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ZAKRES MATERIALU

e Podstawy enzymologii.
Podziat enzymow.
Metabolizm lekdw.
Struktura biatek i wykorzystanie zmiany struktury biatek do tworzenia nowych lekdw.
Mutagennos¢, kancerogennosé - mechanizm dziatania cytostatykow.
Molekularna podstawa stanu patofizjologicznego.
Molekularny wptyw lekdw na te stany.

enzymologia
Statyny

Inhbitory reduktazy HMG-CoA, grupa wielofunkeyjnych
organicznych zwigzkéw chemicznych, zaréwno
pochodzenia naturalnego, jak i syntetycznych, o réznej
budowie chemicznej, majacych w formie aktywnej wspding
grupe farmakoforowg: taricuch p-hydroksykwasu.

Lovastatin, a compound isolated from
Aspergillus terreus, was the first statin to be
marketed.

Atrowastatyna
Syntetyczna pochodna:

W 2003 najlepiej sprzedajace sig lekarstwo w historii 12.4
mld USD sprzedaz firmy Pfizer w USA.




enzymologia to...

Enzymologia to gataz biochemii, ktéra bada enzymy, ich strukture, wtasciwosci,
funkcje i sposob, wjaki katalizujg (przyspieszaja) reakcje biochemiczne

Enzymy s3 niezbedne do zycia, jakie znamy. Biorg udziat w kazdej reakcji chemicznej
zachodzacej w zywym organizmie. Bez enzymdw reakcje te zachodzityby zbyt wolno,
aby podtrzymac zycie.

Oto niektdre z kluczowych obszaréw badari w enzymologii

Struktura enzyméw: Obejmuje to zrozumienie tréjwymiarowej struktury

enzymow, a takze wtasciwosci chemicznych aminokwasow

wchodzacych wich sktad.

Funkcja enzymu: Obejmuje zrozumienie, w jaki sposob enzymy wigza

sie ze swoimi substratami (czasteczkami, z ktorymi reaguja) i w jaki

spos6b katalizuja reakcje.

Regulacja enzyméw: Jest to badanie, w jaki sposdb aktywnos¢

enzymow jest w celu

komérkowej.

Kinetyka enzyméw: Jest to badanie szybkosci reakcji katalizowanych

przez enzymy.

Zastosowania enzymow: Obejmuje wykorzystanie enzyméw w réznych
i i takich jak produkcja

biopaliw, zywnosci i farmaceutykow.

Badanie enzymologii doprowadzito do wielu waznych postepéw w
nauce i medycynie. Na przyktad rozwéj lekéw opartych na enzymach
zrewolucjonizowat leczenie wielu chordb, takich jak rak i cukrzyca.

[Gemini]
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enzymologia

enzym + gr. logos = nauka

Interdyscyplinarna nauka o enzymach, ich strukturze, mechanizmach dziatania, systematyce i praktycznym zastosowaniu.

Rozwéj enzymologii zapoczatkowaty w XIX w. badania nad katalityczng aktywnoscia materiatéw biologicznych i wyciaggéw z nich,

wywodzace sie z obserwacji trawienia i fermentacji (XVIII w.); termin enzym wprowadzit 1877 W.F. Kiihne.

enzymologia poréwnawcza ustala podobieristwa i réznice migdzy okreslonymi enzymami u réznych gatunkéw organizmow,
dazac m.in. do poznania ewolucji enzymoéw;
enzymologia strukturalna bada strukturalne aspekty aktywnosci enzymatycznej;

enzymologia fizyczna analizuje kinetyczne i termodynamiczne aspekty katalizy enzymatycznej;




rys historyczny

Lazzaro Spallanzani, wioski naukowiec zyjacy w latach 1729-1799, wniést
znaczacy wktad, ktéry potozyt podwaliny pod dziedzing enzymologii.
Chociaz nie odkryt bezposrednio enzymdw, jego praca utorowata droge do
przyszlych postepow w zrozumieniu trawienia i utorowata droge do
odkrycia enzyméw.

Eksperymenty i : Spall; i przep dzit liczne eksperymenty
pod koniec XVIIl wieku, koncentrujac sie na procesie trawienia.
Zaobserwowal, ze migso zalane wodg zmigkto i rozpuscito sie nawet przy
braku zotadka, co sugeruje obecno$é czynnikéw trawiennych
wykraczajacych poza fizyczne rozdrabnianie.

Izolacja pepsyny: St i wyizolowat sok y z zotadka
zwierzat, ktéry nazwat "sokiem zotadkowym". Wykazal, ze ten sok
Zzotadkowy moze rozktada¢ mieso poza ciatem, co dodatkowo wspierato

idee czynnikéw chemicznych, pézniej znanych jako enzymy, biorgcych
udziat w trawieniu.

Kontrowersje i torowanie drogi: Jego odkrycia podwazyty dominujaca
teorie mechanicznego trawienia i wywotaty kontrowersje w spotecznosci

j. Jednak praca pomimo poczatkowego oporu,
ostatecznie znaczaco przyczynita sie do zrozumienia trawienia i potozyta
podwaliny pod péZniejsze odkrycie enzymow przez innych.

wspotczesnie

e Wstep do kinetyki enzymatycznej, enzymologii molekularnej i enzymologii strukturalnej
(poczatek XX wieku)

e Model klucza i zamka jako opis oddziatywar pomiedzy enzymem a substratem (E.
Fischer)

e Matematyczny model kinetyki enzymatycznej - wprowadzenie terminu ,kompleks

enzymsubstrat” jako opis stanu posredniego (1903 r., V. Henri)

Uzupetnienie poprzedniego modelu, wprowadzenie réwnania Michaelisa-Menten do opisu

Kinetyki enzymatycznej (1913, L. Michaelis, M. Menten)

Wyznaczenie pierwszej struktury enzymu - ureazy (1926 r., J. Sumner)

Odkrycie koenzymédw - nikotynoamidowych oraz flawinowych (lata 30. XX wieku, H. Euler,

0. Warburg)




pojecia podstawowe

Enzymy to biatka (lub RNA), ktdre katalizujg reakcje chemiczne w organizmach zywych.

Enzymy pochodzenia biatkowego maja unikalng strukture, ktéra jest kluczowa dla ich funkcji.
Sktadaja sie z aminokwasdéw potaczonych ze soba wigzaniami peptydowymi, a ich struktura jest stabilizowana
przez wigzania wodorowe i jonowe oraz oddziatywania hydrofobowe.

Swoje zadanie realizujg poprzez obnizenie energii aktywacji reakcji chemicznej, umozliwiajgc szybsze przejscie z
substratu do produktu.

Pojecia zwigzane z budowg enzymow:

apoenzym, holoenzym, kofaktor, koenzym, grupa prostetyczna, miejsce aktywne.

Enzymy RNA (rybozymy) - niektdre czasteczki RNA sg zdolne do katalizowania reakcji chemicznych.

pojecia podstawowe

Enzymy dziatajg poprzez wigzanie sie z substratem i katalizowanie reakcji chemiczne;.

Mechanizm dziatania enzyméw obejmuje tworzenie kompleksu enzym-substrat, zmiane struktury substratu, katalize reakcji
chemicznej i uwolnienie produktéw.

Wybrane wtasciwosci zwigzane z dziataniem enzyméw:

moc katalityczna, specyficzno$¢ substratowa, regulacja aktywnosci (nie dotyczg wszystkich enzyméw), przeksztatcanie formy
energii.

Przyktady enzymdw: amylaza, pepsyna, trypsyna, lipaza, chymotrypsyna, laktaza etc.

Enzymy sg kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania organizméw zywych.

