przebieg reakcji

Dla reakc;ji:
aA + BB =yC + 8D,
e substraty A i B znajdujace sie w roztworze
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Poruszaja sie w réznych kierunkach czasteczki te moga
przereagowac tylko jezeli zderzg sie ze sobg w
odpowiedniej orientacji - co nastepuje rzadko.

aspekty katalizy enzymatycznej
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moc katalityczna

Enzymy nie zmieniaja réwnowagi chemicznej reakcji tylko powoduja jej przyspieszenie.
Réwnanie najprostszej reakcji enzymatycznej ma postac:

E+S=ES=EP=E+P
Bariera energetyczna pomiedzy S a P jest energig potrzebna do:

przemieszczenia reagujgcych grup,
tworzenia przejsciowych,

ilnych zmian t C
rearanzacji wigzan i innych przemian niezbednych do zajscia reakcji.

Wszystko to obrazuje pik na wykresie energii zwigzanej z reakcja enzymatyczna

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

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

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

Katalizator zwigksza szybkosc¢ reakcji poprzez obnizenie energii aktywacj.
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e  Kazdy enzym jest specyficzny w dziataniu i katalizuje tylko jedna
lub kilka powigzanych reakcji chemicznych.

e  Specyficzno$¢ enzyméw jest wynikiem unikalnej struktury i
ksztattu aktywnego miejsca, w ktérym substrat taczy sie z
enzymem.

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

e  Specyficznos¢ enzymdw jest kluczowa dla utrzymania
homeostazy organizmu, poniewaz kazda reakcja musi by¢
przeprowadzana z doktadnoscig i skutecznoscia.

e  Specyficznos¢ enzyméw moze byé modyfikowana przez zmiany
warunkéw fizycznych i chemicznych, takich jak pH, temperatura,
ilo$¢ substratu i inhibitoréw.

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




regulacja aktywnosci enzymatycznej

To ktdre reakcje chemiczne i z jakg szybkoscig zachodzg w °

organizmie mozna regulowac na rézne sposoby, aby zaspokoi¢
potrzeby metaboliczne komdrki. Nie wszystkie enzymy w
organizmie cztowieka sg poddawane regulacji.

e  Gtoéwne rodzaje regulacji aktywnosci enzymow:
o Regulacja allosteryczna: Aktywnos¢ enzymu jest

kontrolowana przez wigzanie czasteczki w innym miejscu °

niz miejsce aktywne enzymu. Wigzanie czasteczki moze
aktywowac lub hamowac¢ enzym.

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

o Modyfikacja kowalencyjna: Aktywnos$¢ 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.

Reakcje chemiczne zachodzace w organizmie
moga byé réwniez regulowane poprzez kontrole
poziomu biosyntezy poszczeg6lnych enzyméw
(operony, ryboprzetgczniki, hormony, degradacja
enzymow)

Wystepowanie izozyméw o r6znej aktywnosci
enzymatycznej pozwala kontrolowac¢ szybkos¢
niektdrych reakcji chemicznych

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.

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 wiaze substraty aby stworzy¢
kompleks enzym-substrat (ES), ktdry jest kluczowy dla
katalizy, ale réwniez jak bardzo specyficzny jest enzym w
stosunku do struktury substratu i jak wptywaja na jego
dziatanie rézne zwiazki: inhibitory i aktywatory katalizy.

e  Szybkos¢ reakcji katalizowanej enzymatycznie zalezy od
szeregu czynnikdw. Najwazniejsze to:

o  Stezenie substratu/enzymu/produktu

Temperatura

pH $rodowiska

Obecnosé i stezenie kofaktorow

Obecno$¢ i stezenie aktywatoréw

Obecnos¢ i stezenie inhibitoréw

0 0 0 o0 o



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

kinetyka enzymoéw

+ Enzymy moga wystepowa¢ w wielu konformacjach, ktére
réznig sie wiasciwosciami katalitycznymi i ktérych udziat w
catkowitej liczbie czasteczek enzymu zmienia sie 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
wigzania substratu wzrasta wraz ze wzrostem [A],
poniewaz wolny enzym wystepuje w ,stabo-wigzace)”
konformacji i zostaje przeksztatcony w ,silnie-wigzacy”
pod wptywem potgczenia z A.

- Oczywiscie 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.
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szybkos¢ reakcji

Réwnanie Arrheniusa

rownanie, podane przez szwedzkiego chemika Svantego
Arrheniusa, wyrazajace zalezno$¢ statej szybkosci reakcji od
temperatury.

Stata szybkosci k zalezy od:

e czestotliwosci zderzen miedzy czasteczkami (A),
e temperatury (T),
e  energii aktywacji(Ea) reakcji chemiczne;j.

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

~By

k = Ae rRT

k — stata szybkosci reakcji,

A — czynnik przedeksponencjalny zwigzany z czestoscig zderzen skutecznych w danej reakc
e — podstawa logarytmu naturalnego,

E, — energia aktywaciji reakcji (J-mol‘ﬂ).

T — temperatura (K),

R — uniwersalna stata gazowa wynoszaca 8,31446261815324 Jmol™ 1K1,




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
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model Michaelis-Menten

Leonor Michaelis

Born 16 January 1875
Berlin, German Empire

Died 8 October 1949 (aged 74)
New York City, United States

Nationality German

Maud Leonora Menten

Born 20 March 1879

Died July 17, 1960 (aged 81)
Leamington, Ontario, Canada

Nationality Canadian

Enzyme-catalyzed reaction
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Kinetyka enzymoéw
Fizjologiczna interpretacja statej Michaelisa

vy = o 18]
o Réwnanie Michaelisa-Menten

Ky +[S]
« Parametr K, znany jest jako stata Michaelisa, a jego warto$¢ zalezna jest od konkretnego enzymu. Warto$¢ K,

moze jednak réwniez zmienia¢ sie w zaleznosci od warunkéw otoczenia takich jak np. temperatura czy pH.

« Stata Michaelisa opisuje stezenie substratu, ktore jest wymagane, aby osiggna¢ doktadnie potowe szybkosci
maksymalnej reakcji. Ten fakt oznaczaréwniez, ze jest to stezenie substratu przy ktérym doktadnie potowa
czasteczek enzymu jest zwigzana z substratem w kompleksie ES.

QG% — /?OQC(

Przy [S] = Ky:




Kinetyka enzymow
Fizjologiczna interpretacja statej Michaelisa

+ Stata Michaelisa moze by¢ réwniez interpretowana w odniesieniu do poszczegoélnych statych szybkosci, ktére
pojawiaja sie w ogdlnym schemacie reakcji katalizowanej enzymatycznie:

Ky K
E+S = B — E+P «— Gdy reakcja jest na poczatkowym etapie (t~0) to zgodnie z réwnaniem (4):
Ky

k-1+k2)
Ky T

« Aby lepiej dostrzec inne znaczenie statej Michaelisa musimy poczyni¢ pewne zatozenie. Przyjmijmy, ze dla
powyzszego schematu reakcja dysocjacji kompleksu ES do substratéw jest znacznie szybsza niz rozpadu kompleksu
ES w kierunku produktéw. W takich warunkach k_, >>> k, i w rdwnaniu (4) statg szybkos$ci k, mozna pomingé:

_Gatka) koo

By = 9] Tk

W takiej sytuacji Ky, opisuje stata réwnowagi dysocjacji kompleksu ES:

ks

E+S <= ES
W stanie rownowagi mozemy zapisac:

. ‘ ko _ [ELS) _ _

kalESE  kilEINS] N IES] =K 4 =Ky

« Zatem kiedy k_, >>> k,, stata Michaelisa opisuje prawdopodobierstwo dysocjacji kompleksu enzym-substrat:

o Jesli wartos¢ K, jest duza to enzym stabo wiaze substrat i istnieje duze prawdopodobienstwo dysocjacji substratu z miejsca
aktywnego enzymu

o Jesli wartos¢ Ky, jest mata to enzym mocno wigze substrat i istnieje mate prawdopodobieristwo dysocjacji substratu z miejsca
aktywnego enzymu

Podsumowujac, stata K, moze by¢ poniekad narzedziem do oceny powinowactwa enzymu do substratu

Kinetyka enzymoéw

Szybko$¢ maksymalna reakcji i liczba obrotowa enzymu

ks X
E+S — ES = E+P <« Gdy reakgja jest na poczatkowym etapie (t~0)
K

« Roéwnaniem szybkosci tworzenia sie produktu jest rownanie (1):

%Zkz[ﬁé]

Kiedy wszystkie miejsca aktywne enzymu wypetnione sa substratem,  wtedy [ES] = [E], W takiej sytuacji reakcja
przebiega z maksymalng szybkoscig V.,

3@5& =k1lElo

« Szybko$¢ maksymalna enzymu opisuje réwniez najwieksza liczbe czgsteczek  substratu, ktdra moze zosta¢
przekonwertowana w produkt w okreslonej jednostce czasu (jednostka szybkosci maksymalnej reakcji ma wymiar
liczby moli/stezenia powstajacego produktu w czasie).

Przeksztatcajac powyzsze réwnanie do k , otrzymujemy wyrazenie na liczbg obrotowa enzymu (oznaczane réwniez
k), ktdora méwi nam o maksymalnej liczbie czasteczek substratu konwertowanych do produktéw w okreslonej
jednostce czasu przez jedno miejsce aktywne jednego enzymu. , &lg\

Dla przyktadu: TP

Zatézmy, ze prowadzimy reakcje chemicznag katalizowang enzymem, ktérego stezenie catkowite wynosi 0,1 M. Dla

takiego stezenia enzymu (zaktadajac jego peine wysycenie substratem) maksymalna szybkos$¢ reakcji wynosi 60 000 M/s.
Zatem:

60 000 M/s
bt = o1 M

PE W tym przypadku jedno miejsce aktywne jest zdolne do
i1 konwersji 600 000 czasteczek substratu na sekundg!
=600 000 s (anhydraza weglanowa)

Obliczajac odwrotnos¢ liczby obrotowej enzymu dowiemy sie z kolei ile czasu trwa konwersja jednego substratu w produkt:

1 1
== - mes -6 ¢
E G = 1,67 x 10 s=1,67us




Kinetyka enzymow - wydajnos¢ katalityczna enzymow

* Przebieg reakcji enzymatycznej mozna schematycznie rozpisa¢ nastepujaco gdy (t~0):
K4 ks
E+S =— E§ — E+P

» Gdy zatozymy nieodwracalno$¢ (w zwigzku z analizowaniem reakcji w t~0) reakcji rozpadu ES w kierunku produktéw
to szybkos$¢ tworzenia sig produktu mozna wyrazi¢ réwnaniem (1):

Yo =k kat [ES]
» Natomiast zgodnie z réwnaniem (5):

[E]S)
[ES] = Ky

+ Podstawiajac rownanie (5) do (1) otrzymujemy:

_ K
Y = E%— [E]s]

» Réwnanie to pozwala zrozumie¢ w jaki sposéb enzymy dziatajg w warunkach fizjologicznych czyli kiedy [S] << K,

Kiedy [S] << K, to [E]l, =[E]+ [ES]~ [E]
Zatem:
T
%= Ky [E]olS]

* Zgodnie z tym réwnaniem, szybkos$¢ reakcji enzymatycznych zachodzacych w warunkach fizjologicznych zalezy od:
o Stezenia substratu
o Stezenia enzymu
o Stosunku —,;g'“ ktory jest statg w rownaniu

Kinetyka enzymow - wydajnos¢ katalityczna enzyméw

« Przebieg reakcji enzymatycznej mozna schematycznie rozpisa¢ nastepujaco gdy (t~0):
ks

ke
E+S = ES 2 E+P
LI
Ky -~

o k., méwi nam jak duzo czasteczek substratu ulega konwersji do produktéw przez pojedyncze miejsce aktywne
w okreslonej jednostce czasu

« Wydajnos¢ katalityczna enzyméw zalezy od stosunku

o K, okresla powinowactwo enzymu do substratu (mata warto$¢ K|, oznacza silne wigzanie)

o Stosunek tych dwoch parametréow moze by¢ zatem stosowany do oceny wydajnosci katalitycznej
poszczegodlnych enzymow:

Kigr

KM '\
Duza warto$¢ stosunku tych dwoch
stalych (jak najwyzsze k ,,, przy jak
najnizszym K,, wskazuje na wysokg
wydajnos¢ katalityczng enzymu).




