowy.




teorie mechanizmu katalizy enzymatycznej

Entropowe efekty zblizenia, orientacji i sterowania orbitalami

Olbrzymie przyspieszenia reakcji wewnatrzczasteczkowych, a wiec i enzymatycznych, osiggane sa dzieki nastepujagcym czynnikom: wigzaniu reagujacych
elementow w konformaciji przypominajacej stan przej$ciowy (ang. near attack conformation); utracie entropii ruchéw translacyjnych w skutek zblizenia
reagujacych elementdéw; utracie entropii ruchdw rotacyjnych po wstepnym ,wtasciwym zorientowaniu substratéw, np. po utracie jednego ze swobodnie rotujacych
wiazan albo po usztywnieniu jednego z ,rotameréw”.

Hipoteza sterowania orbitalami zaktada z kolei Scista zaleznos$¢ poziomu energii stanu przejsciowego od kata zderzenia reagujacych substratow.

Kataliza przez wykorzystanie efektéw dynamicznych

Szereg danych doswiadczalnych wskazuje, ze pewna grupa ruchéw dynamicznych wielkiej czasteczki jest zdominowana przez fluktuacje momentu dipolowego
solwentu. Zatem obdarzone fadunkiem grupy wewnatrz czasteczki biatka, oraz jej ostonka solwatacyjna, sg elementami sprzegajacymi dynamike strukturalnych
elementow wielkiej czgsteczki z otaczajacym srodowiskiem. W ten sposéb dynamiczne ruchy solwentu moga kontrolowac¢ szeroka game proceséw w biatku,
poczawszy od zmian konformacyjnych az po przemieszczanie ligandu w procesie katalizy.

Kataliza przez jadrowy efekt tunelowania

Sprezystos$¢ struktury enzymu zapewnia mozliwo$¢ przeniesienia termalnych wibracji sSrodowiskowych na grupy kontaktowe centrum aktywnego. Wibracje takie
moga doprowadzi¢ do zmian zaréwno szerokosci jak i wysokosci bariery energetycznej katalizowanej reakcji. Mamy wtedy do czynienia z cyklicznym
L,bramkowaniem, mozliwosci pokonania bariery zaréwno na drodze jej przekraczania jak i na drodze kwantowo-mechanicznego efektu tunelowego

aspekty katalizy enzymatycznej

Przeksztatcenie stanu przejsciowego w kompleks
enzym-produkt (EP) - To na tym etapie dochodzi do
faktycznych zmian w sktadzie atomowym substratu.
Zaktywowany stan przej$ciowy ulega konkretnym
przeksztatceniom. Wymieniane/dotaczane/usuwane
moga by¢ cate grupy funkcyjne lub same elektrony.

— A. Conformation-stabilizing interactions —

Disulfide Polar surface
bond

Na tym etapie pierwszoplanowg role odgrywaja
ataki nukleofilowe i/lub elektrofilowe ze strony
grup funkcyjnych enzymu.

Kofaktory (np. kationy metali) czesto odgrywaja
istotng role w przeksztatceniu stanu
przejsciowego (ESt) do kompleksu
enzym-produkt (EP).

Metal
complex

Hydrogen bond




aspekty katalizy enzymatycznej
Aktywno$¢ enzymatyczna ma Scisty zwigzek z jego strukturg
przestrzenng, tzw. konformacjg natywna.

W momencie zniszczenia tej struktury, denaturacji,
wtasciwosci enzymatyczne zanikaja.
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A 1, Denaturation
. . T 08 fi2== }Enzyme pH
e  wigzanie/mostki disiarczkowe, L Jactive
e  wigzania wodorowe, Zog Increased
: < 2 activity due
e tworzenie kompleksow, §  iotemperature
increase
e efekty hydrofobowe. 04
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moc katalityczna
Enzymy nie zmieniaja réwnowagi chemicznej reakcji tylko powoduja jej przyspieszenie. N transiticn states
Roéwnanie najprostsze] reakcji enzymatycznej ma postac: I'ree
Cnergy
Eyee.
E+S=ES=EP=E+P setiereat
Bariera energetyczna pomiedzy S a P jest energig potrzebng do: E
il

. przemieszczenia reagujgcych grup, S - N\ -l

. tworzenia przejéciowych, ackl cuzalysed

. i ych zmian oW ¢ reaction N AG

0 rearanzacji wigzar i innych przemian niezbednych do zajscia reakeji. L T e
Wszystko to obrazuje pik na wykresie energii zwigzanej z reakcjg enzymatyczna Reaction co-ordnate

ITANNILON AT

Wierzchotek tego piku jest punktem w ktorym rozpad kompleksu z enzymem do S i E lub P i E jest Free
rownie prawdopodobne - punkt ten nazywamy stanem przejsciowym. energy

Jest to stan energetyczny a nie zaden posredni etap reakcji, czy zwigzek posredni - jest to ptynny
moment, w ktérym zrywanie wigzan, tworzenie wigzan czy przenoszenie tadunkéw dochodzi do
takiego momentu, gdzie réwnie prawdopodobne jest uzyskanie S jak i P.

