Slide 1

Slide 2

ENCIMATIKA

ENCIMI: osnove, specificnost encimov, klasifikacija

CISCENJE ENCIMOV, MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI

ENCIMSKA KINETIKA: Michaelis-Menten model, Vmax, Km,
pretvorbeno Stevilo, kataliticna ucinkovitost

EFEKTORJI ENCIMSKEGA DELOVANJA: [E], [S], pH, T,
inhibitorji, aktivatorji

MEHANIZMI KATALIZE: kovalentna kataliza, kislinsko-bazna
kataliza, primer lizocima

KONTROLA ENCIMSKE AKTIVNOSTI: proteolitska cepitev,
kovalentne modifikacije

ENCIMI

Bioloski katalizatorji: Encimi (E) katalizirajo biokemi¢ne
spremembe substratov (reaktantov; 8) v produkte (P).

Enostavni ali sestavljeni proteini
Ribocimi: deli RNA z encimsko aktivnostjo (RNaza P in peptidil
transferaza)

Encimi povecajo hitrost nekataliziranih reakcij za 106 - 1016 krat !
Navadno encimsko katalizirane reakcije potekajo pri bolj blagih

pogojih.

Primer ureaza (razgradnja uree=secnine)
Katalizirana hitrost 3x10%/sec

Nekatalizirana hitrost 3x10-%/sec

Razmerije hitrosti 101

Specificni

Encimi in njihovo uravnavanje sestavni del metabolizma, njihovo
delovanije je regulirano!
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*Uporabljajo za delovanje stranske skupine aminokislin (predvsem kisle in
bazi¢ne)

*Dodatne kemi¢ne skupine- KOFAKTORJI
anorganski ioni- Fe2*, Mg2*, Mn2*, Zn2*
KOENCIMI- kompleksne organske molekule (NAD*); prenasalci skupin ali
kot posebne funkcionalne skupine, na katerih poteka kataliti¢ni proces

*Prosteti¢na skupina- koencim se med delovanjem ne lo¢i od encima, vezani
kovalentno na encim (npr. hem, FAD)

*HOLOENCIM- kompleten aktivni encim (beljakovinski del + kovinski ion +
kofaktor). APOENCIM- samo beliakovinski del

e Measd o sall Ca

e sl the Enaymes. with Which They Are Amsristcd

Coenzyme Reaction Mediated
Biotin Carboxylation
il lati NEKATERI KOENCIMI
Cobalamin (B,) Alkylation
coenzymes L .
; e *Nekateri zaCasno asociirani z
Coenzyme A Acyl transfer .
Flavi Onidat encimom (=kosubstrat)
“lavin xidation oL N .
N *Med katalitskim ciklom so kemijsko
COCNZYIMES reduction - .
Liticl id Acyl t i spremenjeni, se morajo
ipoic ac Acyl transfe L . o
"_' gea ; ;)l-‘_" iasler spremeniti nazaj v originalno
Nicotinamide xidation stanje (na encimu ali s
coenzymes reduction o . .
i pomocjo drugih encimov)
Pyridoxal Amino group
phosphate transfer
Tetrahydrofolate One-carbon group
transier
Thiamine Aldehyde transfer

pyrophosphate
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Reakcijska koordinata

Razlika med AG in AE,

« Celotna sprememba proste energije reakcije je povezana z
ravnotezno konstanto K.

AGY= - RT.In K, (smer reakcije)
« Aktivacijska energija je povezana s konstanto hitrosti reakcije:

k = Kooy €FRT (hitrost reakcije)

Pretvorba substrata v produkt poteka preko vmesnih stopenj. Tvorba
aktiviranega kompleksa ES*. V prvem delu pride do prepoznavanja
substrata, v drugem delu do njegove pretvorbe:

E+S S ES* = E+P

Pogosto imajo encimi vecjo afiniteto do prehodnega (aktiviranega)
stanja reakcije kot do substrata
Encimi povecajo reakcijsko hitrost z zmanjSanjem aktivacijske energije
a
Ne vplivajo na AG reakcije
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Reakcijska koordinata

SPECIFICNOST ENCIMOV

* Encim selektivno “prepozna” substrat v zmesi
(samo nekatere reakcije hitrejSe od drugih mogogcih v zmesi)

» Encim tvorijo produkte z zelo velikim izkoristkom — (ve¢inoma > 95%)

« Specifi¢nost zagotavlja struktura encima —prileganje substrata aktivnemu
centru encima

« Specifiénost omogoca tudi regulacijo aktivnosti

» Uporaba v biotehnologiji, farmaciji, itd.