Kinetyka enzymoOw - wyznaczanie parametrow kinetycznych

as —
&l’z::::‘lmu\
Yy = Yo ]
Ky + [5]
< e P . o Roéwnanie Michaelisa-Menten Schemat moedstawia kezywa postepis reakil -z uwzplednieniem 3 faz realeii:

okres przed ustaleniem sig stanu stacjonamego, stan stacjonarny oraz okres w
ktérym zaczyna brakowaé substratu

« Wyznaczanie parametréw kinetycznych dla konkretnego enzymu bardzo czesto polega na wykresleniu zaleznosci
szybkosci poczatkowej reakcji V, od stezenia substratu (prawdziwe dla enzyméw dziatajacych zgodnie z kinetyka
i lisa- i

WAZNE: Poszczegdine szybkosci poczatkowe reakcji mierzy sie najczesciej poprzez przeprowadzenie serii
eksperymentéw ze zmieniajacym sig stezeniem substratu.

Aby skonstruowa¢ powyzszy wykres, potrzebujemy ustali¢ wartosci poczatkowych szybkosci reakgji (V,) dla réznych
stezen substratéw. W praktyce najczesciej wykonuje sie serie eksperymentéw,  w ktérych mierzy sie przyrost
produktu/ubytek substratu w czasie. Po wykresleniu zaleznosci zmiany stezenia AC (lub An)  od czasu (krzywa
postepu reakcji; ang. progress curve), obliczamy szybko$¢ poczatkowa na podstawie nachylenia stycznej do

oczatkowego odcinka krzywej postepu reakcji.
p 3 ¢] ywej p ep ) wykres zalezno$d przyrostu produktu od czasuE T s o ey
* Przyrost produktu/ubytek substratu mozna 1. Na wykresie zaleznosci przyrostu
mierzyé za pomocg réznych metod. S&“E’E‘,ﬁ,{'ﬂiiﬁ;ﬁfﬁﬂé’!f il
W zalezno$ci od wybranej metody, bardzo oy 2. Nalezy zmierzy¢ kat alfa (pomiedzy

czesto nalezy przeliczy¢ badany parametr na A e kizywa wykiesu, a wyznaczona styczna)
stezenie (np. w przypadku pomiaréw st e sl sl it
absorbancji, po procesie nalezy przeliczy¢ poczatkowe]

uzyskane wartosci tak aby dawaly informacje t9g= 2=V,

nie tyle na temat zmiany absorbancji w

czasie, a zmiany stezenia w czasie.)

\
i
i
i
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Kinetyka enzymow - wyznaczanie parametrow Kinetycznych

« Liniowy przebieg wykresu na krzywej  postepu reakcji jest dobrym wskaznikiem wystepowania warunkéw stanu
stacjonarnego i spetniania warunkéw kinetyki Michaelisa-Menten.

Takie warunki najtatwiej zapewni¢ poprzez stosowanie wysycajacych stezen substratu. Catkowite wysycenie enzymu
substratem wystepuje jednak  tylko przy nieskoniczonych stezeniach substratu, podczas gdy w rzeczywistych
warunkach nasycenie to nie jest catkowite i zmniejsza sig¢ w trakcie przebiegu reakcji z powodu konwersji substratu.

Dlatego Scistej liniowosci na wykresie krzywej postepu reakcji mozna oczekiwac tylko na poczatku reakgji, gdy
stezenie substratu jest bardzo duze. W trakcie postepu reakcji jej szybkos$¢ spadai wykres zaczyna odbiegac od
liniowosci. Z tego powodu warto$¢ szybkosci reakcji nie powinna by¢ szacowana bezposrednio z krzywej  postepu,
a raczej ze stycznej poprowadzonej do poczatkowego zakresu liniowego. Nachylenie stycznej wyrazone jako stezenie
substratu lub produktu przeksztalconego lub utworzonego w jednosice czasu, daje nam warto$¢ szybkosci
poczatkowej reakcji (V).

Jesli stezenie substratu ulega redukcji w serii doswiadczen lub jesli nie mozna uzyska¢ wyzszych stezen substratu
(np. z powodu jego niskiej rozpuszczalnosci), analiza szybkosci poczatkowej staje sie trudniejsza, zakres liniowy staje
sie krotszy, a odchylenie od liniowos$ci bardziej wyrazne.

Jesli jednak zakres liniowy staje zbyt krétki, warunki stanu stacjonarnego i w efekcie wazno$¢ réwnania Michaelisa-
Menten nie sg dluzej spelniane i oszacowywanie parametrow kinetycznych z takich danych wigze sie z duzym

btedem.
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Kinetyka enzymow - wyznaczanie parametrow kinetycznych
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« Wyznaczanie parametréw kinetycznych dla konkretnego enzymu bardzo czesto polega na wykresleniu zaleznosci
szybkosci poczatkowej reakcji V,, od stezenia substratu (prawdziwe dla enzyméw dziatajgcych zgodnie z kinetyka
Michaelisa-Menten)

« WAZNE: Poszczegdine szybkosci poczatkowe reakcji mierzy sie najczesciej poprzez przeprowadzenie serii
eksperymentéw ze zmieniajgcym sie stezeniem substratu.

* W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw mozliwe jest wykreslenie wykresu V, (oznaczone na wykresie przez v)
od [S] (wykres Michalisa-Menten). Z uwagi jednak na hiperboliczny charakter tej funkcji (i asymptotyczne zblizanie sie
V, do V) trudno jest precyzyjnie ustali¢ doktadng warto$¢ V .,. Problem w ustaleniu doktadnej wartosci V..,
przektada sie réwniez na trudno$¢ w ustaleniu wartosci K.

« Wspomniane wyzej ograniczenia w wyznaczaniu statych kinetycznych mozna przezwyciezy¢ przeksztatcajac rownanie
Michaelisa-Mentena w taki  sposéb, aby przedstawialo zaleznos¢ liniowa. Mozna wyprowadzi¢ trzy rownowazne
transformacje (metody linearyzacii):

o Linearyzacja Lineweavera-Burka
o Linearyzacja Hanes’a (Woolfa:Hanes'a)
o Linearyzacja Eadie-Hofstee'ego

Kinetyka enzymow - wyznaczanie parametrow Kinetycznych

« Najprostsza i najbardziej populama metoda linearyzacji jest linearyzacja Lineweavera-Burka, ktéra jest odwrotnoscig
réwnania Michaelisa-Menten:
11 Ky

E = XMT g m Réwnanie Lineweayera-Burka

« Réwnanie to daje linie prosta na wykresie zaleznosci 1/v od 1/[S]. Wykres ten znany jest jako diagram Lingweayera-
Burka:

1/vy
t Diagram Lingweavera-Burka to jedna z metod lincaryzacji wykresu
i é& Michaglisa-Menten, Odwrocenie prawej i lewej strony w rownaniu
1/, a= RE AR : e £ 2, % sxm
j@w Michaglisa-Menten i wykreslenie zaleznosci 1/V, od 1/[S] umozliwia

oszacowanie parametroéw kinetycznych enzymu

1/15,]

* Roéwnanie to opisuje linie prostai ma posta¢ y = ax + b. Wykres zaleznosci 1/V, od 1/[S] jest liniowy z nachyleniem
a = K,/V,,., i punktem przeciecia osi y w 1/V,,... Gdy zastosowane stezenie substratu [S] dazy do nieskoriczonosci (a
wigc 1/[S] na osi X jest réwne zero), punkt przecigcia na osi Y powinien odnosi¢ sie do szybkosci maksymalnej wiec
posrednio réwniez do statej szybkosci k,,,. Chociaz osiagniecie nieskoriczonej ilosci substratu jest niemozliwe w
praktyce, dzieki tej liniowej transformacji mozliwa jest ekstrapolacja przez co V ., mozna wygodnie oszacowac.
Warto$¢ K, mozna z kolei uzyska¢ zaréwno z nachylenia prostej jak i niezaleznie z punktu przecigcia linii z osig x.

Linearyzacja Lineweavera-Burka jest najczesciej wykorzystywana metoda linearyzacji, posiada jednak pewne wady
zwigzane z btedami w doktadnym oszacowaniu  parametréw kinetycznych dlatego tez zaproponowano inne

przeksztatcenia rownania Michaelisa-Menten.




Kinetyka enzymoOw - wyznaczanie parametrow kinetycznych

« Linearyzacje Hanesa uzyskuje sie poprzez pomnozenie obu stron réwnania Lineweavera-Burka przez stezenie
substratu [S] oraz wykreslenie zaleznosci pomiedzy [S]/v a [S]:

S b ol
Y% . % %ﬂg& [S] Réwnanie Lineweayera-Burka
JX[&]

@ = [5] + 'K—M Réwnanie Han
% Ve Yo s

[sliv

. Diagram Hanes’a (Woglfa-Hanes’a)

o 100 200

IS

* Wykreslenie zaleznosci [S]/v od [S] daje linig prostg o dodatnim nachyleniu 1/V,,, oraz punktach przeciecia: K,,/V,,..
(z osia y) i Ky, (z osig x). Wykres Hanes'a eliminuje problemy z niedoktadno$cig oszacowania parametréw jednak
posiada wade, gdyz zmienna [S] wystepuje na obu osiach. Stad kazdy btad eksperymentalny w odmierzaniu [S]
przeniesie sie na wynik w obu wymiarach.

Kinetyka enzymow - wyznaczanie parametrow Kinetycznych

« Ostatnia technika to zalezno$¢ Eadie-Hofstee’'ego, ktérg mozna otrzymac poprzez pomnozenie obu stron réwnania
Lineweavera-Burka przez V., i rearanzagii go aby przedsawi¢ zaleznos¢ V, od V/[S]:

1 1
E = KMT & % Réwnanie Lineweayera-Burka

X Vinay

Yo =Ygy —Ky % Réwnanie Eadie-Hodstee’ego

Diagram Eadie-Hofstee'ego.
~ Nachylenie  linii  prostej
wynosi -K,, rzedna punktu
przeciecia V., a odcieta
punktu przeciecia V,,,../Kj,

slope —Ky

v/S]

» Zalezno$¢ Eadje-Hofstee’'ego wykresla sie poprzez zobrazowanie zaleznosci pomiedzy V, a V,/[S]. W tym przypadku
parametry kinetyczne mozna okresli¢ bezposrednio z nachylenia prostej (-K,,) oraz punktu przecigcia prostej z osia y
(Vinax). Punkt przeciecia z osig x wskazuje z kolei stosunek pomiedzy (V,,,,./K,,).




Kinetyka enzymoOw - wyznaczanie parametrow kinetycznych

« Zewzgledu na rézne zalety i wady zaproponowanych technik, zaleca sie wykreslanie danych na wszystkich trzech
wykresach. Linearyzacja stuzy nie tylko do wyznaczania statych, ale takze do wykrywania wszelkich odchylen od
liniowosci, ktére moga wskazywac na alternatywne mechanizmy lub wptyw innych czynnikéw.

Réwnanie Michaelisa-Menten Y = %
j—
Réwnanie Lineweavera-Burka 1 - L + Ky N
Yoo Y o Yo [S]
lx i1
[s]1 _ [5]

Roéwnanie Hanesa

Yo
K) . M)m) - KM E
Roéwnanie Eadie-Hodstee’ego

Kinetyka enzymow - wyznaczanie parametrow Kinetycznych

« Parametry kinetyczne mozna réwniez wyznaczy¢ wykorzystujac metode nieliniowej regresji, ktéra opiera sie na
metodzie najmniejszych kwadratow:

F < e
E .1 > °
E = = /
2 E - N /é
3 i
= | T I
0 5 10 16 20
0.00 N - — —
0 1000 2000 3000 4000 [S] (mM)

Stezenic substratu ([S])

« Alternatywa dla technik wykorzystujgcych liniowe modele do analizy danych po wcze$niejszej

_ Y 15
=g, 18

ich transformacii, s te

oparte na regresji nieliniowej. Metody te omijajg standardowe problemy nieodtacznie zwigzane z technikami  opartymi
na linearyzacji danych, ale w zamian mierza sie z wymagajgcym zadaniem znalezienia optymalnego rozwigzania

dopasowania krzywej do punktéw pomiarowych.




Inhibicja

Biologiczne zahamowanie lub opdznienie procesu enzymatycznego w organizmie.

Podstawowe typy inhibiciji:
- allosteryczna
- kompetycyjna
- niekompetycyjna

Szczegolnym przypadkiem sg inhibitory akompetycyjne, ktore obnizajg zaréwno V
jak i Km.

Ich dziatanie polega na wigzaniu sie do kompleksu enzym-substrat.

Kinetyka enzymow - Inhibicja

« Aby systemy biologiczne mogly wydajnie i  bezpiecznie funkcjonowaé, muszag by¢ w stanie regulowa¢ aktywnos¢
enzymow. Czasteczki majgce zdolno$¢ do hamowania (inhibowania) lub blokowania aktywnosci enzymoéw nazywamy
inhibitorami.

