Mehanizmi djelovanja enzima i regulacija
aktivnosti enzima

Boris Mildner

Aktivnost enzima mijenja se promjenama temperature,
pH, inhibitorima te vezanjem malih molekula ili iona

*  Temperatura povec¢ava brzinu
katalize

* Povecanjem temperature
povecéava se Brownovo gibanje i
interakcije enzima i supstrata su
vjerojatnije.

Aktivnost enzima

* Prekomjernim povec¢anjem
temperature razara se
trodimenzionalna struktura
proteina, te dolazi do denaturacije
proteina.

temperatura




Aktivnost enzima mijenja se promjenama temperature,
pH, inhibitorima te vezanjem malih molekula ili iona

Utjecaj pH na enzimsku Pepsin Glucose 6-phosphatase
aktivnost

log Vy

Aktivnost enzima ovisi o pH. pH optimum ukazuje koje su aminokiseline u aktivnom sredistu.
pH optimum enzima obi¢no je blizu pH vrijednosti okoline u kojoj je enzim aktivan.

Aktivnost enzima mijenja se promjenama temperature,
pH, inhibitorima te vezanjem malih molekula ili iona

* Inhibicija enzima moze biti povratna (reverzibilna) ili
nepovratna (ireverzibilna)

» Zareverzibilne inhibitore karakteristicna je brza disocijacija enzim-
inhibitor kompleksa.

» Za ireverzibilne inhibitore disocijacija enzim-inhibitor kompleksa je
vrlo spora.




Aktivnost enzima mijenja se promjenama temperature,
pH, inhibitorima te vezanjem malih molekula ili iona

Reverzibilni inhibitori inhibiraju enzime na tri osnovna nacina:
A ) Kompetitivnom inhibicijom
B) Akompetitivhom inhibicijom

C) Nekompetitivnom inhibicijom

Tri su osnovna tipa reverzibilne inhibicije
enzima koji podlijezu Michaelis-Menteninoj kinetici

a) Kompetitivna (konkurentna) inhibicija

E+S = ES >E+P

T S
|« —

— Kompetitivni inhibitor veze se
S u aktivno mjesto enzima.




Kinetika kompetitivhog inhibitora. Kako se poveéava koncentracija inhibitora
potrebne su vecée koncentracije supstrata da se postigne odredena brzina
reakcije. Kod dovoljno velike koncentracije supstrata nece biti inhibicije.
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Figure B-17
Biacheamisiry, St Fdsian
007 W H Freeman and Company

Reciprocni dijagram kompetitivne inhibicije

kompetitivni
inhibitor

+
g
1V N -

inhibitora

0 1/[S]

Moze se uoditi da dolazi do povecanja Ky, a
V,, se ne mijenja.




Tri su osnovna tipa reverzibilne inhibicije
enzima koji podlijezu Michaelis-Menteninoj kinetici

b) akompetitivna inhibicija

E+S = ‘ES >E+P

akompetitivni inhibitor ne veZe se za [

slobodni enzim ve¢ se veze samo kad
postoji ES kompleks.

Figure 6-15b
Lwkninger Principén of Biochemiatry, fifeh Edition
© 20088 3. Freeman and Company

Akompetitivna inhibicija. Inhibitor se veze samo kad ve¢ postoji ES
kompleks. V,, se ne postize niti s vrlo visokim koncentracijama
supstrata. K'y, postaju manje kako se koncentracije inhibitora

povecéavaju.
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Figure B-18
Bschemistry, Sinth [dtion
3007 W Freeman and Company




ReciprocCni dijagram akompetitivne inhibicije

*+  Akompetitivni inhibitor
4——---...,\
Bez inhibitora
1V
0 1/[S1]

Figure 821
Blachemistry, Sirth fdirion
2007 W H. Froeeman s Cornsan

Nagibi pravaca se ne mijenjaju jer se i V,, i Ky, proporcionalno
smanjuju.

Tri su osnovna tipa reverzibilne inhibicije
enzima koji podlijezu Michaelis-Menteninoj kinetici

c) Nekompetitivna inhibicija (inhibicija mijeSanog tipa)

E+S =ES —>E+P

- O Cﬁ

Nekompetitivni inhibitor se moze

vezati i za enzim kao i za ES
kompleks.

