Bioloske makromolekule

Peptidi in proteini

Encimi
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Aminokisline

20 AK v proteinih

V proteinih le L-izomere, v naravi tudi D-enantiomere
Lastnosti AK:

® Bele kristalini¢ne snovi z visokim taliS¢em

® Topne v vodi; v vodi ionizirane

® Netopne v organskih topilih (aceton, eter, kloroform)
® Vodne raztopine AK prevajajo elektricni tok

® Kislinsko-bazi¢ne lastnosti (amfoterne spojine)
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titracijska krivulia

ime pK; pk; pk
glicin 2,4 9.8
alanin 2,3 99
valin 2,3 9,6
levein 2,4 9,6
izolevcin 2,4 9,7
metionin 2,3 9,2
fenilalanin 1,8 9,1
prolin 2,0 10,6
serin 2,1 9,2
treonin 2,6 10,4
cistein 1,8 10,8 8,3
asparagin 2,0 8,8
glutamin 2,2 9,1
tirozin 2,2 9,1 10,9
triptofan 2,4 9.4
aspartat 2.0 10,0 3.9
glutamat 2,2 9,7 4.3
histidin 1,8 9,2 6,0
lizin 2,2 9,2 10,8
arginin 1,8 9,0 12,5

*Vrednosti pK; se nanasajo na a-karboksilng skuping, vrednosti pK, na c-aminsko

skupino in vrednosti pA; na skupine, ki lahke ionizirajo v stranski verigi (R).



|zoelektricha tocka

izoelektricna tocka pl

® pH vrednost, pri kateri je aminokislina v
obliki zwitteriona (iona dvojcCka),

® molekula je elektri¢no nevtralna,

® v elektricnem polju se ne giblje

® pI AK brez ionizirajocih stranskih skupin
pl = 1/5(pK,+pK,)

Amino Acid | pI La_{.}]é‘%}[} {ﬁ—llqu;’i[3}
| Alanine [601]| 235 | 987 |
| Cysteme [505| 192 | 1070 |
|.i'151mrtic acid |2.35 | 1.59 | 9.90 |
Glutamic acid [3.15| 210 | 947 |
[Phenylalanine| 549 [ 220 | 9.31 |
| Glycne |606] 235 | 978 |
| Histiline |[760| 180 | 933 |
| Isolencine [605| 2322 | 976 |
| Lysine [960| 216 | 906 |
| Leucine |[601] 233 | 974 |
| Methionine [574| 213 | 928 |
Asparagine |5.41 214 872
Prohne £.30 1.85 10.64
| Glutamime [565| 217 | 913 |
Arginine 1076 1.82 8.99
Serine |568| 219 9.21
| Threonine [560| 20% | 910 |
| Valine |600] 239 | 974 |
| Tryptophan [5.8%| 246 | 941 |
Tvrosine |2.64 2.20 821

Nad pl: skupen naboj je negativen (pomik proti anodi)

Pod pl: skupen naboj je pozitiven (pomik proti katodi)




Aminokisline

nepolarne aminokisline
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(Trp ali W)

alifatske oz. aromatske stranske skupine, hidrofoben znacaj,
obi¢ajno v notranjosti proteinov



Aminokisline

polarne, nenabite aminokisline
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asparagin
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glutamin
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tirozin
(TyraliY)

prisotnost heteroatoma (N, O ali S), ki omogoca nastanek vodikovih vezi



Aminokisline

polarne, nabite aminokisline pri fizioloSkem pH
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MH = NH; (Asp ) glutamat
. rllHﬁ S (Glu ali E)
lizin o histidin
(Lys ali K arginin (His ali H)
(Arg ali R)

pogosto na povrsini proteinov

Neto naboj Asp in Glu pri pH 7.4 je —1, neto naboj Lys, Arg in His pa +1.