+ Substrat se veZe na encim (obi¢ajno vecji od S) s Sibkimi vezmi:
H-vezi, van der Waalsove, ionske, v€asih tudi hidrofobne interakcije

» Dva mehanizma vezave:
Kljué-klju€avnica (Fisher)
Inducirano prileganje (induced-fit) (Koshland) sprememba konformacije
pri vezavi S (tudi monomerni E!!)
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Kompleks Encim-Substrat, ki ponazarja geometrijsko in fizikalno
komplementarnost med obema molekulama

. topilu
glukoza . ;eléiav nega nedostopno
aktivno
glicerol &2 glukoza mesto
voda @ &

KONFORMACIJSKA SPREMEMBA PO VEZAVI SUBSTRATA

HEKSOKINAZA
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ENCIMSKA NOMENKLATURA
Kriterij delitve: vrsta kemijske reakcije
E.C. (encimska komisija pri IUPAC)

— univerzalni decimalni sistem

— Stevilka E.C in sistematsko poimenovanje

* 1. Oksidoreduktaze reakcije oksidacije-redukcije
Donor e- : akceptor e- oksidoreduktaza
Primer: etanol:NAD+ oksidoreduktaza

EC 1.1.1.1 alkoholna dehidrogenaza

prenos funkcionalnih skupin
Donor skupine:akceptor skupine ime-skupine-transferaza
Primer: Glu:oksalacetat aminotransferaza

« 2. Transferaze

hidroliza vezi
Substrat hidrolaza
Primer: dipeptid hidrolaz)

odstranitev skupin s tvorbo dvojnih vezi

« 3. Hidrolaze

* 4. Liaze
» 5. Izomeraze
» 6. Ligaze (sintetaze)

prenos funkcionalnih skupin znotraj molekule
tvorba vezi povezana s hidrolizo ATP
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ECL  [Ouidoredustases

EC L1 [Acteg on the CE-OH group of donors

EC LT |Arcteyg on the aldebiyde or oo group of domors
EC L3 [Acteg on the CE-CH group of donces

EC 14 [Acsng on the CH-IH, group of doners

EC LS [Actng oa the CH-NH grosp of donoes

EC 16 [Aceng oo MADH or MADPH

EC 1.7 [Acteg on other nvagenom compounds a2 denort

EC L8 |[Acteg on o sulfic growp of dosors
EC L9 [Acteg on aheme grovp of dosors

EC 1.10 Acting on diphenals and relsted substances ar donors

EC L11 [Actegg om 8 peromde as acceptor
EC 112 |Acteg on bydrogen as doner

EC 113 [Acteg on single danors with incarperation of melecdar sipgen (svpgenares) b

sub-rubelazies

- subclasses
sub-subclasses
pub-subclasses
gub-subclasses

sub-subclasses

1 Inzses
- subclasses
sub-subclasses

sub-rubelazies

- subclasses
sub-subclasses

Inzses

EC 1.14 |Acteg an pamed domors, with meorporahon of reducthion of molecular coygen sub-subclasses

EE LIS | Acteg on superomde radicals a5 acceptor
B 116 | Cridising metad ivest

[EC L17 A ctegg on CH or CHy grotips

EX L18 | Acteg on zon-subir protens as donors
EC 119 [Acteg on reduced flwwadenin as doner

[EC 1.20 | Acteg an phosphorus or srsemc m donoes
L0 i e W AL d VB b B Y W D

Ble Bt em o [odwads Lok Beb
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[Transbernng see-carboa govps

Transferming aldehyde or ketare: groups

[ m——

It
R ——
[Transfeerng pheoephons -contiaung grovps
Transfirming sdfur-containing groups
Tranaferrmng selesmum-cost g, groups
EC3  Hydrelases

