Mechanismy enzymové katalysy.
Zakladni principy, typickeé
priklady.
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Energetické hledisko
> e zrychleni 1-substratové
reakce 10x vyzaduje za
podminek v buiice snizeni o
5,7 kdJ/mol, pritom energie
uvolnéna vznikem slabé
interakce poskytne 4 az 30
kJ/mol, coz pfi mnoha
slabych interakcich déla 60
az 100 kJ/mol
» koncepéné jasné pojmy katalysa a specifita se experimentalné
tézce odliSuji - obé se uplatnuji pfi uéinku enzymu
» specifita je dana vznikem mnoha slabych interakci mezi molekulou
enzymu a substratu - optimalni jsou v tranzitnim stavu
« pri katalyse se mlize paralelné uplatnit nékolik moznych
mechanismii (téZzce se odliSuji experimentalné)
» faktory prispivajici k energii prechodového stavu:
1) snizeni entropie - omezena volnost pohybu dvou molekul v roztoku
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» faktory prispivajici k energii prechodového stavu:

2) solvataéni obal molekul vody, ktery obklopuje a stabilizuje
biomolekuly ve vodném prostredi

- vazba substratu v aktivnim misté vede k jeho desolvataci a
nahradé vodikovych vazeb s plivodni vodou interakci s enzymem

3) distorse i deformace substratu probihajici v mnoha reakcich
4) potieba vhodné orientace u katalytickych skupin enzymu

- tyto bariery pomaha snizovat vazebna energie

* enzym také ¢asteéné meéni konformaci pfi vazbé se
substratem - "induced fit", Koshland, 1958
— to umozni vznik slabych vazebnych interakci se substratem
— enzym ziska novou katalyticky aktivni konformaci

Katalytické skupiny enzymu

e po vazbé substratu se uplatni funkéni
katalytické skupiny pomahajici stépeni a
vzniku vazeb riznymi mechanismy:

— acido-bazicka katalysa
— kovalentni katalysa
— katalysa s pomoci kovového iontu

— zahrnuji kovalentni interakci
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dodanim protonu z H,0* bez katalysy

Kdyz je pfenos protonu na/z vodu rychlejsi

nez rozpad intermediatu, pfitomnost alternativnich
donoru ¢i akceptort protontl nezvysi rychlost reakce
(obvykle to tak neni)

s Acidobazicka
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Kdyz je pfenos protonu na/z vodu pomalejsi

nez rozpad intermediatu, je stabilizovana pouze
mala ¢ast intermediatu.

Pfitomnost alternativnich donoru (HA) ¢i akceptoru
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¢ hydrolysuje polysacharidové fetézce z bakterialnich stén

¢ polysacharidy tvoreny z jednotek NAM a NAG (N-
acetylmuramové kyseliny a N-acetylglukosaminu)

* hydrolysa glykosidické vazby mezi C1 NAM a C4 NAG
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\ Hydrolysis Rate Constants for Model

Oligosaccharides with Lysozyme

Lysozym

komplex enzymu Oligosaccharide Rate Constant, k_ (s 1y
se substratem (NAG-NAM) 0.5
(FEDCBA) (NAG),, 0.25

(NAG), (L0033

(NAG), 7x 107"

R 107"
25 % 1078

(NAG),

jednotka D substratu je pri
vazbé v napjaté konformaci -
destabilizace, avSak celkové
pro vazbu je AG<0

stabilizace tranzitniho stavu




Lysozym
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Asp

+ Stépi se C,-O vazba kruhu D (prokazano pomoci rad. zna¢ené vody)
¢ Glu3 lokalizovan v nepolarni ¢asti bilkoviny, Asp52 v polarni

« Glu¥®funguje jako obecna kyselina

« Asp*2stabilizuje karboniovy iont na D kruhu

» po rozstépeni vazby zbytek s E ¢asti oddifunduje

» karboniovy iont reaguje s molekulou vody

« Glu® (ionizovany) nyni funguje jako obecna baze pfijimajici proton




Kovalentni katalysa

» vznika do€¢asna kovalentni vazba mezi enzymem a
substratem

» priklad - hydrolysa vazby mezi skupinami A a B:

A-B———A+B

» pfi kovalentni katalyse (enzym s nukleofilni skup. X:)

A-B+X: —3>A-X+B—H2 sA4+ X: +B

v v

» oba nové reakéni kroky musi mit nizsi aktivacni
energii a byt rychlejsi nez nekatalyzovana reakce

* mohou se ucastnit postranni skupiny aminokyselin i
mnoha koenzymu

Nukleofilni katalysa
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 typické pro serinové proteasy (trypsin,
chymotripsin, elastasa)

* Nu atak na uhlik v karbonylové skupiné




Nukleofilni katalysa

®) His

 typické pro thiolové proteasy (papain, ficin,
bromelain)

* Nu atak na uhlik v karbonylové skupiné

Elektrofilni katalysa

* enzymy s pyridoxalfosfatem

* a=transaminace, racemisace, dehydratace (odstépeni
beta hydroxylu)

* b = dekarboxylace
» ¢ = transhydroxylace (nap¥. serin prejde na glycin a
ziska se -CH-OH zbytek)




Katalysa pomoci iontu kovu

* kovy, bud’ pevné vazané k enzymu, nebo
zachycené z roztoku spolu se substratem, se
ucastni katalysy riznymi zpuasoby:

— iontové interakce mezi kovem a substratem
pomahaji ke spravné orientaci

— stabilizuji tranzitni stavy nesouci naboj

— zprostredkovavaji redoxni reakce reverzibilnimi
zménami svého oxida¢niho stavu

» cca 30% enzymu pro aktivitu vyzaduje néjaky
atom kovu

Kombinace dilé¢ich mechanismu

vétSina enzymu pouziva kombinaci nékolika
katalytickych strategii pro zvyseni reakéni rychlosti

chymotripsin - napred obecna acidobazicka katalysa
nasledovana kovalentni katalysou
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