Figure 6-15¢
Wm .Jmmwv Fifth fiditian




Nekompetitivna inhibicija. Inhibitor se veZe i na enzim ali isto tako i
na ES kompleks. V,, se ne postiZe, a K, se ne mijenja.
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Reciproc€ni dijagram nekompetitivne inhibicije
(inhibicija mjeSovitog tipa)

nekompetitivni

inhibitor
1/v \
bez inhibitora
0 1/[S]

Figure 8-22
Blachemistiy, Sinch [ebrian
2007 WEH Freessan and C

o s Compary V,, se smanjuje, a K, ostaje ista.




Aktivnost enzima mijenja se promjenama temperature,
pH, inhibitorima te vezanjem malih molekula ili iona

Ireverzibilne inhibitore mozemo podijeliti u €etiri skupine:
a) reagense za odredivanje specifiénih (funkcionalnih) skupina
b) afinitetne biljege (analogone supstrata)

c¢) suicidne inhibitore

d) analogone prijelaznih stanja

Primjeri ireverzibilnih inhibitora — reagensi koji specificno
reagiraju s odredenom funkcionalnom skupinom

o, o / Diizopropilfosfofluoridat (DIPF)
\JO b i specifiéno reagira s hidroksilnom
= o . . . f
— ‘;;{ o/ o skupinom serina mnogih enzima
.+ o —3 N : .
P LR (posebica hidrolaza).
u—t /
My H -"::"‘CH.
) \
CH,y . . .
Ovaj reagens se koristi za
atridellr DAY iy proucavanje aktivnih mjesta
e mnogih enzima, posebice

serinskih hidrolaza.




Primjeri ireverzibilnih inhibitora — primjer afinitetnog
biljega (analagon supstrata)

/' \
— Usporedba struktura prirodnog
oo supstrata za kimotripsin i
- Ao afinitetnog biljega — tosil-L-
H g fenilalanin klorometil ketona
(TPCK)

H,C
’ Tosil-L-fenilalanin klorometil keton

Biachemigtry, Sirth fdrion
2007 WEH. Fresman el Comnpany

Primjeri ireverzibilnih inhibitora — primjer afinitetnog
biljega (analagon supstrata)

Chymotrypsin

/ /) His 57

+
TPCK

|
2

e}
T
R
Fagure B-25
Biachemistry, St fdsian

x

X07 W H.Freemma sl Comqsany

Kada se koristi kao afinitetni
biljeg, TPCK se specificno veze
za histidin 57 u aktivnom mjestu
kimotripsina.




Primjeri ireverzibilnih inhibitora - Primjer suicidnog
inhibitora (penicilin)

(A) (8) 5
Variable OGI _Q g’ () group
group /0 Thiazolidine /

— ring {Q “?"‘J
\ : §  Thiazolidine

bond in Highly reactive
B-lactam ring bond

/ f - /4 —Q p -
Reactive peptide

Figure 8-30
Hivchemiry, Sierh Ede
© 2007 W.H. Freeman and Company

Penicilin ireverzibilno inhibira enzim glikopeptid transpeptidazu, enzim koji je
odgovoran za sintezu stani¢ne stijenke bakterija

Primjeri ireverzibilnih inhibitora - Primjer suicidnog
inhibitora (penicilin)

(A) » (®)
¢ 5 ﬂ:g\ ‘?_2 }elluw bon£ % I-g;{} "
% D95 7 9 ighlight similar o
conformation
Penicillin ; R-0-Ala-p-Ala peptide
Figure 834
» Zbog sli¢nosti strukture s
o= prirodnim supstratom (B),
";2 "Sf"c'", penicilin (A) ulazi u aktivno
Penicilin o= mjesto enzima, glikopeptid
oH hY H coo . .
/ ser —— i 3 transpeptidaze, gdje se
kovalento veze i time inhibira
Glycopeptide Penicilloyl-enzyme complex gllkopeptldnu tl’anSpeptidaZU.
transpeptidase (enzymatically inactive)
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Primjeri ireverzibilnih inhibitora — primjer inhibitora
prijelaznog stanja

Reakcija koju katalizira prolin izomeraza:

H* H*
& — —
N
H

COOH COOH H COOH

N

H

L-Proline Planar p-Proline
transition state

Figure 8-28a
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W. H. Freeman and Company

N
N COOH

Pyrrole 2-carboxylic acid
(transition-state analog)

Enzimi koriste nekoliko osnovnih nac¢ina za katalizu

Kovalentna kataliza — aktivho mjesto ima nukleofil koji se privremeno
kovalentno povezuje sa supstratom — primjer: kimotripsin Ser 195

Op¢a kiselo-bazna kataliza — primjer (1): kimotripsin Kkoristi histidinski bo&ni
ostatak kao bazu kako bi pove¢ao nukleofilnost serina. — primjer (2):
uglji¢na anhidraza (karboanhidraza) koristi histidin za uklanjanje protona s
molekule vode koja je vezana na cinkov ion.

Kataliza uzrokovana priblizavanjem — mnoge bi-supstratne reakcije koriste
priblizavanje dva supstrata — primjer NMP kinaza

Kataliza metalnim ionima — primjer cinkovog iona pri katalizi karboanhidraze
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Kimotripsin — primjer enzima koji koristi kovalentnu katalizu kao i
kiselo-baznu katalizu
_|;; hala

His®7

a[™

B
chain

Aspiod

L 12

—— 136

146

149

168

=
182 '—-s

191 fe== C
i Echain
220 —]

245

DZep u koji se veZu aromatske ak prikazan sy 1o
je zelenom bojom. Kljuéni boéni ostaci u
aktivnom srediStu prikazani su crveno

Kimotripsin — primjer enzima koji koristi kovalentnu
katalizu kao i kiselo-baznu katalizu

/CH3
1\
/C--..NHZ H;
HaC 0 HyC 0 HyC 0
g WSePe Igs
i T Ny ﬁ/ \H ﬁ/ Y =9
(l:}' H CH,; o H)CH; o H/tl'h
HO HaC
\c_,__o
I -
o
Ala Phe Asn Ser Met Glu

Figure 9-1
Binchemitry, Sixeh Edition
© 3007 W_H. Fresmman and Company

Kimotripsin hidrolizira peptidnu vezu na karboksilnoj strani aromatskih

aminokiselina ili aminokiselina koje imaju velike hidrofobne bo¢ne skupine (na
slici ozna€ene naran€astom bojom).
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Kimotripsin — primjer enzima koji koristi kovalentnu katalizu kao i kiselo-
baznu katalizu

Ser'% nalazi se u s FH
aktivnom sredi$tu “\% "%‘"’
enzima $to se

dokazalo s TR /0 — 9%, /p HEo
ireverzibilnim s i e o/\
inhibitorom (DIPF)

koji §pecifiéno H H, Hy
reagira s CH, CH,
hidroksilnom DIPF

skupinom serina te e

ireverzibilno . '

inhibira kimotripsin.

Kinetika katalize kimotripsina

Cijepanje kromogenog supstrata
moguce je pratiti

spektrofotometrom. 1 Ustaljeno stanje
e 3
a
3
1 }\ P
e ,.'0\@\N g 4
H g “ E
2 £3
R L5 g2
¥ P ester r-] H i
- ? Predustaljeno stanje
=
o —— ? Y H v—@—uf F
- - ~OH o &

L | Milliseconds after mixing—-
p-Nitrophenolate e

Iz rezultata kineti¢kih mjerenja vidljivo je
da postoje dvije faze tijekom cijepanja N-
acetil-L-fenilalanin p-nitrofenilnog estera.




Kimotripsin — primjer enzima koji koristi kovalentnu
katalizu kao i kiselo-baznu katalizu

(A) (B)
0 0 o]
4’/ Acylation /;’ Deacylation 4
OH + X—C —— 0—C —_— OH + HO—C
/ " /N owo
XH R R
XH = ROH [ester),
RNH; (amide)
Enzyme Acyl-enzyme Enzyme

Kovalentna kataliza. Hidrolaze provode hidrolizu supstrata u dva
koraka:

a) reakcijom acilacije kako bi nastao acil-enzim (acilna skupina
supstrata kovalentno se veZe na hidroksilnu skupinu Ser-195)

b) reakcijom deacilacije pri éemu se regenerira slobodni enzim.