EC 31 [Acsng on ester bonds

[ TEE TR m—m—

EC33 |Acong on etier bonde

EC 34 |hcng on peptide bonds (peptidases)

sterring alicy] or aryl groups. otker han meshyl groups

B35 Aty om carbom-ratrogen bonds, other this peptids bonds

EC36 |Aewng cn anid anhydndes

EC 3.7 [hcsng on carbon-carbon bonds

B 38 [Acng om babde beads

EC39 Acwng caphosphoros-nrogen bonds
EC 3.10 Actng on sulir-nitrogen bords

B 311 At om carbom-phesghorus bonds

[

sub-subclasses

u Inzses
- subclasses
sub-subclasses

sub-rubelazies

k-0

L .

lgub-rubclasses

Beree. _ IIODIORIEN |

up 1o 30
upto 5
up te 50
up 1o 30
up te 50
up 1o 30
up te 50
up 1o 30
up te 50
up 1o 30
up te 50
up 1o 30

o 50
ug: 82 30
upto 50

ug: 82 30
o 50
ug: 82 30
ug to 50

6 nedel
17432
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EC 41 |Cubon-carbon byases sub-subclasees | 1p to 50
[T T a———— sub-subclusses | up o 30
EC 43 |Carborestrogen lyazes sub-subclasess | ug bo 50
EC 44 |Carbonenifx lyases subesubclasses | m to 50
B 45 | Curbon-hubids lsees b pubclusses | up o 3
EC 46 Phosphorus-comgen lases sub-subclasess | ug bo 50
EC 499 Crhes lyaser subesubclasees | m to 50
[T —

EC 5.1 Racemases and sparases sub-nibelasses | up to 50
EC S5 \astnmelsomerases sub-subclasees | 1o to 50
L TE T S — sub-subclusses | up o 30
ECS5A4 [latramsleculsr transferasss [rtases) sub-subclasess | ug bo 50
EC 55 [Ttramaleculir lyases subesubclasses | m to 50
ST Tl R— R

ECE  [Ligases

EC 6.1 [Forming carban—augen bonds subesubelasees | m to 50
B 62 Forming cbom—nifis bonds b -pbelusss | b 50
EC 63 [Forming carban—sitrogen bonds sub-subclasess | ug bo 50
EC 64 [Forming caban—carban bands subesubclasses | mto 50
B 65 Formig phosphons ester bonds b sssl| up1e 50
EC 66 Forming etrogen—snetal bonds sub-nibelasses | up to 50 -

Cone
g TEEC SR o et o ot .
eEFUGSEGE

MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI

Vzoréne metode
Kontinuirne metode

spektrofotometri¢ne, spektrofluorimetricne, manometricne, elektrokemijske,
polarimetricne...

Encimska enota koli¢ina encima, ki pretvori 1 mol substrata v 1 sekundi
(KATAL).
Tudi poljubno definirane enote (razgradnja
mola vezi, sprememba mase substrata, sprememba
absorpcije v €asovni enoti...).

o
A

+ P - “ o

-N-
o o

p-nitrofenilfosfat p-nitrofenol p-nitrofenolat
A=405nm
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CISCENJE ENCIMOV

v E konc. Skupna akt. Konc.prot.  Spec. Akt Izk. Stopnja

Homogenat 40

Supernatant 20 10
Kromatografija1 10 15
Kromatografija2 4 20

Encimska koncentracija
Skupna aktivnost

Specifiéna aktivnost
Izkoristek
Stopnja ocis¢enja

(ml)  (E.E./ml)
5

(E.E.) (mg/ml) (E.E./mg) (%) ociScenja
200 10 0.5 100 1

200 6 1.67 100 3.34
150 1 15 75 30

80 0.5 40 40 80

Stevilo encimskih enot/ml raztopine

skupno (totalno) stevilo encimskih enot v
vzorcu

Stevilo encimskih enot/mg proteina v vzorcu
skupna aktivnost glede na zacetni vzorec
specificna aktivnost glede na zacetni vzorec