Roznica miedzy energig (potencjatem) produktu i substratu to energia aktywacji AGt - energie ta
mozna obnizy¢ poprzez dodanie katalizatora - enzymu

Katalizator zwieksza szybko$c¢ reakcji poprzez obnizenie energii aktywacj.

enzyme catalysed
rechion

Reaction co-ord:nate




moc katalityczna

n Transition
state
Obecnie uwaza sie, ze najwazniejszym zadaniem o Q,/""'IE;‘ L oe [ ]
enzymu jest stabilizacja stanu przejsciowego. To nie -‘“‘ﬁ;’am' =e=Ac
MIZ: N\

of the EA complex

Sciste wigzanie substratu jest wiec wazne, poniewaz

paradoksalnie zwigkszatoby to energie aktywacji
wymagang przez reakcje, a nie jg zmniejszato, ale
witasnie wigzanie stanu przejsciowego. Za tym

wnioskiem przemawia bardzo wysokie powinowactwo bl “'Q_b_uog
wielu enzyméw do analogéw stanu przejsciowego. °"h“'°’z'“°" =
P \v / a. Przyblizenie ksztaftu i orientacji
X {;\r I ‘? przestrzennej substratu/éw.
-’ < . ..
- - b. Wykluczenie wody z miejsca
b ——d aktywnego.
q — c. Stabilizacja stanu
przejsciowego.
z d. Przeniesienie grup funkcyjnych.
Enzym Substrat Kyat (5°1)
Katalaza | S8 M0, " T 40X 100
. Anhydraza weglanowa HCO;3 1% 108
moc katalityczna R Tl
Izomeraza triozofosforanowa Fosfotrioza 4,3 x10°
e  Enzymy wykazujg zdolnosci do przyspieszania reakcji Fumaraza | Fumaran_ |_°-3_"j‘_”_. o
chemicznych rzedu nawet miliardéw razy (nawet w warunkach i
fizjologicznych!) A Stan przej$ciowy
e Ichmoc katal'ityczne'l'op'iera sieﬂna obniiepiu bar‘i‘ery eakcja niekatalizowana
energetycznej reakcji (t]. energii aktywacii reakcji AG#, E,). < B s s
Jednoczesnie, nie wptywajg one na energie swobodng substratu
i produktu ani na wartos¢ statej rownowagi . energia
Innymi stowy enzymy przyspieszaja osiggniecie stanu aktywacjl
réwnowagi reakcji. katalizowana bez udziatu
L] 4 energla enzymu
ol aktywacyl reakcji
Q Z udziatem enzymu
e  Reakcja chemiczna jest niemozliwa do uruchomienia bez uc.l substraty (S)
osiagniecia energii aktywacji nawet jesli substraty posiadaja zmiana energi
znacznie wieksza energie swobodna niz produkty. .
e Obecnos¢ odpowiedniego enzymu silnie obniza pro
energetycznyp(energie :ktywaf:ji reakcji), zapewziaj!:}c wzrost produkty (P)
liczby czasteczek S, ktére pokonuja bariere energetyczng i
przechodza w postacé P.
>

Przebieg reakcji




energia
aktywacji vs. swobodna

Energia aktywacji reakcji chemicznej- jest podawang czesto w przeliczeniu na 1 mol substanciji
wielkoscig bariery energetycznej (w skali mikroskopowej- bariera potencjatu), ktérg musi pokona¢ uktad
reagujacych indywiduéw chemicznych, aby doszto do reakcji chemicznej [Wikipedia].

Energia aktywaciji reakcji chemicznej- energia, ktdra musi zostaé dostarczona do uktadu aby
zapoczatkowac dang reakcje chemiczna.

Energia swobodna Gibbsa (entalpia swobodna, G) uktadu jest miarg ilo$ci uzytecznej energii (energii,
ktéra moze by¢ zamieniona w prace) w tym uktadzie. Zmiana energii swobodnej Gibbsa podczas reakgii
dostarcza uzytecznych informacji na temat energii i spontanicznosci reakcji

AG=Gkoricowe— Gpoczqtkowe

AG=Gproduktéw_ Gsubstratéw

Energia swobodna Gibbsa okresla maksymalng uzyteczng energie, jaka moze zosta¢ uwolniona lub
pochtonieta podczas reakcji przechodzac ze stanu poczgtkowego do koricowego. Znak AG (dodatni lub
ujemny) informuje, czy reakcja bedzie zachodzita spontanicznie, czyli bez dostarczania dodatkowej
energii.

energia swobodna vs. entalpia i entropia

Przy statej temperaturze i ci$nieniu zmiane energii swobodnej mozna wyrazic:
AG = AH - TAS

Zmiana entalpii (AH) w biologii to réznica energii w wigzaniach miedzy substratami a produktami.
AH < 0 oznacza, ze ciepto podczas reakcji jest uwalniane, a

AH > 0 ze jest pochtaniane (przy przechodzeniu od substratéw do produktéw).

