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ENCIMATIKA

ENCIMI: osnove, specifičnost encimov, klasifikacija
ČIŠČENJE ENCIMOV, MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI
ENCIMSKA KINETIKA: Michaelis-Menten model, Vmax, Km, 

pretvorbeno število, katalitična učinkovitost
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
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Biološki katalizatorji: Encimi (E) katalizirajo biokemične 
spremembe substratov (reaktantov; S) v produkte (P).

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

Encimi povečajo hitrost  nekataliziranih reakcij za 106 - 1016 krat ! 
Navadno encimsko katalizirane reakcije potekajo pri bolj blagih 
pogojih.
Primer ureaza (razgradnja uree=sečnine)
Katalizirana     hitrost 3x104/sec
Nekatalizirana hitrost 3x10-10/sec
Razmerje hitrosti      1014

Specifični 
Encimi in njihovo uravnavanje sestavni del metabolizma, njihovo 
delovanje je regulirano!

ENCIMI

 

Slide 3 •Uporabljajo za delovanje stranske skupine aminokislin (predvsem kisle in 
bazične)

•Dodatne kemične skupine- KOFAKTORJI
anorganski ioni- Fe2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+

KOENCIMI- kompleksne organske molekule (NAD+); prenašalci skupin ali 
kot posebne funkcionalne skupine, na katerih poteka katalitični proces

•Prostetična skupina- koencim se med delovanjem ne loči od encima, vezani 
kovalentno na encim (npr. hem, FAD)

•HOLOENCIM- kompleten aktivni encim (beljakovinski del + kovinski ion + 
kofaktor). APOENCIM- samo beljakovinski del
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NEKATERI KOENCIMI

•Nekateri začasno asociirani z 
encimom (=kosubstrat)

•Med katalitskim ciklom so kemijsko 
spremenjeni, se morajo 
spremeniti nazaj v originalno
stanje (na encimu ali s 
pomočjo drugih encimov)
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Reakcijska koordinata

Prosta 
energija
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• Celotna sprememba proste energije reakcije je povezana z 
ravnotežno konstanto Kr:

∆G0’= - RT.ln Kr    (smer reakcije)

• Aktivacijska energija je povezana s konstanto hitrosti reakcije:

k = kmax.e-Ea/RT (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 ES* E + P

Pogosto imajo encimi večjo afiniteto do prehodnega (aktiviranega) 
stanja reakcije kot do substrata

Encimi povečajo reakcijsko hitrost z zmanjšanjem aktivacijske energije 
Ea

Ne vplivajo na ∆G reakcije  
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Reakcijska koordinata

katalizirana

nekatalizirana

Ea

Ea

∆G ostaja nespremenjena!
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SPECIFIČNOST ENCIMOV

• Encim selektivno “prepozna” substrat v zmesi
(samo nekatere reakcije hitrejše od drugih mogočih v zmesi)

• Encim tvorijo produkte z zelo velikim izkoristkom – (večinoma > 95%)
• Specifičnost zagotavlja struktura encima –prileganje substrata aktivnemu 

centru encima
• Specifičnost omogoča tudi regulacijo aktivnosti
• Uporaba v biotehnologiji, farmaciji, itd.

• Substrat se veže na encim (običajno večji od S) s šibkimi vezmi: 
H-vezi, van der Waalsove, ionske, včasih tudi hidrofobne interakcije 

• Dva mehanizma vezave:
Ključ-ključavnica (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
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glukoza

glicerol
voda

reža
aktivnega
mesta

HEKSOKINAZA

glukoza

topilu
nedostopno
aktivno
mesto

KONFORMACIJSKA SPREMEMBA PO VEZAVI SUBSTRATA
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Kriterij delitve: vrsta kemijske reakcije
E.C. (encimska komisija pri IUPAC)

– univerzalni decimalni sistem
– številka 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

• 2. Transferaze prenos funkcionalnih skupin
Donor skupine:akceptor skupine ime-skupine-transferaza
Primer: Glu:oksalacetat aminotransferaza

• 3. Hidrolaze hidroliza vezi
Substrat hidrolaza
Primer: dipeptid hidrolaz)

• 4. Liaze odstranitev skupin s tvorbo dvojnih vezi

• 5. Izomeraze prenos funkcionalnih skupin znotraj molekule

• 6. Ligaze (sintetaze) tvorba vezi povezana s hidrolizo ATP
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Vzorčne metode
Kontinuirne metode

spektrofotometrične, spektrofluorimetrične, manometrične, elektrokemijske, 
polarimetrične...