MICHAELIS-MENTEN MODEL

Leonor Michaelis in Maude Menten, 1913

kZ k3
E+SSES—E+P

Predpostavke

ki

*[S] >> [E] ; ves E je v kompleksu ES; [ES] je zelo majhna
*Nastanek kompleksa ES je zelo hiter in reverzibilen
*Razpad ES v produkte in prost encim ni reverzibilen

*Pri teh pogojih merimo zacetno hitrost reakcije

Enosubstratni model
(Dvosubstratni modeli)
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[Sg] |
5 18] [P]
S
[Ely = [E] +[ES]
d[ES]
dt 0
[El7 | : [ES]
e (E] B
< Time =
kZ k3
E+SSES—E+P
ki
(1) Vo = k4 [ES] ob nastetih predpostavkah je zagetna
hitrost v, enaka produktu k3 in [ES]
V.es = K[EI[S] hitrost nastajanja kompleksa ES
Ves = (k, + k3)[ES] hitrost izginjanja kompleksa ES
K,[E][S] = (k, + k3)[ES] ko je vzpostavlieno stacionarno stanje je [ES]
stalna in hitrosti v,gg in v gs enaki
[ES] = [E]ISV/((k, + k3)/ k;) izraz (k, + kj)! k, je enak novi konstanti-
Michaelis-Mentenova konstanta (K,,)
(2) [ES] = [E][SV/K., zaradi prebitka koncentracije prostega S je
[S] prakti¢no enaka celotni koncentraciji
substrata. Koncentracija prostega encima,
[E], enaka totalni encimski koncentraciji [E1]
zmanj$ani za koncentracijo ES, [ES]
(3) [E] = [E{] - [ES]
[ES] = (([E{] - [ES]IS]) / K, to dobimo, &e vstavimo (3) v (2)
[ES] = [E{]([S) K.,) / (1 + [S)/ K.,) &e preuredimo
(4) [ES] = [E{([SV([S]* K.)) in $e malo preuredimo
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—~
3]
~

Vo = K[ E-I([SI([S]+ Kn))
Vmax = k3[ET]

Ce vstavimo izraz za [ES] iz (4) v (1)

—~
[22)
~

pri nasi¢enju encima s substratom, ko je
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Ko je [S] = K., potem je vy=1/2 V.,

[S] >> Km, se razmerije [S]/([S]+ K,,) pribliza
vrednosti 1
Vo = Vinax ([SV([S]+ K,p)) &e vstavimo (6) v (5) dobimo Michaelis-
Mentenovo enacbo

Vinas - [S]

K, +[S]

0

- Michaelis-Mentenova konstanta je
enaka koncentraciji substrata, ko je
zacetna hitrost enaka polovi¢ni
vrednosti najvecje zacetne hitrosti

Konc. substrata [S]

00

50

0

Zacetna hitrost reakcije, v,

v = - d[S]/dt (naklon tangente)

v, = - d[S]/dt (t>0)

Slide 24

3 = V5]

K, +[S]

0 Ky 2Ky gK.-w 4Ky 5Ky
[S]

MICHAELIS-MENTENOVA KONSTANTA (K,,)

» Konstanta K, (mol/l) — enaka [S] pri 2 V.«
» K, izpeljana iz hitrostnih konstant k;, k, in k3

Kin = (K1t Ky )kg

* K, je le ocena za disociacijsko konstanto E in S

* Majhna K, pomeni vegjo afiniteto S do E; vegja K., pomeni
SibkejSo vezavo S in E

NAJVECJA ZACETNA HITROST (V,,,,)

* V... Jje konstanta

* V. Jje teoreticna maksimalna hitrost reakcije — vendar je
resnic¢no nikoli ne doseze
¢ Vmax = k3 [E]t

* Vv, se asimptoti¢no priblizuje V.,
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PRETVORBENO STEVILO
Mera za kataliti¢cno aktivnost

* ke pretvorbeno Stevilo, je Stevilo molekul S, ki jih pretvori 1
mol E v ¢asovni enoti (v sekundi) (pri nasiCenju E s S, to je
[SI>>[E])

» Ce velja Michaelis-Menten model (nasi¢enost E z S)