kisle
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Modificirane AK v proteinih
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Peptidna veriga

aminski ﬁ) R, ﬁ) Ra karboksilni
|
konec C CH N C CH O- konec
N / NN\
N - konec CH/ NH \|c|:/ QTH/ NH (|'|J C - konec
O
IL1 O Rs3

peptidna veriga — zaporedje aminokislinskih ostankov,
povezanih s peptidno vezjo

Carboxyl
terminns

(h) : 5 b,



" Peptidi

glede na dolzino verige:
dipeptidi

tripeptidi

tetrapeptidi

pentapeptidi

... oligopeptidi (n =2 - ~20)
polipeptidi = proteini

o, Ny ”% 9 '
Beta-endorfin: Tyr Gly Gly Phe Met ;’g ° %
Thr Ser Glu Lys Ser GIn Thr Pro 05N
Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala +f
lle lle Lys Asn Ala Tyr Lys Lys Gly
Glu HO

glede na funkcijo:
peptidni antibiotiki
intermediati razgradnje

proteinov

signalne molekule: vplivajo
na krvni tlak, strjevanje
krvi, delovanje mozganov
(vazoaktivni, opioidni

peptidi,...)
,_/ o =\
L_#HN
"-.‘___VKH::(}I
HN O SN i
H ll'l:“'pq 2
HGO— QN:, Hh }H =

Endomorfin 1: Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,

Endomanrfin 2- Tvir Dra. Dha Dha N



4 ravni strukture:
1. primarna — zaporedje AK
2. sekundarna — ponavljajoci se
elementi:
- 0 - vijacnica

- B — struktura (ploskev)

3. terciarna — 3D ureditev sekundarnih
struktur

4. kvartarna — ureditev veC podenot

- £~ ploskey

PRIMARNA STRUKTLIRA
zaporedje aminokisin
= minokisline

&= jacnica

SEKUNDARMNA,
STRUKTURA

B~ ploskey
TERCLARMNA,
STRUKTURA,

FOVARTARNA,
STRUKTURA,



Proteini
— ravnl
struktu

peptidne vezi

aminokisline

/ i

O

oo pin o @ d@iDe=(
b3

b sekundarna struktura

f-struktura

} (¢) terciarna struktura
|

(d) kvartarna struktura
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~~Sekundarna struktura

KrajSi strukturni elementi, ki se ponavljajo

— a-vijacnice

— [B-strukture

0.54 nm

=-119°
paralelne $=+113°

=-57° :

! antlpqralelne
- B-zavoji
G

1. Typel

Koolman, Color Atlas of Biochemistry, 2nd edition @ 2005 Thieme




JUOUNUlLIvaAllico

ure
proteinov

- A. a-Keratin

Right-handed

Trojne vijaCnice
bolj stabilne

| — Left-handed
superhelix

Intermediary
filament |

Protofilament

a-vijacnice manj stabilne

1. Triple helix (section)



— C. Silk fibroin

“Sekundarne

strukture
proteinov

@ [(B-strukture

H vezi med
ploskvami, bolj £
stabilne kot sl

a-vijacnice

2. Front view Koolman, Color Atlas of Biochemistry. 2nd edition @ 2005 Thieme



Stranske verige AK, ki v proteinih

[ I ] ] / _” -
tvorijo vodikove \ (7 o
Ny S
e \1T¥/ /Ct_ N\
H—N
H N "
Amino acid General acid form General base forn donor vodika na triptofanu H _ o
residues (proton donor) (proton acceptor) donor vodika na argininu
Glu, Asp R—COOH R—COO~ .
je lahko akceptor -
H . ’/ vodika .4— je lahko akceptor
Lys, Arg R—=NH R—NHZ ().‘ vodika protonirana obl:
H /()' 7 ka asparaginske
74 o - ses Jubibe il ali glutaminske
Cys R—SH R—S~ el A, CH,—C 0 H/ N dvogik;) ot kisline
R—C—CH R—C—CH /N—U
. . : § ()~ ionizirana obliks
His HN\C//’ NH HN\C/ N: H\ ] ‘/ 0= je lahko akcep-  asparaginske ali
H H _CHZ—(/- tor vodika glutaminske
je lahko donor L foretice
Ser R—OH R—O0- e o
asparagin ali glutamin |
Tyr R% \>OH R% \>0— ?Hz