Petnig one wiele waznych funkcji, takich jak trawienie, synteza biatek i DNA, regulacje proceséw metabolicznych i wiele innych.
Choroby zwigzane z zaburzeniami dziatania enzyméw to np. mukowiscydoza (biatko CFTR), fenyloketonuria (hydroksylaza
fenyloalaninowa), niedobor laktazy.




rybozymy

Odkrycie rybozyméw wyjasnito
odwieczng zagadke co byto pierwsze:
jajko (DNA) czy kura (biatko).

Skoro biatka (enzymy) potrzebne sg do
replikacji DNA, transkrypcji i translacji
a do powstania biatka niezbedny jest
kod w postaci DNA, to co powstato
pierwsze.

Okazato sig, ze RNA - samo byto
informacja genetyczng i jednoczesnie
mogto przeprowadzaé reakcje.

Z czasem funkcje nos$nika informacji
przejeto stabilniejsze DNA natomiast
funkcje katalityczne - biatka.

W ewolucji etap przed pojawianiem sig
DNA i biatek nazywany jest Swiatem
RNA (hipoteza).

The Nobel Prize in Chemistry
1989

Fo
Si
Prize share: 1/2

SPMRIA —=RNA— p‘rotg)a!‘n .
information of genetic + (‘>
information
and G
biocatalyst

(Nobel Prize m 1989)

A schematic picture of the self-splitting of
RNA-molecules. Previously it was thought that this
process, which is crucial for the transcription of the
genetic message, required the catalytic activity of
proteins (from Ann. Rev. Biochem. 1986 55:606)

maszyneria komoérkowa

e Enzymy [gr. en zymé ‘w zaczynie],
biokatalizatory, dawniej fermenty, biatkowe
katalizatory reakcji chemicznych w uktadach
biologicznych.

e sgsilnie zréznicowang pod wzgledem
budowy przestrzennej grupa biatek;

e wyrdzniamy:

o biatka proste i biatka ztozone
o biatka monomeryczne i biatka
oligomeryczne

e  holoenzym sktadajacymi sie z biatkowego
apoenzymu aktywnego katalitycznie dopiero
po przytaczeniu drobnoczasteczkowego
kofaktora;

e enzymy s3 zbudowane:

o zconajmniej 100 reszt
aminokwasowych,

o maja mase czasteczkowa powyzej
10 kDa

o $rednice od 2,5 nm.




budowa enzyméw
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tancuch polipeptydowy o
zdeterminowanej genetycznie
sekwencji aminokwaséw ulega
sfatdowaniu, przybierajac unikatowa
strukture drugo- i trzeciorzedowsg;
uporzadkowana i charakterystyczna
dla danego enzymu budowa
przestrzenna (konformacja) okresla
rodzaj katalizowanej reakcji
chemicznej oraz jej regulacje.
Budowa hierarchiczna:

Struktura pierwszorzedowa;
Struktura drugorzedowa;

Struktura trzeciorzedowa;

Struktura czwartorzedowa;

(a)

(b)

- Arg-Val - Glu-Lys -Met -Val - Leu ~Ala-Gly -

(€)

(d)

budowa
i wtasciwosci aminokwasow

Wszystkie biatka zbudowane sa z 20
standardowych aminokwaséw.
Aminokwasy moga wystepowac w
konfiguracji D lub L.
W biatkach wystepuje tylko izomer L.
Wtasciwosci fizykochemiczne
aminokwasow sg zwigzane z
wiasciwosciami ich taicuchow
bocznych. Naleza do nich:

o polarnosé¢
kwasowo$¢ | zasadowos$¢
aromatyczno$¢
masa czasteczkowa
zdoIno$¢ do tworzenia wigzan
wodorowych | sieciowania
o  reaktywno$é chemiczna

O O O O

— A. Amino acids: functions

Components of:

Peptides

Proteins

Phospholipids ‘
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Neurotransmitters:

Reparte S> €
Glycine

L-Amino acid

Precursors of:

Keto acids
’ Biogenic amines

¥ Glucose
Nucleotides
Heme, creatine

Transport molecule for:
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c00®

coo®
® ®
HIN R HIN H
i R

L-Amino acid

Fischer projections

1 ©00d

i ® ®

i H VieH 5 Pen
; 4 H

©00)

D-Amino acid
(mirror image)




A GUIDE TO THE TWENTY COMMON AMINO ACIDS

AMINO ACIDS ARE THE BUILDING BLOCKS OF PROTEINS IN LIVING ORGANISMS. THERE ARE OVER 500 AMINO ACIDS FOUND IN NATURE - HOWEVER, THE HUMAN GENETIC CODE

. . s
pod Z | al' a | I l I n 0 kwa SOW ONLY DIRECTLY ENCODES 20. ‘ESSENTIAL AMINO ACIDS MUST BE OBTAINED FROM THE DIET, WHILST NON-ESSENTIAL AMINO ACIDS CAN BE SYNTHESISED IN THE BODY.
Chart fiey: @ surnanc @ aromaric @) acoc @) sasic wvoroxviic (@) sutrur-conranme @) amoic (O) Non-esseNTIAL ) essenTiAL
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e Amidowe - Sy
® TYROSINE ¥ numuigncmo ARGININE ) mmn-mto
e  Srednia masa aminokwasu: 110 Da o s L B W
LYSINE o SERINE THREONINE CYSTEINE METHIONINE () ASPARAGINE o GLUTAMINE 0

Note: This chart only shows those amino acids for which the human geneti code directly codes for Selenocysteine i often referred to as the 215t amino acid, but s encoded i a special manner,
In some cases, etween asp P acid an acid is difficult. In these cases, the codes asx (B) and glx (Z) are respectively used.
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struktura
drugorzedowa

Przestrzenna forma tancucha
polipeptydowego.

e  helisaa
(a) model (tylko atomy C )
(b) schemat wigzan wodorowych
(c) przekrdj helisy

e  struktura B
(a) schemat wigzan wodorowych
(b) widok w osi ptaszczyzny
(c) mozliwe warianty
(réwnolegty | antyrownolegty)

e  petleizwroty

(a)

(36reszt aminokwasowych |

na obrét)
0,54 nm

_ atomy C, kolejnych reszt aminokwasowych

] 0,15 nm (obrot reszty o 100%)

polozenie szkieletu faricucha  polipeptydowego
zbudowanego zatomow C.,
iatoméw wiazan peptydowych C-N
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struktura
trzeciorzedowa

Przestrzenne utozenie wszystkich
aminokwasow w biatku.

Biologicznie aktywna, natywna konformacja
utrzymywana dzieki licznym wigzaniom
niekowalencyjnym.

struktura
czwartorzedowa

Przestrzenne utozenie polipeptydowych
podjednostek oraz ich kofaktorow.




wizualizacja
struktury

(a)

(b)
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stabilno$é biatka

e  Sily elektrostatyczne
o paryjonowe
o mostki solne
o oddziatywania van der Waalsa
e  Wigzania wodorowe
e  Sily hydrofobowe
e  Wigzania disiarczkowe
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czynniki fizyczne
wptywajace na stabilnos¢

e  Srodowisko
e  Temperatura (i ci$nienie)
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miejsce
aktywne

e  (zesc trzecio- lub czwartorzedowej
struktury biatka odpowiedzialna za
aktywno$¢ katalityczng nazywa sie
»miejscem aktywnym” i najczesciej
zajmuje 10-20% catej objetosci biatka Substrate Mobile Coenzyme

- . . P Essential lactate) loo NAD®;

e  Miejsce aktywne jest najczesciej Sf.e" ia ( P (NAD®) Enzyme
hydrofilowa szczeling lub rotein
zagtebieniem, w ktorym znajduja sie
odpowiednie aminokwasy z
odpowiednimi taricuchami bocznymi
wigzace substrat(y) i przeprowadzaja
reakcje. N

e  Czasami w miejscu aktywnym wigzany y =
jest dodatkowo kofaktor(y), ktére »

>

uczestnicza (pomagajg) w katalizie




interakcje w
miejscu aktywnym

Charakter miejsca aktywnego jest Scisle zwi z i 3

reakcja chemi - p y i mi lig

) Ligandem nazywamy substrat lub produkt reakcji
chemicznej katalizowanej przez enzym.