« Ze wzgledu na site wigzania inhibitora z enzymem, wyrézni¢ mozemy inhibicje odwracalng i nieodwracalna:

« Inhibicja nieodwracalna — niektére inhibitory wigzqg sie zenzymami  bardzo mocno (oddziatywania kowalencyjne
lub bardzo silne niekowalencyjne). Majg one bardzo duze powinowactwo do enzyméw i po zwigzaniu sig z nimi,
bardzo trudno jest o dysocjacje takich komplekséw. Przyktadami takich inhibitoréw sa m.in.  penicylina czy
aspiryna.

E+l —=E

« Inhibicja odwracalna — cechg charakterystyczng inhibitoréw odwracalnych jest wzgledna prostota ich dysocjacji
z kompleksu z enzymem przez co ich efekt hamujacy moze by¢ odwracalny. Wyrézniamy cztery rodzaje inhibiciji
odwracalnej: kompetycyjna, niekompetycyjna, akompetycyjna i mieszana:

E+1 El

o Inhibicja kompetycyjna — w tego typu inhibicji, czasteczka hamujgca aktywnos$¢ enzymu bardzo czesto
przypomina strukturalnie czasteczke substratu przez co konkuruje z nig o dostep do miejsca aktywnego

Enzyme-substrate camplex
Substrate Prodiset

= R A L AT = R
Enzyme . “« +
Vina unchanged Inhibitory  kompetycyjne bardzo czgsto majg duzo wigksze
(but more substrate needed) powinowactwo do enzymu niz naturaine substraty.  Jednakze, jesli
/\ Infibitor wystarczajaco  zwigkszymy stgzenie substratu to czasteczki

substratu moga zacza¢  wypiera¢ inhibitor z miejsca aktywnego
Substrate binding decreased; enzymu. W tym przypadku zatem zwigkszanie stgZenia substratu
Ky Increased bedzie cofa¢ hamujacy wplyw inhibitora. Metrotrekstat (lek
przeciwnowotworowy) jest przykiadem kompetycyjnego inhibitora
=g reduktazy dihydrofolianowei,

€nzymaiahibitor
oo




Inhibicja kompetycyjna

- kompetycyjne
Hamowanie  kompetycyjne, inhibicja konkurencyjna -
wspdtzawodniczenie inhibitora z substratem o miejsce aktywne
enzymu. Przy duzych stezeniach substratu inhibitor zostaje
wyparty.
Substrat i inhibitor konkurujg o migjsce katalityczne (aktywne)
w taki sposob, ze zwiekszenie stezenia jednego z nich
powoduje przesuniecie szybkosci reakcji na jego korzysc. Jesli
stezenie substratu bedzie przewyzszac stezenie inhibitora, to
szybkos¢ reakcji zmniejszy sie nieznacznie albo w ogdle nie
ulegnie zmianie. Jesli przewaza¢ bedzie ilos¢ inhibitora w
roztworze, to katalizowana reakcja ulegnie zahamowaniu. W
przypadku inhibicji kompetycyjnej powinowactwo enzymu do
substratu sie zmniejsza (stata Michaelisa rosnie).

Inhibicja kompetyncyjna

1.

Uninhibited

C |i[c

c]|

Wigze sie z bezposrednim oddziatywaniem w
obszarze miejsca aktywnego.

Analogi  substratow i analogi  stanu
przejsciowego majg wiasciwosci zblizone do
substratu, sg wigzane przez enzym, ale nie
zamieniane w produkt, przez co blokujg
miejsce aktywne, potrzebne jest zwigkszenie
stezenia substratu aby osiagng¢ predkosc
maksymalng wiec Km rosnie, natomiast
sama wartos¢ V__ sie nie zmienia.
Przez to ze inhigltory te konkurujg z
substratem o miejsce aktywne, zwiekszenie
stezenia substratu pozwala na usunigcie
inhibitora z centrum aktywnego

Competitive

\Ei\‘\}g
<.‘ [ “c

b C

2. Substrate analogs

C

3. Transition state




Kinetyka enzymow - Inhibicja

« Inhibicja odwracalna — cechg charakterystyczng inhibitoréw odwracalnych jest wzgledna prostota ich dysocjacji
z kompleksu z enzymem przez co ich efekt hamujacy moze by¢ odwracalny. Wyrézniamy cztery rodzaje inhibicji
odwracalnej: kompetycyjna, niekompetycyjna, akompetycyjna i mieszana:

o Inhibicja niekompetycyjna — inhibitor  niekompetycyjny nie wiaze sie z enzymem w miejscu aktywnym,
a w miejscu allosterycznym. Bardzo czesto powoduje to zmiane konformacji biatka. Wiazanie inhibitora nie
ma jednak wplywu na efektywno$¢ wigzania substratu, za$ wigzanie substratu nie ma wplywu na wigzanie
inhibitora. Inhibitor moze wigza¢ sie do wolnego enzymu lub kompleksu enzym-substrat. Powstaty kompleks
enzym-substrat-inhibitor jest katalitycznie nieaktywny.

Enzyme-substrate compex

iy _— "
Vi docronses
1 ‘Substrate binding decreased, 1 Substrate binding enhanced.
Kanersosed Ke decressed
~ .
e Envne mbstrate ibitar
o Inhibicja akompetycyjna — bardzo rzadki mechanizm hamowania reakcji. Polega na wigzaniu sie inhibitora

tylko do utworzonego juz kompleksu enzym-substrat. Réwnoczesnie inhibitor nie ma zdolnosci  wigzania sie
z wolnym enzymem.
Enaym

e-substrate eomplex
. swm\:u | . 'vau.l

Enzyme | *

(Rate of product formation decreases)

Inhibicja niekompetycyjna

- niekompetycyjna

Inhibitor niekompetycyjny wigze sie w zupetnie innym miejscu
enzymu niz centrum aktywne i centrum allosteryczne. Jesli
inhibitorem jest duza czasteczka, zachodzi sytuacja, w ktdrej
czgsteczka ta wigze sie do domeny biatka zawierajgce;
centrum aktywne. Wigzanie to nie wptywa na strukture czesci
enzymatycznej biatka, ale zastania wejscie do centrum 3
aktywnego, przez co enzym jest nieaktywny. W przypadku 3
kiedy inhibitor przytaczy sie tak, ze bedzie zastaniat centrum
tylko czesciowo lub w ogdle, reakcja bedzie zachodzita,
jednakze wolnigj.
Inhibitory  niekompetycyjne nieodwracalne nie wykazuja
strukturalnego  podobienstwa do substratu, zwigkszenie
stezenia substratu na ogdt nie zmniejsza hamowania.




Inhibicja niekompetycyjna

Gdy inhibitor oddziatywuje z waznym dla
katalizy elementem/grupa funkcyjng
powoduje on zmniejszenie ilosci
funkcjonalnego enzymu w srodowisku.
Wyrézniamy:
- inhibitory
enzym,

odwracalne modyfikujace

-inhibitory  nieodwracalne, samobdjcze
powodujace trwatg deaktywacije enzymu.

W  tym  przypadku Km
niezmienione a V__ zmniejsza sie.

pozostaje

1 Uninhibited

Noncompetitive

ﬂﬂ(;

7

‘\
]S

4. Modifying reagent

5. "Suicide substrate™

Kinetyka enzymow - Inhibicja

« Inhibicja odwracalna — cechg charakterystyczng inhibitoréw odwracalnych jest wzgledna prostota ich dysocjacji

z kompleksu z enzymem przez co ich efekt hamujacy moze by¢ odwracalny. Wyrézniamy cztery rodzaje inhibiciji
odwracalnej: kompetycyjna, niekompetycyjna, akompetycyjna i mieszana:

o Inhibicja mieszana — inhibitor moze wigza¢ sig¢ z wolnym enzymem oraz kompleksem enzym-substrat (jak w
inhibicji niekompetycyjnej), natomiast w tym przypadku ma on rézne powinowactwo do obu form (np. lepiej
wigze sie z kompleksem ES niz z wolnym enzymem lub odwrotnie).
szczegolnym przypadkiem inhibicji mieszanej gdy inhibitor ma identyczne powinowactwo do komplekséw ES

oraz ES|,

« Inhibitory poprzez swoje dziatanie wptywaja na parametry kinetyczne reakciji

Inhibicja niekompetycyjna jest zatem

enzymatycznej, ktérg hamuja/blokujg.

W zaleznosci jednak od mechanizmu inhibicji, parametry V, .. i K,, zmienia¢ sie bedg w inny sposéb:

Ingeruje w
Typ inhibitora Miejsce wigzania wigzanie si¢ WPM.”. na Wpl){vy na
wartosé Ky, wartos¢ V
substratu? L
Kompetycyjny (ng?rlsr}:‘ Zr:(?))/l\:vnne) Tak Zwieksza Nie zmienia
Niekompetycyiny Wf(')’:rylp‘fgg’gé”b Nie Nie zmienia Obniza
Akompetycyiny Kompleks ES Nie Obniza Obniza
Mieszany Wvalnyienzymihib Nie Zwigksza lub obniza Obniza

kompleks ES




Kinetyka enzymow - Inhibicja

« Inhibicja odwracalna — cechg charakterystyczng inhibitoréw odwracalnych jest wzgledna prostota ich dysocjacji
z kompleksu z enzymem przez co ich efekt hamujacy moze by¢ odwracalny. Wyrézniamy cztery rodzaje inhibicji
odwracalnej: kompetycyjna, niekompetycyjna, akompetycyjna i mieszana:

o Inhibicja kompetycyjna — w tego typu inhibicji, czasteczka R "

hamujgca aktywno$¢ enzymu bardzo czesto przypomina E<=>=ES—>E+P Inhibicja

strukturalnie czasteczke substratu przez co konkuruje z nig o kompetycyjna
dostep do miejsca aktywnego K
o Inhibicja niekompetycyjna — inhibitor niekompetycyjny nie &
wigze sie z enzymem w miejscu  aktywnym, S
a w miejscu allosterycznym. Bardzo czesto powoduje to E L—‘Es ke Esp inhibicja
zmiane konformaciji biatka. Wiazanie inhibitora nie ma jednak K. ! akompetycyjna
wplywu na efektywno$¢  wiazania substratu, za$ wigzanie 4
substratu nie ma wplywu na wigzanie inhibitora. Inhibitor EIS
moze wigzac sie do wolnego enzymu lub kompleksu enzym-
substrat. Powstaly kompleks enzym-substrat-inhibitor jest 8
katalitycznie nieaktywny. E %Es I E+P inhibicja
I 9 | : "
o Inhibicja (6] tycyj — bardzo rzadki mechanizm w[;( K}r nlekompetycyjna
hamowania reakcji. Polega na wigzaniu sie inhibitora tylko do g Ke Sl
utworzonego juz kompleksu enzym-substrat. Réwnoczesnie s
inhibitor nie ma zdolnosci wigzania sie z wolnym enzymem. s
o Inhibicja mieszana — inhibitor ~ moze wigzac sie z wolnym S
enzymem oraz kompleksem enzym-substrat  (jak w inhibicji E &.Es LN inhibicja
niekompetycyjnej), natomiast w tym przypadku ma on rézne | K | mieszana
powinowactwo do obu form (np. lepiej wiaze si¢ z w[K K
kompleksem ES niz  z wolnym enzymem lub odwrotnie). B=fe e K rup
Inhibicja  niekompetycyjna  jest zatem  szczegdélnym s;

przypadkiem inhibicji mieszanej gdy inhibitor ma identyczne
powinowactwo do komplekséw ES oraz ESI.

Kinetyka enzymow - Inhibicja

« Inhibitory poprzez swoje dziatanie wplywaja na parametry kinetyczne reakcji enzymatycznej, ktérg
hamuja/blokuja. W zaleznosci jednak od mechanizmu inhibicji, parametry V. i K,, zmienia¢ si¢ beda w inny
sposob. Aby okreslic mechanizm inhibicji, najczesciej wykorzystuje si¢ metody linearyzacji danych, ktére
w bezposredni sposob ilustrujg zmiany w warto$ciach szybkosci maksymalnej reakcji oraz statej Michaelisa.

Diagramy mew_ Inhibicja kompetycyjna Inhibicja akompetysyina
Burka przedstawiajace 1/v
rézne typy inhibicji:

inhibited inhibited
uninhibited
1/a 0 1/a
t Inhibicja mieszana Inhibigja niekompetycyjna
-
X inhibited
inhibited
uninhibited uninhibited
1/15,)

1/a 1/a

Ingeruje w Wplyw na wartos¢

Vinax

Typ inhibitora Miejsce wiazania wiazanle sl Wplyw na wartos¢ K,
substratu?

