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Obecny princip funkce enzymu v katalyze biologickych
proceslu

Priklad: oxidace alifatickych alkoholii na aldehydy enzymem alkohol
dehydrogenaza

Alkohol dehydrogenazy (ADH) jsou enzymy usnadnujici preménu mezi
alkoholy na jedné strané a aldehydy €i ketony na strané druhé. Vyskytuji
se v mnoha organismech.

Obratlovci: ADH katalyzuji redukci ethanolu na acetaldehyd (téz
methanolu na formaldehyd) jako prvni reakci pri detoxifikaci

Kvasinky: ADH katalyzuji opaénou reakci jako posledni krok
alkoholového kvaseni

Bakterie: ADH katalyzuji oxidaci (poly)alkoholid v ramci jejich
metabolismu

Rostliny: Preména mezi alkoholy a aldehydy hraje roli pri regulaci rastu a
vyvoje rostlin, ma fadu riznych jinych funkci



Priklad reakce katalyzovane dehydrogenazou: odbouravani etanolu pomoci enzymu

alkohol dehydrogenaza s kofaktorem NAD*
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Priklad reakce katalyzovane dehydrogenazou: odbouravani etanolu pomoci enzymu

alkohol dehydrogenaza s kofaktorem NAD* Nicotinamide (reduced)
Nicotinamide (oxidized)—> u o o)
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Cviceni:
- Ukazte, které atomy alkoholu, aldehydu a nikotinamidové skupiny meni oxidacni Cislo

- Formulujte oxidacné-redukCni reakci s vyuzitim oxidacnich Cisel.

- Zkuste zodpoveédét tuto otazku: ProC se oxidace alkoholu na aldehyd nékdy nazyva
dehydrogenace?



ProC se oxidace alkoholu na aldehyd nékdy nazyva dehydrogenace? Ukazte, které
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Aldehyd oproti alkoholu ztratil dva protony a dva elektrony, tedy v podstaté dva atomy
vodiku. Proto se nékdy mluvi o dehydrogenaci. Jadro nikotinamidu naopak pfijalo dva
elektrony a jeden proton, tedy formalné hydridovy ion H-. Proto se také nékdy hovofi o

transferu hvdridu (analickv hvdride transfer).
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Odpovéd: Reakce by byla pfilis pomala!
Jak enzym zafidi, aby reakce probihala rychleji?



Obecny princip enzymatickych reakci:
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Enzym (vétSinou protein)

https://tophat.com/marketplace/science-&-math/biology/textbooks/oer-openstax-microbiology-openstax-content/1930/69737



Pro oxidaci etanolu na etanal pomoci NAD*:

NAD* U
koenzym (= kofaktor) - regenerace kofaktoru
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\
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enters active complex forms. converted to the active site
site of enzyme. products. of the enzyme.

Alkohol dehydrogenaza (ADH) byla vyhlasena v lednu 2001 ,molekulou mesice”
konsorciem ,Research Collaboratory for Structural Bioinformatics” (RCSB), které
spravuje databazi makromolekul PDB (protein data bank). Kazdé ,molekule mésice” je

vénovan Clanek verejné pristupny na webu, ¢asto obsahuijici ilustrace s animacemi.
Nasledujici diapozitiv obsahuje odkaz na tento Clanek.

https://tophat.com/marketplace/science-&-math/biology/textbooks/oer-openstax-microbiology-openstax-content/1930/69737



Clanek o ADH, enzymu vyhladeném ,molekulou mésice v lednu 2001, se nachazi na
adrese https://pdb101.rcsb.org/motm/13. Pripojte se k internetu a kliknéte ve
vyhledavaci na tento odkaz. Cely Clanek Cist nemusite, v této chvili by to bylo hodné
narocné. Na druhé strance Clanku ale najdete pohled do “nitra” enzymu (viz obrazek
dole na tomto diapozitivu), s vazebnym mistem pro ethanol a NAD".

