Enzymy jako mista zasahu lecCiv
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Misto zdsahu leciv

Enzymy
= Receptory vazané na G- protein

A

= lontové kandly
= Ostatni

-. Transportéry

Jaderné receptory hormonu
» DNA
= Integriny

A. L. Hopkins and C. R. Groom, Nature Rev. Drug Discov. 1, 727-730 (2002)



Misto zasahu lecCiv
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Co jsou to enzymy?




Schematické zndazornéni struktury a

pUsobeni enzymu (amylasy)
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https://www.youtube.com/watch?v=qgVFkRn8f10

Skupiny enzymu

Oxidoreduktdzy - katalyzuji oxidac¢né-redukéni reakce

Transferdzy - prendseji funkéni skupiny (napriklad methyl-, acetyl-
nebo fosfatovou skupinu)

Hydrolazy - katalyzuji hydrolyzu chemickych vazeb
Lyazy - stépi chemické vazby jinym zpUusobem nez hydrolyzou
Izomerdzy - katalyzuji izomeriza¢ni reakce

Ligdzy - spojuji dvé molekuly kovalentni vazbou



Charakter vztahu enzym a [ECivo

INnhibitore p Akfivatore



Inhibice enzymu

Reverzibilni (Vratnd) inhibice Ireverzibilni (Nevratnd) inhibice
Kompetitivni inhibice
Nekompetitivni
Akompetitivni



Inhibice enzymu

Reverzibilni inhibice

Kompetitivni inhibice

inhibitor



Kompetitivni inhibice enzymu - rychlost reak

zAvisi Na pomeéru inhibitoru a substratu.

fyziologicky prabéh reakce
substrat
katalyticke misto




Inhibice enzymu

» Reverzibilni inhibice

» Kompetitivni inhibice

» Piiklad: HMG-CoA reduktasa

Crescent

SIMVASTATIN

n7g Tablets

20mg

14 Film Coated Tablets



Inhibice enzymu

Reverzibilni (Vratnd) inhibice
Nekompetitivni inhibice

Substrat

Inhibitor [P t ><—_> 3 ’<—_> .

Enzym
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INnhibice enzymu

Reverzibilni (Vratnd) inhibice
Nekompetitivni inhibice
Priklad: Monoaminoxidasa (MAO)

Moclobemid Sandoz® A

Filmtabletten

Wirkstoff: Moclobemid

Antidepressivum

5 SANDOZ




Inhibice enzymu

Reverzibilni (Vratnd) inhibice
Akompetitivni inhibice

Substrat

Enzym ’<_—’ =
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Inhibice enzymu

Ireverzibilni (Nevratna) inhibice
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Inhibice enzymu

Ireverzibilni (Nevratnd) inhibice

Stimulated Platelets Vasculature
[Aspirin acetylation-dependent]

Arachidonic Acid Arachidonic Acid
Aspirin Aspirin vaseuiar C—CH .
inhibits - acetylates COX-2
PG-G/H 15R-HETE
Thromboxane Leukocytes
synthase 5-lipoxygenase
Thromboxane 15-epi-Lipoxin A,
* Pro-thrombotic ** Anti-inflammation

Pro-resolution



Inhibice enzymu

Ireverzibilni (Nevratnd) inhibice

Mecnanism of Action

Penicillin-binding protein
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Aktlvace enzymu

Obr. 6 Pfima aktivace guanylatcyklazy

PGl PGE, adenosin gasotransmitery (NO ¢i CO) €i nepfima
NO ¢i analoga a agoniste . , , . ,
(eventuaine CO) . - aktivace adenylatcyklazy zprostfedkovana

receptory. NO — oxid dusnaty; CO — oxid
uhelnaty; PGE2, PGI2 — prostaglandiny E2, 12;
rec. TPa — tromboxanovy/prostaglandinovy

(g l receptor a; rec. A2B — adenosinovy receptor
cP —p| comMP |- GMP AMP €—] cAMP la— ATP A2B; cGMP — cyklicky guanosinmonofosfat;
CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat
( proteinkindza G J ( proteinkindza Aj
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human vein