Ed k3 = kkat = Vmax/Et
* Vrednosti za k,,, : od manj kot 1/sec - ve¢ 106 /sec

Enzyme Substrate KylM) ko (37" e Ky (M7 =571
Acetylcholinesterase 95 % 10 1.4 = 10 1.5 % 10
Carbonic anhydrase 12 % 10 1.0 % 14 83 % 10
26 % 10 10 1 R (U
Catalase 0 10 % 107 4.0 = 10°
Chymatrypsin 44 %107 51 % 107% 1.2 % 10

B i) 1.7 10 1.9

[T 19 = 29 % 10
Fumarase Fumarate S0 10 B0 16 % 101
Malate 25 % 10 ) 10 1.6 % 107
Superonide dismunmse Superoxide jon (0,5 ) 16 % 104 1L = 10 28 % 100
Urease Urca 25 % 10 10 % 10t 40 % 10

KATALITICNA UCINKOVITOST
kkat/ Km
» Ocena za udinkovitost encima
* k/K,je navidezna hitrostna konstanta reakcije 2.reda
» Meri, kako deluje E pri majhni konc. S
» Zgornja meja za k,, /K, je hitrost difuzije E in S

Eooe Subsigue Al Aozl kKo (Al . g
Acetylcholinesterase Acetylcholine 9.5 % 10 14 % 10 1.5 = 10
Carbonic anhydrase (& 8] 12X 10 1.0 % 107 B3 10
i} 400 % 1Y 1 1y
Catalase 101 1.0 % 10 40 % 1Y
Chymatrypsin 4% 107" 51 %10 1.2 % 10

BE i) 1.7 10 1.9

104 1.9 = 107 24 x 11
Fumarase 1) 1] R0 1 16 ur
i) X1 10r 16 1n
Superoxide dismutase A6 o 1.0) 1(F 28 10
Urease 5% 10 10 10 40 % 10

Encimi katerih k,/K, je blizu difuzijsko-kontrolirani hitrosti vezave E in S (108-10° M-'s™)

Superoksid dismutaza- razporeditev nabitih skupin na povrsini encima elektrostatsko

odi substrat do aktivnega mesta
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Dolocanje K, in V.«

* Linearizacija Michaelis-Mentenove enacbe
» Dolo¢anje K, in V,,,,, samo s Cistimi encimi !
+ Dvojni recipro€ni graf: Lineweaver-Burk

» Hanes-Woolf, Eadie-Hofstee grafi

* Drugi!

Lineweaver-Burkov graf
dvojni reciprocni

1/('1(1
Slope = Kyy/ Vi ax .
e -
1/ Vi A (81=05 Ky
[S] =5 Ky
-1/Ky 1/18]
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V naravi je
Eesfesteen o [N, | encimov, ki jih
B Ti \ ‘ lahko opiSemo z
5 ,' \ Michaelis-
Flss, —. N \\.‘ MentOﬂOVO
e n kinetiko, malo!
[ 20 400 &
18] M
P L O X O
R EERT
TI5] B[S

DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA ENCIMSKO

AKTIVNOST
[S]- pri Michaelis-Menton modelu
[E]- T [E]..... T aktivnost; vy=k,[ES]
pH
T

Efektorji encimskega delovanja:

— inhibitorji (reverzibilni, ireverzibilni) —
zman;jsajo v,

— aktivatorji - povecajo v,
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VPLIV pH

pH vpliva na ve¢ dejavnikov:
« stabilnost encima (denaturacija, ¢e 10<pH<3)
« vpliv na aktivno mesto encima
— protonacija-deprotonacija radikalov
« vpliv na substrat
— protonacija-deprotonacija funkcionalnih skupin

pH-optimum je rezultat vpliva vseh dejavnikov

Optimum pH of Some Enzy
Enzyme Optimum pll
Fepsin 1.5
Catalase 7.6
Trypsin
Fumarase 7.8
Ribonuclease 7.

o . Arginase 0.7

5 & T 8 a
pH
VPLIV TEMPERATURE

Temperatura vpliva na ve¢ dejavnikov:
 hitrostne konstante reakcije
« stabilnost encima (denaturacija T>60°C)
« vpliv na stopnjo ionizacije