() -«—— akceptor vodika

II/
P

donor vodika
serin



Proteini glede naoblikoin—""

topnost
S e

globularni (ve¢inoma topni) Globularni proteini

s hemoglobin transport kisika

mioglobin skladis¢enje kisika
4 ribonukleaza hidroliza RNA
lizocim hidroliza bakterijske stene
inzulin ,
citokrom c transport elektronov
Apolar
o . imunoglobulin obramba (protitelesa)
in subunit
interactions
aktin gibanje (miSicni protein)
inzulin hormon

G-aktin

4 mioglobin

hemoglobin
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topnost

@ fibrilarni (netopni)

Vrsta proteina vloga

Fibrilarni proteini

kolagen Strukturni protein
keratin Strukturni protein
miozin Gibanje (miSi¢ni protein)
elastin proznost

kolagen v kozi

Protofibril
Microfibril

Macrofibril

Cortex Spindle-shaped

cells of cortex

Medulla g
1 Cuticle

keratin v lasu
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Proteini — domene, podenote

Proteinska domena.: del proteina, ki
se zvije neodvisno in lahko opravlja
neko posebno funkcijo, lahko tudi
loCeno od ostalega proteina.

Proteinska podenota: pri proteinih s
kvartarno strukturo.

primer: hemoglobin

— C. Protein dynamics

- -:_ Mobile domain

Subatrate‘

Adenylate kinase




<Ost proteinov, st
verig

Monomerni proteini: ena sama veriga.
Oligomerni proteini: vec verig, vsaka veriga svoja podenota.

protein molekulska masa  Stevilo aminokislinskih  Stevilo polipeptidnih
[Da) ostankov verig
inzulin (goveji) 5733 51 2
citokrom ¢ (cloveski] 13 000 104 1
ribonukleaza A [goveji pankreas) 13 700 124 1
lizocim (jajcni beljak] 13 930 129 1
mioglobin (konjsko srce) 16 890 153 1
kimotripsin [goveji pankreas) 21 600 241 3
hemoglobin [cloveski) 64 500 574 4
serumski albumin [cloveski) 68 500 550 1
imunoglobulin G (Eloveski) 145 000 : 1320 4
RNA-polimeraza (E. coli) 450 000 4100 )
feritin 450 000 4100 24

glutamat-dehidrogenaza [goveja jetra) 1 000 000 8300

=
L ]



lolosko aktivnha (nativna)
konformacija proteinov

zvitje proteinov (sekundarna in terciarna struktura) doloca
zaporedje AK (primarna struktura)

R

1zjemno hitro zvitje (angl. folding) — v nekaj sekundah

denaturacija: kovalentna veriga ostane intaktna,
polipeptidna veriga se razvije v ravno, nepravilno in
spreminjajoco konformacijo v prostoru

® segrevanje
® ekstremni pH

® obdelava s se¢nino



narascanje energije Gjouli) 4,

Proteini - zvitje

r-"‘h"x

i g

Unfolded Folded

razvit i’ postopno, ko sinteza na

(neaktiven)
iR @ ribosomih Se poteka

neaktiven & }‘\/
neaktiven :

biolosko aktiven
(nativen)

pot zvitja



Denaturacija in renaturacija

agents: pH, temp, ionic strength, solubility

naturay;
pe loss of ho’?
biological s )""
activty 3\
r ""-- rd \
J| \ \ / g
f )/ v
PeS Y Y U
; regains - .
. activity
Normal protein Qe’?atur a0 Denatured protein

Copyright © 2008 Prarson Eduration, Ine._ puslisking a8 Pasrson eramin Gummings

segrevanje

nativni protein

delno denaturiran protein

denaturacija
(lahko zadrZi nekaj aktivnosti)

segrevanje .

denaturiran pro- i %
b hlajenje v natan¢no nad-

tein (neaktiven) :
] zorovanih razmerah
nekontrolirano i

hlajenje .. P
e,
U,

5 §aperoni
&
o
Y

£

. — nativen protein

(kineti¢no ujet)



Proteini

@ zvitje in denaturacija
encima ribonukleaza A
@ His-12, Lys-41 in His-
119 so v aktivnem
centru encima
@ energetika zvitja:
AG<O0, spontana reakcija