Kompetycyjny ’ c:z':;‘;’;fy’;“m Tak Zwigksza Nie zmienia
Niekompetycyjny Wolny enzym lub kompleks ES Nie Nie zmienia Obniza
Akompaticyiny Kompleks ES Nie Obniza Obniza
: Wieszany Wolny enzym lub kompleks ES Nie Zuigksza lub obniza Obniza




Kinetyka enzymow - Inhibicja

« Obecnie w medycynie wykorzystuje sie szereg lekéw,

ktorych dziatanie polega na hamowaniu aktywnosci

enzymow:
Nazwa leku Choroba Enzym docelowy
Acetazolamid Jaskra Anhydraza weglanowa
Acyklovir Opryszczka Wirusowa polimeraza DNA
Allopurynal Dna moczanowa Oksydaza ksantynowa
Aspiryna Stany zapaine Syntaza prostaglandynowa
Azydotymidyna AIDS Odwrotna transkryptaza HIV
Captopril Nadci$nienie Enzym aktywujacy angiotensyne
Crixivan ADS Proteaza HIV
Enoximone Niewydolno$¢ serca Fosfodiesteraza cAMP
Fenelzyna Depresja Oksydaza monoaminowa
Fluorouracyl Nowotwory Syntaza tymidylanowa
Ibuprofen Stany zapalne Syntaza prostaglandynowa
Lowastatyna i inne statyny Miazdzyca Reduktaza HMG-CoA
rotrekstat Ostra biataczka Reduktaza dihydrofolianowa
Nitecapone Choroba Parkinsona Metylotransferaza katecholowa
Pantoprazol Wrzody Zotadka H+K+-ATPaza
Penicylina i jej pochodne Infekcje bakteryjne Bakteryjna transpeptydaza
Sorbinil Retinopatia cykrzycowa Reduktaza aldolowa
Zileuton Alergia, astma 5-lipooksygenaza

Kinetyka enzymow - inne rodzaje inhibicji

* Innym mechanizmem, ktéry moze zwalnia¢ szybko$¢ enzymow jest tzw. inhibicja produktem.
Ky Kz
E+S = ES— E+P
1 -2

« Powstajacy w miejscu aktywnym produkt  jest poczatkowo wciaz zwiazany zenzymem.  Nawet jesli reakcja
odwrotna tworzenia si¢ kompleksu ES od strony produktéw jest ~ znikoma, to produkt moze blokowa¢ wigzanie
nowej czasteczki substratu tak dtugo, jak dtugo pozostaje zwigzany z enzymem. Co wigcej, produkt reakcji, moze
w niektérych sytuacjach (zazwyczaj gdy reakcja nie jest silnie egzoenergetyczna oraz gdy stezenie produktu nie
jest znikome) konkurowac¢ z substratem o miejsce aktywne enzymu co réwniez bedzie hamowac reakcje
w kierunku produktu.

« Powstajacy produkt w okolicy miejsca aktywnego enzymu moze réwniez hamowac reakcje, poniewaz duza liczba
powstajacych czasteczek moze utrudnia¢ dyfuzje substratéw/produktéw do/z miejsca aktywnego.

« Tak wiec inhibicja przez powstajacy produkt ~w pewnym stopniu bedzie dotyczy¢ kazdego enzymu natomiast
w przypadku stabego wigzania produktu z enzymem nie bedzie ono bardzo istotne.

« Podczas przebiegu reakcji efekt hamujgcy nie jest nie jest staly, ale wzrasta wraz z tworzeniem sie produktu.

« Podobnie jak w przypadku produktu, istnieje rowniez mozliwo$¢ hamowania
reakcji przez zbyt duze stezenie substratu (inhibicja substratem). Inhibicia  —
substratowa jest najczestszym odstepstwem od kinetyki Michaelisa-
Mentena, wystepujacym w okoto 25% znanych enzyméw. Jest ona ogdlnie
przypisywana tworzeniu si¢ nieproduktywnego kompleksu enzym-substrat
po jednoczesnym zwigzaniu dwoch lub wiecej czasteczek substratu w
miejscu aktywnym.

Velocity

[S], nM




Inhibicja allosteryczna

- allosteryczna

Obnizenie aktywnosci katalitycznej enzymu w
wyniku zmiany jego konformaciji spowodowanej
przytaczeniem sie inhibitora do innego miejsca
niz miejsce aktywne. W zwigzku z brakiem
wspotzawodnictwa  substratu i inhibitora o
miejsce aktywne, zwigkszenie stezenia substratu
nie moze przezwyciezy¢ inhibicji. Inhibitor
znacznie zmniejsza liczbe obrotéw enzymu, nie
ma wplywu na liczbe czgsteczek enzymu
wigzgcych substrat.
W przypadku inhibicji allosterycznej obserwuje
sie brak zmiany wartosci statej Michaelisa (gdyz
miejsc wigzacych na enzymie dostepnych dla
substratu jest tyle samo), przy jednoczesnym
pomniejszeniu wartosci szybkosci maksymalnej
(z powodu dziatania inhibitora, zmniejszajacego 6. 1Al
szybkos¢ reakgji katalizowanej przez enzym).

1. Uninhibited

Allosteric

Inhibicja | podsumowanie

- Aktywnos$¢ enzymu mozna linearyzowac takze w postaci wykresu Eadie-Hofstee’a na ktérym na jednej osi umieszczamy v a na drugiej v/[A].
Vmax odpowiada punktowi przeciecia z osia Y, punkt przeciecia z osiag X to Vmax/Km, natomiast nachylenie wykresu to Km
Na tym wykresie dos¢ tatwo rozrézni¢ z jakim typem inhibicji mamy do czynienia

- Inhibicja kompetycyjna: Vmax pozostaje bez zmian, rosnie Km.
Wykresy z inhibitorem i bez spotykaja sie w wartosci Vmax

- Wykres dla inhibitora niekompetycyjnego jest réownolegty do oryginalnego, co oznacza, ze Km sig nie zmienia, jednak Vmax znaczaco spada.

Competitive Maxi
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enzyme
Competitive inhibitor
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Rate of reaction

Substrate concentration

Image modified from "Enzymes: Figure 3." by OpenStax College, Biology (CC BY 3.0

Metody pomiaru aktywno$ci

Metody instrumentalne:

o spektrometryczne

m UV/Vis

= Pomiar zmetnienia

» Fluorescencja

= Pomiar emisji $wiatta
o elektrochemiczne

] pH

= potencjometria
o znakowanie radioaktywne
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Kryteria doboru metody
UV/Vis

Badane substancje muszg by¢ mierzalne w zakresie dynamicznym.

o

tatwos¢ zastosowania.

o

Stosowalno$¢ do oznaczenia:
u biatek

kwaséw nukleinowych
metabolitéw

pomiary czasowe
oznaczanie oddziatywan
analiza konformacyjna
Koszt

o

o

Transmittance T = ,—' = & "¥(~0-1; respectively 0-100%)
o

)
Absorption A = —-lq;, = ¢dc

o
Concentration ¢ = oz M

£= )
Absarption coefficient » = ‘% (1M em ~1mol™ em™ ~em’ mmol™')
Definiti
L: light intensity of the blank

I light intensity of the absorbing substance
d: light path through the cuvette (1. cm)

Transmisance (%)
o 10 20 30 40 50 &0 70 80 20 100
L | 1 1 1 1 1 | 1 | 1
" B AR | I I I 1 I
w2 1 08 0605 04 03 02 0.1 0
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Kryteria podstawowe pomiaréw enzymatycznych

Warunki fizykochemiczne:
o roztwory i sita jonowa
o pH
o punkt izoelektryczny
o temperatura
Aspekty molekularne:
o substraty

Effect Conditions of inactivation Protection
o kofaktory
u@lw Law =40
Very low ternperatiure (seidom)

pH Extreme (low and high) pH values  pH optimum

lomic strength Very high (=1 M) and very low Medium electrolyte concentration
| <10mM| electralyte 1~0.05-02 M)
concentrations*

Proteclysis Cortaminations with protesses, Protease inhibitors (cf. Table 2.3)
not completely remened by Use of recombinant enzymes
purification procedure

Chemical Comtamination with reactive High purity of all components

modification Teagents (SH.active Avoidance of oxicative conditions
compoursds) Chelati

SH peisoning Oxidative conditions, promosed SH reagents, mercapoethanol,
By heavy metal ions dithicthreitod {DTT),

dithicerythritol (DTE)




Kryteria doboru metody
UV/Vis

o Badane substancje musza by¢ mierzalne w zakresie dynamicznym.
o tatwo$¢ zastosowania.
o Stosowalnos¢ do oznaczenia:
u biatek
m kwasow nukleinowych
= metabolitéw
= pomiary czasowe
w oznaczanie oddziatywar
= analiza konformacyjna
o Koszt
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Fluorescencja
Zalety:

o liniowa zalezno$¢ pomiaru stezenia
o wysoka czuto$¢

o wysoka specyficznosé

o oddaje wptyw Srodowiska pomiaru

Wady:
o skomplikowane instrumenty
o quenching (utrata emaisji w czasie)
o brak odnosnika absolutnego
o akumulacja czynnikéw posrednich

Cuvetle
E : Light trap
Xanan ‘
arc lamp

Excilatior
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Forster resonance energy transfer (FRET),
fluorescence resonance energy transfer (FRET),
resonance energy transfer (RET) ,

electronic energy transfer (EET)

Mechanizm przenoszenia energii migdzy dwoma chromoforami na
drodze innej niz promieniowanie

Chromofor-donor, bedac W stanie wzbudzonym, moze przekazywac
energie sigw
dlegwscl nie meksze] mz ok. 10 nm. Jesli oba chromofory maja
zdolno: i, stosuje sie Fluorescence
Energy Transfer (co Jest mylne o tyle, e sam transfer energii miedzy
fluoroforami nie odbywa sig na drodze fluorescencii). Jesli donor i
akceptor réznig sie widmami absorpciji i emisji promieniowania, a
znajduja sie w odlegtosci mniejszej niz 10 nm, to wzbudzajac donor
wigzka o dtugosci fali odpowiadajacej maksimum ji jego absorpcji,
obserwuje sie em\s{e fali o dtugosci odpowwada&acej maksimum emisji
akceptora. Jesli odlegtos¢ miedzy donorem a akceptorem jest wigksza,
przekazanie energii nie zachodzi i obserwuje si¢ jedynie emisje fali
przez donor z charakterystycznym dla niego maksimum emisji

414nm
UV excitation

@ 525nm
Yellow emission

Protease

cleavage

414nm
UV excitation

g Cyan emission

Thermofluor (aka Differential Scanning Fluorimetry)

A thermal shift assay quantifies the change in thermal denaturation
temperature of a protein under varying conditions. The differing
conditions that can be examined are very diverse, e.g. pH, salts,
additives, drugs, drug leads, oxidation/reduction, or mutations. The
binding of low molecular weight ligands can increase the thermal
stability of a protein, as described bg Koshland (1958) and
Linderstrom-Lang and Schellman (1959). A\mnsi half of enzymes
require a metal ion co-factor. Thermoslab\e proteins are often more
useful than their non-thermostable counterparts, e.g. DNA polymerase
in the polymerase chain reaction,[4] so protein engineering often
includes adding mutations to increase thermal stability. Protein
crystallisation is more successful for Erotems with a higher melting
Foml and adding buffer components that stabilise proteins improve the
kelihood of protein crystals forming. If examining pH then the possible
effects of the buffer molecule on thermal stability should be taken into
account along with the fact that pKa of each bqur molecule changes
uniquely with temperature. Additionally, any time a charged species is
examined the effects of the counterion should be accounted for.
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Metody wyznaczania aktywnosci enzymow

« Metody pomiarowe wykorzystywane w analizie kinetycznej enzyméw mozna réwniez ogélnie podzieli¢ na metody
ciagte (ang. continuous assays) oraz nieciagte (ang. stopped assays, discontinuous assays).

« Metody ciggte pozwalaja na monitorowanie reakcji na biezaco w czasie jej trwania, a ograniczeniem czestotliwosci
rejestracji kolejnych punktéw wynikaja tylko z mozliwosci zastosowanego urzadzenia (np. spektrofotometru).

+ Druga grupe testéw stanowig te polegajace na monitorowaniu reakcji w kilku konkretnych punktach czasowych po
uprzednim zatrzymaniu reakcji.