. Jedng z podstawowych cech enzymow jest wysoka
specyficzno$é substratowa, ktéra wynika z serii wysoce
specyficznych niekowalencyjnych interakeji taczacych
enzym i substrat.

. Centra aktywne sg chiralne, wigc naturalna jest wyzsza
zdolno$¢ wigzania jednego enancjomeru nad drugim
(jak dtori i rekawiczka).

. Wyrdznia si¢ 4 podstawowe typy interakcji
enzym-substrat wykorzystywane przez enzymy:

BINDING SITE

o interakcje elektrostatyczne;
o wigzania wodorowe;
o intzrakcje hydrofobowe;
o interakcje niepolarne (van der Waalsa);
HYDROGEN BOND
DONORHOTSPOT
¥
@
oddziatywania
elektrostatyczne SR

e  Oddzialywania elektrostatyczne
(40-200 kJ/mol) dotyczg substratow
posiadajacych zjonizowane grupy
funkcyjne reagujacych z przeciwnie
natadowanymi resztami aminokwaséw
w miejscu aktywnym

e  Silniejsze niz wigzania wodorowe

e Moga rozciggac sie na dalsze
odlegtosci niz inne niekowalencyjne
oddziatywania

e  Oddzialywania elektrostatyczne w
biatkach bedg bardzo zalezeé¢ od pH
srodowiska (ze wzgledu na
amfoteryczno$¢ aminokwaséw
budujgcych biatka)

Thr 257( A) .

(e}

N--2
N Arg S9(A) ’&
2’\__/” 7

Schemat oddziatywari w centrum aktywnym aminotransferazy.
PDB-ID:1A3G.




wigzania
wodorowe

e  Tworzg sie pomiedzy donorem
wigzania zawierajacym wolng pare
elektronéw i akceptorem zawierajagcym
kwasowy atom wodoru. W ten sposdb
najczesciej wigzane sg substraty
polarne. Sita wigzania zalezy od natury
chemicznej i utozenia przestrzennego
reagujacych grup.

Acid  Base Donor Acceptor Di_ssociated Protonated
acid base
A—H I A—H-eee B €al H—g®

Initial state Hydrogen bond Complete reaction
1. Principle

Water Proteins DNA
2. Examples

oddziatywania
hydrofobowe

e Oddziatywania hydrofobowe (3-10 kJ/mol)
polegaja na faczeniu sie ze sobg grup
hydrofobowych, w celu ochrony czasteczki
przed oddziatywaniem na nie czasteczek
wody.

e  Niepolarne fragmenty czasteczek w
rozpuszczalniku polarnym (w wodzie) taczg
sie ze sobg z tego wzgledu, Ze ogranicza to
liczbe czasteczek wody, otaczajacych te
fragmenty (otoczka hydratacyjna). Jest to
efekt termodynamicznie korzystny poniewaz
zwieksza entropie uktadu.

e  Hydrofobowe substancje majg tendencje do
agregacji i ekstrakcji z roztworéw wodnych,
dlatego tez hydrofobowe substraty (lub
zawierajace hydrofobowe grupy czy
powierzchnie) wigzg sie preferencyjnie z
hydrofobowymi fragmentami miejsca
aktywnego.

Externally Hydrophobic

Hydrophilic

Hydrophobic

Externally Hydrophilic




oddziatywania
van der Waalsa

Oddziatywania van Der Waalsa (0,4 - 4
kJ/mol) - oddziatywania typu trwaty dipol -
dipol indukowany lub dipol indukowany -
dipol indukowany (sity dyspersyjne Londona)
Spowodowane zachodzacymi w czasie
zmianami rozktadu fadunkéw elektronowych
wokeét jadra atomu.

Bardzo stabe oddziatywania dziatajace na
bardzo bliskich (lecz optymalnych)
odlegtosciach pomiedzy czasteczkami.
Duza liczba tego typu oddziatywan
(wynikajaca z duzej ilosci kontaktéw
pomiedzy atomami) powoduje jednak, ze
sumarycznie oddziatywania te moga w duzym
stopniu determinowac¢ site wigzania
substratu do enzymu.

Wynikaja z bliskosci atoméw substratu i
miejsca aktywnego. Zazwyczaj ksztatt
miejsca aktywnego jest wysoce
komplementarny do ksztattu substratu stad
sity te sumuja sie i dajg trwate wigzanie.

Accessible

Molecular
surface

miejsce aktywne -
powinowactwo

Kompleksy tworzgce sie w miejscu aktywnym

charakteryzujg rézng site interakcji.

15 kcal/mol to Srednia energia odziatywan
Zrdznicowanie poziomow energetycznych stuzy
realizacji réznych celéw biologicznych.

Stan przej$ciowy charakteryzuje si¢ nizsza

energig niz stan wyjsciowy.

Binding Energy Dissociation Constant
Protein  Ligand (kcal/mol) (Kd) (Molar)
Antibody Antigen —6to—11 14" ~102to 1078
Receptor Hormone ~-12 4 ~107°
Enzyme  Substrate -4to -8 13 ~1073to 107°
Cofactor -5.5t0 9.5 [42] ~107*to 1077
Inhibitor -10to —15 (54 ~107 to 10711

Transition state

~16 to —27 134¢

~1072 to 1072

0g 0t
L

Keto acid

e

Hydroxy acid




miejsce aktywne -
modele interakcji

Enzymy musza wigzac¢ swoje substraty, zanim beda mogty
katalizowac jakgkolwiek reakcje chemiczng. Enzymy sa
zwykle bardzo specyficzne pod wzgledem wigzanych
substratow, a nastepnie katalizowanej reakcji chemiczne;.
Specyficznosé jest osiggana poprzez wigzanie kieszeni o
komplementarnym ksztatcie, tadunku i wtasciwosciach
hydrofilowych/hydrofobowych w stosunku do substratow.
Enzymy moga zatem rozréznia¢ bardzo podobne
czasteczki substratow, aby byé chemoselektywnymi,
regioselektywnymi i stereospecyficznymi.

PROTEIN STRUCTURE
Scaffold to support and
position active site

ACTIVE SITE

e Zamkaiklucza
Lock & key (Emil Fischer, XIX wiek)
e  Wymuszone dopasowanie
Induced fit (Daniel Koshland, 50)
e  Selekcja konformacyjna
Conformational selection

model
zamka i klucza

Aby wyjasni¢ obserwowang specyficzno$¢ enzyméw, w
1894 r. Emil Fischer zaproponowat, ze zaréwno enzym,
jak i substrat posiadajg specyficzne komplementarne
ksztatty geometryczne, ktdre doktadnie do siebie pasuja
[39]. Jest to czesto okreslane jako model "zamka i
klucza".

Ten wczesny model wyjasnia specyficzno$¢ enzymow,
ale nie wyjasnia stabilizacji stanu przejsciowego, ktory
0siggaja enzymy.




model
wymuszonego dopasowania

W 1958 roku Daniel Koshland zasugerowat modyfikacje modelu
zamka i klucza: poniewaz enzymy sa raczej elastycznymi
strukturami, miejsce aktywne jest stale przeksztatcane przez
interakcje z substratem, gdy substrat oddziatuje z enzymem.

