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Mechanismy enzymové katalyzy (obecné).

Enzymova katalyza startuje navazdnim substrdtu na enzym.

Uvoliuje se tzv. vazebnd energie, kterd vede k tvorbé rady
slabych vazeb mezi enzymem a substratem.

K tvorbé produktu vede jen takovd interakce E a S, kterd vydsti
v prechodovy stav.

Vazebnd energie vede také ke strukturnim zméndm enzymu i
substratu - indukované prizptsobeni (induced fit).

Obecné mechanismy katalytickych reakci:

1. Kovalentni katalyza. Aktivni misto enzymu obsahuje reaktivni

skupinu, obvykle nukleofil, kterd se jako soucdst katalyzy vdze na
substrdt.

2. Obecnd acidobazickad katalyza. Molekula jind nez voda pusobi
jako donor nebo akceptor protont. Takto obvykle plsobi vedlejsi
retézec aminokyseliny His.



Mechanismy enzymové katalyzy (obecné).

3. Katalytické priblizeni. Mnoho enzymovych reakci md dva
substraty. Pri katalytické reakci se oba substrdaty posunuji do
tésné blizkosti. Priblizeni je hnaci silou tvorby produktu.

4. Katalyza za (casti kovovych iontl. Kovové ionty plsobi pri
katalyze mnoha zplsoby. Kovovy iont miZe svym koordinaéhnim
plsobenim napomdhat tvorbé nukleofilu. MlZe také plsobit jako
elektrofil stabilizujici negativni ndboj reakcéniho meziproduktu.
Kovovy iont mize pusobit jako mlstek mezi enzymem a
substratem. Zvysuje vazebnou energii a udrzuje substrat v pro
katalyzu prihodné konformaci.



Mechanismus plsobeni proteas.

Proteasy patri do 3. tridy enzymi (hydrolasy). Nemaji kofaktor.
Jednim substrdtem je peptidovd vazba a druhym molekula vody.

Hydrolyza peptidu je z termodynamického hlediska favorizovand.

Z kinetického hlediska je hydrolyza extrémné pomald, protoze
peptidova vazba vykazuje vysokou stabilitu.

Mezomerie peptidové vazby vede ke stabilité vazby C - N, kterd
je prakticky(parcidlné) dvojna.
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Chymotrypsin jako priklad kovalentni katalyzy.

Stépeni proteind, zvId§té pri trdveni, se (Eastni mnoho
proteolytickych enzymd.

Chymotrypsin $tépi peptidové vazby selektivné na karboxylovém
konci velkych hydrofobnich aminokyselin jako jsou tryptofan,
tyrosin,fenylalanin a methionin.

Chymotrypsin plsobi jako silny nukleofil napadajici nereaktivni
karbonylovy uhlik substrdtu. Vytvori se kovalentni vazba.
Nukleofilem v akivnim misté chymotrypsinu je serin (- CH,OH).

Chymotrypsin ireversibilné inhibuje diisopropylfosfofluorid
(DIPF) prdveé vazbou na serin v aktivnim misteé.

Ke studiu mechanismu katalyzy chymo‘rrypsinu se vyuzivaji tzv.
chromogenni susbtrdty. Takovym je napf. A-acetyl-fenylalanin-p-
nl’rr'ofenyles’rer S’repemm vznika Zluty p-nitrofenoldt
deprotonizaci pri pH 7.



Chromogenni substrat chymotrypsinu.
Za podminek ustdleného stavu je K, =20 uM a A, = 77 s
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p - nitrofenola

N - Acetyl - L - fenylalanin p - nitrofenylester



Kovalentni katalyza.
Chymotrypsinova hydrolyza probihd ve dvou fazich: Rychld acylace a pomala

deacylace za regenerace chymotrypsinu.
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Katalyticka triada chymotrypsinu.

Hlubsim studiem struktury chymotrypsinu bylo zjisténo, Ze za
vlastni acylaci odpovidad v katalytické kapse molekuly enzymu
katalyticka triada - sloZzend ze tri nesousednich aminokyselin.
Tridda: Asp 102, His 57 a Ser 195 |

Za pritomnosti substratu je funkci His z katalytické triady
stabilizace Ser 195 a akceptovdni jeho protonu za tvorby
alkoxidového iontu. Asp orientuje His.

Asp 102 His57 Ser 195 o)
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Specificita proteas - substrdtové kapsy.

Rada proteolytickych enzymé obsahuje stejnou katalytickou
triadu. Napr. trypsin a elastasa. Obé proteasy jsou ze 40 %
homologni s chymotrypsinem amaji stejny mechanismus katalyzy
jako chymotrypsin. Odlisuji se substratovou specificitou.