+ Metody ciagte majg przewage nad oznaczeniami nieciaglymi. Zapewniajac staty odczyt mierzonego parametru
w trakcie przebiegu reakcji, umozliwiajg wykrycie wszelkich odchyleri od liniowosci. W przypadku analiz
z pojedynczym punktem czasowym (jak czasem w przypadku metod nieciggtych), obowigzkowe jest ustalenie
liniowosci reakcji w zaleznosci od czasu i stezenia enzymu (aby zweryfikowaé zatozenia kinetyki Michalisa-Menten)

« Wszystkie metody spektroskopowe (absorpcja, fluorescencja, dichroizm kotowy (CD), dyspersja rotacyjna (ORD),
turbidymetria) i techniki elektrochemiczne mozna zasadniczo przeprowadza¢ w trybie ciagtym, podczas gdy
metody wychwytywania i rozdzielcze pozwalajg jedynie na analize reakcji metodami nieciggtymi. Dlatego takie
metody bedg stosowane tylko wtedy, gdy nie ma innej alternatywy.

Continuous assay Discontinuous assay

[NADH]

A s

10 » i

0 Time (min) — 0 Time (min) —

Metody wyznaczania aktywnosci enzymow

« Dodatkowo, metody pomiarowe mozna réwniez podzieli¢ ze wzgledu na rodzaj zwigzku chemicznego ulegajacego
detekcji. Metody bezposrednie (ang. direct) zaktadajg monitorowanie postepu reakcji poprzez bezposrednig analize
zwigzku, ktory jest produktem (przyrost) lub substratem (ubytek) badanej reakgcji.

« Metody posrednie (ang. indirect, coupled) polegaja na okresleniu aktywno$ci enzymu poprzez sprzezenie jednej
reakcji enzymatycznej z inna, fatwiejszg do wykrycia reakcja. Produkt pierwszej reakcji jest substratem dla drugiej.
W uktadzie sprzezonym, ztozonym z dwéch reakcji, te ktérej szybkos¢ chcemy oznaczy¢ nazywamy badang (ang.
test reaction), a druga, ktérej produkt bezposrednio wykrywamy mozemy nazywaé wskazZnikowg (ang. indicator
reaction).

o W wigkszo$ci przypadkéw reakcja wskaznikowa nastepuje po reakcji badanej, a wykrywalny produkt pojawia sie na koricu
sekwencji reakcji.

o W takich uktadach produkt posredni (P, ; produkt reakcji badanej a substrat wskaznikowej) potrzebuje troche czasu, aby
osiagna¢ faze stacjonarna, w ktérej jego tworzenie i konwersja jest stata. Ta faza stacjonarna jest stanem optymalnym do
pomiaréw w posrednich metodach pomiarowych, wiec warunki eksperymentu powinno sie dobiera¢ w taki sposéb aby faza
ta zostata osiggnieta tak szybko jak to mozliwe.

o Aby to zrealizowac¢, stezenie enzymu testowego (E,.s,) musi by¢ elementem ograniczajacym szybko$¢ reakcji, zatem musi
dziata¢ w warunkach nasycenia substratem (gdy [S] >> Kjy), tak 2& Vj to5t ~= Vipay test.

o Zdrugiej strony reakcja wskaznikowa musi by¢ réwnolegle prowadzona z nadmiarem enzymu wskaznikowego (E,,¢as)-

o W takich warunkach kiedy reakcja rozpoczyna sie, obserwuje sie faze zastoju, po ktérej stezenie [P]yqs. ustala sie w stanie
stacjonarnym, w ktérym z jednej strony jest uzupetniane przez reakcje pierwotng przy statej predko$ci (Vs res), @ Z drugiej

zuzywane przez enzym wskaznikowy w reakcji sprzezonej réwniez ze staty predkosciq (Vo ,saz). CO jest zgodne
z kinetyka Michaelisa-Menten.

o Duze ilosci enzymu wskaznikowego zapewniaja, ze efektywna szybko$¢ reakcji wskaznikowej musi by¢ réwna maksymalnej
predkosci reakcji testowej (V_res;)-

Etest. Ewskaz.
N ) Ppoér. 2 Pkoﬂc.




Metody wyznaczania aktywnos$ci enzymow

+ Dodatkowo, metody pomiarowe mozna réwniez podzieli¢ ze wzgledu na rodzaj zwigzku chemicznego ulegajgcego
detekcji. Metody bezposrednie (ang. direct) zaktadaja monitorowanie postepu reakcji poprzez bezposrednig analize
zwigzku, ktory jest produktem (przyrost) lub substratem (ubytek) badanej reakcii.

» Metody posrednie (ang. indirect, coupled) polegajg na okresleniu aktywnosci enzymu poprzez sprzezenie jednej
reakcji enzymatycznej z inng, fatwiejszg do wykrycia reakcjg. Produkt pierwszej reakcji jest substratem dla drugiej.
W uktadzie sprzgezonym, ztozonym z dwéch reakgji, te ktorej szybkos¢ chcemy zbada¢ nazywamy testowg, a drugg
dzieki, ktdrej mozemy oznaczy¢ szybko$¢ reakcji nazywamy wskaznikowaq.

o Zdarza sig, ze aby oznaczy¢ aktywnos$¢ niektorych enzymow konieczne jest tgczenie ze sobg nawet trzech reakgii.

o W przypadku reakcji sprzezonych nalezy zapewni¢ optymalne warunki dla wszystkich enzymow, ale nie zawsze jest to tatwe
jesli réznig sie np. optimum pH czy temperatury.

o Reakcja wskaznikowa nigdy nie powinna stac¢ sie etapem limitujgcym zatem jej enzymy, kofaktory i kosubstraty musza
wystepowaé w duzym nadmiarze.

Continuous
Example: Reaction involves a change |
s B Bhracily Wisasimabie Example: Coupled enzyme assay
alcohol oxidase
lpase akohol+ O, » aklehyde/ketone + H,0,
poitrophanyl fatly acid + H,O —» p-nitrophencl + fatty acid £
peroxidase
detection: spoctrophotomelrically at 440 nm HO,+ABTS > oxdized ABTS + 2H,0
detoction: spectrophotometrically at 405 nm =
g 1 g
£ 3
O [ Example: Chromatographical detection of substrate Example: Product chemically rendered -3
depletion or product formation after stop of reaction 1o allow its detection
|
Endopeptidase haloalkane
potein > poptides dehalogenase
1 +HO » + HCI
dotection: HPLC at 215 nm s
200 + HY(SCN),¢ o™ >  HgCl, + 2 Fa(SCN)"*

detection: spectrophotomelrically at 460 nm

Discontinuous

Changeable  gjjt

Metody wyznaczania aktywnosci enzymoéow

+ Spektrofotometria UV-VIS wydaje sie by¢ idealng technikg umozliwiajgcg badanie kinetyki enzymoéw. Jest to
wzglednie fatwa i wygodna metoda detekcji zwigzkéw chemicznych jako, ze kazda substancja biologiczna ma
zdolno$¢ pochtaniania (absorpcji) promieniowania elektromagnetycznego przynajmniej w regionie UV.
Z tego powodu, metoda ta wydaje sie odpowiednia dla analiz ilo$ciowych takze w przypadku enzymow.

» Niestety w wigkszosci przypadkéw substraty i produkty jednej reakcji wykazujg podobne wtasciwosci absorpcyjne.
W takich sytuacjach nawet jesli zwigzki ,produkujg” odpowiednie widma absorpcyjne z wyraznym maksimum w
waskim zakresie dtugosci fali, nie bedg przydatne do monitorowania postepu reakcji w metodzie opartej na
pomiarze absorbancji. Dlatego, tez pierwszym krokiem przy projektowaniu eksperymentéw majgcych na celu
analize aktywnosci enzymow jest namierzenie wsrod substratow i produktéw, czgsteczki, ktdra daje wyrazny i tatwo
odréznialny sygnat (przyktad NAD i NADH).

» Prawo Lamberta — Beera odnosi si¢ do pomiaru absorbancji na skutek absorpcji promieniowania przez roztwory,
w ktérych znajdujg sie anality zdolne do absorpcji promieniowania o okreslonej dtugosci fali. Zgodnie z prawem
Lambera — Beera absorbancja opisywana jest zaleznoscia:

A/l = SACl

Gdzie: bt 1
A, —Absorbancja przy okreslonej dtugosci fali elektromagnetycznej {
£ — molowy wspéiczynnik ekstynkcji zwigzku chemicznego [M-'cm-]
¢ — stezenie analitu [M]
| — grubos$¢ warstwy przez ktérg przechodzi wigzka $wiatta [cm]

NAD
+ Absorption
{ difforonce
NADH

Absorption

9 =
Cuvette Photomultiplier ~ Registration
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Metody wyznaczania aktywnos$ci enzymow

+ Spektrofotometria UV-VIS — przyktadowy pomiar aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH)

» Pomiar aktywnosci LDH opiera sie na fakcie, ze zredukowana forma NADH absorbuje $wiatlo o dtugosci fali
340nm, natomiast forma utleniona (NAD+) nie. Roéznica w absorbcji $wiatta miedzy 300 a 400nm wynika ze
zmiany w obrebie pierécienia nikotynoamidowego w trakcie utleniania i redukciji

+ Aby zmierzy¢ aktywnos$¢ LDH, mieszaning zawierajgcg mleczan i NAD* umieszcza sie w kuwecie i mierzy
absorbancje przy 340nm. Niekatalizowana reakcja przebiega niezwykle powoli, jedynie dodanie enzymu moze
spowodowac pojawienie si¢ NADH i wzrost absorbancji.

+ Zgodnie z prawem Lamberta-Beera wzrost absorbancji (przyrost stgzenia produktu w czasie) jest proporcjonalny
do szybkosci reakciji

— B. Assay of lactate dehydrogenase activity
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Metody wyznaczania aktywnosci enzymoéow

« W chemii fizycznej i analitycznej kolorymetria to technika stosowana do okreslania stezenia kolorowych zwigzkow
w roztworze. Kolorymetr to zatem urzadzenie stuzgce do testowania stgezenia roztworu poprzez pomiar jego
absorbanc;ji dla okreslonej diugosci fali $wiatta (moze by¢ uzywany np. spektrofotometr)

+ Testy kolorymetryczne wykorzystujg odczynniki, ktére ulegajg mierzalnej zmianie koloru w obecnosci analitu. Sg
szeroko stosowane w biochemii do badania obecnos$ci enzyméw, przeciwciat, hormondéw i wielu innych analitéw.

Dla przyktadu, p-nitrofenylofosforan bedacy substratem dla kwasnej fosfatazy przeksztatcany jest do p-nitrofenolu,
ktory daje zétte zabarwienie dopiero w $rodowisku zasadowym (po dodaniu NaOH). Intensywno$¢ barwy moze by¢
monitorowana spektrofotometrycznie.

* Rozktad skrobii przez amylazy moze by¢ z kolei monitorowany przez ptyn Lugola (I, w Kl). W tym przypadku
monitorowany jest ubytek substratu albo za pomoca kontroli punktu achromowego albo metodg
spektrofotometryczng (metoda aplikowana raczej dla matych stezen skrobii).
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Metody wyznaczania aktywnos$ci enzymow

Fluorymetria (Spektrofluorymetria, spektroskopia fluorescencyjna) — opiera si¢ na zjawisku emisji promieniowania
elektromagnetycznego o okreslonej diugosci fali przez substancjg, po krétkotrwatym jej wzbudzeniu falg
elektromagnetyczng o krétszej diugosci.

Fluorymetria i spektrofotometria s3 metodami pokrewnymi, z tym, ze w przypadku spektrofotometrii analizuje sig
Jjak duzo” (intensywno$¢) promieniowania elektromagnetycznego zostalo zaabsorbowane przez substancje,
natomiast w przypadku fluorymetrii jak duzo zostato wyemitowane po wstepnym wzbudzeniu substanciji.

Metoda ta jest bardziej czuta niz spektrofotometria natomiast wymaga aby sktadnik analizowanej reakcji byt zdolny
do emitowania fali elektromagnetycznej o dtugosci fali, ktérg jesteSmy w stanie zmierzy¢. Fluorymetr zatem, musi
posiada¢ zdolno$¢ do detekc;ji fal o okreslonej dtugosci, ale réwniez do generowania fal o wigkszej energii (krétszej
diugosci)

Fluorymetria dobrze sprawdza sie do detekcji koenzymoéw flawinowych oraz nikotynoadeninowych. Dehydrogenazy
zalezne od NAD(P) czesto wykrywa sie w ten sposéb, poniewaz zredukowana forma tych koenzymoéw (NAD(P)H)
po wzbudzeniu przy 260 nm, emitujg promieniowanie o dtugosci 470 nm.
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Metody wyznaczania aktywnosci enzymoéow

Do rzadziej stosowanych lecz bardzo czutych metod zaliczy¢é mozna luminometrig. Polega ona na wykorzystaniu
reakcji katalizowanej przez enzym lucyferaze (uzyskiwang ze $wietlikéw) w trakcie ktérej substrat lucyferyna przy
udziale ATP i tlenu atmosferycznego ulega konwersji do oksylucyferyny z wydzieleniem m.in. kwantéw $wiatta o
diugosci fali 562 nm.