W rezultacie substrat nie wigze sie po prostu ze sztywnym
miejscem aktywnym; faicuchy boczne aminokwaséw tworzace
miejsce aktywne sg formowane w precyzyjne pozycje, ktdre
umozliwiajg enzymowi wykonywanie jego funkc;ji katalitycznej. W
niektérych przypadkach, takich jak glikozydazy, czasteczka
substratu réwniez nieznacznie zmienia ksztatt, gdy wchodzi do
miejsca aktywnego.

Miejsce aktywne nadal sie zmienia, dopdki substrat nie zostanie
catkowicie zwigzany, w ktérym to momencie okreslany jest
ostateczny ksztatt i rozktad tadunku. Indukowane dopasowanie
moze zwiekszy¢ wierno$¢ rozpoznawania molekularnego w
obecnosci konkurencji i szumu poprzez mechanizm korekty
konformacyjnej.

model
selekcji konformacyjnej

Model Monoda-Wymana-Changeuxa (model MWC)
opisuje przej$cia allosteryczne biatek zbudowanych z
identycznych podjednostek.

Regulowane biatka, takie jak wiele enzyméw i
receptordw, istniejg w réznych stanach wzajemnie
zmiennych pod nieobecno$é jakiegokolwiek regulatora.
Stosunek r6znych stanéw konformacyjnych jest
okreslany przez rownowage termiczna.

e  Substrat/ligand wiaze sie do jednej z dostepnych
konformacji i ja stabilizuje.

e  Wymuszenie dopasowania moze by¢ jednym z
warunkow powstania kompleksu




warunki dopasowania

Geometria kompleksu:

e tworzaja:
o wigzania van der Waalsa
o interakcje niepolarne
e miejsce wigzania dla matych czastek jest
wyraznym wgtebieniem
e miejsce wigzania dla peptydéw/biatek ma
charakter ptaski, odpowiada lokalnej strukturze
drugorzedowej partnerow

warunki dopasowania

tadunek

e tworzaje:
o interakcje jonowe
o  wigzania wodorowe
o m
e tadunki przeciwne stabilizujg si¢ wzajemnie
e aminokwasy aromatyczne w miejscu aktywnym:
o nadajg unikalny ptaski ksztatt w miejscu aktywnym
o tworzg obszary niepolarne ze wzgledu na swoja
objetosé
o odpowiadajg za interakcje polarne poprzez chmury J
elektronéw

o




elastycznos¢ miejsca aktywnego

Promiscuity to zdolno$¢ enzymu do katalizowania
przypadkowej reakcji ubocznej oprécz jego gtéwnej reakcji.
Chociaz enzymy sg niezwykle specyficznymi katalizatorami,
czesto moga przeprowadzac reakcje poboczne oprécz swojej
gtdwnej, natywnej aktywnosci katalitycznej.

Te rézne aktywnosci sg zwykle powolne w stosunku do
gtéwnej aktywnosci i podlegajg neutralnej selekcji. Pomimo
tego, ze zwykle s3 fizjologicznie nieistotne, pod nowa presja
selekcyjng dziatania te moga przynosic korzysci, a tym
samym sktania¢ do ewolucji wczes$niejszej aktywnosci aby
stata si¢ nowa gtéwna aktywnoscia.

e  Biatka sygnatowe

e  Ten sam typ ligandu, np. sterole

e Ten sam typ aktywnosci biologicznej, np. cytochrom
P450

miejsce aktywne -
kataliza

Elementy katalizy:

e enzym

e  substrat

e kofaktor (z fac. co- 'wspét-'i factor 'sprawca’ od facere ‘czynic')
zwiazki chemiczne, ktére sg potrzebne enzymom do
katalizowania konkretnych reakcji chemicznych.

Apoenzym i kofaktor tworzg katalitycznie aktywny enzym,
nazywany holoenzymem.
Kofaktory mozna podzieli¢ na:

o grupy prostetyczne - silnie, kowalencyjnie zwigzane z
apoenzymami

o koenzymy - luzno, niekowalencyjnie zwigzane

o zwiazki nieorganiczne lub jony metali, np. cynku, zelaza lub
miedzi.

Enzymy z kofaktorami sg zdolne do przeprowadzania reakcji
biochemicznych, dla ktérych przeprowadzania nie wyewoluowaty enzymy
ztozone tylko z 20 aminokwaséw biatkowych.




kofaktory

Funkcje:

transfer grup funkcyjnych
stabilizacja elektrostatyczna
transfer protonéw

polaryzacja wigzan chemicznych
transport substratow

zrédto energii

kofaktory
koenzymy redox
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kataliza enzymatyczna

e  Enzymy sa niezwykle wydajne w przyspieszeniu TABLE 6-5 _
reakcji chemicznych.

Cyclophilin 105
Carbonic anhydrase 107
Triose phosphate isomerase 10°
Carboxypeptidase A 10"
Phosphoglucomutase 1012
Succinyl-CoA transferase 103
Urease 104
Orotidine monophosphate decarboxylase 10"7

Table 6-5
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
©2008 W.H. Freeman and Company

kataliza enzymatyczna

e  Enzymy sg niezwykle wydajne w przyspieszeniu
reakcji chemicznych.
e  Enzymy sa wysoce specyficzne.

—12.299 12.220




kataliza enzymatyczna

e  Enzymy sg niezwykle wydajne w przyspieszeniu
reakcji chemicznych.
Enzymy sg wysoce specyficzne.
Enzymy sg stereospecyficzne.

Mirror Plane

Active Enantiomer Inactive Enantiomer

————D

K ¥ @

D D

_.><__n
- ->

- -=-==-®
—_————n

© O @O

kataliza enzymatyczna

e  Enzymy sg niezwykle wydajne w przyspieszeniu
reakcji chemicznych.
Enzymy sg wysoce specyficzne.
Enzymy sg stereospecyficzne.
Enzymy sg specyficzne pod wzgledem reakcji,
ktdre katalizuja.
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EC1
EC11
EC12
EC13
EC14
EC15
EC16
EC17
EC18
EC19
EC1.10
EC1.11
EC1.12
EC1.13
EC1.14
EC1.15
EC1.16
EC1.17
EC1.18
EC1.19
EC120
EC121
EC1.22
EC123
EC1.97
EC 1.98
EC1.99

EC2

EC3

EC4

ECS5

EC6

EC7

[-] Oxidoreductases

[+1 Acting on the CH-OH group of donors

[+] Acting on the aldehyde or oxo group of donors

[+1 Acting on the CH-CH group of donors

[+ Acting on the CH-NH, group of donors

[+] Acting on the CH-NH group of donors

] Acting.on NADH or NADPH

[+] Acting on other nitrogenous compounds as donors

[+] Acting on a sulfur group of donors

[+ Acting roup of donors

[+ Acting on diphenols and related substances as donors

[+] Acting on a peroxide as acceptor

1*] Acting on hydrogen as donor

[+] Acting on single donors with incorporation of molecular oxygen (oxygenases)

[+1 Acting on paired donors, with incorporation or reduction of molecular oxygen

I+ Acting on superoxide as acceptor

[+ Oxidizing metal ions

] Acting.on CH or CH, groups

[+] Acting on iron-sulfur proteins as donors

[+ Acting on reduced flavodoxin as donor

[+] Acting on phosphorus or arsenic in donors

[+] Catalysing the reaction X-H + Y-H = X-Y

[+ Acting on halogen in donors

[+1 Reducing C-O-C group as acceptor

[+] Other oxidoreductases

[+1 Enzymes using H, as reductant (deleted subclass)

[+1 Other enzymes using O, as oxidant (deleted subclass)
[+] Transferases

[+] Ligases
[+] Translocases




numer EC

Numer EC - numer przypisany kazdemu enzymowi wedtug
zasad klasyfikacji opracowanej w 1984 roku przez Komitet
Nazewnictwa (ang. Nomenclature Committee)
Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (ang.
International Union of Biochemistry). Numery EC Enzyme
Commission (Komisja Enzymatyczna) lub Enzyme Catalogue
dzielg wszystkie enzymy na siedem gtéwnych grup ze
wzgledu na typ katalizowanej reakcji. Komisja Enzymatyczna
przypisata kazdemu enzymowi zarekomendowang nazwe i
czteroczes$ciowy rozroznialny numer o strukturze

XX XX XX XX

Pierwsza liczba (1-7) oznaczaja klase enzymu.