- skupin v aktivnem mestu encima

- funkcionalnih skupin substrata

Temperaturni optimum je rezultat vpliva vseh
dejavnikov

10

K=A e-Ea/RT

procent maksimalne
aktivnosti

Arrheniusov zakon

0 10 [ s

T,°C
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EFEKTORJI ENCIMSKEGA DELOVANJA

INHIBITORJI, AKTIVATORJI

* reverzibilni

interakcija z E (ES) z nekovalentnimi vezmi
E+I1SEl

- kompetitivni (vezava | na E, ne pa ES)

- nekompetitivni (vezava | na E in/ali ES)

- antikompetitivni (vezava | samo na ES)

- meSan tip inhibicije

- inhibicija s substratom

* ireverzibilni

interakcija z E (ES) s kovalentnimi vezmi
E+1— El

- naravne kemijsko reaktivne snovi

antibiotik penicilin

- toksikanti
Organofosfatne spojine (diizopropilfosfofluoridat, bojni strupi, insekticidi,...)
F-dUMP
P
HN H L5
T
Fti s
coo-
Reaktivna vez v B-
laktamskem obroc¢u
o
o] cH 9 CH
JJ\ B l " H 5 JL " H 3
L e N N N N . e
R/ ~C” o° -~ -.,c.* N R \C— — -.N.
Ha HX H Hy ﬁ H
H: © 0
Terminal glycine Terminal o-Ala-p-Ala unit Ghy-p-Ala erosslink
residue of
pentaglycine
bridge
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0

Penicillin

@

Penicillin

J’OH
/ ser

glikopeptid
transpeptidaza

Q

2P e
. .;f-‘*;&"?

P

¥

R-o-Ala-o-Ala pepide

R
/
o~
H CH;
H A
Pt —CHs

= —

» [s] H [olele gy

peniciloilni-encimski kompleks
encimsko neaktiven

Cys.

diizopropilfosfofluoridat
podobna struktura sarin, tabun,
nekateri insekticid (E600,
paraoxan)

S

P P

= M . e

iodoacetamid

kovalentna
modifikacija Ser v

+ F~+ H"  aktivnem centru
acetilholinesteraze
ali serinskih
proteinaz

I
NHz + I+ H
kovalentna

maodifikacija Cys
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CHy CHj
HsC—CH—O, 0  H.c—CH—o ° HzC—(CHp)—O, 0
’ NS \/ >/
H
e—b—o” N e N\ Hc—Cc—0 cN
CHs Sarin CHa
Diizopropilfosfofluoridat Tabun
(DFP)
H3C—(CH,)— O, o)
3C—(CHy) \ S
AN
H3C—(CH,)—©O (o] NO3

Dietil-p-nitrofenil-fosfat
(Insekticid: E600, Paraoxon)

e
ol
s = 1=k
s i —
. e
| HE
o - [ Iem— F— H
o w M Tyl HaM. M.
deonyribose-P e
s
et HM =H
' W
1 ] /
F H H o CHa HN.,
Enzyme —5H R

| \ A G
"M )t
OAN H + N H

H o N
O M enzyme

deoxyribose-P

NEN'-Methylene Stable adduct

tetrahydrofolate

F-dUMP ireverzibilno inhibira timidilat sintazo potem, ko je kot substrat presel skozi del
katalitiénega cikla. Encim ne more odstraniti F* z F-dUMP, kataliza je blokirana na
stopniji kovalentnega kompleksa F-dUMP, metilentetrahidrofolata in sulfhidrilne skupine
encima.

Fluorodeoxyuridylate
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tetrahidrofolat

Metotrexat je strukturni
o analog tetrahidrofolata,

y /.,d/ koencima dihidrofolat
. /N-H reduktaze (v biosintezi
\O o purinov in pirimidinov).

Na encim se veze 1000 x
bolj moéno kot naravni
substrat in inhibira sintezo
baz.