Pomiaru intensywnosci luminescencji mozna dokona¢ we fluorymetrze.

Metoda luminometryczna moze by¢ zatem stosowana do oznaczania aktywnos$ci enzymow, ktére katalizujg reakcje
z wytwarzaniem ATP, np. kinaza kreatynowa.

lucyferaza
AMP + PPi +

creatine kinase
ADP +creatine phosphate ————  ATP+creatine

firefly-
ATP +D-luciferin+0, ————— AMP+pyrophosphate-+oxiluciferin+CO,+light
luciferase




Metody wyznaczania aktywnos$ci enzymow

+ Niektore reakcje enzymatyczne wigzg sie z powstawaniem/ubytkiem substancji optycznie czynnych. W takich
przypadkach jesli substraty i produkty réznig si¢ skrecalnoscia optyczng to takie reakcje mozemy bada¢ za
pomoca metod polarymetrycznych

» Przyktadem reakcji enzymatycznej, ktéra mogtaby by¢ analizowana za pomoca polarymetru jest hydroliza
sacharozy do glukozy i fruktozy w uzyciem inwertazy. Sacharoza bedaca substratem w tej reakcji wykazuje
skrecanie spolaryzowanych promieni $wiatta w prawo o kat +66,5°, podczas gdy glukoza skreca w prawo tylko o

kat +52,5°, a fruktoza w lewo 0 -92,4°.
O
7

» Metoda ta moze by¢ uzywana tylko przy korzystaniu z metod nieciagtych
tj. po uprzednim zatrzymaniu reakcji
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1 AW 9

1

Polaryzacja $wiatta

P
e \;*\
> \\\\\\
wL
ko

4

Skrecalno$¢ optyczna analizowanej prébki Odczyt wartosci na polarymetrze

Metody wyznaczania aktywnosci enzymoéow

« Jesli analiza substratow/produktéw reakcji enzymatycznych jest niemozliwa przy wykorzystaniu metod optycznych
to mozna stosowa¢ metody oparte na technikach chromatograficznych.

+ Substraty i produkty réznigce sie cechami strukturalnymi (rozmiar, ksztalt, rozktad tadunkéw) mozna rozdzieli¢ i
zidentyfikowa¢ technikami chromatograficznymi, takimi jak chromatografia jonowymienna, filtracja Zzelowa,
chromatografia w odwrdconej fazie, chromatografia oddziatywan hydrofobowych czy chromatografia
powinowactwa.

* Metody te polegajg na pobieraniu préb z mieszaniny w toku reakcji z nastgpnym chromatograficznym
rozdzielaniem i iloSciowym oznaczaniem produktéw i substratow.

» Metody te sg czasochtonne i moga sie rézni¢ w zaleznosci od zastosowanej techniki chromatograficznej, natomiast
charakteryzuja sie duzg doktadnoscia.
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Metody wyznaczania aktywnos$ci enzymow

+ Jedli w toku reakcji chemicznej zuzywany jest lub powstaje jaki§ gaz to do analizy postgpu reakcji mozna
wykorzysta¢ metody gazometryczne.

* Przyktadami reakcji monitorowanymi na podstawie zmian stezenia gazu sg: niektére reakcje katalizowane przez
oksydoreduktazy (wydzielanie tlenu; np. katalaza), reakcje karboksylacji/dekarboksylacji (z uczestnictwem
dwutlenku wegla), reakcje nitrogenazowe z uzyciem azotu.

Opracowano rézne metody badania reakcji poprzez okres$lenie ilosci przeksztatconego gazu, w tym m.in.
historyczna technika manometryczna z wykorzystaniem aparatu Warburga, ale réwniez nowsze techniki jak np. te
z uzyciem elektrody Clarka do monitorowania reakcji zwigzanych z wydzielaniem sie tlenu.

Mechanizm pomiaru za pomocg elektrody Clarka:

Platynowa elektroda petni funkcje katody, a elektroda srebrna jest w tym przypadku anoda. Cienka, teflonowa
btona oddziela mieszaning reakcyjng od elementéw elektrodowych. Tlen wyd2|elajqcy sie podczas reakcji, po
przeniknieciu przez membrane, redukowany jest na katodzie zgodnie z réwnaniem:

O, +4 e +4H" ———— 2H,0

Insulting cap
Insussting gase

, Platinum catnoda
 Siver eloctrode

/ Orygongameatie
1 ecioiye

Natomiast srebro jest utleniane na anodzie:

acroye

4Ag+4CH —— 4AQCl+4de

1
* Przeptyw pradu miedzy elektrodami, proporcjonalny do stezenia tlenu, jest . /72 ) '
o,

rejestrowany. ‘ ‘ o, o,

+ Czynnikiem limitujgcym w tej metodzie moze by¢ niedostateczna szybkos¢ ’w F h DI o g
dyfuzji czasteczek tlenu przez membrane. 5

Elektroda Clarka

Metody wyznaczania aktywnosci enzymoéow

Reakcje enzymatyczne, w ktérych toku zmienia sig stgzenie jonéw wodorowych w mieszaninie mozna monitorowac
za pomocg elektrodowego pH-statu.

Zmiany pH moznaby zasadniczo mierzy¢ pH-metrem natomiast aktywnos$¢ enzymoéw silnie zalezy od stezenia
jonéw wodorowych zatem ulegataby zmianie w trakcie reakcji wraz z wahaniami pH. Wykorzystanie pH-statu
rozwigzuje jednak ten problem jako, ze ten wykrywajgc nawet niewielkie zmiany pH, natychmiastowo uruchamia
system automatycznego miareczkowania. llo$¢ zuzytego kwasu lub zasady odzwierciedla w tym przypadku
szybko$¢ reakgji.

Pomiar aktywnosci lipazy lub esterazy cholinowej to przyktady reakcji nierzadko kontrolowanych przy
wykorzystaniu pH-statu.

NaOH titration to

adjust pH during
digestion

Temperature pH-statmeter controller
controlled and extent of digestionis
reaction vessel calculated from the rate

of addition of NaOH




Metody wyznaczania aktywnos$ci enzymow

Enzymy mozna réwniez bada¢ technikami elektroforetycznymi. Stosuje sie dwa podejscia, w obu konieczne jest
przeprowadzenie elektroforezy natywnej lub pétnatywnej (dodanie SDS powoduje denaturacje biatka, a wiec utrate
jego wiasciwosci katalitycznych):

Klasyczna zymografia — do Zelu poliakryloamidowego dodaje sie substrat dla enzymu (np. skrobia dla amylaz,
zelatyna dla proteaz), ktéry kopolimeryzuje wraz z zelem. Na takim Zelu przeprowadza sig elektroforeze, w ktérej
rozdzielane probki zawierajg analizowany enzym. Po zakonczeniu elektroforezy, zel inkubuje si¢ w warunkach
optymalnych dla danego enzymu (pH, temperatura). Po tej inkubacji barwi sig zel (np. Coomassie Birilliant Blue dla
proteaz, ptynem Lugola dla amylaz) — wynikiem jest caty wybarwiony na ciemno zel z jasnymi plamami
w miejscach gdzie zatrzymat sie enzym i w trakcie inkubacji zhydrolizowat substrat w zelu.

Elektroforeza natywna ze specyficznym barwieniem. W tym przypadku nie dodaje sig¢ substratu do zelu, tylko
inkubuje sie zel po elektroforezie w roztworze odpowiedniej substancji. Najwazniejsze jest aby produkt miat kolor
inny niz substrat i zeby byt nierozpuszczalny, wtedy zobaczymy zabarwienie w tym miejscu zelu gdzie znajduje sig

enzym.
Fosforan 1-naftylu

Da Fast Blue RR—,
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Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Aby mozliwa byta doktadna analiza enzymu, konieczna jest najpierw izolacja pozgdanego biatka o zdolnos$ciach
katalitycznych, a nastgpnie oczyszczenie go do odpowiedniego stopnia. Wazne jest aby materiat oczysci¢ do
takiego etapu, aby pozby¢ sie wszystkich sktadnikéw, ktére mogtyby interferowa¢ z wynikiem pézniejszych analiz
w tym réwniez innych biatek i enzymoéw.

Istniejg zatem trzy podstawowe cele oczyszczania enzymoéw — uzyskanie preparatu z maksymalng:

o Aktywnoscig wiasciwg
o Czystoscig
o Wydajnoscig

Dobér technik stuzgcych oczyszczaniu pozgdanego enzymu bardzo czgsto zalezy od jego zrédta pochodzenia.
Zrédto enzymu moze byé dobierane pod wzgledem:

Najwigkszej zawarto$ci enzymu, ktéry jest obiektem zainteresowania
Dostgpnosci materiatu

Unikalnosci materiatu/enzymu

Dostepnosci technik

00 o0oO0

Np. najwigkszg aktywno$¢ enzymoéw glikolizy wykazujg miesnie szkieletowe, podczas gdy enzymy cyklu
mocznikowego sg wylacznie w watrobie

Pierwszy etap izolacji polega zazwyczaj na rozdrobnieniu wybranej tkanki zwierzecej, roslinnej, masy bakteryjnej
czy micelium grzyba w mozdzierzu, w homogenizatorze lub za pomocg innych technik stuzacych lizie komérek.

+ Na tym etapie wazne jest aby zapewni¢ odpowiednie warunki i unikng¢ denaturacji biatek i/lub utracie

aktywnosci enzymoéw. W tym celu czesto dodaje si¢ odpowiednie bufory i rézne substancije stabilizujgce np.:

EDTA jako chelator jonéw

Dititreitol jako protektor grup sulfhydrylowych,
Glicerol

Kofaktory itp.

oo0o0oO0




Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

+ Jezeli enzym jest nadreprezentowany w konkretnej organelli komodrkowej to czgsto warto wyizolowac te
organelle. Dzigki temu pozbywamy sie duzej ilosci biatek obecnych w innych lokalizacjach komérkowych, ktére
nie sg celem procesu oczyszczania.

+ Jezeli jednak naszym celem jest wyodrebnienie konkretnej organelli to metoda lizy komérek musi by¢ tagodna,
aby nie zniszczy¢ wybranej struktury subkomoérkowej.

+ Wirowanie réznicowe moze by¢ wykorzystane do izolacji wybranej organelli. Po izolacji nalezy uszkodzi¢
strukture organelli aby uzyska¢ ekstrakt wybranych biatek.

1,000 g
1000-krotne przyspieszenie
10 min

+ Wszystkie procedury prowadzi¢ w niskiej temperaturze (na lodzie!)

Supernatant nalewany do

+ Poizolacji i lizie komorek/ wybranej frakcji subkomérowej nalezy wyizolowac¢ biatka . kolejnej probiwci

."7‘1
/1500

aby pozby¢ sig niepotrzebnych pozostatosci komérkowych mgw
20min
« lzolacje biatek czesto prowadzi sie za pomoca rozpt Inikéw organicznych,
techniki wysalania, metode temperaturowa//pH (rzadziej) - 1.7 8(; o‘oo
/ .000 ¢

Osad bogaty ¢ i
w jadra
komérkowe i
ruz
komérkowy \

Osad bogaty w mitochondria
(i chloroplasty d
komérki roilinne)

Osady bogate w
mikrosomy (czesci blon
eytoplazmatyeznych i

n
wewnatrzkomérkowyeh)

Osady bo
w rybosor

Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

* lzolacje biatek czesto prowadzi si¢ za pomocg rozpuszczalnikéw organicznych, techniki wysalania, metode
temperaturow3 (rzadziej)

Wysalanie biatek siarczanem amonu (NH,),SO,.

o Wysalanie prowadzi si¢ poprzez stopniowe dodawanie siarczanu amonu przy jednoczesnym mieszaniu roztworu. Po
dodaniu soli, roztwér wiruje sie aby oddzieli¢ od siebie wytrgcone i niewytracone biatka

o Biatka w zaleznosci od ilosci grup hydrofilowych/hydrofobowych i w efekcie obfitosci otoczki hydratacyjnej wytracaja sie
przy innym stezeniu soli. Dodawanie okreslonych ilosci soli i wirowanie prébek pozwala na rozdzielenie od siebie biatek o
réznych wiasciwosciach.

o Siarczan amonu odcigga dipolowe czasteczki wody od biatek powodujac, ze pomiedzy biatkami zaczynajg przewazac
oddziatywania hydrofobowe w efekcie czego biatka agreguija sie i wytrgcaja.