Druga liczba reprezentuje podklasg enzymu.

Trzecia liczba okresla podpodklase enzymu.

Czwarta liczba wskazuje, jakie miejsce zajmuje enzym
w swojej podpodklasie.

Przyklady enzyméw wraz z

Grupa (Klasa) pospolitymi nazwami

Katalizator reakcji Typowa reakcja

AH+B —A+BH
(redukcia)
A+0 — AO (utientanie)

EC1 przenosza tadunki (elekirony i jony HyO" - protony) z czasteczki

Dehych  Oksyd
Oksydoreduktazy | substratu na czasteczke akceptora STtogenazy SSSVCED

funk tok
EC2 przenosza dana grupe fukcyina (folowa, aminowa, tp) 2 . ———

Transferazy | czasteczki jedne] substancji na czasteczke innej substancii

EC3 Katalzuja rozpad substratu pod wplywem wody (hycrolzalido | o | H,0 - AOH+BH | Lipaza, Amylaza, Poteazy
Hydrolazy | grupy tej nalezy wiele enzymow trawiennych

H — RCOH +

o Katalizuja rozpad substratu bez hydrolizy soocol co Dekarboksylazy, Hydroliazy

Liazy co,

EC5 Zmieniaja wzajemne polozenie grup chemicznych bez rozkladu | o oo ety Wikasy
Izomerazy | szkieletu zwiazku

EC6 katalizuja synteze r6znych czasteczek; powstaja wiazania X+ Y4ATP XY +ADP ||

Ligazy chemiczne +Pi g

ECT katalizuja ruch jonéw i czasteczek przez blony lub ich rozdzial | (1. strona) AX + B} =A+ X

Translokazy | wewnatrz bion +11B (2 strona)
+
HN
>—N H,
HN HoN
o [o}
+ +
O.JJ\/NHJ + — O,J\/NH\fNH2 3
.
M NH, HyNe—
Glycine HyN iy 3 "
—0
o Guanidinosuccinate o
L-arginine L-orinithine

EG: 2. 1. 4. 2
s/
transferase transferring 1- transferring an transferring to
carbon group  amidine group glycine

kataliza enzymatyczna

e  Moga byc precyzyjnie kontrolowane poprzez:
o zwiazki matoczasteczkowe
o modyfikacje:
m  fosforylacje
m  glikozylacje
o  degradacje (proteoliza)




enzymy

e Kataliza
e Kinetyka
e |Inhibicja

aspekty katalizy enzymatycznej

~ 2.E-A-complex 3. EA-B-complex R
Xl §Y A %’J‘f:Y
(7] : Active site Oz‘\>
1. Freeenzyme E 4.Transition state£*

l
t 712

x/’ \KY ] ‘_j

Bl Ny

6.E-D-complex €7 5,EC-D-complex




aspekty katalizy enzymatyczne;

Wiazanie substratu i powstanie kompleksu enzym-substrat (ES)

Substrat(y) wigzane sg 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 zetkniecia sie 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. Specyficznos¢
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 zetknigciu, substrat jest ,uktadany” w miejscu aktywnym w
odpowiedniej orientacji gtéwnie za pomoca stabych oddziatywan
niekowalencyjnych. Na tym etapie nie mozna wyklucza¢ wstecznej
reakcji dysocjacji substratu od enzymu (proces jest bardzo dynamiczny
i zalezny od warunkow 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 %Substrau

Enzyme
Active site
Cofactors
Free enzyme
B
Substrate
binding site

Enzyme-substrate complex

aspekty katalizy enzymatycznej

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).

Przyktadem moze by¢ heksokinaza fosforylujaca glukoze -
zwigzanie 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

Jest to dobry przyktad zachowania biatek jak motory
molekularne - gdy pojawiaja sie te zmiany konformacyijne,
wykonywana jest praca mechaniczna, umozliwiajaca
enzymowi wywieranie sity fizycznej na wigzania w
czasteczce substratu. To ma wptyw na destabilizacje
substratu,pozwalajgc mu przyjac¢ stan przej$ciowy, w
ktérym naprezenia zostaja zwolnione.

and closed form (q%ht).’




aspekty katalizy enzymatyczne; n N
state
Dziatanie enzymu wyglada wiec jak magnesu na obrazku RN e Y4 IE" i
- aby substraty o energii E, zmienity si¢ w produkty z Jf:bl‘ = L“
energig Ep, muszg przej$¢ wysokoenergetyczny stan ofthe tAcomplex ¥
przej$ciowy. n
Rolg enzymu jest pomoc w pokonaniu tej réznicy )
potencjatow. £ ,;/" \ e
a o
ilization \‘Q)
3?{% tr:nsition state 200
Enzymy osiggajg ten cel poprzez: c a <
° zblliieniej.i ustawienie substratéw we wtasciwej . 5 ‘/ a. Przyblizenie ksztattu i orientagji
orientacji, X {;\r L ‘? przestrzennej substratu/ow.
e usuniecie powtoki hydratacyjnej, =4 S b.  Wykluczenie wody z miejsca
e stabilizacje stanu przejsciowego, b ——= - 1 aktywnego.
e kontrolowane przeniesieni grup funkcyjnych. 4 % c. Stabilizacja stanu
/ N przejsciowego.
z d. Przeniesienie grup funkcyjnych.

teorie mechanizmu katalizy enzymatycznej

Hipoteza elektrostatycznej stabilizacji stanu wzbudzonego

W skrécie, mechanizm ten polega na istnieniu silnie natadowanych, odpowiednio rozmieszczonych i odpowiednio
zorientowanych ugrupowan, 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 zwigkszenia ich mocy oraz przyczyng
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 substratéow podczas ich przejscia ze stanu
podstawowego w stan przejsciowy.




aspekty katalizy enzymatyczne;
Aktywnos$¢ enzymatyczna ma $cisty zwigzek z jego
struktura przestrzenng, tzw. konformacjg natywna.

W momencie zniszczenia tej struktury, denaturacji,
wiasciwosci enzymatyczne zanikaja.

1.0

|
o i = T

10 B e i
Oddziatywania stabilizujace: B (30 M s
08 L‘_J JE'C‘(IY'"E PH
. . . . . active
e wigzanie/mostki disiarczkowe, o
. . =z I d
e wigzania wodorowe, 506 | etivity due
. . 3 to temperature
e tworzenie kompleksdw, . Inerezse
e efekty hydrofobowe. '
02
0.0 denatured
10 20 30 40 30
Temperature (°C)
moc katalityczna
Enzymy nie zmieniajg réwnowagi chemicznej reakcji tylko powodujg jej przyspieszenie. ) imansitica states
Réwnanie najprostszej reakcji enzymatycznej ma postac: I'ree
energy uncatalysed
E+S<ES=EP=E+P festica Eaatieecan
Bariera energetyczna pomiedzy S a P jest energig potrzebng do: E
Cwtiatl
. przemieszczenia reagujacych grup, S - N\ -l
. tworzenia przej$ciowych, ackdcatalysed "
° niestabilnych zmian tadunkéw czasteczek, reaction P e
. rearanzacji wiazan i innych przemian niezbednych do zajécia reakeji. L T TTIIIee
Wszystko to obrazuje pik na wykresie energii zwigzanej z reakcja enzymatyczna Reaction co-ordinate
ITANNLON ST
Wierzchotek tego piku jest punktem w ktorym rozpad kompleksu z enzymem do S E lub P Free
i E jest rownie prawdopodobne - punkt ten nazywamy stanem przej$ciowym. energy uncatalysed
reaction E

Jest to stan energetyczny a nie zaden posredni etap reakcji, czy zwigzek posredni - jest to
ptynny moment, w ktérym zrywanie wigzan, tworzenie wiazan 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 t3 mozna obnizy¢ poprzez dodanie katalizatora - enzymu

Katalizator zwigksza szybkos¢ reakcji poprzez obnizenie energii aktywacj.