Trypsin $tépi peptidovou vazbu na karboxylovém konci za
bazickou aminokyselinou s kladnym ndbojem s delsim retézcem

(Lys a Arg).

Elastasa stépi peptidovou vazbou na karboxylovém konci s
aminokyselinou s krdtkym retézcem (Ser a Ala).

Rozdil v substrdtové specificite proteas spociva v rozdilu ve
strukture enzymové kapsy kam se vaze substrdt (protein).

U trypsinu je dole v substratové kapse na dné aspartat.

U elastasy jsou uprostred kapsy na obou sténdch vedlejsi
retézce valinu.



Substratovad kapsa chymotrypsinu, trypsinu a elastasy.

Val 2
al 19C

Asp
Chymotrypsin Trypsin Elastasa



Ostatni proteasy.

Cysteinové proteasy.
Aspartatové proteasy.
Metaloproteasy.

Ve vsech pripadech je strategii tvorba nukleofilu, ktery atakuje
peptidovou karbonylovou skupinu.

V pripadé cysteinové proteasy je karbonyl peptidu atakovdn
histidinem aktivovanym cysteinem.

Aspartdatové proteasy aktivuji molekulu vody.

Metaloproteasy aktivuji také molekulu vody za Gcasti kovového
iontu a za pritomnosti bdze (€asto glutamat).



Aktivaéni strategie cysteinovych proteas.
NapF. papain - rostlinnd proteasa z plodt Carica papaya.
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Aktivaéni strategie aspartatovych proteas.
Napr. proteasa renin ovliviujici tlak krve a trdvici enzym pepsin.
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Aktivacni strategie mataloproteasy (Zn?*).
Napr. bakteridlni proteasa thermolysin a trdvici enzym
karboxypeptidasa A.

O
//
X
/B:"’H\ J_\R
H ‘ +
Zn?

AN



Inhibitory proteas jako IéCiva.

Inhibitorem angiotensinconverting enzymu (ACE) je Iék na
snizeni tlaku krve Captopril. ACE je metaloproteasa.
Angiotensin-converting enzym (ACE, EC 3.4.15.1), exopeptidasa
katalyzujici stépeni dekapeptidu angiotensin I na oktapeptid
angiotensin IT.

Indinavir (Crixivan) je léCivem proti AIDS. Indinavir inhibuje
HIV proteasu (aspartdtova proteasa). S’repl virdlni proteiny v
jejich aktivni formé a zabranuje rozvinuti virdlni infekce.

Vzorec Captoprilu.

HS O



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5f/Captopril.svg

Karbonatanhydrasa - Zn?* proteasa.

Oxid uhli¢ity je kone¢nym produktem aerobniho metabolismu. U
savcl vstupuje do krve, kterou je transportovdn do plic, kde se
uvolfiuje.

V erythrocytech CO, reaguje s vodou za tvorby stredné kyselé
uhli¢ité kyseliny (pK, = 3,5), kterd po ztrdté protonu prechazi na
hydrogenuhli¢itan (HCO;")

Za nepritomnosti katalyzdtoru probiha hydratace CO, stredné
rychle. Pri 37°C a neutrdlnim pH je rychlostni konstanta druhého
radu 4 = 0, 0027 M-, s,

Opacnad reakce, dehydratace HCO;, je dokonce rychlejsi,
rychlostni konstanta &, = 50 s,

Tyto rychlostni konstanty odpovidaji rovnovdzné konstanté
K =54 x 1075,
Pomér [CO,] /[ H,CO;] je 340 : 1 v rovnovdze.



Karbonatanhydrasa - Zn?* proteasa.

Hydratace a dehydratace HCO5™ byva obvykle spojena s rychlym
transportem.

Proto je tento proces katalyzovan. Obecné se tyto enzymy
nazyvaji karbondtanhydrasy.

Karbondtanhydrasy dramaticky urychluji tyto procesy.
Nejaktivnéjsi enzymy urychluji hydrataci CO, s katalytickou
konstantou A, = 10° st (molekula enzymu za jednu sekundu;
milionkrdt) !ll

Existuje celd rada homolognich karbondtanhydras. Vsechny
obsahuji v aktivnim misté Zn?-,

Na zineénaty iont jsou vdzdny ¢tyri nebo i vice ligandu.

Tri imidazolové kruhy His jsou vdzany koordinaéné. Dalsi
koordinaéni misto je obsazeno molekulou vody nebo
hydroxidovym iontem (podle pH). VSechny ¢tyri ligandy jsou
neutradlni a tak je celkovy ndboj roven +2.