Solubility
Wykorzystanie rozpuszczalnikéw organicznych:
o Czestq praktykg izolowania biatek z réznego zrodta jest wykorzystanie rozpuszczalnikow B,
organicznych np. acetonu czy etanolu M
¢
o Po dodawaniu wzrastajgcych iloéci rozpuszczalnika organicznego, dokonuje sig¢ wirowania —
a otrzymywane osady rozpuszcza z powrotem w odpowiednich buforach /
s
oAby nie doprowadzi¢ do denaturacji biatek stosowany organiczny rozpuszczalnik O i
powinien by¢ mocno schiodzony (do ok. - 30 C) Uil
e prpT—

o Niektdre biatka mogg ulega¢ bezpowrotnej denaturacji w obecnosci rozp. org.
Wykorzystanie metody temperaturowej/zmiany pH
o Biatka termostabilne mogg zachowywacé strukture i aktywno$¢ w wysokiej temperaturze podczas gdy biatko termolabilne

moga ulega¢ denaturacji i agregacji
o Biatka wykazujg najmniejsza rozpuszczalnosé w ich pl, zatem zmiany pH mogg stuzyé wytrgcaniu konkretnych biatek




Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Dializa pozwala na oczyszczenie prébek z niechcianych substanciji. Jest zatem technikg czesto wykorzystywang
pomiedzy etapami oczyszczania (np. pomiedzy chromatografig wykluczania a chromatografig jonowymienng)

Pozwala na oczyszczenie biatka z substancji niskoczgsteczkowych na przyktad soli
Pozwala na wymiang buforu, usuniecie sktadnikéw uniemozliwiajgcych dalszg analize

Odbywa sie w woreczku dializacyjnym wykonanym z membrany celulozowej, ktéra zawiera pory — moga sie
przez nie przedostac tylko czgsteczki o okreslonej masie

Czasteczki zanieczyszczajgce przechodzg do otaczajgcego buforu poniewaz tam jest ich mniejsze stezenie niz
w woreczku (zjawisko dyfuzji)

i 3 i K ) @
Vo i :
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Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Po izolacji okreslonej frakcji biatkowej, mamy wcigz zazwyczaj do czynienia z mieszaning biatek, a nie czystym
enzymem. Aby doktadniej oczy$ci¢ enzym docelowy stosuje sig¢ szereg technik analitycznych/instrumentalnych,
ktorych celem jest albo odsianie biatek niepozadanych albo wzbogacenie uzyskanej frakcji w biatko docelowe.

W tym celu najczesciej stosuje sie metody oparte na chromatografii i/lub elektroforezie. Co wigcej techniki te
mogg tez by¢ stosowane do oceny czystosci oczyszczanych frakcji (tzn. ze mogg petni¢ role metod
analitycznych lub/i preparatywnych).

Techniki chromatograficzne mogg petnic¢ rolg zaréwno technik preparatywnych i analitycznych, natomiast techniki
elektroforetyczne rzadziej petng funkcje metod preparatywnych.




Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Rozpuszczalnik

Chromatografia wykluczania (sgczenie molekularne,
filtracja zelowa) to technika rozdzielcza wykorzystujgca
porowate ztoze do rozdziatu czgsteczek réznigcych sie
rozmiarem

Wykorzystanie porowatego zloza do rozdziatu
czasteczek réznigcych sie rozmiarem.

Czasteczki wieksze niz $rednica poréw nie penetrujg
Zziaren ztoza i opuszczajg kolumne wczesniej.

Czasteczki mniejsze niz $rednica poréw penetrujg
ziarna zloza przez co opuszczajg kolumne pdznie;j.

Metoda wykorzystywana jako wstepna metoda
separacji, kolejny etap separacja lub do odsalania
prébek/wymiany buforéw w prébkach

Ztoza: zele dekstranowe (np. Sephadex), agarozowe
lub poliakrylamidowe .

Detektor
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Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Chromatografia jonowymienna - Wykorzystuje i
wymieniacze jonowe do rozdzialu czasteczek

réznigcych sie tadunkiem.

+
Kationity — zloza wigzace dodatnio natadowane C s
czgsteczki
Anionity — ztoza wymieniajgce aniony )

Sole popularnie wykorzystywane do elucji:

chlorek sodu, ? Ol,

chlorek potasu,
chlorek wapnia,

chlorek magnezu. \ a 9’/

(e o) 4 (o} | (o}

rownowazenie —»  EKCR  _p enci —» wymywmie —»
probki

R
+
-
~Tal*
- Ujemnie naladowane ziarna
kationitu

Dodatnio naladowane bialka

Ujemnie naladowane bialka

rownowazenie

Czasteczki posiadajace ten sam tadunek co ztoze nie Wysokie stefenie soli

wigzg sig i opuszczajg kolumne jako pierwsze. B%
Czasteczki
niezwigzane

Czasteczki o matej gestosci tadunkéw na powierzchni 3 otiats

opuszczajg kolumne wczesniej (nizsze stgzenie soli).

Czasteczki o duzej gestosci tadunkéw opuszczaja
kolumne poézniej (wyzsze stezenie soli).

Naymocniej
zwigzane
czasteczki

5-10CV

Objgtosc kolumny [CV]




Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

» Chromatografia powinowactwa rozdziela biatka pod wzgledem

zdolnosci do odwracalnego oddziatywania z ligandem O i
przytaczonym do fazy stacjonarnej “
@ Prowin
+ Jest jedyng technika, ktéra pozwala na rozdziat na podstawie By f,':f,',“;,’f:,‘y
wiasciwosci biologicznych lub specyficznej struktury chemicznej @ Pratoin Aot

i og ived
by Loy

» Pozwala na oczyszczenie aktywnych form biatka z mieszaniny
zdenaturowanych lub funkcjonalnie odmiennych form, wyizolowaé
biatko wystepujace w bardzo niskim stezeniu z duzej objetosci
wyjsciowej probki lub usung¢ przeszkadzajgce zanieczyszczenia.

+ Technika ta wymaga biospecyficznego liganda, ktéry moze zosta¢

przyczepiony do matrycy (ztoza). Ligand musi by¢ specyficzny dla Antibody
danego biatka (lub grupy biatek), dziatat w postaci
zimmobilizowanej, umozliwia¢ uwolnienie biatka w warunkach
osiggalnych na kolumnie bez uszkadzania biatka

adsorption of

Najczesciej wykorzystuje sie interakcje: el loretion—»-

Biatka zawierajace His, Cys i Trp »» jony metali /'
Niektdre biatka »» barwniki /
Immunoglobuliny »» biatko A lub G (produkcja przeciwciat) 7

W oczyszczaniu biatek rekombinowanych: Histag - nikiel, [

0 000O0OOOOO

Enzym »» substrat, inhibitor, kofaktor
Niemal dowolne biatka »» Przeciwciato
Lektyny »» glikoproteiny, receptory powierzchniowe komérek -
Kwas nukleinowy »» histony, polimerazy, biatka wigzgce DNA g begnsampie
Receptory, biatka transportujgce »» hormony, witaminy §| eppicaton  /
=
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Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Do separacji enzyméw lub jako etap kontroli czystosci frakcji uzyskanych
enzymow czesto stosuje sie techniki elektroforetyczne

Elektroforeza — ruch natadowanych czgsteczek fazy rozproszonej w polu
elektrycznym

Zastosowanie zeli w celu poprawy rozdzielczosci separacji jonéw
(elektroforeza zelowa; najczesciej zele poliakrylamidowe, agaroza, agar lub
skrobia):

W przypadku warunkéw natywnych, predko$¢ migracji jonéw uzalezniona jest
od ich rozmiaru, ksztattu i wypadkowego tadunku

W przypadku gdy elektroforeze Zzelowg prowadzimy w obecnosci
dodecylosiarczanu sodu (SDS) mamy do czynienia z technikg elektroforezy
SDS-PAGE.

dedecylosiarczan sodu (SDS)

SDS znajdujacy sie w ukiadzie powoduje:

o Zrywanie niekowalencyjnych wigzan w biatkach (denaturacja)
o Nadawanie biatkom jednakowego tadunku ujemnego
o Jako detergent, poprawia rozpuszczalnos¢ biatek

Elektroforeza w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE) jest
pozwalajgca rozdziela¢ biatka pod wzgledem ich masy czagsteczkowej

metodg

o 6@
F AL,
i [ ]
R -
’ [ ]

@
Ogolny schemat przebiegu elektroforezy

zelowej w warunkach natywnych
Ty - stan przed rozpoczeciem rozdzialu
T, - stan po zakoficzeniu rozdziatu
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Schemat przebiegu SDS-PAGE
T, - stan przed rozpoczeciem rozdziatu.

T, —stan w trakcie prowadzenia rozdziahu.
T, - stan po zakoficzeniu rozdziatu.




Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Do separacji enzyméw lub jako etap kontroli czystosci frakcji uzyskanych
enzymow czesto stosuje sig techniki elektroforetyczne

Aby znacznie zwigkszy¢ rozdzielczo$¢ separaciji elektroforetycznej oraz by¢ w
stanie odrézni¢ od siebie biatka o podobnych masach, mozemy zastosowac
dwa kryteria rozdziatu wykorzystujac elektroforeze dwukierunkowa (2DE).

Pozwala na rozdziat biatek w mieszaninach ztozonych. NRRIPOL W <. .

taczy dwie, rézne elektroforetyczne techniki separacii biatek.

Rozdziat na podstawie pl oraz masy molekularnej biatek. ol
Procedura ztozona z 3 etapow: *

o Ogniskowania izoelektrycznego (IEF)

o Roéwnowazenia biatek

gradient
o SDS-PAGE = ® .

Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Do separacji enzymoéw lub jako etap kontroli czystosci frakcji
uzyskanych ~ enzyméw  czesto  stosuje sie  techniki
elektroforetyczne

Ogniskowanie izoelektryczne to metoda elektroforetyczna
polegajgcy na rozdzielaniu biatek na podstawie ich punktu

izoelektrycznego (pl). PH4 pH74
tadunek biatka jest wypadkowg tadunkéw poszczegdinych 5 ° o) ¥
aminokwasow wchodzacych w jego skiad i zalezy od pH w jakim ‘ .O‘ @2 (p ® d .l Ty

znajduje sie biatko.

Stosowana w elektroforezie 2D jako tzw. ,pierwszy kierunek”. @‘ OOo om . & ‘ G T

Biatka wedrujg w polu elektrycznym i skupiajg sig (ogniskujg)
w pH, ktére odpowiada ich pl gdzie tracg zdolno$¢ do dalszej

migracj. @‘%) @ Q ’ ‘J; T,

Schemat przebiegu IEF:

T, — stan przed rozpoczeciem rozdziatu
elektroforetycznego.

T, — stan w trakcie prowadzenia rozdziatu.

T, — stan po zakonczeniu rozdziatu.




Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Analiza czystosci frakcji

Aby efektywnie oczyszcza¢ biatka uzywajgc do tego réznych technik, musimy byé w stanie ocenia¢
skuteczno$¢ poszczegdlnych proceséw, ktérym poddajemy oczyszczang przez nas probke. Istniejg rézne
sposoby na kontrolowanie obecnosci docelowego biatka w okreslonych frakcjach. W przypadku enzymow,
najlepszym sposobem na kontrolg proceséw oczyszczania jest pomiar aktywnosci enzymatycznej
uzyskiwanych frakcji.