Encimska enota količina encima, ki pretvori 1 mol substrata v 1 sekundi 
(KATAL).
Tudi poljubno definirane enote (razgradnja 
mola vezi, sprememba mase substrata, sprememba 
absorpcije v časovni enoti...).

p-nitrofenilfosfat p-nitrofenol p-nitrofenolat
λ=405nm  
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V E konc. Skupna akt.  Konc.prot.      Spec. Akt    Izk.    Stopnja
(ml) (E.E./ml)      (E.E.)             (mg/ml)        (E.E./mg)   (%) očiščenja

Homogenat 40 5 200 10 0.5 100 1
Supernatant 20 10 200 6 1.67 100 3.34
Kromatografija 1 10 15 150 1 15 75 30
Kromatografija 2 4 20 80 0.5 40 40 80

Encimska koncentracija število encimskih enot/ml raztopine
Skupna aktivnost skupno (totalno) število encimskih enot v 

vzorcu
Specifična aktivnost število encimskih enot/mg proteina v vzorcu
Izkoristek skupna aktivnost glede na začetni vzorec
Stopnja očiščenja specifična aktivnost glede na začetni vzorec

ČIŠČENJE ENCIMOV
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MICHAELIS-MENTEN MODEL
Leonor Michaelis in Maude Menten, 1913

Predpostavke
•[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 začetno hitrost reakcije

Enosubstratni model
(Dvosubstratni modeli)

E + S ES E + P
k2

k1

k3
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E + S ES E + P
k2

k1

k3

(1) v0 = k3[ES] ob naštetih predpostavkah je začetna 
hitrost v0 enaka produktu k3 in [ES]

v+ES = k1[E][S] hitrost nastajanja kompleksa ES

v-ES = (k2 + k3)[ES] hitrost izginjanja kompleksa ES

k1[E][S] = (k2 + k3)[ES] ko je vzpostavljeno stacionarno stanje je [ES] 
stalna in hitrosti v+ES in v-ES enaki

[ES] = [E][S]/((k2 + k3)/ k1) izraz (k2 + k3)/ k1 je enak novi konstanti-
Michaelis-Mentenova konstanta (Km)

(2) [ES] = [E][S]/Km zaradi prebitka koncentracije prostega S je 
[S] praktično enaka celotni koncentraciji 
substrata. Koncentracija prostega encima, 
[E], enaka totalni encimski koncentraciji [ET] 
zmanjšani za koncentracijo ES, [ES]

(3) [E] = [ET] - [ES]
[ES] = (([ET] - [ES])[S]) / Km to dobimo, če vstavimo (3) v (2)

[ES] = [ET]([S]/ Km) / (1 + [S]/ Km) če preuredimo

(4) [ES] = [ET]([S]/([S]+ Km)) in še malo preuredimo
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(5) v0 = k3[ET]([S]/([S]+ Km)) če vstavimo izraz za [ES] iz (4) v (1)

(6) Vmax = k3[ET] pri nasičenju encima s substratom, ko je 
[S] >> Km, se razmerje [S]/([S]+ Km) približa 
vrednosti 1

v0 = Vmax ([S]/([S]+ Km)) če vstavimo (6) v (5) dobimo Michaelis-
Mentenovo enačbo

Ko je [S] = Km, potem je v0=1/2 Vmax - Michaelis-Mentenova konstanta je 
enaka koncentraciji substrata, ko je 
začetna hitrost enaka polovični 
vrednosti največje začetne hitrosti

][
].[max

0 SK
SVv

m +
=
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Začetna hitrost reakcije, v0

K
on

c.
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 [S
]

Čas

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

v0 = - d[S]/dt (t 0)
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• Konstanta Km (mol/l) – enaka [S] pri ½ Vmax
• Km izpeljana iz hitrostnih konstant k1, k2 in k3

Km = (k1+ k2 )/k3

• Km je le ocena za disociacijsko konstanto E in S
• Majhna Km pomeni večjo afiniteto S do E; večja Km pomeni 

šibkejšo vezavo S in E

NAJVEČJA ZAČETNA HITROST (Vmax)

• Vmax je konstanta
• Vmax je teoretična maksimalna hitrost reakcije – vendar je 

resnično nikoli ne doseže  
• Vmax = k3 .[E]t
• v0 se asimptotično približuje Vmax
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Mera za katalitično aktivnost

• kkat, pretvorbeno število, je število molekul S, ki jih pretvori 1 
mol E v časovni enoti (v sekundi)  (pri nasičenju E s S, to je 
[S]>>[E])

• Če velja Michaelis-Menten model (nasičenost E z S)
k3 = kkat = Vmax/Et

• Vrednosti za kkat : od manj kot 1/sec - več 106 /sec

 
Slide 26 KATALITIČNA UČINKOVITOST

kkat / Km
• Ocena za učinkovitost encima
• kkat/Km je navidezna hitrostna konstanta reakcije 2.reda
• Meri, kako deluje E pri majhni konc. S
• Zgornja meja za kkat/Km je hitrost difuzije E in S