— A. Folding and danaturation of rbonuckeasa A
| N terminus |
| }
His -12
6
40 L
lys-41 —45
.4 Folding
-: <.  Denaturation
58 oy
65 &
|: “ — B. Energetics of protein folding
&
2 % e Increased order
b " inthe molecule
| Imteractions
= in the
ﬁ* : molecule
= |
(| Reduced
| order
| inwater
| = = r /
84 g A
e i "'...!F |!.|
z AL |
.'I. T
o |Free enthalpy |
| L |offolding
10 e e | (ACrd
His-119 .
ﬁGﬁIII‘I = ﬁ-Hﬁ:H _T'ﬁswuizr _T'ﬁscnn{

Koolman. Color Atlas of Biochemistry. 2nd edition & 2005 Thieme



_ Slle, ki stabilizir
strukturo globul

proteinov

— A. Conformation-stabilizing interactions —

1.

Ve 2.
Disulfide Polar surface

bond 3.

|

: 4

)_;‘ s’ _Apolarcore
f B\ ¢

Metal < N\

complex s

Hydrogen bond

Koolman. Color Atlas of Biochemistry, 2nd edition @ 2005 Thieme

ajo terciar

arnih

H- vezi (v sosednjih zankah)

lonske interakcije (nasprotno nabite AK)
hidrofobne interakcije (v notranjosti
globularne strukture, zascCitene od vode)
kovalentna premrezenja (-S-S-)

/ X
H—N AL N—H
. /
HC—CH; CH,—CH
/ \
0=C =0
\ /

kovalentna cistinska preCna vez



ramolekularne interakcije v

proteinih

hidrofobne
vodikove vezi interakcije med
med skupinami o nepolarnimi
v peptidni vezi koordinativno  grranckimi ionske interakcije
vezan kovinski verigami

ion

. =

O—iTe s 0=

a-vijacnica B-struktura : disulfidna vodikova vez
vez med stranskima
verigama




Bioloska vlioga proteinov

encimi

transportni proteini (hemoglobin, lipoproteini)

® v krvni plazmi veZejo in nosijo specificne
molekule ali ione od enega organa k drugemu

® sodelujejo pri prenosu snovi skozi membrane

l‘f!

’ A‘ ] Heme
N 4 (Fe-protoporphyrin 1X)

by

e £

-

FpVA : signalni in transportni protein

Pseudomonas aeruginosa za Fe Hemoglobin: hem je oznacen z rde€o, vsaka podenota s svojo barvo
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Bioloska vioga proteinov

kontraktilni proteini (aktin, miozin, tubulin - citoskelet)

dajejo celicam in organizmom sposobnost kr¢enja, spreminjanja
oblike oz. gibanja

ribosomi ki
i
gz membrana €n§10plazems
\ retikulum
-\ >
O v, o

\ T
srednje veliki filamenti mikrotubuli mikrofilamenti %
. . (2
(a) tubulin (b) aktin :

mitohondrij mikrotubul

citoskelet



proteinov

elastic fiber _ J m
® % N
L /‘.-
i

ot “% A j* ¢
. ini &l o N S~
® strukturni proteini i (%; i%« > BN Ezm B

S .

(a-keratin, kolagen,
elastin...)
sluzijo kot podporni
filamenti in dajejo
trdnost ali zasScito

(c) Keratin

kolagen: 25-35 % vseh proteinov v telesu
sesalcev
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Bioloska vioga proteinov

@ hranilni in skladiS¢ni proteini (kazein, ovalbumin, feritin,
glutenin)

v semenih rastlin, v mleku, beljaku — potrebni za rast

Cgy=s Clgyms '8'3 K-
caseimn

Calcium phosphate
nano-cluster

miceli kazeina v mleku ovalbumin (60-65 % beljaka)

aS1, aS2, 3, in kK-kazein



Bioloska vioga proteinov

obrambni proteini (protitelesa, fibrinogen, trombin)

branijo organizme pred vdorom drugih vrst oz. jih SCitijo prd
posSkodbami (imunoglobulini,...)