AS to zmiana entropii uktadu podczas reakcji.

Jesli AS > 0 to uktad staje sie bardziej nieuporzadkowany podczas reakcji (np. gdy jedna duza czgsteczka d2|eI| sie na kilka mniejszych).
Jesli AS < 0, oznacza to, ze system staje si¢ bardziej uporzadkowany. a0
Temperatura (T) okresla wzgledny wptyw warunkéw AS i AH na catkowitg zmiane energii swobodnej us»o
wiekszy wptyw AS w stosunku do AH):

AG > 0 - reakcje niespontaniczne (endoenergetyczne)
AG < 0 - reakcje spontaniczne (egzoenergetyczne)

AG = 0 - reakcja pozostaje w rownowadze

‘mperatura, tym

Wazne: stowo spontanicznie oznacza, ze reakcja odbedzie sie bez dodatkowej energii, ale nie méwi nic o tym, jak szybko nastapi reakcja.
Spontaniczna reakcja moze zajac kilka sekund, ale moze tez trwac dni, lata lub nawet dtuzej. To oznacza, ze AG reakcji méwi nam o
termodynamicznej stronie reakcji (czy reakcja moze zajsc) ale nie mowi nic o kinetyce (jak szybko bedzie zachodzic).




stan przejsciowy

Dlaczego reakcje spontaniczne (AG < 0) wciaz potrzebuja dostarczenia dodatkowej energii (energii
aktywacji), aby zachodzi¢ w rozsadnym czasie?

Aby reakcja zaszta wigzania chemiczne w substratach musza zosta¢ zerwane/zmodyfikowane aby
powstaty nowe wigzania produktow.

Aby to sie stato, czasteczki substratdw musza zosta¢ doprowadzone do ekstremalnych warunkéw np.
poprzez ,zdeformowanie lub zgiecie czasteczki” do niestabilnego stanu zwanego stanem przejSciowym.
Stan przejsSciowy jest stanem wysokoenergetycznym i wymaga dostarczenia energii zwanej energia
aktywacji, aby czasteczka osiggneta go.

Energia aktywacji zawsze jest potrzebna, niezaleznie od tego, czy reakcja jest endoenergetyczna czy
egzoenergetyczna.

Stan przejsciowy reakcji zawsze znajduje sie na wyzszym poziomie energii niz substraty lub produkty.
Energia aktywaciji reakcji jest obnizana poprzez obnizanie energii stanu przejsciowego. Enzymy zatem
obnizajg te energie np. poprzez stabhilizacje jego struktury

stata rownowagi

Stata rdwnowagi reakcji chemicznej (Keq) to stosunek stezenia substancji o energii
swobodnej nizszej do substancji z wyzsza energig (np. [B]/[A]) w stanie réwnowagi

reakcji (gdy reakcja ,ustaje”) ale moze by¢ tez wyrazona jako stosunek statych Kq
szybkosci reakcji naprzod i wstecz (kn/kw). A B
Kw
e Enzymy nie potrafig i nie wptywaja na energie swobodng substratéw i
produktow ani na ogolny kierunek reakcji chemiczne;. (B] Kkn
[ ] I m— T e—

Enzymy przyspieszaja szybkos¢ reakcji w obu kierunkach w jednakowym Keq A &
stopniu co prowadzi do szybkiego osiagnigcia stanu rownowagi. W

Podsumowujac: °
o Enzymy ogromnie przyspieszaja szybkos¢ reakcji wskutek obnizenia energii aktywacji EA AG = _RTaneq
bez ingerencji w energie swobodng substratéw i produktéw oraz w statg réwnowagi reakcji
chemicznej.

o  Energia swobodna Gibbsa determinuje spontanicznos¢ reakcji i jej kierunek, natomiast
energia aktywacji wptywa na szybkos$¢ zachodzenia tej reakcji.




»

-
-
-

specyficznosé¢ enzymow

(a) Chymotrypsin (b) Trypsin (c) Elastase
Tyr Arg Ala
Val Thr
@
[S) @ Carbon
Asp @ Nitrogen
@ Oxygen

Kazdy enzym jest specyficzny w dziataniu i katalizuje tylko jedna
lub kilka powigzanych reakcji chemicznych.

Specyficzno$é enzymdw jest wynikiem unikalnej struktury i
ksztattu aktywnego miejsca, w ktérym substrat taczy sie z
enzymem.

Aktywne miejsce enzymu ma specyficzne grupy funkcyjne, ktdre
oddziatujg z substratem i umozliwiajg przeprowadzenie reakcji
chemicznej.