LS X
enzyme catalysed Elnt

TEeton

53

Reaction co-ord:nate




specyficznosé enzymow

(a) Chymotrypsin (b) Trypsin (c) Elastase

Tyr Arg Ala L4

Val Thr

@
) @ Carbon

Asp @ Nitrogen °

@ Oxygen

Kazdy enzym jest specyficzny w dziataniu i katalizuje tylko
jedna lub kilka powigzanych reakcji chemicznych.
Specyficznos$¢ enzymow jest wynikiem unikalnej struktury i
ksztattu aktywnego miejsca, w ktérym substrat taczy sie z
enzymem.

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

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

Przyktadem specyficzno$ci substratowej sg trzy proteazy:
trypsyna, chymotrypsyna oraz elastaza - katalizujg te
sama reakcje hydrolizy wigzania peptydowego, lecz
dokonuja tego na réznych odcinkach taricucha
polipeptydowego substratu.

regulacja aktywnoS$ci enzymatycznej

To ktére reakcje chemiczne i z jaka szybkoscig zachodzg w °
organizmie mozna regulowa¢ na rézne sposoby, aby zaspokoi¢

potrzeby metaboliczne komérki. Nie wszystkie enzymy w

organizmie cztowieka sg poddawane regulacji.

e  Gtoéwne rodzaje regulacji aktywnosci enzymow:

o Regulacja allosteryczna: Aktywnos$¢ enzymu jest
kontrolowana przez wigzanie czgsteczki 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
hamowac¢ enzym.

o Proteolityczna aktywacja niektérych enzyméw:
proteolityczne odciecie zbednego fragmentu biatkowego u
niektorych enzymow powoduije jego aktywacje.

Reakcje chemiczne zachodzace w organizmie
moga by¢ rdwniez regulowane poprzez kontrole
poziomu biosyntezy poszczegdlnych enzyméw
(operony, ryboprzetgczniki, hormony, degradacja
enzymow)

Wystepowanie izozymow o roznej aktywnosci
enzymatycznej pozwala kontrolowa¢ 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 enzymdw

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

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

e  Szybkosc¢ reakcji katalizowanej enzymatycznie zalezy od
szeregu czynnikéw. Najwazniejsze to:

o Stezenie substratu/enzymu/produktu

Temperatura

pH srodowiska

Obecnos¢ i stezenie kofaktoréw

Obecnos¢ i stezenie aktywatoréw

Obecnos¢ i stezenie inhibitoréw

O 0 O O 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 by¢ opisywana
poprzez okreslenie jak szybko ubywa substratu
lub jak szybko przybywa produktu. Co wazne, nie
jest to wielkos$¢ 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

k4
A=
k.4

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

Szybko$¢ reakcji naprzéd = V = k,[A]

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



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

kryteria podstawowe pomiaréw enzymatycznych

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

Aspekty molekularne:

o substraty
o kofaktory

Effect Conditions of inactivation Protection
Temperature High temperature Low temperature [~4°C)
Very low temnperature (seidor)

pH Extreme (low and high) pH values  pH optimum

Tomic strength Very high (=1 M) and very bow Medium electrolyte concentration
(<10 mM| electralyte [0.05-0.2 M)
concentrations®

Proecysis Contamirations with proteases,  Protease inhibitors (cf. Table 2.3)
net completely remond by Use: of recombinant enzymes
purification procedure

Chemical Contamiration with reactive High purity of all compenents

modification reagents (SH-active Avoidance of axicative conditions

‘compounds) Chelating reagents

SH poisoning Oxidative conditions, promoted SH reagents, mercaptoethanel,
by heavy metal ions dithicthreitod (DTT),

dithicerythritol (DTE)

roztwory i sita jonowa

Lokalizacja komdrkowa enzyméw 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 rozpuszczalnikéw w warunkach pomiarowych moze by¢ jednak
konieczna i wynikac z koniecznosci wprowadzenia do ukiad%/ badawczego substancii

nierozpuszczalnych lub stabo rozpuszczalnych w roztworac

reakcjl, kofaktorow.
Najczesciej wykorzystuije sie:
o alkohole (etanol, metanol, propanol),
o aceton,
o tetrahydrofuran,
o dimetylosulfotlenek (DMSO0).

wodnych np. substratow

Nalezy sprawdzi¢ czy substancje te nie majg charakteru inhibitoréw 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 komponentow roztworu:
= objetosci enzymu i jego rozciefczenia,
= stezenia substratow (mozliwa jest inhibicja przy nadmiernym stezeniu jednego z komponentdw),
o oddziatywania pomiedzy komponentami roztworu:

= mieszaniny sktadnikéw moga wptywac na wzajemna rozpuszczalnosé, np. dwuwartosciowe
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 reakc;ji.

zaleznos¢ od pH

Zaleznosc¢ od pH roztworu jest zwigzana z:

o wykorzystaniem przez enzymy natadowanych - v
grup w mechanizmach katalitycznych,

o enzymy s3 substancjami amfoterycznymi,

pH stabiity ; pH opamum
cuve & curve

Analizujac krzywa stabilnosci pH nalezy bra¢ pod

uwage: ) L, No roacthvation
o wplyw pH na stabilnos¢ struktury,

o wystepowanie punktu izoelektrycznego (IP),
aH Wptyw pH na aktywno$é enzymu.

o OdWraca I nosc p rocesu. Krzywe przedstawiajg aktywnosc¢ enzymu w réznym pH i jego wptyw na:
stabilinlos¢ oraz optymalng aktywnosc.

Enzyme actwty
)
£
1
A,

DK'tA‘I PH optimum af'gu

Amfoterycznos¢

[gr. amphéteros ‘dwustronny’],

wiasciwosc niektdrych zw_iqzko'vy chem/’cz,nych i jonéw polegajaca na wykazywaniu przez nie
u.

zarowno k go, jak i go




pK

a

pK

waftos¢ pH odpowiadajaca stanowi, w ktérym grupa
funkcyjna jest w potowie protonowana.

Punkt ten mozna okre$li¢ wyznaczajac punkt przegiecia
na krzywej miareczkowania.

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

Wyznaczenie optymalnego pK_ dla danej reakcji
enzymathznej pozwala wnioskowac o aminokwasach
biorgcych udziat w mechanizmie reakcji pod warunkiem:
o iz pojedynczy aminokwas jest zwigzanych z kataliza,
o $rodowisko reakcji i miejsca aktywnego nie wptywa
na pK, aminokwasu (mozliwe przesuniecia o 1-2
jednostki pH).

stabilnos¢ temperaturowa

Reguta Van Hoff'a

szybkosc reakcji enzymatyczne;
zwieksza sie 2-3 krotnie przy zmianie
temperatury o 10 stopni.