Kliknutim na obrazek uvnitf ¢lanku aktivujete vizualizaCni program JSmol a ziskate
moznost otaCet molekulou a vidét ji tak v prostoru.



https://pdb101.rcsb.org/motm/13

Struktura, na kterou se divame, byla zjisténa pomoci difrakce rentgenovych paprsku
na krystalech komplexu z enzymu, substratu (etanol) a kofaktoru. Pfesnéji feCeno:
misto kofaktoru NAD* byla pouZzita molekula podobna NAD*, CPAD, ktera s etanolem
nereaguje. Davod této zamény vam vysvétli nasledujici diapozitiv.




Ukol studie: zjistit pomoci rentgenové krystalografie strukturu enzymu s koenzymem
a substratem

Problem: Podari-li se nam v laboratofi vytvofit komplex enzymu, koenzymu a
substratu, bude mit tento komplex velmi kratkou zivotnost, protoze probehne reakce
mezi substratem a kofaktorem, a nez komplex ,stihne“ vytvofit krystal, substrat se
pfeméni na produkt a spolu se zredukovanym (!) kofaktorem opusti aktivni misto.
Reseni: nahradime koenzym nebo substrat podobnou molekulou, ktera se navaze
do aktivniho mista v enzymu, ale nebude reaktivni.

V této studii byl koenzym NAD* nahrazen podobnou molekulou CPAD (nasledujici
diapozitiv), ktera ma na ,pyridinovém® kruhu nikotinamidové skupiny atom dusiku na
pozici 2, a ne na pozici 1 jako u NAD*. Adenin difosfat je zde vazan pres uhlik, a ne
pfes dusik. CPAD ma velmi dobrou afinitu pro vazebné misto uréené pro NAD*, ale
nenese pozitivni naboj a neni ani zdaleka tak dobrym oxidacnim cCinidlem jako
NAD*, takze s etanolem nereaguje. Vhodnym zvolenim koncentraci enzymu ADH,
CPAD a etanolu |Ize dosahnout krystalizace komplexu ADH-CPAD-etanol, ktery je
stabilni. Zjisténi jeho struktury védcum napovédélo, jak probiha oxidace etanolu v
aktivnim misté enzymu.

Na nasledujicim diapozitivu si vazebna mista pro CPAD a etanol prohlédneme
podrobnéji.



NAD™* a jeho neutralni derivat CPAD
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Krystalova struktura komplexu alkohol dehydrogenaza-CPAD-etanol odhalila, ze
vazebna mista pro CPAD a pro etanol jsou v tésné blizkosti. StéZejnim objevem pak
bylo, Ze v blizkosti obou vazebnych mist je téZ vazebné misto pro iont zinku, Zn?*.




Dvojmocny zinek je iont, ktery tvofi stabilni vazby s atomy dusiku, kysliku a siry.
Konfigurace s jednou vazbou na dusik (modry atom v cyklické, tzv. indolové skupiné
aminokyseliny histidin nad atomem zinku), na kyslik (Cervena O-H skupina etanolu) a se
dvéma vazbami na negativné nabité atomy siry (zluté atomy na konci postrannich
fetézcu aminokyselin cystein) je velmi stabilni. Klastr z jednoho histidinu a dvou cystein(
je tedy velmi silnym vazebnym mistem pro Zn?*, a v nepfitomnosti etanolu se na tomto
misté na zinek vaze molekula vody. Etanol ma pro toto vazebné misto ale jesté veétsi
afinitu nez voda, a tak molekulu vody snadno nahradi, a sice v orlentaC| idealni pro

reakci s NAD". F




Nyni se pokusime pfripojit se na databazi pdb sami a prohlédnout si strukturu 1adc.
Ziskate moznost otaCet molekulou a vidét ji tak v prostoru.

Jak je vazan substrat, jsme jiz vidéli, nyni prostudujeme ulozeni kofaktoru v enzymu.
- Stahnéte a instalujte si v notebooku program VMD (Visual Molecular Dynamics)
https://www.ks.uiuc.edu/Development/Download/download.cgi?PackageName=VMD

1. Pomoci internetu oteviete dababazi RCSB
(https://www.rcsb.org/pdb/home/sitemap.do) a do vyhledavaciho okénka vpravo
nahore zadejte kdd 1ADC. Kliknéte na tento kod v novém okné, které se otevrelo.

2. Kliknéte na modré pole "Download files" a upfesnéte "pdb format". Stahnéte soubor

1ADC.pdb do svého pocitace.