Zdravljenje raka.

s
E——>ES—>E+P
- ;

I

q

El

100 L

No inhibitor,
a0
&0

a0

Relative rate

0

Relative rate

Substrate
: \
E+l——=E5—=E+P

”iﬂ s H

El —— EIS =

100 N
No inhibitor

a0 .
Competitive

inhibitor \

&0

[Substrate] —

kompetitivha
inhibicija

substrat in inhibitor tekmujeta
za vezavo v aktivno mesto

[Substrate] —s

Substrate
e Noncompetitive \
nekompetitivna  MOToIRE —,
inhibicija \ :

inhibitor se lahko veZe tudi na
kompleks ES
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2 Slide 43
Grafi¢ne metode za dolocitev K|
*K, sluzi za vrednotenje Dixonov graf za kompetitivni inhibitor
modi reverzibilnega
inhibitorja

*Grafi¢ne metode za
dolocitev K, : Dixonov,
Cornish-Bowdenov graf

*Manj3a vrednost K, ?
ucinkovitejsi inhibitor

1 1
g e
0 1
nekompetitivna inhibicija 18]
Slide 42 Slide 44
AKTIVATORJI
*Nekateri drugi tipi Esencielni E ni aktiven brez aktivatorja (A). Npr.
inhibicije- spremenita se kovinski ioni
hkrati Vo, in Ky, Neesencielni povecajo hitrost
antikompetitivna inhibicija v, (Al
[11>0
1lvy
=0
[S] konstantna
1 1Nm=x
1K, 1/[] -1K, O 18]

mesan tip inhibicije
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MEHANIZMI KATALIZE

*Kovalentna kataliza
Encim in substrat se prehodno veZeta s kovalentno vezjo enkrat ali
veckrat v stopnjah reakcijskega nmehanizma
Tvorba kovalentne vezi zagotavlja kemijske mehanizme, ki povecajo hitrost
katalize

*Splosna kislinsko-bazna kataliza- prenos protona v prehodnem stanju
"Specifiéna" kislinsko-bazna kataliza vklju€uje H+ ali OH-, ki difundirata v
aktivni center
“Splosna" kislinsko-bazna kataliza vkljuuje druge kisline in baze (ne H+, OH-)
Te druge kisline ali baze olajSajo prenos H+ v prehodno stanje

*Kataliza s kovinskimi ioni
Okoli 1/3 encimov potrebuje kovinske ione. Metaloencimi (trdno vezani ioni),
encimi aktivirani s kovinskimi ioni.

Kovinski ioni sodelujejo pri katalizi: vezejo substrat in ga pravilno orientirajo,
posredovanje oksidoreduktivnih reakcij, elektrostatska stabilizacija

*Elektrostatska kataliza

*Efekti zblizevanja in pravilne orientiranosti

*Preferen¢na vezava na prehodni kompleks

NEKATERI PRIMERI KOVALENTNE KATALIZE

0 o® o
R—0—P—OR L "RO/I“OR‘\ > R—0—P—X + RO
-0 o X -0 @
@ x ® Fosforil-encim
o, 0% o0
R—C—Y ¢ ~ R—CoY o ~ R—C + v
X -
@ ® Acil-encim
HOCH, HOCH,
0 J—o
T =Kon g o+ Y
HO Y HO X
oH on @

@ % Glukozil-encim
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KOVALENTNA KATALIZA
Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDaza)

GAPDaza Gliceraldehid-3P
1,3-diPGlicerat
(4}

@ su + RCOPOI

o, fo
@ sn H—C—R @ s-cr

H

[}

po? H_H
> < HoC ot ewmy M
R= —C-— CHOPO}"
TNy NS TR on
® R’ R R
NAD* NADH

Lizocim=- primer mehanizma encimskega delovanja, primer
kislinsko-bazne katalize

+ Lizocim hidrolizira polisaharidni del peptidoglikanov v bakterijski steni >
porusitev bakterijske stene - nespecificna protibakterijska obramba

» Lizocim jajénega beljaka: 129 ostankov,

4 disulfidne vezi

* Prvi encim z znano kristalno (3D) zgradbo

(David Phillips, 1965, x-Zarkovna difrakcija)