Specyficznos$¢ enzymow jest kluczowa dla utrzymania
homeostazy organizmu, poniewaz kazda reakcja musi by¢
przeprowadzana z doktadnoscig i skutecznoscia.
Specyficzno$¢ enzyméw moze by¢ modyfikowana przez zmiany
warunkéw fizycznych i chemicznych, takich jak pH, temperatura,
ilo$¢ substratu i inhibitoréw.

Przyktadem specyficznosci substratowej sa trzy proteazy:
trypsyna, chymotrypsyna oraz elastaza - katalizuja te sama
reakcje hydrolizy wigzania peptydowego, lecz dokonujg tego na
réznych odcinkach taicucha polipeptydowego substratu.



http://www.youtube.com/watch?v=hgrGX37RlH8

regulacja aktywnosci enzymatycznej

To ktére reakcje chemiczne i z jaka szybkoscig zachodza w
organizmie mozna regulowac na rézne sposoby, aby zaspokoi¢
potrzeby metaboliczne komdrki. Nie wszystkie enzymy w
organizmie cztowieka sg poddawane regulacji.

e  Gtéwne rodzaje regulacji aktywnosci enzyméw:

o Regulacja allosteryczna: Aktywnos¢ enzymu jest
kontrolowana przez wigzanie czasteczki w innym miejscu
niz miejsce aktywne enzymu. Wiazanie czasteczki moze
aktywowac lub hamowaé enzym.

o Regulacja izosteryczna: Aktywno$¢ enzymu jest
regulowana w miejscu aktywnym poprzez zwigzanie
okreslonych aktywatoréw/inhibitoréw reakcji

o Modyfikacja kowalencyjna: Aktywno$¢ enzymu jest
kontrolowana przez dodanie lub usuniecie grupy
chemicznej, takiej jak np. grupa fosforanowa, metylowa,
ubikwitynowa. Te modyfikacje moga aktywowac lub
hamowa¢ enzym.

o Proteolityczna aktywacja niektorych enzyméw:
proteolityczne odcigcie zbednego fragmentu biatkowego u
niektdrych enzymoéw powoduije jego aktywacje.

e Reakcje chemiczne zachodzace w organizmie
moga byé réwniez regulowane poprzez kontrole
poziomu biosyntezy poszczegdlnych enzyméw
(operony, ryboprzetgczniki, hormony, degradacja
enzymow)

e  Wystepowanie izozymdw o réznej aktywnosci
enzymatycznej pozwala kontrolowac¢ szybkos¢
niektdrych reakcji chemicznych

e  Szybkos¢ reakcji chemicznych w organizmie (i nie
tylko) moze by¢ regulowana réwniez poprzez
zmiany stezen substratow, stosunku stezen
substraty/produkty, zmiany dostepnosci
kofaktoréw, wartosci pH, temperatury itd.

transformacja energetyczna

W wielu reakcjach biologicznych energia substancji
reagujacych jest przeksztatcana z duza wydajnoscig w
inng forme energii.

e W fotosyntezie energia $wietlna jest
przeksztatcana na energie wigzan chemicznych

e W mitochondriach energia czasteczek
pochodzacych z pokarmu jest zamieniana w
energie swobodng ATP

e Energia zmagazynowana w wigzaniach ATP moze
by¢ zamieniana np. na energi¢ mechaniczng
(podczas skurczu miesni)

ase. The membrane is shown
schematically in gray.
[/

Kinesin, with the motor domain at the top and the
cargo-binding domain shown schematically at the
bottom.




kinetyka enzymow

e  Kinetyka enzymatyczna zajmuje sie badaniem przebiegu
reakcji (przede wszystkim szybkosci) biochemicznych z
udziatem katalizatoréw, ktérymi w tym przypadku sa
enzymy.

e  Okreslenie kluczowych parametréw kinetycznych w
réznych warunkach pozwala dowiedziec sie jak szybko
dziata enzym, jak mocno wigze substraty aby stworzy¢
kompleks enzym-substrat (ES), ktory jest kluczowy dla
katalizy, ale réwniez jak bardzo specyficzny jest enzym w
stosunku do struktury substratu i jak wptywaja na jego
dziatanie rézne zwigzki: inhibitory i aktywatory katalizy.

e  Szybko$c¢ reakcji katalizowanej enzymatycznie zalezy od
szeregu czynnikéw. Najwazniejsze to:

o Stezenie substratu/enzymu/produktu

Temperatura

pH $rodowiska

Obecnosé i stezenie kofaktorow

Obecnos¢ i stezenie aktywatoréw

Obecnosé i stezenie inhibitoréw

O 0O 0 0 O

kinetyka enzymow

e Kinetyka enzymatyczna zajmuje sie badaniem
przebiegu reakcji (przede wszystkim szybkosci)
biochemicznych z udziatem katalizatoréw,
ktérymi w tym przypadku sg enzymy.

e  Szybkos¢ reakcji chemicznej moze byé
opisywana poprzez okreslenie jak szybko ubywa
substratu lub jak szybko przybywa produktu. Co
wazne, nie jest to wielko$¢ stata, poniewaz
zmienia sie w czasie przebiegu reakcji.
Najwieksza jest na poczatku reakcji, a
najmniejsza pod koniec.