Praktycznie w wyzszych temperaturach
enzymy ulegajg nieodwracalnej
denaturacji i tracg aktywnosc.

ke
Transforming intotheloarithm
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Zaleznosc¢ temperaturowa aktywnosci enzymatycznej w
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stabilno$¢ temperaturowa

Konsekwencje niestabilnosci

Temperature ['€)  Reasons in favor Reasons against
temperaturowe;j: » Sighly shore o T—
L. . L temperature Relatively high enzyme
o Odstepstwa w obszarze liniowym mogg wynikaé kel
ze zmian strukturalnych izoenzyméw. L
o Enzymy tracg stahilno$¢ w wysokich » e U
temperaturach. o il e
o Po przekroczeniu maksimum nastepuje Rk e ey
gwattowna utrata aktywnosci. ., e o
L o i s T g v Wl
7 . .o Risk of incipient inactivation
Jak dobra¢ warunki reakcji:
o Wykres w oparciu o réwnanie Arrhenius'a
powinien znajdowac sie w zakresie liniowym,
o Energia aktywacji powinna by¢ w zakresie 40-60
kJ mol”
czynniki stabilizujgce enzymy
-Kationy metali:
= jedno i dwu wartosciowe,
« Zwigzki chelatujgce
« Tiole
« Inhibitory proteaz
- Biatka pomocnicze
- Antyutleniacze (“putapki telenowe”)
Monows enr catons KooNe 3 enzsme reactions and 106 Jrotein sir ctire
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Enzyme
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Low substrate High su bstrate

przebieg reakcji enzymatycznej
E+ S == ES—E + P

k4

® s, ®

Equilibrium

[ES)

Concentration —

[ES] [E]

Steady state: d[ES)/dt ~ 0 [E]

Ay v
Pre-steady Time —» Pre-steady
state state




®
Substrate

szybko$¢ reakcji enzymatycznej ] Enzyme
Q7R Q.

eksperymentalnie.

Szybkos¢ catej reakcji mozemy mierzyé @ @ j@
PO

Aby wyznaczy¢ warto$ci najwazniejszych parametréw Low substrate High s':,.,:t,:te T e
kinetycznych reakcji katalizowanych enzymatycznie

najczesciej wykonuje sie pomiar szybkosci (najczesciej _

szybkosci poczatkowej!) reakcji dla réznych stezen

substratu. 0:30

W wyniku takiego eksperymentu wykreslié¢ mozna
nastepujacg zaleznos¢ ->

Szybko$¢ reakcji
°

0 1000 2000 3000
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Badajac eksperymentalnie reakcje enzymatyczng, analizujemy jej poczatkowy przebieg czyli w
momencie gdy czas jest bliski zeru (t ~ 0), a szybko$¢ reakcji jest szybkoscia poczatkowg (V =
V).

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+S.k_—”ESiE+P

~— Uncatalyzed reaction
Enzyme-catalyzed reaction A ‘ T >\ B ’ Enzyme-catalyzed reaction

Partial reaction 1: Partial reaction 2:

formation and decay 1N formation of the

of enzyme-substrate | & product of EA

complex EA —

ks Km Keat keat
E+ A=——FA EA [EAl E+B
(€Al = [E]. - () ~ A
[ ]g Kfn"'lA] ‘Q_\ V-kcat‘[EA]
Michaelis constant Maximum velocity .
K (mol-I1) Keat [Elg - [A] Vmax “ Keat [E]g (mol-I""-s7")

Km *+ (Al




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

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

. Uninhibited
C ] &

,(,

Competitive

\Ei\‘\}g
<.‘ [ “c

b C

o
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
aktywnego, przez co enzym jest nieaktywny. W przypadku
kiedy inhibitor przytaczy sie tak, ze bedzie zastaniat centrum
tylko czesciowo lub w ogole, 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

7

Noncompetitive

PAE

‘\
]S

4. Modifying reagent

5. "Suicide substrate™

|c

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:

Typ inhibitora Miejsce wigzania wigzanie si¢ v‘::':g;.;r;(aM w‘;vrtpc:)s{‘g\r/‘:ax
Kompetycyjny (ng?rlsr}:‘ Zr:(?))/l\:vnne) Zwigksza Nie zmienia
Niekompetycyjny ng:r):;:grgéw Nie zmienia Obniza
Akompetycyiny Kompleks ES Obniza Obniza
Mieszany Wolny:enzym luby Zwieksza 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}

(o)

(o]

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

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

Inhibicja (o] tycyi — bardzo rzadki mechanizm
hamowania reakcji. Polega na wigzaniu sie inhibitora tylko do

utworzonego juz kompleksu enzym-substrat. Réwnoczesnie
inhibitor nie ma zdolnos$ci wigzania sie z wolnym enzymem.

Inhibicja mieszana — inhibitor ~ moze wigzac sie z wolnym
enzymem oraz kompleksem enzym-substrat  (jak w inhibicji
niekompetycyjnej), natomiast w tym przypadku ma on rézne
powinowactwo do obu form (np. lepiej wiaze si¢ z
kompleksem ES niz  z wolnym enzymem lub odwrotnie).
Inhibicja  niekompetycyjna  jest zatem  szczegdélnym
przypadkiem inhibicji mieszanej gdy inhibitor ma identyczne
powinowactwo do komplekséw ES oraz ESI.
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Kinetyka enzymow - Inhibicja

« Obecnie w medycynie wykorzystuje sie szereg lekow,

enzymow:

ktorych dziatanie polega na hamowaniu aktywnosci

Nazwa leku Enzym docelowy
Al lamit Jaskra Anhydraza weglanowa
Acyklovir Opryszczka Wirusowa polimeraza DNA
Allopurynol Dna moczanowa Oksydaza ksantynowa
Aspiryna Stany zapalne Syntaza prostaglandynowa
Azydotymidyna AIDS Odwrotna transkryptaza HIV
Captopril Nadci$nienie Enzym aktywujacy angiotensyne
Crixivan AIDS Proteaza HIV
m Niewydolno$¢ serca Fosfodiesteraza cAMP.
Fenelzyna Depresia Oksydaza monoaminowa
Fluorouragy Nowotwory Synfaza tymidylanowa
Ibuprofen Stany zapalne Syntaza prostaglandynowa
Lowastatyna i inne statyny Miazdzyca Reduktaza HMG-CoA
Metrotreksfat Ostra bialaczka Reduktaza dihydrofolianowa
Nitecapone Choroba Parkinsona Metylotransferaza katecholowa
Pantoprazol Wrzody zoladka H+K+-ATPaza
Penicylina i jej pochodne Infekcje bakteryjne Bakteryjna transpeptydaza
Sorbinil Retinopatia cykrzycowa Reduktaza aldolowa
Zileuton Alergia, astma 5-lipooksygenaza




Inhibicja allosteryczna

- allosteryczna

Obnizenie aktywnosci katalitycznej enzymu w
wyniku zmiany jego konformaciji spowodowanej =
przytaczeniem sie inhibitora do innego miejsca e \
niz miejsce aktywne. W zwigzku z brakiem M
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¢ reakcji katalizowanej przez enzym).

1. Uninhibited

Allosteric

Inhibicja | podsumowanie

- Aktywnos$¢é 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 osia X to Vmax/Km, natomiast nachylenie wykresu to Km
Na tym wykresie dos¢ tatwo rozréznic 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 réwnolegty do oryginalnego, co oznacza, ze Km sie nie zmienia, jednak Vmax znaczaco spada.