NAG=N-acetil-glukozamin
NAM=N-acetil-muraminska kislina

NALG NAM NAG NAM
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3D struktura z aminokislinama v
aktivnem mestu

STUDIJ KATALITSKEGA MEHANIZMA

« Naravni substrati v aktivnem mestu niso zadosti stabilni za strukturne Studije
+ Stabilni substratni analog: (NAG)s, (NAG),
» Prileganje NAG na mesto D zahteva “zvijanje” sladkorne molekule

» Dokaz za stabilizacijo prehodnega stanja z destabilizacijo substrata
(“zvijanje” in napetost v vezeh sladkorne molekule)

CHONn o on CHON
HO o O o © o M
NH NH N
« « « « 3
substrat
sac NaG e
Tri-GlcNAc
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Vezava (NAG)g v
aktivho mesto lizocima

vezava v rezo, stabilizacija s
H-vezmi

MEHANIZEM DELOVANJA LIZOCIMA

+ Studije z '®0-obogateno vodo: vez C,-O v substratu se cepi med
obro¢ema D in E

» V C,se vgradi '®0, Glu®*® deluje kot splo$na kislina (odda H*)
» Asp®2 stabilizira karbokationski intermediat

Obro¢ D Obro¢ E
%) (8]
C C
L/ b \_o/
H,%0
v

Obro¢ D Obro¢ E
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Mehanizem hidrolize glikozidne vezi

- ,\ -
LGlu-35 \ | Glu3s \
\ 3
o) \ woor, |
E H 1 H.0 o.
N Enryme | " 4 | Eemme
o o L o G lo Dsite | L + D site
R, o / o
/

-

Glu35 odda H* (na HO-R,)

2. Asp52 stabilizira karbo-kation

3. H,O regenerira Glu35 (H*) in odda OH- karbo-
kationu

KONTROLA ENCIMSKE AKTIVNOSTI

Geneti¢na kontrola: regulacija trankripcije (translacije) in razgradnje E

Kineti¢na kontrola:

— Manjsa hitrost zaradi akumulacije P (negativna povratna
zveza="feed-back”)

— Hitrost odvisna od dostopnosti S
— Vpliv I, A, pH
— Alosteri¢na kontrola (I, A, S)- (glej predavanja Primeri proteinov!)

Kovalentne modifikacije E
Omejena proteoliza (proencimi, zimogeni)
Delovanje specifi¢nih proteinaz
Fosforilacija — defosforilacija (protein-kinaze, protein-fosfataze)
ADP-ribozilacija
Acetiliranje, itd
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Aktivacija kimotripsinogena- omejena proteoliza

kimotripsin (inaktiven zimogen)
[1 Bl | [147 T8 |
Tripsin
v cepitev Arg15

n-kimotripsin (aktiven)

[t B[ [ 5 | [0 ) [ 147 (148 |

245

215

avtokataliticna

cepitev
1] 15 - A - 147 [ 148
Ser Arg Thr Asn
\J
a-kimotripsin (aktiven)
Leu Tle Tyr Ala
s 16 i 16 149 245
Proinsalin Brwuliing
NI, ol
1 1 o]
v v

)

NEKATERI DRUGI PRIMERI

*Delna cepitev inzulina (desno,
seminar!)

«Strjevanje krvi

in
£2
)

*

DD DEDEEN

e, &

2
2

- CO0
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Kovalentna modifikacija
fosforilacija-defosforilacija

ATP
\ Protein
. kinaza
Encim ©0H —
" Protein
: v fosfataza
Aktivna 3

oblika

(e}
N . —
Encim ©— PO
o
Neaktivna

oblika
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Aktivacija glikogenske fosforilaze
(signalna transdukcija, amplifikacija)

Hormon 1 X

|Adenilil ciklaza_, Adenilil ciklaza
(Neaktivna)

1.000
GO
1

c-AMP-odvisna &/ = c-AMP-odvisna
Proteinska kinaza Proteinska kinaza
Neaktivna
e ¥ o

1.000 x 1.000 >_{ Kinaza

Kinaza
fosforilaze fosforilaze
(Neaktivna)
2 ADP

1.000 x 1.000 x 1000
GF b GF a
(Neaktivna)