® toksini (kac;ji strup, amanitin — v gobah,...)

lgG2a (mis) a-amanitin



Bioloska vioga proteinov

regulatorni proteini
regulirajo celiCne in fizioloske aktivnosti
® hormoni (inzulin, glukagon, kortikotropin, rastni hormon)

® represorji (regulacija biosinteze encimov)

heksamer inzulina (51 AK, M = 5808 Da), _
vijoli¢éni: His ostanki, ki sodelujejo v vezavi Zn rastni hormon



\V/sebnost
proteinov

@ virusi 50-90 % (ut.)
@ bakterije 50-70 %

@ kvasovke 35-45 %

@ nitaste glive 25-40 %

— A. FIoteins

protein

dehydrogenase synthetase

lon channel

OCAC COOO000000C0 88000000
Somatotropin

(Qimery

o o Blood -
s Jrrd
; <%
Somatotropin %

Insulin

Y Collagen
\| triplehelix

B
I.J_\

ot

)

s

—

L

® &

Catabolite activator DM Mucleo some [



Encimi -biokatalizator|

povecanje hitrosti reakcij
za faktor 10® do 10%2

velikost: 12.000 — 1.000.000 Da

Free
energy

Ne spremenijo
ravnotezja reakcije

. e ey

Activation
energy—
no enzyme

e T —

I Substrates

- G%A+ B)

|

— - Activation
? I "\ _ energy
(A+8B) 1 with
enzyme
+ D)

Products (C + D)

Progress of the reaction




adenilat kinaza

citokom by,  nukeaza iz bakterij lizocim
Saphylococcus

ektivno mesto encima

laktat
dehidrogenaza

fosfoglukomutaza
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IMENOVANJE ENCIMOV

po substratih, na katere delujejo:
SUBSTRAT + AZA
ureaza, amilaza, celulaza, hitinaza, glukanaza

po reakcijah, ki jih katalizirajo:
® alkohol-dehidrogenaza (odcep vodika z alkohola)
® piruvat-karboksilaza (karboksilacija piruvata)
® DNA-polimeraza III (podaljSevanje verige DNA)

trivialna (zgodovinska) imena:
kimotripsin, tripsin, katepsin, pepsin, renin
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KLASIFIKACIJA ENCIMOV

na osnovi reakcije, ki jo katalizirajo — 6 RAZREDOV: EC i.lli.i.

EC 1. OKSIDOREKTUKTAZE: oksidacije-redukcije oz. prenos elektronov
(veCinoma dehidrogenaze, tudi oksidaze, peroksidaze, reduktaze...)

EC 2. TRANSFERAZE: prenos skupin (kinaze)
EC 3. HIDROLAZE: hidrolitske reakcije (proteaze)

EC 4. LIAZE:

- nehidrolitske in neoksidativne reakcije eliminacij oz. lize substrata, kar
vodi v nastanek dvojne vezi

- adicija na dvojno vez (sintaze)

EC 5. [ZOMERAZE: izomerizacije (1 substrat — 1 produkt)
EC 6. LIGAZE: kondenzacije, povezane z vnosom energije (npr. ATP)



Razredi
encimo
V

Class

Reaction type

Important subclasses

O = Reduction equivalent

falel BE. "399”35'5.@
i idases, peroxidases
1 Owidoreductases . El e . Reductases
Monooxygenases
Ared By Aox Bred Dimxygenases
| | EETranlsfemgrEﬂ
cosyltransferases
2 Transferases + — . Aminotransferases
- Phosphotransferases
A-B C A B-C
N Esterases
\ L2 Glycosidases
. SR ® | B
ptidases
Amidases
A-B Hz0 A-H B-OH
C-C-Lyases
. ' C-0-Lyases
— C-N-Lyases
| . | C-5-Lyases
A B A-B
; - Epimerafﬁ
— Cls trans |somerases
t j -~ Intramolecular
[ transferases
A lso-A L
B x=agGUC XDP C-C-ligasos
— -0-ligases
& Ligases + Eﬁ:@ P * &EB- E-ng-lljigases
("synthetases”) -5-Li
. TP ® gases