Competitive Maxi
inhibition: aximal
10 Vonchanged " Velocity V 10
e \
=8 ‘,_/',’Y =N B = 8
£ e X 2 4
Z6 / y 635
3 & o Non- 3
] p competitive g
=4 / - inhib’«?;on: 4=
/ | : Vreduced
9] PO e ol
26dr K 2
- \m
‘ Ken increased
ol unchanged 0
0 10 20 80 50100 00 05 1.0 1.5 2.0
Substrate concentration [A] (mM) v/[A] (nkat - mM -€)

1. Hyperbolic plot 2. Eadie Hofstee plot




Kinetyka enzymo6w - wyrazanie aktywnos$ci enzymow

+ Podstawowag cechg enzyméw jest ich aktywnos$é enzymatyczna/katalityczna. Aktywno$¢ ta mozna mierzy¢
ilosciowo i wyraza¢ w réznej formie w zaleznosci od potrzeb. Ponizej w tabeli znajduja sie najczegstsze formy
wyrazania aktywnosci enzymow oraz najwazniejsze parametry definiujgce/wptywajace 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)

Wydajnos¢ katalityczna
(ang. Catalytic efficiency)

Aktywnos$¢ objetosciowa
(ang. Volume activity)

Aktywnosc¢ wiasciwa
(ang. Specific activity)

Definicja

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

\Z
Ky, = Vmax
kat Elo
Liczba obrotowa enzymu wyrazona w [s™]

niezalezna od stezenia enzymu

kiae [
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

Kkat M s
Km
Stata specyficznosci enzymu w reakcji; wyzsze wartosci wskazujg
na wiekszg specyficzno$é
Aktywnos$¢ enzymatyczna (wyrazona w katalach lub 1U) na
jednostke objetosci (jednostka enzymatyczna przez mililitr)

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

.

Klasyfikacja EC enzymow i nazewnictwo

Enzymy nazywa si¢ w dwojaki sposob. Pierwszy sposob to dwucze$ciowa nazwa enzymu, gdzie czesc
pierwsza, zakonczona przyrostkiem "-aza”, okres$la 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. Podstawa tej klasyfikacji jest typ i mechanizm katalizowanej przez nie
reakcji oraz uzywane substraty.

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

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 enzymow:

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
EC4.1.11 Karboksylaza 2-oksokwasow Dekarboksylaza pirogronianowa
EC.5.3.1.6 |Izomeraza 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:

EC2

EC1 XH, +Y & X + YH,

Oksydoreduktazy

XR+Y o X+YR

Transferazy

XY +H,0 <~ XH + YOH

X=Yo X+Y

XY & YX

EC6 X +Y +ATP + H,0
Ligazy <> XY + ADP + P;

EC7
Translokazy

112

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

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

e Koordynacja za pomocg wtasciwosci

fizyko-chemicznych aminokwasow i zwigzkdw
chemicznych zlokalizowanych miejscu aktywnym !
(kofaktoréw) s , i

Carboxylate Hydroxyl Thiol Amine Amide
Imidazole Indole Guanidinium Phenol

kataliza enzymatyczna
mechanizmy

e Poszczegdlne aminokwasy wykazuja rézne
powinowactwo do miejsca aktywnego w zwigzku
z ich zdolnoscia do konwersji substrat-produkt.
Arg Asn Asp Cys GIn Glu His Lys Phe Ser Thr Trp Tyr

ECI1| « | - | » . el |l@| ||| ]<]e
EC2| e | -|[e|@|] | -|@] - .
EC3| « | |o]| | |« |@

EC4 . . u ® kY ‘ - . .
ECS5S . . @ . Y . . . ° @




kataliza enzymatyczna
mechanizmy

e  Kluczowe aminokwasy w miejscu aktywnym
wykazuja wysoka konserwacje ewolucyjna.
e Wynikato zichroliw:

o koordynacji substratu

o udziatlu w mechanizmie katalizy DF -EMDVViZ-MVEEERLES
DF-EMDVVE\-MViL i Las.Cy
DF-EMDVVE\-MVI. LSS

DF-EMDVVE\-MVihLas Sy

DF-EMDVVIEA-MViLap.S
DF-EMDVVEI-MVi b hias.%il
DF-EMDVVE-MViihlas Sy
DF-EMDVVEI-MVL LA Y
DF-EMDVVE-MViihlias Sy
DF-EMDVVE-MVLDLAY.SY
EF-EMDVVI\-MViLEAD S
DI-EMDVVEI-MVibLaS Sy
DF-EMDVVE-MVI LRSS
DF-EMDVVEI-MVLbEAS S
DF-EMDVVL-MVLDBERS .Y

H:5+5 ¢« 750
Variable ~ Average Conserved
kataliza enzymatyczna
/\ Substrates Product

mechanizmy

i iei . . e s 4
e  Efekty wywierane przez miejsce aktywne: C«\*f\*p = (i A _. v - Q\?
o ograniczenie swobody ruchu substratu * % * *
o niekowalencyjna stabilizacja pétproduktow Enzyme Enzyme-substrate Enzyme

o kontrolowany transfer elektronéw/protondw/grup complex
funkcyjnych (https://mybiochemlife.wordpress.com/2013/03/21/enzymes/)

o kontrolowane zrywanie i tworzenie wigzan

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

| Water-mediated interaction |

(Communications Chemistry 3(1):19)




kataliza enzymatyczna
mechanizmy

Transition state Product

e Kataliza kowalencyjna i efekty elektronowe:

Substrate

o S, 0,Nwykorzystywane w ataku nukleofilowym ‘ ’
o Cys, Lys, Asp, Ser (, His, Thr, Glu, Tyr) sg
wykorzystywane w katalizie kowalencyjnej
o  deprotonacja osiggana jest poprzez efekty
polaryzacji tadunku I3)
Cysteine
(Cys, ©)
Serine
_ ) Aspartate (Ser, S)
pKa =8.6 Lysine (Asp, D)
(Lys, K) pKa=13
-0.564 (-0.528)
+0.428 (+0.340)
Methanol Ammonia

Ry

(¢}
=

NH—

. Ry o H,0 —o 4 . {
kataliza enzymatyczna $ — i+ 4
NH Ry
%NH

Ry

¥ NH

NH—
NH
>=NH

mechanizmy
HN H N
e Hydroliza wigzan peptydowych
o Po.Iaryzac!'a i deprotonacja substrat‘u vytrypsynie S§f195
osiagana jest poprzez atak Ser195 i His56 1 N—R
o His56 /\‘\H /
N —_—
IS
H
: Y Protein .
) Protein
Protein acyl-enzyme
intermediate
R i
N
N AR
-5 His56 Serigs

Hiss6 ¢ )H <3105

Protein

acyl-enzyme
intermediate

3

(

o}
o——/<
Hl(z/ Protein

H.,  -H

N

Protein




kataliza enzymatyczna

mechanizmy

e Kataliza z wykorzystaniem metali:
o Zn
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 elektrostatycznag

o  aktywacje substratéow

C|°°' coo~ c|00‘
+
. Hal=—c—H H.N—C—H  H3N—C—H
kataliza enzymatyczna cIH ’ |
2
mechanizmy I_N\H CIZHz cIH2
o . . n H co0™ CH,
e  Wykorzystanie rownowagi kwasowo zasadowej: /*~
o wymaga transportu H* pomiedzy enzymem i N C00™
ymag p pomigdzy enzy H
substratem Aspartate  Glutamate
o Najczesciej wykorzystywane aminokwasy: Histidine
m  histydyna Ka = ~
a=6.5 Ka=4
m  kwas asparaginowy (P ) (P )
m  kwas glutaminowy
Enz — .
Enz Enz
BH- HO H B o\ H
HO: \_g[ H
— —_—
. OH OH
(e) o
o .,\P/O _,\p/o
\ O [e} \b o\
o\ - i
(o]

Glyceraldehyde-3P
Dihydroxyacetone-P




kataliza enzymatyczna

e Moga tworzy¢ skomplikowane kompleksy

© Shine-Dalgarno
sequence
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