A+ ->0C+D

AlC] _ A[D]

V=——= L

At At At

ki1
A=
k.4

Réwnanie kinetyczne reakc;ji i state szybkosci:
Szybkos$¢ powyzszej elementarnej reakc;ji
chemicznej mozna opisaé przy wykorzystaniu
réwnania kinetycznego reakcji. Rownanie
szybkosci reakgji (kinetyczne) zalezy od statej
szybkosci (proporcjonalnosci) k oraz zazwyczaj
od efektywnego stezenia substratow (z wyjatkiem
reakcji 0-rzedu).

Szybko$¢ reakcji naprzéd = V = k,[A]

Szybko$¢ reakcji wstecz (powrotnej) = V = k_,[B]



http://www.youtube.com/watch?v=ugjadLRqD20

réownowaga reakcji

Rownowaga reakcji jest nierozerwalnie
zwigzana ze zmiang energii swobodnej AG,
a szybkos$é reakcji z energig aktywacji AG*.

lub K w standardowych
jest opisywana

Stata réwnowagi Keq
warunkach biologicznych
jako:

- K=[P)/[S]

Zaleznos¢ ta powoduje, ze bardzo ujemna
wartos¢ AG, skutkuje korzystng wartosc
rownowagi reakcji — co jednak nie ma
wptywu na szybkos¢ samej reakciji.

Reaction A+B * = C+D
Lawof (] [D] Dehencs
mass action K= [A]- 8] equilibrium

Equilibrium constant

Relationship 5
bet_ween AC -R:T:InK
ACG"and K R=8.314]-mol-! -K!
In any conditions icl- o]
AG = AG°+R-T:In
[A]-[B]
Measure of group transter potential
Aed Aax =
B L eming | SRR e e et
- ; In-F [?md[ L:;gufmass [A°]-[H307)
Measure of electron transfer potential action -
[HA]-[H20}
R e A BT [l [And] S
reaction AE = AF o “In Tl T o " 1] 149
[HA]
Definition AE = Eaccessr = EDonor
and sizes Henderson:

- A
Hasselbalch  pH = pK3 +log t
equation [HA]

Measure of proton transfer potential

AG=~n-F-AE

n=No. of electrons transferred
F = Faraday constant
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szybkos$¢ reakcji

Szybkos¢ reakcji zalezy od stezenia reagentdw (lub substratow) i od statej szybkosci zazwyczaj

oznaczonej przez K.

Dla prostej reakcji S — P, szybkosci (predkosci) reakcji, V- przedstawiajacej ilos¢ S, ktéry

reaguje na jednostke czasu jest wyrazona réwnaniem:

- V=K[S]

|Aly=32mM § [A]=29mM

Ala]= -3mMm

At=1s

(8l; =3mM [8]=6mM

Afg)=3mM

1. X
v = -A[A]fat = A[B]/At (mol.1-1.s-1)

M

mM=
mmol - !

| &o |

2

[A]=23mM
AlA)= -9 mh

At=3s

8] = 12mM
Af8]= omm
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rzedowos¢ reakcji

- W przypadku gdy szybkosc¢ reakcji zalezy tylko od stezenia substratu mamy do czynienia z
reakcjg pierwszego rzedu.
Czynnik k jest proporcjonalnie staty, co oznacza prawdopodobieristwo reakcji w danych
warunkach (temperatura, pH, itd.). Jako stata pierwszego rzedu jest wyrazana w
jednostkach czasu, np. s'. Jezeli reakcja ma stalg k réwng 0,03 s mozna to
interpretowac, jako 3% substratu przeksztatcane w produkt w ciggu 1 sekundy. Reakcja ze
statg k=2000 s™' zakoriczy sie w utamku sekundly.

- Jezeli szybkos¢ reakciji zalezy od dwdch sktadnikdw lub reakcja zachodzi miedzy dwiema
czgsteczkami tego samego zwigzku, reakcja jest drugorzedowa i k staje sie statg drugiego
rzedu [M's™].

Oisroroc @ | D 100 rame @
[A] (mh) vimM- s (mM) vmh-s7)

seneee | o |, = &i;;xix .

oS0 - s | odde
10 BO0C0 | @0 |, (8] « SO000 (apa®|>
(AL 3 o
1. 15 00 |3 (8l.=12 S |3 2.
v=k-[A] k.K:Rate constants v =K-[A]-[8]

First-order reaction  k=1/55°1 Second-order reaction  k'=1/121-mmot .51
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kryteria podstawowe pomiaréw enzymatycznych

Warunki fizykochemiczne:

Effect Conditions of inactivation Protection
o roztwory i sita jonowa ET— S—
Very low temperature (Sekdomn)
o p H pH Extreme (low and high) pH values  pH optimum
lanic strength Very high (=1 M) snd very low Medium electrolyte concentration
; <10mM| electralyte ~0.05-0.2 M
o punkt izoelektryczny e e ' :
Protectysis Contamirations with proteases,  Protease inhibitors (cf. Table 2.3)
o tem peratura mxwm;k«(yremulby Use of recombinant enzymes
purification procedure
A k | k | Chemical Comamiration with resctive High purity of all components
° modification Teagents (SH-active Avoidance of oxicative conditions
spekty molekularne: —_ oralalios
SH poisoning Oxidative conditions, promoted SH reagents, mercaptoethanol,

o substraty
o kofaktory

by heavy metal ions

dithicthreitol (DTT),
dithicerythritol (DTE)




roztwory i sita jonowa

Lokalizacja komérkowa enzymoéw wptywa na optymalne warunki pomiaru aktywnosci:

o enzymy btonowe ) - _
preferujg apolarne warunki, np. rozpuszczalniki organiczne.

o enzymy wewnatrzkomérkowe
preferuja warunki zgodne z ich naturalnym srodowiskiem, a wiec wodne (polarne) roztwory.

Obecnos¢ niewielkich ilosci rozpuszczalnikow w warunkach pomiarowych moze byé jednak
konieczna i wynikac z koniecznosci wprowadzenia do uktady badawczego substancii
nierozpuszczalnych lub stabo rozpuszczalnych w roztworach wodnych np. substratow
reakcji, kofaktorow.
Najczesciej wykorzystuje sie:

o alkohole (etanol, metanol, propanol),

o aceton,

o tetrahydrofuran,

o dimetylosulfotlenek (DMSO0).

Nalezy sprawdzi¢ czy substancje te nie maja charakteru inhibitorow danej reakcji!

roztwory i sita jonowa

Wszystkie odczynniki uzyte w czasie badania aktywnosci muszg by¢ neutralne w stosunku do enzymu
oraz wszystkich komponentdw reakcji.

Optymalizacji wymagaja:
o stezenia wszystkich komponentéw roztworu:
= objetosci enzymu i jego rozciefczenia,
= stezenia substratow (mozliwa jest inhibicja przy nadmiernym stezeniu jednego z komponentéw),
o oddziatywania pomiedzy komponentami roztworu:

= mieszaniny sktadnikéw mogg wptywac na wzajemng rozpuszczalnos¢, np. dwuwarto$ciowe
kationy w buforach fosforanowych,

= poziom redox podlega wptywowi czynnikéw Srodowiskowych, np. tlen atmosferyczny.
o poziom sity jonowej roztworu (zazwyczaj ca. 0.1M),

Wiekszos$¢ enzymow wykazuje tolerancje w stosunku do warunkdw prowadzenia reakcji.
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zalezno$¢ od pH

Zaleznos¢ od pH roztworu jest zwigzana z:

o wykorzystaniem przez enzymy natadowanych
grup w mechanizmach katalitycznych,

o enzymy sg substancjami amfoterycznymi,

Analizujac krzywa stabilnosci pH nalezy bra¢ pod
uwage:

o wptyw pH na stabilnos¢ struktury,

o wystepowanie punktu izoelektrycznego (IP),

o odwracalno$¢ procesu.

Amfoterycznos¢

[gr. amphéteros ‘dwustronny],

wiasciwosc¢ niektdrych zwigzkéw chemicznych i jonéw polegajaca na wykazywaniu przez nie
zaréwno kwasowego, jak i zasadowego charakteru.

Enzyme acivty

pH opamum
£ curve

L 2
No ronctivation

‘/PK:M pH OD;-"’U"‘ 9’&,&2

aH Wplyw pH na aktywnos¢ enzymu.
Krzywe przedstawiaja aktywnos¢ enzymu w réznym pH i jego wptyw na:
stabilinlos¢ oraz optymalng aktywnosc.
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pK

a

pK

waftosé pH odpowiadajgca stanowi, w ktérym grupa
funkcyjna jest w potowie protonowana.

Punkt ten mozna okresli¢ wyznaczajac punkt przegiecia
na krzywej miareczkowania.

Krzywa miareczkowania biatka moze by¢ traktowana
jako wypadkowa krzywych miareczkowania
poszczegdlnych aminokwasow.

Wyznaczenie optymalnego pK_ dla danej reakc;ji
enzymathznej pozwala wnioskowac o aminokwasach
biorgcych udziat w mechanizmie reakceji pod warunkiem:
o iz pojedynczy aminokwas jest zwigzanych z kataliza,
o Srodowisko reakcji i miejsca aktywnego nie wpltywa
na pK_ aminokwasu (mozliwe przesuniecia 0 1-2
jednostki pH).

1010
1040

2%
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stabilno$¢ temperaturowa

Reguta Van Hoff'a

szybkosc¢ reakcji enzymatycznej
zwieksza sie 2-3 krotnie przy zmianie
temperatury o 10 stopni.