Kimotripsin — primjer enzima koji koristi kovalentnu
katalizu kao i kiselo-baznu katalizu

Serin195 (dokazan s DIPF) je dio
katalitiCke triade u koju su jo$
uklju€eni Asp102 i His57.

His-57 i njegova uloga u
aktivnom mjestu kimotripsina
dokazani su afinitetnim biljegom
TPCK koji kada je vezan na His
57, inhibira enzim.

Alkoxide
Asp 102 His 57 Ser 195 ( fon
-0,
Uil R s Hep? Sy —H S

Kataliticka triada pretvara Ser'% u aktivni nukleofil (alkoksidni ion).
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Hidroliza peptida pomoc¢u kimotripsina. Mehanizam hidrolize peptida
ilustrira principe kovalentne i kiselo-bazne katalize.

Oxyanion hole
iy
~ 77 n %
{ u”‘ ~& 3 o,
g, a0~

4D /\f'n H?N,u o 6‘ /\geu?

/\c-" “Hey 2’:}‘
Tetrahedral Acyl-enzyme
‘/{ intermediate ®I\ _—

?‘-n.
. o «1/’\* - /._‘_s:p.....,k A, L
< W
Oxyanion Acyl-enzyme
,&/ ~o hole Ho
]
/S -
%27 O] o/"

A ,/\w«\/ -— /\S.D-«q.é"'r“ \/ —— /\EJ’ “Hoy” e
o %

Tetrahedral Acyl-enzyme
intermediate

Reakcija ;;"&I!vija u 8 koraka: 1) vezanje supstrata; 2) nukleofilni napad Ser na peptidnu karbonilnu skupinu;
3) pucanije tetraedarske strukture; 4) otpustanje novo-nastalog amino-kraja peptida; 5) vezanje vode;
6) nukleofllnl napad vode na aC|I-enZ|m meduprodukt 7) pucanje tetraedarskog meduprodukta

Karboanhidraza — primjer kako se ioni metala (Zn Il)
koriste u enzimskoj katalizi

|(!'. + H;0 _‘k1 | e ——— Co H*
2 C —
g ki Ho” o o
Carbonic Bicarbonate
acid ion

Unnumbered figure pg 254
Biochemistry, Sixth Edition
2007 W. H. Freemnan and Compary
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Struktura karboahidraze Il i mjesto vezanja cinka. Zn?* je vezan za tri
imidazolna prstena histidinskih bo¢nih ostataka kao i za molekulu vode.
Mjesto vezanja cinka je blizu aktivhog srediSta enzima.

Figure 9-22
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W. H. Freeman and Company

Vezanjem cinka, pK, vode smanjuje se
s 15,7 na pK, = 7,0.

1,000,000 = z{ T T
. 5 15
800,000 His is His” His
T, 600,000 e
£ 400,000
=
200,000
o1 [ I N
4 6 7 8 9 10

Promjene pH mijenjaju brzinu
reakcije karboanhidraze |I.




Mehanizam katalize karboanhidraze II.
1) uklanjanje protona iz molekule vode; 2) vezanje CO, za hidroksidni ion; 3) nukleofilni
napad hidroksida na CO,; 4) uklanjanje bikarbonatnog iona s vodom.

H. _H
o y H-o-
i |2+ A i |2+
n3t, n3,

. “His A “His
His” N @ His His
HCO;'

H,0

(0]
/
¥ @ b
Zn3! _ Zn4}

A His AT His

His \His His \His

Figurs 5-25

Prijenos protona pomaze da se aktivno srediste
karboanhidraze Il vrlo brzo regenerira.

A ® T H"N'/:\N"H
Znl, - N — /Zn’rz Hi
HIS/ \Hisls His \Hlsls —
His 64 . .
@ He :
B BH'
W T; iz H‘N/\\‘N
_ i .
His \Hli'lsls S

1) His® odvlagdi i preuzima proton iz molekule vode koja je vezana za
cinkov ion; 2) baza (B) uklanja proton s histidina, pa je histidin ponovno
u ne-protoniranom stanju.
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Primjer katalize priblizavanjem.
Nukleozid monofosfat (NMP) kinaze kataliziraju prijenos fosforilnih
skupina a da pri tome ne dolazi do hidrolize. Tipi¢an predstavnik je
adenilat kinaza.