A-B




oksidoreduktaza
NAD* NADH + H*
CH;—CHCOO e
OH
NAD* NADH + H*
laktat

trivialno ime: laktat-dehidrogenaza
sistematicno ime: L-laktat: NAD"-oksidoreduktaza
klasifikacijska stevilka: 1.1.2.3

transferaza

(NMP), + aNTP == (aNMP),., + PP,
(&-NMP], = DNA z n nukleotidi
(¢-NMP],., = DNA z n+1 nukleotidi

PP, = pirofosfat
trivialno ime: DNA-polimeraza

CH,—CCO0

o)

piruvat

sistematitno ime: deoksinukleozidtrifosfat: DNA-deoksinukleotidiltransferaza, ki jo usmerja DNA

klasifikacijska stevilka: 2.7.7.7

hidrolaza

0 o)
[l
1,C -C-0-CH, —CH,— N*(CH3); + H,0

acetilholin acetat

trivialno ime: acetilholin-esteraza
sistematicno ime: acetilholin-acetilhidrolaza
klasifikacijska stevilka: 3.1.1.7

OH

Il
T CH_?,C—O- o (sz-“CHg —

holin

ja

encimov - primer!

liaza

COZ =+ Hzo S e H2C03

ogljikova kislina

trivialno ime: karboanhidraza
sistematicno ime: karhonat-hidroliaza
klasifikacijska Stevilka: 4.2.1.1

izomeraza
CH0PO;™ <|:H20P032'
(IZZ 0] T CHOH
I
CH,OH «0
H
dihidroksiaceton fosfat gliceraldehid-3-fosfat

trivialno ime: triozafosfat-izomeraza
sistematicno ime: D-gliceraldehid-3-fosfat-ketoizomeraza
klasifikacijska Stevilka: 5.3.1.1

ligaza
ATP

CH3(I3'—COO' + CO, 'OOC—CHzﬁCOO'
O 0O

piruvat oksaloacetat
trivialno ime: piruvat-karhoksilaza

sistematicno ime: piruvat: CO,-ligaza (ob spro$canju ADP)

klasifikacijska Stevilka: 6.4.1.1
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The Comprehensive Enzyme Information System

Enzyme Names Pathway Km Value
EC Number Catalysed Reaction kcat/Km Value
Common/ Recommended M'Reaction Type Ki Value
Natural Substrates and PralC50 Value
Systematic Name pl Value
Synonyms Substrates and Products Turnover Number
CAS Registry Number Substrates Specific Activity
Natural Substrate pH Optimum
Products pH Range
Natural Product Temperature Optimum
Inhibitors Temperature Range
Cofactors Kinetic ENzyme DA
Metals/lons
Activating Compounds

Ligands
Biochemicals Reactions Ali

Purification
Cloned
Expression
Renatured
Crystallization

Organism
Source Tissue
Localization

http://www.brenda-enzymes.info/



~~ Razsirjenost uporabe encimov
(1987 — 1999)

razred encimov St. St. ocenjen delez
uvrdéenih razpoloZljivih uporabe

1. oksidoreduktaze 650 90 2504

2. transferaze 720 90 [15%

3. hidrolaze 636 150 65%

4. liaze 255 35 [15%

5. izomeraze 120 6 [11%

6. ligaze 30 . .


http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=9
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=7
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=29
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=40
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=39
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=3
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=137
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=27
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=28
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=17
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=37
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=36
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=50
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=25
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=51
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=11
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=48
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=15
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=1
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=13
http://bkm-react.tu-bs.de/
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=12
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=305
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=49
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=54
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=53
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=44
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=34
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=45
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=46
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=41
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=42
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=55
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=55
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=55
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=55
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=55
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=55
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=26
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=4
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=301
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=31
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=5
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=20
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=33
http://www.brenda-enzymes.info/php/search_result.php4?a=14

Modell delovanja encimov

@ Klju¢ - kljucavnica
(Emil Fischer, 1894 )




Modeli delovanja encimov

Inducirana prilagoditev

(angl. induced fit; Daniel Koshland, 1958)

Glucose
substrate
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Modell delovanja encimov

R
.
i

©® Model analoga prehodnega stanja

Aktivno mesto
® prepozna in veZe substrat
® gsubstrat pravilno usmeri in aktivira