Hydratace CO, a tvorba hydrogenuhlic¢itanu.
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Vazbou vody na Zn?* se snizi pK, vody z 15,7 na 7.




Mechanismus karbondtanhydrasy.

Hydroxidovy aniont vytvoreny v aktivnim misté
karbondtanhydrasy za U¢ast Zn?* plsobi jako nukleofil na oxid
uhlicity.

Jednoduchy mechanismus katalyzy karbonatanhydrasy:

1. Zine¢naty iont umoziuje odstépeni protonu z molekuly vody za
tvorby hydroxidového iontu.

2. Oxid uhli¢ity se navdze do aktivniho mista enzymu a je
orientovdn na reakci s hydroxidovym aniontem.

3. Hydroxidovy ionty atakuje CO,, ktery tak prevadi na HCO;.

4. Katalytické misto se regeneruje odstépenim HCO;~ a vazbou
dalsi molekuly vody.



Mechanismus karbondtanhydrasy.
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Obecna acidobazicka katalyza.

Donory a akceptory protond, tj. kyseliny a bdze, poskytuji nebo
odnimaji protony pro stabilizaci vznikajicich ndboji v
prechodovém stavu.

Prakticky to znamend aktivaci nukleofilnich a elektrofilnich
skupin nebo stabilizace odstépujicich se skupin.

V téchto acidobazickych reakcich se nejcastéji uplatriuje
histidin, protoZze md pK, blizko neutrdlniho pH 7 a mize se
uplatnit jako donor i akceptor protond.

Mnoho reakcnich mechanismi zahrnujicich acidobazickou
katalyzu mad rizné pK,. Tyto variace pK, jsou vyvoldny lokdlnim
prostredim kolem His.



Vliv okoli a prostredi na pk, histidinu.

Podminky Kyseliny Baze

Hydrofobni okoli Zvysuje pK,  Shizuje pKk;
Pripojeny zbytek s ndbojem  ZvySuje pK,  Snizujepk,
Vytvoreny solny mistek

(a vodikovd vazba) Snizuje pK,  Zvysuje pKk,

Vyznamny vliv na pK, ma prostredi ve kterém katalyza probihd.
Histidinovy imidazol, ktery je bazicky v kyselém prostredi mize
plsobit jako donor protont a vice versa.



Serinova proteasa.

V poédteéni fdzi mechanismu v aktivnim misté prijima His proton
ze Ser za tvorby serinového nukleofilu, ktery atakuje amidovou
vazbu substratu. Pri reakci je Ser (bdze, pk, 14) donorem
protonu a His (kyselina, pK, 6) akceptorem. Oboji je umoznéno
okolim obou aminokyselinovych zbytka.

Modifikace pK, je Cisté elektrostaticky mechanismus. V fomto
pripadé je katalyticky mechanismus spojen se snizenim pK, oxy
anionu a a zvysenim pK;, His.



Acidobazicka katalyza - serinova proteasa.
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Acetylcholinesterasa (AChE) deesterifikuje
neurotransmiter acetylcholin (ACh).
Priklad obecné bazické katalyzy (deprotonizace Ser za Ucasti His).
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Tabulka vedlejsich retézct aminokyselin
uplatiujicich se pri acidobazické katalyze.

Aminokyselina

Kysela forma
(donor protoni)

Zasadita forma
(akceptor protond)

Glu, Asp R - COOH R - COO"
Lys, Arg R - NH3" R - NH;
Cys R - SH R-S5
CH CH
. R~cZ " NH R 77 :
His & N h
N—CH N—CH
H H
Ser R - OH R-0
Tyr R—@—OH R—@—o'




Katalytické priblizeni a orientace.

Urychleni enzymy katalyzované reakce spocivd v interakci
reaktivnich chemickych skupin, které vedou k priblizeni enzymu

k substratu za tvorby komplexu enzym - substrdt.

Dochdzi ke sniZeni entropie reaktantt a tim také k usnadnéni
takovych reakci jako je tvorba nové vazby nebo adi¢nim reakcim.

Ke sniZeni celkové entropie dojde vzdy, kdyz dva reaktanty
vytvori jeden produkt.

Tento efekt je analogicky efektivnimu zvyseni koncentraci
reaktantl. Vazba reaktantll na enzym ddvd reakci
intramolekuldrni charakter, ktery vede k vyznamnému zvyseni
rychlosti reakce.



Rychlost intermolekularni reakce.

INTERMOLEKULARNI REAKCE
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Rychlost intframolekuldrni reakce.

INTRAMOLEKULARNI REAKCE
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