Encimi katerih kkat/Km je blizu difuzijsko-kontrolirani hitrosti vezave E in S (108-109 M-1s-1)

Superoksid dismutaza- razporeditev nabitih skupin na površini encima elektrostatsko 
vodi substrat do aktivnega mesta  
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Določanje Km in Vmax

• Linearizacija Michaelis-Mentenove enačbe
• Določanje Km in Vmax samo s čistimi encimi !
• Dvojni recipročni graf: Lineweaver-Burk
• Hanes-Woolf, Eadie-Hofstee grafi
• Drugi !
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dvojni recipročni
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V naravi je 
encimov, ki jih 
lahko opišemo z 
Michaelis-
Mentonovo 
kinetiko, malo!
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DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA ENCIMSKO 
AKTIVNOST

• [S]- pri Michaelis-Menton modelu
• [E]- ↑ [E]..... ↑ aktivnost;    v0=k3[ES]
• pH
• T
• Efektorji encimskega delovanja:

– inhibitorji (reverzibilni, ireverzibilni) –
zmanjšajo v0

– aktivatorji - povečajo v0
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pH vpliva na več dejavnikov:
• stabilnost encima (denaturacija, če 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
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Temperatura vpliva na več 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
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k=A e-Ea/RT

Arrheniusov zakon
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INHIBITORJI, AKTIVATORJI
• reverzibilni

interakcija z E (ES) z  nekovalentnimi vezmi
E + I EI

- kompetitivni (vezava I na E, ne pa ES)
- nekompetitivni (vezava I na E in/ali ES)
- antikompetitivni (vezava I samo na ES)
- mešan tip inhibicije
- inhibicija s substratom

• ireverzibilni
interakcija z E (ES) s kovalentnimi vezmi

E + I EI
- naravne kemijsko reaktivne snovi 

antibiotik penicilin
- toksikanti

Organofosfatne spojine (diizopropilfosfofluoridat, bojni strupi, insekticidi,...) 
F-dUMP
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Reaktivna vez v β-
laktamskem obroču

PENICILIN
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glikopeptid
transpeptidaza

peniciloilni-encimski kompleks
encimsko neaktiven
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kovalentna 
modifikacija Ser v 
aktivnem centru 
acetilholinesteraze 
ali serinskih 
proteinaz

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

iodoacetamid kovalentna 
modifikacija Cys
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Dietil-p-nitrofenil-fosfat
(Insekticid:  E600, Paraoxon)
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F-dUMP ireverzibilno inhibira timidilat sintazo potem, ko je kot substrat prešel skozi del 
katalitičnega cikla. Encim ne more odstraniti F+ z F-dUMP, kataliza je blokirana na 
stopnji kovalentnega kompleksa F-dUMP, metilentetrahidrofolata in sulfhidrilne skupine 
encima.  

Slide 39 reverzibilni inhibitorji

tetrahidrofolat

metotrexat

Metotrexat je strukturni 
analog tetrahidrofolata, 
koencima dihidrofolat 
reduktaze (v biosintezi 
purinov in pirimidinov). 

Na encim se veže 1000 x 
bolj močno kot naravni 
substrat in inhibira sintezo 
baz.

Zdravljenje raka.

 
Slide 40 

kompetitivna
inhibicija

nekompetitivna
inhibicija

substrat in inhibitor tekmujeta 
za vezavo v aktivno mesto

inhibitor se lahko veže tudi na 
kompleks ES
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•KI služi za vrednotenje 
moči reverzibilnega
inhibitorja

•Grafične metode za 
določitev KI : Dixonov,
Cornish-Bowdenov graf

•Manjša vrednost KI ?
učinkovitejši inhibitor

nekompetitivna inhibicija

kompetitivna inhibicija
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1/[S]

1/v0 [I]=0

[I1]>0[I2]>[I1]

- 1/Km

1/Vmax

antikompetitivna inhibicija

1/[S]

1/v0
[I]=0

- 1/Km

[I1]>0

1/Vmax

mešan tip inhibicije

•Nekateri drugi tipi 
inhibicije- spremenita se 
hkrati Vmax in Km
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[I] (mM)

1/v0 [S1]

- Ki

[S2][S3]

Grafične metode za določitev KI

Dixonov graf za kompetitivni inhibitor
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1/[S]

1/v0

0

[A]

- 1/Km

AKTIVATORJI

Esencielni E ni aktiven brez aktivatorja (A). Npr. 
kovinski ioni

Neesencielni povečajo hitrost 

[S] konstantna
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•Kovalentna kataliza
Encim in substrat se prehodno vežeta s kovalentno vezjo enkrat ali 
večkrat v stopnjah reakcijskega nmehanizma 
Tvorba kovalentne vezi zagotavlja kemijske mehanizme, ki povečajo hitrost 
katalize