Py g
/P Tro or/’:?;r\o(:‘/"p \offf \o
=} [s] (¢} (+]

HO OH HO OH
NMP + ATP

= 245 g
i i i
N A%
HO  OH

+ ADP

Nukleozid monofosfat kinaze kataliziraju pretvorbu nukleozid trifosfata (ATP) i nukleozid
monofosfata (NMP) u dva nukleozid difosfata (NDP i ADP).

Dio strukture NMP kinaze

Hydrogen bonds
to a conserved
lysine residue

r.lvo 9? Qg Ly

Interakcija ATP s P-petljom

P-petlja (zeleno) povezuje a-uzvojnicu i
B-lanac
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Vezanjem ATP dolazi do inducirane konformacijske promjene enzima, a
vezanje NMP dovodi do dodatne promjene konformacije enzima. KatalitiCki
aktivan oblik enzima nastaje samo kada su oba supstrata vezana na enzim.
Ovime se takoder postiZze da su oba supstrata blizu i pravilno orijentirana pa
moze doci do prijenosa fosforilne skupine s ATP na NMP.

Lid domain
2=‘= F;‘\ /

Regulacije enzimske aktivnosti

» Alostericki enzimi
+ Reverzibilne kovalentne modifikacije
» Sinteza i distribucija enzima

* Hidroliza enzima

19



Neki regulatorni enzimi kontroliraju svoju aktivnost reverzibilnim
kovalentnim modifikacijama

Covalent modification (target residues)

Phosphorylation
(Tyr, Ser, Thr, His)
ATP ADP o

I
Enz L Enz —I;—ﬂ_

&

Ubiquitination
[Lys) us- )

oL —S—0le

o Activated ubiquitin

OH OH
Acetylation
(Lys, a-amino (amino terminus))

Enz
Acetyl-CoA  MS-Cod
i o o
Ene Enz —C—CH, [ I
Hy€ —0—F—0—P—0—CH,
[Adenine] L
Myristoylation o o o IR
{a-amine (amino terminus]) H
toyl-CoA  HS-Co e
-Coi
e I OH OH
Enz Bz —C—{CHylyy —CHy aathylaiion
(Glu)
S-adenasyl- S -adenasyl-
methionine homocysteine
Enz Enz—CH,
Figure 6-35

Adenylylation @_j 8
(Tyr) R
P g Activated ublquitin  Hs- () g
] =
Enz LLm—o;—o—cn, o [Adenine o E""ﬂ'c'®
-
AN ADP-ribosylation

{Arg, Gln, Cys, diphthamide—a modified His)
MNAD nicotinamide

Enz ~

e
© 2008 WML Freeman and Company

Fosforilacije enzima su naj¢eS¢e kovalentne modifikacije.
Razli¢ite kinaze imaju definirana mjesta fosforilacije

Protein kinase Consensus sequence and phosphorylated residue’
Protein kinase A -%-R-[RK]-%-[ST]-B-

Protein kinase G =x-R-[RK]-%-[ST]-x-

Protein kinase C -[RK1(2)-x-[ST]-B-[RK](2)-

Protein kinase B

Ca**/calmodulin kinase |

Ca*/calmodulin kinase Il

Myosin light chain kinase (smooth muscle)
Phosphorylase b kinase

Extracellular signal-regulated kinase (ERK)
Cyclin-dependent protein kinase (cdc2)
Casein kinase |

Casein kinase Il

B-Adrenergic receptor kinase

Rhodopsin kinase

Insulin receptor kinase

Epidermal growth factor (EGF) receptor kinase

-X-R-x-[5T}-x-K-

-B-x-R-x(2)-{ST}-x(3}-8-

-B-x-[RK]-x(2)-[5T]-x(2)-

-K(2)-R-x(2)-5-x-B(2)-

=K-R-K-Q-I-5-V-R-

-P-x-[ST]-P(2)-

-x-[ST]-P-x-[KR]-

-ISpTpl-xi2)-{sT)-B*

-%-[ST}-x(2)-[ED]}-x-

-[DE](n)-[5T}-x(3)