Nitrate Mechanism Muscle tension segment

Priklad Nitrates (NTG) -
Vascular o O
smooth muscle ‘ NorEpi NTG
/ Guanylyl Nit-rate e S8
cyclase

@

binds to GC
heme group

4’:-"® sildenafil (1 1BP)

GTP —> cGMP —> GMP

@ myosin-LC
phosphatase
mtALDH ., : mitochondrial
i - Idehyde dehyd >
Myosin-LC-PO,, —> Myosin-LC aldehyde dehydrogenase

actin-myosin
cross bridges

Contraction Relaxation Adapted from Katzung (2015)



Vyvoj leCiv




ZIVOTNI CYKLUS LECIVA
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Vyvoj leCiv

Lead

Nallsle)79)% compounds
sloucenin

Miliony sloucCenin

Drug
candidate

Desitky sloucenin

Drug

Slabé inhibitory jedna latka

Stovky sloucenin



Vyvoj [ECiv

(Miliony sloucenin)

Testovani aktivity enzymo

Detekce enzymu - chceme zjistit, jestli je ve vzorku aktivni
enzym

Stanoveni katalytické aktivity - chceme zjistit kolik je ve vzorku
aktivniho enzymu

Méreni katalytickych schopnosti enzymuU - chceme zjistit kolik
substratu by dokdzal enzym transformovat za urcity cas



Vyvoj [ECiv

(Miliony sloucenin)

Jednotka aktivity
reakéni rychlost mol.l-1.s-1
katalytickd aktivita katal (kat) mol.s-1
jednotka (U) pmol.min-1



Vyvoj [ECiv

(Miliony sloucenin)

Nutno kontrolovat:
- dobu reakce

- koncentrace substratu
- koncentrace aktivniho enzymu

- koncentrace soli, kofaktort a podobné
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Vyvoj IECiv

(Miliony sloucenin)

Analytické metody pouzivané pri stanovovani aktivity:
Napriklad:
- spektrofotometrie
- fluorimetrie
- luminimetrie
- radiometrické metody
- chromatografie
- elektroforesa
- potenciometrie, méreni pH, pH-stat
- polarografie, voltametrie, amperometrie

- coulometrie



Vyvoj [ECiv

Testovdni potencidlnich inhibitory

 hybridni zobrazovaci multidetekéni
reader

 snimani vzorku v destickach (1 — 384
jamek)

« méreni absorbance, fluorescence, |
TRF (Casoveé rozlisna fluorescence)
fluorescence, fluorescencni
polarizace a luminiscence




Vyvoj [ECiv

Testovdni potencidlnich inhibitoru APN)

Aminopeptidaza N

razen mezi exopeptidasy

Aminopeptdaza N se vyskytuje ve vsech Zivych organismech
(ledviny, tenké strevo, jatra, placenta, CNS)

fizeni funkce ruznych orgdanu, tkani a typU bunék
Aminopeptidaza N také zasahuje do déju souvisejici

s nddorovym onemocnénim, imunitni reakci, bolesti, virovym
onemocnénim atd.



Vyvoj [ECiv

Testovdani potencidlnich inhibitoru APN

inhibitory tvori s APN nekovalentni vazbu
velikost inhibice IC,,

inhibice funkce APN poskytuji Iécebné moznosti mnoha ruznym
onemocnhénim, naddorova onemocnéni, Alheimerova choroba,
vysoky krevni tlak



Vyvoj [ECiv

Testovdani potencidlnich inhibitoru APN

%/INHZ
HN @) NH,

NO, NO;

L-leucine-p-nitroanilid p-nitroanilin L-leucin

p-nitroanilinu stanovujeme spekirofotometricky pri 405nm



Vyvoj [ECiv

Testovani potencidlnich inhibitoru APN

Bylo optimalizovdno
10mM TBS
60 min inkubace
500uM roztok substratu
Pri 405 nm



Vyvoj [ECiv

Testovdani potencidlnich inhibitoru APN
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