® ko je substrat vezan v aktivnem
mestu, prevzame strukturo
prehodnega stanja

Kljucne: Sibke interakcije encim-
substrat




Mehanizem encimskin -~~~
“reakcij

Kislinsko-bazi¢na kataliza: funkcionalne skupine v
aktivnem mestu lahko delujejo kot kisline ali baze, ki
pomagajo pri prenosu protona
Kovalentna kataliza: substrat se kovalentno veze na encim
preko nukleofilne funkcionalne skupine

Kataliza s pomocjo kovinskega iona: sodelujejo kovinski
1on1, ki so vezani na encim al1 substrat (30 % encimov)

® Drzijo substrat v pravilni usmeritvi

® Polarizacija vezi, ki se bo razcepila, ali s stabilizacijo
intermediata

® Sodelujejo pri prenosu elektronov (oksidoredukcijske reakcije)



" Kovinski ioni kot kofaktorj

kovinski ioni, vezani na encim ali substrat:

pacin potrebni v mikrokoliCinah
Han < a) drzijo substrat v pravilni usmeritvi
O O O & : o s
. I e ”,ﬁ(’) " (koordinacijske kovalentne vezi)
adenozin —O—P—0O—P—O— P O 2 e 5 ; :
L b) polarizacija vezi, ki se bo cepila
By . ali stabilizacija nabitega intermediata
Mg S
/()\ c) reverzibilni prenos elektronov med
kovinskimi ioni in substratom
MI]"" Mn-!- Mn+
0" 0~ 0% L 0
I | [ 41R i ,
R—C—OR' == R—C—OR' == R—C—0* ==R—C__ + R'OH
OH, *+OH, op B “on
(b) ancim ' kn\;i‘n‘ski insr]
katalaza, peroksidaza, akonitaza in citokrom-oksidaza Fe mPFe
CYIE ¢ Cyta Cylt ¢ CY‘Ii a < alkohol-dehidrogenaza, karboksipeptidaza A, karboksipeptidaza B in DNA-polimeraza Eni‘
2+ T 3+ g ¥ 2+ citokrom-oksidaza, protein-lizin-6-oksidaza in superoksid-dismutaza Uz'
- = o ke neksokinaza, glukoza-6-fosfataza Mg
(© arginaza Mn‘
piruvat-kinaza K‘b
ureaza L
nitrat-reduktaza Mo™ in Mo

2+ 2+
karboanhidraza In-, Gd
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Encimi in kofaktorjl

holoencim: celoten encim s kofaktorjem
apoencim: samo proteinski del (brez kofaktorja)

kofaktorji - pomagajo encimu (lahko Sibko ali moc¢no vezani
na encim)
® koencimi: organske spojine
® kosubstrati
® prosteticne skupine - mocno (lahko kovalentno) vezane na apoencim
® csencialni kovinski ioni

® aktivatorski ioni — Sibko vezani

® kovinski 1oni v metaloencimih —-moc¢no vezani



Koencimi

Nukleotidi ali njihovi derivati: ATP, NAD*, NADP, FAD,
FMN..

Derivati vitaminov: koencimi po strukturi zelo sorodni vitaminom-
pri zivalih sinteza Stevilnih koencimov i1z vitaminov

Vitamini: vitalni amini, mikronutrienti (mg ali pg dnevno)

vodotopni: vitamin B1 — tiamin, vitamin B2-riboflavin, vitamin B12,
nikotinska kislina, pantotenska kislina, biotin, folna kislina, vitamin C
(askorbinska kislina)

lipidotopni: vitamin A —retinol, vitamin D — holekalciferol, vitamin E —
tokoferol, vitamin K -



Koencimi: oksidoredukcijske reakcije

NAD"' Substrate
N

P @ X
—

—
] NADH Substrate
NAD"  Substrate oxidized
(electron R
donor)
Enzyme |
Enzyme and substrates Enzyme-substrate complex Enzyme and products
Enzyme | reacts with substrate (electron donor)
and oxidized form of coenzyme, NAD™.
NﬁDH Substrate

/

@ - -
NADH Substrate
(electron
acceptor)