Enzyme activty (v)

Temparatura 1! Temrparatura (1K)

Zalezno$¢ temperaturowa aktywnosci enzymatycznej w
ukladzie bezposrednim i na wykresie Arrhenius’a.

Pra ktycznle W Wyzszych tem peraturach Krzywa eksperymentalna (czarna), teoretyczna (czerwona), fiziologiczna (niebieska).
enzymy ulegajg nieodwracalnej Owect oy S aagan”
I s s Ircunation of
denaturac;ji i tracg aktywnosc. - - =
g [\ Satmmes il
£ \ g \
o Tire 0 . Time
stabilno$¢ temperaturowa
Konsekwencje niestabilnosci e e
temperaturowey: = Sighly s e T ——
L. . , temperature Relatively high enzyme
o Odstepstwa w obszarze liniowym moga wynikac Sy
ze zmian strukturalnych izoenzymaow. e
o Enzymy tracg stabilno$¢ w wysokich 3 oo g I i vy
temperaturach. o gl e
o Po przekroczeniu maksimum nastepuje o s
gwattowna utrata aktywnosci. g -
- High enzyme activities inevitably e

Low erzyme amounts required Lotg warming up intervals
) . . Riskof ocpient inacsion
Jak dobra¢ warunki reakcji:

o Wykres w oparciu o réwnanie Arrhenius'a
powinien znajdowac sie w zakresie liniowym,

o lIinerglla aktywacji powinna by¢ w zakresie 40-60
Jmo




czynniki stabilizujgce enzymy

«Kationy metali:
= jedno i dwu wartosciowe,

« Zwiazki chelatujagce

« Tiole

« Inhibitory proteaz

- Biatka pomocnicze

- Antyutleniacze (“putapki telenowe”)

Monows oo catons LA T

L]

Risalent canorm LU S vl nvp-hjvv-lrlv speci
cmeyme regine
~1mM

Credate Loemer EDTAZCTA 1-2mM

Thiol reagers DT, OTE mienca peoeirano 01 22mM
P'roteaee nhibetun ap-macragiouin, lespepan ~05pugml
LOLK 005 s ==l
TRCK ol pgml
rass Wl=g=l"'
E 4. calpain inribinor 1 000 g ml
LDUA 1=M
Proteins Serum albumin
Oy st 11aps CODcanalass
sndium dithmnne ~01 m\'.

n;-vsu-« ecial

nSection 33114

e reactions and 100 Jeotein s e

Cofacors of several enzyme reactinns (e loproteasss. kinases,
nrulrsizatioes of di- and trighoephases (e, ATP, GIP, 7200

Stasizezan of prolein structine

Caprire divalent Canore 10 proosct o skl ative processes
hearver 2o remmaval of o eveeres’ foe caalysea=d
strocture

Prowcs SH group trom osiéanon and tormation of - & Shridges

Gerenl seclrase

SHI
Inhistlzes Sar serne and ryeese pruses

Inhutte srzine proteaece iroeashe i agurs sclozan (WS h
halt 1)
Tnhizies cysteine peo luus

camplraing of dvalent caton
specally in diuted soluticns

Inhitet meislozecicase

Substrate

@

Enzyme

Low substrate

Hi

gh substrate




kinetyka enzymoéw isosteric

(n=1)

Velocityv

+ Enzymy moga wystepowa¢ w wielu konformacjach, ktére
réznig sie wiasciwosciami katalitycznymi i ktérych udziat w
catkowitej liczbie czasteczek enzymu zmienia sig w
zaleznosci od obecnosci substratu lub liganddw.

« Enzymy allosteryczne wystepuja zazwyczaj jako oligomery
i charakteryzujg sie sigmoidalng krzywg wysycenia
substratem, co uniemozliwia opisanie ich réwnaniem M-M.
W przypadku enzyméw allosterycznych — wydajnosc

3 [Bonding |
[' T_strenght

20

5 10 15
[A] (mmol - 17)

wigzania substratu wzrasta wraz ze wzrostem [A], 5
poniewaz wolny enzym wystepuje w ,stabo-wigzace)” { Allosteric
konformaciji i zostaje przeksztatcony w ,silnie-wigzaca” (n-3)
pod wptywem potgczenia z A. [Veas]

- Ozywiscie moze do tego dojs¢ tylko przy wysokim &

stezeniu A, przy braku wolnych miejsc do jego wigzania
sifa wigzania ponownie spada, zatem powinowactwo
enzymow allosterycznych nie jest state i zalezy od typu i
stezenia ligandu

«Enzymu izosteryczne wystepuja tylko w jednej formie i
wydajno$¢ wigzania substratu wzrasta stale wraz z
wzrastajgcym [A], poniewaz liczba wolnych czasteczek
enzymu sukcesywnie maleje.