Mozemy wyréznic¢ kilka parametrow, ktére pozwalajg ocenia¢ czystos¢ probki i w efekcie skutecznos$¢ technik
stuzacych oczyszczaniu docelowego biatka:

Catkowita ilo$¢ biatka (mg) — méwi nam o tym ile biatka znajduje sig¢ w prébce (w odniesieniu do masy)

Aktywnos$¢ enzymatyczna (umol/min czy M/s; U) — méwi nam o aktywno$ci enzymatycznej oczyszczanego
ekstraktu w odniesieniu do jednostki aktywno$ci enzymatycznej

Aktywnos$¢ wiasciwa (U/mg) — stosunek aktywnosci enzymatycznej do ilosci biatka wyrazonej masowo

Wydajnos$¢ (%) — parametr opisujgcy procentowo aktywno$¢ enzymatyczng ekstraktu, ktéra pozostata po
procesach oczyszczania w odniesieniu do probki nieoczyszczonej (probka nieoczyszczona charakteryzuje
sie zatem wydajnoscig 100%)

Aktywnos¢ enzymatyczna probki oczyszczonej
Aktywno$¢ enzymatyczna probki nieoczyszczonej

Wydajno$é =

X 100%

Stopien oczyszczenia — miara tego jak efektywny jest kazdy stopien oczyszczania enzymu docelowego

Aktywno$¢ wtasciwa probki oczyszczonej
Aktywnos$¢ wasciwa probki nieoczyszczonej

Stopien oczyszczenia =

Wyodrebnianie i oczyszczanie enzymow

Analiza czystosci frakcji

Przyktad: wykorzystujac jedng z metod lizy komoérek, a nastepnie po wyizolowaniu frakcji biatek uzyskano
ekstrakt zawierajgcy mieszanine biatek, z ktérej to chcielibysmy wyizolowa¢ jeden konkretny enzym.
Zastosowano szereg etapdw oczyszczania, po kazdym z ktérych monitorowano pieé parametrow
pozwalajacych oceni¢ czysto$¢ probki oraz dodatkowo czysto$¢ monitorowano za pomocg techniki SDS-
PAGE

Ponizej przedstawiono jak mdgtby wygladac¢ uktad wybarwionych prazkéw po elektroforezie SDS-PAGE po
kazdym etapie oczyszczania:
L] < ©

E
T S 5 e I 1y
A— prébka nieoczyszczona

B — Frakcja odebrana po wysalaniu biatek siarczanem amonu

= = C - Frakcja odebrana po chromatografii jonowymiennej

= D - Frakcja odebrana po chromatografii wykluczania

g o>

i E - Frakcja odebrana po chromatografii powinowactwa

Na podstawie uzyskiwanych po kazdym etapie wartosci aktywno$ci enzymatycznej obliczono parametry
czystosci oczyszczanych frakcji:

Etap Catkowita ilo$¢ biatka Aktywnosé lA'kt_ywnos'é Wydajnosé Stopien )
(mg) y y (V) (U/mg) (%) oczyszczenia
A 2500 200 000 80 100 1
B 800 160 000 200 80 25
Cc 200 120 000 600 60 .5,
D 25 85 000 3400 42,5 425
E 2 70 000 35 000 35 4375




Kinetyka enzymow - wyrazanie aktywnosci enzymow

» W enzymologii stosuje sie dwie podstawowe jednostki, ktére wyrazajg aktywnos¢ enzymow

Jednostka

Katal (kat)

Jednostka enzymu/enzymatyczna
(U; rzadziej IU)

* 1kat =60 000 000 U
* 1nkat=0,016 U

Definicja

llo$¢ enzymu przeksztatcajgcego 1
mol substratu na sekunde
(jednostka zgodna z systemem Sl)

llo$¢ enzymu przeksztatcajgcego 1
pmol substratu na minute
(bardziej praktyczna)

1 U =0,00000001667 kat
1 U = 16,667 nkat

Kinetyka enzymow - wyrazanie aktywnos$ci enzymow

+ Podstawowg cechg enzymoéw jest ich aktywno$¢ enzymatyczna/katalityczna. Aktywno$¢ ta mozna mierzyc
ilosciowo i wyraza¢ w réznej formie w zaleznosci od potrzeb. Ponizej w tabeli znajdujg sig¢ najczgstsze formy
wyrazania aktywnosci enzymoéw oraz najwazniejsze parametry definiujgce/wptywajgce na aktywnos¢ enzymow:

Parametr

Szybkos$¢ maksymalna
(ang. Maximum velocity)

Liczba obrotowa enzymu
(ang. Turnover number)

Stata katalityczna
(ang. Catalytic constant)

Stata Michaelisa
(ang. Michaelis constant)

Wydajno$¢ katalityczna
(ang. Catalytic efficiency)

Aktywnos¢ objetosciowa
(ang. Volume activity)

Aktywnos$¢ wiasciwa
(ang. Specific activity)

Definicja

Vnax = kiat[Elo
Szybkos¢ maksymalna reakgcji wyrazona w jednostce stezenia
przez czas (katal albo IU); zalezna od stezenia enzymu

- Vmax

krae = 15,
Liczba obrotowa enzymu wyrazona w [s™]
niezalezna od stgzenia enzymu

kiae [s7]
Identyczna z liczbg obrotowg enzymu

Ky M]
(stata dysocjacji kompleksu ES rozszerzona dodatkowo o statg
katalityczng kyq¢
W uproszczeniu! jest to miara powinowactwa enzymu do substratu
illub stezenie substratu przy ktérym reakcja osigga 50% Vinax

% M s1]
M
Stata specyficznosci enzymu w reakcji; wyzsze wartosci wskazujg
na wigkszg specyficznosc
Aktywnos$¢ enzymatyczna (wyrazona w katalach lub 1U) na
jednostke objetosci (jednostka enzymatyczna przez mililitr)

Aktywnos$¢ enzymatyczna (wyrazona w katalach lub 1U) na
stezenie biatka (enzymu) (jednostka enzymatyczna przez
miligram)




Klasyfikacja EC enzymow i nazewnictwo

Enzymy nazywa sie¢ w dwojaki sposéb. Pierwszy sposéb to dwuczesciowa nazwa enzymu, gdzie czesé
pierwsza, zakonczona przyrostkiem "-aza”, okresla typ katalizowanej reakgcji, a druga — substrat(y) reakcji (np.
dekarboksylaza pirogronianowa). System nomenklatury EC (ang. Enzyme Classification) z kolei jest oparty na
czterocztonowym zapisie numerycznym. Podstawg tej klasyfikacji jest typ i mechanizm katalizowanej przez nie
reakcji oraz uzywane substraty.

Kazdy enzym posiada swoéj kod o postacii EC xx.xx.xx.xx, gdzie litery x oznaczajg cyfry
arabskie. Sam numer skfada sie z 4 cztonéw: pierwszy okresla gtéwng klase, charakteryzujaca typ katalizowane;j
reakgji; drugi okresla podklase, charakteryzujacg zazwyczaj rodzaj wigzania lub grupy, ktorej dotyczy reakcja;
trzeci okresla pod-podklase, ktéra moze zawierac¢: doktadniejsza specyfikacje wigzania, grupe zwigzkéw do
ktérej nalezy substrat, nazwe donora lub akceptora; czwarty wskazuje na okreslony enzym
przez podanie nazwy substratu reakgji.

Dla przyktadu: kod EC kinazy pirogronianowej wynosi EC 2.7.1.40, gdzie liczby w kolejnosci $wiadczg o
przynaleznosci enzymu do: klasy 2. czyli transferaz, podklasy 7. czy enzyméw przenoszacych grupy
fosforanowe, pod-podklasy 1. przenoszacych na akceptor z grupg CH-OH. Ostatnia liczba (40) oznacza
indywidualny numer kinazy pirogronianowej w obrebie pod-podklasy 1.

Przyktady nazewnictwa enzymoéw:

Kod Nazwa systematyczna Nazwa potoczna
EC.1.1.1.1 Oksydoreduktaza alkohol:NAD Dehydrogenaza alkoholowa
EC.2.6.1.2 Aminotransferaza L-alanina:2-oksoglutaran Aminotransferaza alaninowa
EC.3.1.3.9 Fosfohydrolaza D-glukozo-6-fosforanowa Glukozo-6-fosfataza
EC.4.1.1.1 Karboksylaza 2-oksokwasow Dekarboksylaza pirogronianowa
EC.5.3.1.6 |zomeraza D-rybozo-5-fosforanowa Izomeraza pentozofosforanowa
EC.6.3.4.2 Ligaza UTP:amoniak Syntetaza CTP
EC.7.4.2.13 ATP fosfohydrolaza (typ ABC, importujgca tyrozyne) Transportaza ABC tyrozyny

Klasyfikacja EC enzymow i nazewnictwo

« Zgodnie z przyjeta klasyfikacjg EC, enzymy dzielimy na 7 klas:

EC1
Oksydoreduktazy XH, +Y & X + YH,
- ! XR+Y o X+YR
Transferazy !
Py ! XY +H,0 < XH + YOH
Hydrolazy 1
__ x ) Y - x * Y
eeo XY & YX
Izomerazy
. | X+Y +ATP + H,0
Ligazy — XY + ADP +P;
EC7

Translokazy

112




kataliza enzymatyczna
mechanizmy

« Rola miejsca aktywnego:
o wiazanie substratu/produktu
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kataliza enzymatyczna
mechanizmy

e Koordynacja za pomocg wtasciwosci

fizyko-chemicznych aminokwaséw i zwigzkow

chemicznych zlokalizowanych miejscu aktywnym [ ©
(kofaktorow) S . g

Carboxylate

Hydroxyl Thiol Amine Amide
o &
Imidazole Indole

Guanidinium Phenol




kataliza enzymatyczna
mechanizmy

e Poszczegdine aminokwasy wykazujg rézne
powinowactwo do miejsca aktywnego w zwigzku
zich zdolnoscia do konwersji substrat-produkt.

Arg Asn Asp Cys GIn Glu His Lys Phe Ser Thr Trp Tyr
EC1| » . . ’ . 3 5 (|
EC2| o e | @ c|l@] . .
EC3| « | « | ® . "
EC4 | » . B o e | @ - . .
ECS5| » e | @ e | @] o . o | @
EC6 | » B © N . @ -

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

e  Kluczowe aminokwasy w miejscu aktywnym
wykazujg wysoka konserwacje ewolucyjna.
e Wynikatozichroliw:

o koordynacji substratu

o udziatu w mechanizmie katalizy g:'::gz:': 22:3:;

DF-EMDVVE\-MVIhLaw Sy

DF-EMDVVE-MVI LAY UM

DF-EMDVVE\-MVihLaw Sy
DF-EMDVVEI-MVibLap Sy

DF-EMDVVEI-MVL LAWY

DF-EMDVVE-MVibLas Sy
DF-EMDVVEI-MVibLAR S
DF-EMDVVL\- NDTVAT
EF-EMDVVEA-MVL LAY
DI-EMDVVL\-MVLBEAS -G
DF-EMDVVEI-MViLbLAS S
DF-EMDVVEN-MVL LAY
DF-EMDVVLI-MVLBERS-SY

H::5+5¢ 70

Varisble ~ Average Conserved




kataliza enzymatyczna
mechanizmy

e  Efekty wywierane przez miejsce aktywne:
o ograniczenie swobody ruchu substratu
o niekowalencyjna stabilizacja pétproduktow
o kontrolowany transfer elektronéw/protondw/grup
funkeyjnych
o  kontrolowane zrywanie i tworzenie wigzan

e  Efekty energetyczne:
o redukcja entalpii (tworzenie kompleksu [ES])
o wzrost entropii (eliminacja wody z miejsca
aktywnego)

/\ Substrates Product
- Lo 2
C\@ N &\/-/ &« - G
Enzyme Enzyme-substrate Enzyme
complex
(https://mybi life. 2013/03/21/enzymes/)

| Water-mediated interaction |

Bound

(Communications Chemistry 3(1):19)

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

e Kataliza kowalencyjna i efekty elektronowe:
o S, 0, N wykorzystywane w ataku nukleofilowym
o Cys, Lys, Asp, Ser (, His, Thr, Glu, Tyr) sg
wykorzystywane w katalizie kowalencyjnej
o  deprotonacja osiggana jest poprzez efekty
polaryzacji fadunku

‘ Transition state
Substrate
Cysteine
€y, 0
(G) Aspartate
pKa=8.6 Lysine (Asp, D)
(Lys, K)
-0.564 (-0.528)

Product

Saps

Serine
(Ser, S)

pKa=13

428 (40. 340)“?

Methanol




R, Ry
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kataliza enzymatyczna é - i * g
NH Ry NH
>:NH >:NH

mechanizmy
H N HoN
e Hydroliza wigzan peptydowych R
o Polaryzacja i deprotonacja substratu w trypsynie /—Ser1g5 LN
X H

osiggana jest poprzez atak Ser195 i His56 N—R His56 ¢ )H <5895

N
— [}

N

H

Protein

; HisS6 e~/
S m\j’g
N

Protein

Protein

acyl-enzyme
intermediate

|
/N\
His56 SC’ 195

L8 3y

H

1

Protein H N~ H
acyl-enzyme

intermediate Protein

kataliza enzymatyczna

mechanizmy

e Kataliza z wykorzystaniem metali:
o In
o Cu
o Mg
o Mn
o Fe
o Co
o Mo
o V
o W

e Reakcje:
o utleniania i redukcji
o hydrolizy

o transferu grup funkcyjnych (fosforanowych, tlenu)
e Metale odpowiadaja:

o transport elektronéw

o  stabilizacje elektrostatyczng

o  aktywacje substratéow
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kataliza enzymatyczna i = SR |
2
mechanizmy L i ¢|2Hz ‘f"’
y _ . n \cH o0~ CH,
e  Wykorzystanie rownowagi kwasowo zasadowej: c—N'c s
o wymaga transportu H* pomiedzy enzymem i H coo
substratem o Aspartate  Glutamate
o Najczesciej wykorzystywane aminokwasy: Histidine
m  histydyna (pKa = 6.5) (pKa=4)
m  kwas asparaginowy
m  kwas glutaminowy
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Dihydroxyacetone-P

Glyceraldehyde-3P