Enzyme Il
Enzyme—substrate complex

o +Q * G

| Enzyme |l reacts with substrate (electron acceptor) NAD Substrate
and reduced form of coenzyme, NADH. reduced
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Encimi: kinetika

E+SE$?DTSD W L E+P

Ko je dosezeno dinami¢no ravnotezje, sta hitrosti tvorbe
in razpada kompleksa ES enaki:

(P]

[E][S] 9 Time (1)
K, |E||S] A k, +k_, JES S
= . ( k, ke ) K, k, +k
+
El=[e]-[ES Michaelisova konstanta: ¥ - T im]

[ES| K,, = [Et] [S]-[ES|[S] Najvisja reakcijska hitrost je dosezena, ko so vsa
[ES|(OK,, +[9]) = [Et] ] katalitska mesta zasedena s substratom:

V =K [ES) Vinax =KealEd] - [UM/min]
B
_ kealE[IS] - a
" Kytls| L K

pretvorbeno Stevilo (turnover number):

V [E|]... celotna konc. encima
k =0 int ali st 2 : 7
cat [E ] [mint ali s V,... zacetna hitrost reakcije
L V__ ... maksimalna hitrost reakcije




Kinetika /
“Michaelisa in .

HBIREROVE

F der with respec S
0 5]
| Viax [S] Vo = Vinas
-« V5 = Km l
Leonor Michaelis, Maud Menten,
1875-1949 1879-1960 a
g
Y e
V, = =
Ky +[S] S
: 2 \V/
K, =[S], prikaterijev, = =

nizek K,,, veCja afiniteta do substrata [S] (mMm)
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L Ineveawer-Burk

K
_ : : Slope = v =
linearizacija modela max
Michaelisa in Mentenove
=
ar
3
1—||:§'
1 K. 1
Vo VouxlS1 Vi, e]l
Vl'l'lﬂ][
i 1 1 S
enostavno doloCanje kineticnih K, [ST\mm

parametrov:
emaksimalne hitrosti V,__, in

«Michaelisove konstante K,
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Encimi: kinetiéne konstante

encim substrat K, (mM)
katalaza H,0, 0,001
heksokinaza (iz mozganov) ATP 0,4
D-glukoza 0,05
D-fruktoza 19
karboanhidraza HCO, 9
kimotripsin gliciltirozinilglicin 108
N-benzoiltirozinamid 2,5
pB-galaktozidaza laktoza 4,0
penicilinaza benzilpenicilin 0,060
piruvat-karboksilaza ATP 0,060
piruvat 0,40
HCO, 1,0
ribuloza-1,5-bisfosfat-karboksilaza (rubisco) ribuloza-1,5-hisfosfat 0,028
Co, 0,009
ribuloza-1,5-hisfosfat-oksigenaza (rubisco) ribuloza-1,5-hisfosfat 0,028
GO, 0,535
encim substrat k, [s)
katalaza H,0, 40000 000
karboanhidraza HCO, - 400 000
acetilholin-esteraza acetilholin 25 000
penicilinaza benzilpenicilin 2000 k. =k — Vmax
laktat-dehidrogenaza laktat 1000 Bl [E ]
kimotripsin gliciltirozinilglicin 100 :
ONA-polimeraza DNA 15
ribuloza-1,5-bisfosfat-karhoksilaza ribuloza-1,5-bisfosfat + CO, 3.3

ribuloza-1,5-hisfosfat-oksigenaza ribuloza-1,5-bisfosfat + 0, 2,4



Vpliv pH in T na aktivn
encimov

— A. pH and temperature dependency of enzyme activity

Proportion BH®| | Proportion AC [

{
1.0-——&{——.,‘ f——!——- 1.0 AN
N BH® (AC
BRH® (20 Y P
e BH=) A=) ;, Denaturation|
Enzyme ;. //
0.8 0.8 Baﬁwe |
e 06 | Increased

BHS (AH)

0.4 M

0.2 0.2 LA
Enzyme

0.0 0.0 denatured

4 5 & 7 8 9 10 0 10 20 30 40 50

Activity

2 activity due
2 to temperature
increase

pH Temperature (°C)
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