-x(2)-[ST]-E{nl-

-x-E(3)-Y-M(4)-K(2)-5-R-G-D-Y-M-T-M-Q-I-
G-K(3)-L-P-A-T-G-D-Y-M-N-M-5-P-V-G-D-

-E(4)-Y-F-E-L-V-

Sources: Pinna, L.A. &Rmm!, M.H:.ll”ﬁ] How do pﬂnlln kinases recognize their substrates? Blochim. Blophys. Acta 1314, 191-225; Kemp, B.E. & Pear-
son, R.B.[1990) P - Trends Biochem. Sci. 15, 342-346; Kennelly, P.). & Krebs, E.G. (1991) Consensus sequences as
mbﬂnn mdﬁd:y d«mﬂmnn for protein kinam and pmnin phosphatases. [, Biol. Chem. 266, 15,555-15,558.

type) and actual

from known (iealic). The Ser (5], Thr (T}, or Tyr (¥}

residue that is in red; all ami

shown as their isu‘rlblo! ‘I:I :upmmuny

amino acid. B, any hylh:phohl.c amino acid. Sp, Tp, and Yp are Ser, Thr, and Tyr residues that must already be ph

the site.
"The best target site has two amino acid resid th

residues function at a reduced level
Table 6-10
Lehninger

© 2008 W.H. Freeman and Company

d target Ser/Thr residues; target sites with one or three intervening
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Jedan regulatorni enzim moze se fosforilirati na nekoliko razli¢itin
mjesta. Primjer videstrukih regulatornih fosforilacija glikogen sintaze.

Phosphorylation I'll Iil

sites on A
glycogen | |

—m
— =

—r

45
|

1
—/

—>
—m

coo

hase H3N

Kinase

Phosphorylation
sites

Degree of
synthase
inactivation

Protein kinase A

Protein kinase G

Protein kinase C

Ca**/calmodulin
kinase

Phosphorylase b
kinase

Casein kinase |
Casein kinase Il

Glycogen synthase
kinase 3

Glycogen synthase
kinase 4

1A,1B,2,4
1A,18B, 2
1A

1B, 2

2

At least nine
5
3A, 3B, 3C

2

+ + + +

+

+ + + 4+

+ + +

Figure 6-37
Lehninger

Principies of Sicctemitry, Ath Edition

Izoenzimi su enzimi koji imaju razli¢itu aminokiselinsku sekvencu
(primarnu strukturu, pa prema tome i gene) a kataliziraju identi¢ne
reakcije. Reguliraju specifi¢nost pojedinih tkiva kao i stupanj razvoja tih

tkiva.
LDH-1
| I ] ne
LDH-2 T 1
[ 1) L 1] [ 1 ]
LDH-3 EE EE EE
[ 1 ] { 1 ]
LDH-4 *F 2=
[ T ]
LDH-5 S8
-9 -5 -1 +12 +21

s v vl

Zastupljenost izoenzima laktat

Red
Heart  Kidney blood cell

Brain

Leukocyte Muscle  Liver

HE H, .
s HM
He
11 HaM;
HM;
M,

Zastupljenost izoenzima laktat
Adult dehidrogenaze u razlic¢itim tkivima
odraslih Stakora.

dehidrogenaze u srcu Stakora tijekom
razvoja. H izoenzim (izoenzim u srcu) je
prikazan kvadrati¢ima, a M (izoenzim u
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Specificnim proteolitiCkim cijepanjem aktiviraju se
mnogi enzimi

TasLe 10.3 Gastric and pancreatic zymogens

Site of synthesis Zymogen Active enzyme
Stomach Pepsinogen Pepsin

Pancreas Chymotrypsinogen Chymotrypsin
Pancreas Trypsinogen Trypsin

Pancreas Procarboxypeptidase Carboxypeptidase
Pancreas Proelastase Elastase

Table 10-3
Biochemistry, Sinth Edition
» 2007 W, H. Freeman and Company

Enteropeptidaza inicira nastajanje tripsina $to uzrokuje kaskadu
aktivnih enzima koji nastaju iz pripadajucih zimogena. Aktivni enzimi
prikazani su zutom, a neaktivni (zimogeni) naran€astom bojom.
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