•Splošna kislinsko-bazna kataliza- prenos protona v prehodnem stanju
"Specifična" kislinsko-bazna kataliza vključuje H+ ali OH-, ki difundirata v 
aktivni center  
“Splošna" kislinsko-bazna kataliza vključuje druge kisline in baze (ne H+, OH- )
Te druge kisline ali baze olajšajo 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: vežejo substrat in ga pravilno orientirajo, 
posredovanje oksidoreduktivnih reakcij, elektrostatska stabilizacija

•Elektrostatska kataliza
•Efekti zbliževanja in pravilne orientiranosti
•Preferenčna vezava na prehodni kompleks  
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Fosforil-encim

Acil-encim

Glukozil-encim

NEKATERI PRIMERI KOVALENTNE KATALIZE
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KOVALENTNA KATALIZA

Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDaza)

NAD+ NADH

GAPDaza
1,3-diPGlicerat

Gliceraldehid-3P
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kislinsko-bazne katalize
• Lizocim hidrolizira polisaharidni del peptidoglikanov v bakterijski steni 

porušitev bakterijske stene - nespecifična protibakterijska obramba
• Lizocim jajčnega beljaka: 129 ostankov, 

4 disulfidne vezi
• Prvi encim z znano kristalno (3D) zgradbo

(David Phillips, 1965, x-žarkovna difrakcija)

NAG=N-acetil-glukozamin
NAM=N-acetil-muraminska kislina
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3D struktura z aminokislinama v 
aktivnem mestu
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• Naravni substrati v aktivnem mestu niso zadosti stabilni za strukturne študije
• Stabilni substratni analog: (NAG)3, (NAG)3
• Prileganje NAG na mesto D zahteva “zvijanje” sladkorne molekule
• Dokaz za stabilizacijo prehodnega stanja z destabilizacijo substrata 

(“zvijanje” in napetost v vezeh sladkorne molekule) 

substrat

Tri-GlcNAc
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A
B

CDE

F

Vezava (NAG)6 v 
aktivno mesto lizocima

vezava v režo, stabilizacija s 
H-vezmi
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MEHANIZEM DELOVANJA LIZOCIMA

• Študije z 18O-obogateno vodo: vez C1-O v substratu se cepi med 
obročema D in E 

• V C1 se vgradi 18O, Glu35 deluje kot splošna kislina (odda H+)
• Asp52 stabilizira karbokationski intermediat 

Obroč D

Obroč D Obroč E

Obroč E
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Mehanizem hidrolize glikozidne vezi

1. Glu35 odda H+ (na HO-R1)
2. Asp52 stabilizira karbo-kation
3. H2O regenerira Glu35 (H+) in odda OH- karbo-

kationu
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KONTROLA ENCIMSKE AKTIVNOSTI

• Genetična kontrola: regulacija trankripcije (translacije) in razgradnje E

• Kinetična kontrola:
– Manjša hitrost zaradi akumulacije P (negativna povratna 

zveza=“feed-back”)
– Hitrost odvisna od dostopnosti S
– Vpliv  I, A, pH
– Alosterična kontrola (I, A, S)- (glej predavanja Primeri proteinov!)

• Kovalentne modifikacije E
Omejena proteoliza (proencimi, zimogeni)
Delovanje specifičnih proteinaz
Fosforilacija – defosforilacija (protein-kinaze, protein-fosfataze)
ADP-ribozilacija
Acetiliranje, itd
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Aktivacija kimotripsinogena- omejena proteoliza

Tripsin
cepitev Arg15

π-kimotripsin (aktiven)

avtokatalitična   
cepitev

α-kimotripsin (aktiven)

kimotripsin (inaktiven zimogen)
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NEKATERI DRUGI PRIMERI
•Delna cepitev inzulina (desno, 

seminar!)
•Strjevanje krvi
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Aktivna  
oblika

Encim

Protein
kinaza

Protein   
fosfataza 

Neaktivna      
oblika

Kovalentna modifikacija
fosforilacija-defosforilacija

Encim
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(signalna transdukcija, amplifikacija)

Hormon
Adenilil ciklaza
(Neaktivna)

Adenilil ciklaza
(Aktivna)

ATP c-AMP

c-AMP-odvisna
Proteinska kinaza

(Neaktivna)

c-AMP-odvisna
Proteinska kinaza

(Aktivna)

Kinaza
fosforilaze

(Neaktivna)

Kinaza
fosforilaze
(Aktivna)

ATP ADP

GF b
(Neaktivna)

GF a
(Aktivna)

2 ATP 2 ADP

1.000 x

1.000 x 1.000

1.000 x 1.000 x 1000

1 x

 
 
 