Velocity v

Bondi
— strenght | -

szybkos¢ reakcji

Réwnanie Arrheniusa

. . . . —Ea

rownanie, podane przez szwedzkiego chemika Svantego k= Ae ®T

Arrheniusa, wyrazajace zalezno$¢ statej szybkosci reakcji od

temperatury.
k — stata szybkosci reakcji,

Stata Szybkos'ci k Za|eiy od: A — czynnik przedeksponencijalny zwiazany z czestoscia zderzen skutecznych w danej reake]
e — podstawa logarytmu naturalnego,

s P . " ey
e czestotliwosci zderzen miedzy czasteczkami (A), Loy e S e ECi skl (i molT )

T — temperatura (K),

e temperatury (T),

. - . i X R — uniwersalna stata gazowa wynoszaca 8,31446261815324 Jmol™ 1K1,
e  energii aktywacji(Ea) reakcji chemiczne;j.

Enzymy zatem obnizajac energie aktywacji reakcji wptywaja
bezposrednio na statg szybkosci reakcji podwyzszajac ja.




przebieg reakcji enzymatycznej

Na catkowitg szybkos¢ takiej reakcji wptywac beda Réwnanie szybkosci tworzenia sie produktow wygladaé
wszystkie jej poszczegolne procesy: bedzie nastepujaco:
e  szybkos¢ tworzenia sie kompleksu ES jak réwniez d[P]
szybkos¢ rozpadu kompleksu ES w kierunku V =——=k,[ES] - k_,[E]|P]
substratow dt
e  szybkos¢ rozpadu kompleksu ES w kierunku
produktéw

Oczywiscie stopief w jakim dany proces bedzie wptywaé na
catkowitg szybko$¢ reakcji nie jest taki sam i zalezy od
szybkosci danego procesu (np. proces rozpadu ES z
powrotem do substratéw moze by¢ czesto zdecydowanie
wolniejszy niz proces tworzenia kompleksu ES).

Co wiecej, szybkos¢ reakcji jest najbardziej ograniczana i
stad tez limitowana przez jej najwolniejszy etap.

E+ST.'_'ES.k—2_>E+P

przebieg reakcji enzymatycznej

k Kk,

E4§ B —F & P
k4 k.,
® |, ®
|
s
E Equilibrium
g (ES)
§ P
[ES] [E]
Steady state: d[ES)/dt ~ 0 €]
—— =
Pre-steady Time —> Pre-steady

state state




®
Substrate

szybkos¢ reakcji enzymatycznej ] Enzyme
& . e .

Szybko$¢ catej reakcji mozemy mierzyé @ @ j@
PO
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Badajgc eksperymentalnie reakcje enzymatyczng, analizujemy jej poczatkowy przebieg czyli w
momencie gdy czas jest bliski zeru (t ~ 0), a szybko$¢ reakcji jest szybkoscig poczatkowg (V
=V ).

0

W takim momencie reakcji niewiele produktu zdgzyto sie utworzy¢ wiec reakcja powrotna
tworzenia sie kompleksu ES od produktu i enzymu jest zaniedbywalna.
W reakcjach egzoenergetycznych tatwiej o spetnienie tego zatozenia.

E+5kéE5iE+P

Z takiego schematu wynika, ze szybko$¢ tworzenia sie produktu bezposrednio zalezy od
szybkosci ostatniego etapu (szybkosci rozpadu kompleksu ES w kierunku produktéw oraz
stezenia kompleksu ES):

ES= V = ky[E][S]

V = k_,[ES] + k,, [ES]




Zaktada sie, ze stezenie kompleksu enzym-substrat (ES) pozostaje state w trakcie
analizowania reakcji. Zaktada sie zatem, ze szybko$¢ tworzenia sie kompleksu ES jest rowne
szybkosci rozpadu kompleksu ES.

[ES] = const.

Szybkos¢ tworzenia sie kompleksu ES = Szybkos¢ rozpadu kompleksu ES

V =Ky [E][S] = V =k_4[ES] + ky [ES]
ky[E1[S] = k_1[ES] + k; [ES]
k([ET[S] = (k_1+ k;)[ES]

[E][S]
[ES] ~ )

Ky, — stata Michaelisa
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Na poczatku reakcji, gdy czas t ~ 0, stezenie wolnego substratu jest duzo wieksze niz
stezenie substratu zwigzanego z enzymem (zatozenie praktyczne).

Aby upewnic sig, ze jest spetnione analize reakcji enzymatycznej planuje sie w taki sposob,
aby prowadzi¢ ja w warunkach [S]0 >>> [E]0.

[Slo= [S] + [ES] =~ [S]——""" ’

[E]o= [E] + [ES] = [E] = [E]o— [ES]
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To reakcja zachowuje sig jak reakcja pierwszego rzedu i jest bezposrednio proporcjonalna do stezenia substratu

3. Jesli wartosé [S] >> K, to: Ky +[S1=[S] = Vo= Vnax

To reakcja zachowuije sig jak reakcja zelrowego rzedu i jest niezalezna od stezenia substratu
V=k[A]°=k