3. Otevite program VMD, v menu File zvolte "New molecule", v novém okné "Molecule

File Browser", které se otevrelo, kliknéte na "Browse" a jako filename zadejte adresu

souboru 1adc.pdb ve svém pocitaCi. V okné "Molecule File Browser" kliknéte na

"Load". V novém okné se vam zobrazi molekula alkohol dehydrogenazy.

V hlavnim okné VMD zvolte v menu Display "orthographic".

Alkohol dehydrogenaza krystalizuje jako dimer. Pro zobrazeni jen jednoho z obou

monomeru v menu Graphics zvolte "Representations" a v novém okné pod "Selected

Atoms" napiste "chain A" a kliknéte na "Create Rep". Poté ve druhém okné odshora

vymazte linku, ktera ma pod heslem "Style" zapis "all". Nyni si molekulu monomeru

muzete otacet a posouvat. Uzite€né zkratky na klavesnici pfi prohlizeni molekuly,
které méni funkce mysi: "r", rotace, "c" a nasleduijici klik na jeden atom rotacni
centrum prenese na tento atom, "t" translace, "s" scale, tedy zoom.

Pro zajemce: Odkaz “Help® v hlavnim menu VMD vede k manualu, tutorialu, a

“frequently asked questions®.

ok



Nasim ukolem je prozkoumat vazebné misto pro model kofaktoru, CPAD. Jako prvni
zjisténi konstatujeme, ze kavita, ve které je CPAD vazan, je této molekule “usita na
miru“, a totéz plati o pfirozeny kofaktor NAD*, jak ukazala fada dalSich studii.

Kavita neni ale pouze usita na miru geometricky. Pro «vystylku» kavity evoluce vybrala
aminokyseliny, které tvofi s kofaktorem co nejsilnéjSi mezimolekularni sily. Protoze
proteiny jsme jesté neprobirali, omezime se na prozkoumani difosfatové skupiny mezi
nikotinamidovym kruhem (na kterém se odehrava dehydrogenacni reakce) a
adeninem. Adenin difosfat se reakce neucastni, slouzi k «zakotveni» kofaktoru v
enzymu. Jak vite, fosfatové skupiny jsou negativné nabité, a neni nahodou, Ze v kavité
maji kontakty s pozitivné nabitymi fetézci, jako jsou postranni fetézce argininu.

K vyhledavani kontaktu zvolte v hlavnim menu «Graphical Representations» a tam v
radce «Selected Atoms» napiste «within 4 of resname PAD» (PAD je zkratka, kterou
databaze pdb pouziva pro CPAD), kliknéte na «Create Rep» a v «Drawing Method»
zvolte napr. « CPK». Radi bychom si nyni odliSili okoli CPAD od zbytku struktury. Ten
zbytek muzete i prosté odstranit, kdyz v hlavni tabulce Graphical Representation
vybarvite pod Selection fadku «all» a klavesou «delete» ji vymazete. Pokud si chcete
ponechat zobrazeni etanolu, napiste pod «Selected Atoms» «resname EOH» a
kliknéte na Create Rep. (EOH je v pdb zkratka pro etanol, pozor, rozliSujte velka a
mala pismena).

Nyni zkuste identifikovat vSechny vodikové mustky mezi fosfatovymi skupinami CPAD
a argininy ARG47 a ARG369. Jako kritéerium vodikového mustku povazujte vzdalenost
H---O nebo H---N mensi nez 3 A.



Domaci cvic€eni : vytvofte seznam moznych vodikovych mustkd mezi CPAD (zkratka
ve VMD: PAD) a proteinem v krystalové strukture 1adc z proteinové databaze PDB.

U kazdého vodikového mustku je tfeba

a) identifikovat molekulu €i fragment (napf. aminokyselinu u proteinu) molekuly, ktera
je « donorem » H-mustku, tedy ktera obsahuje polarni vazbu X-H (X = O, N)

b) identifikovat molekulu i fragment molekuly, ktera je « akceptorem » H-mustku,
tedy ktera obsahuje elektronegativni atom Y (Y = O, N) s volnym (nevazebnym)
elektronovym parem, jenz ma s atomem vodiku donoru kratky kontakt (£ 3 A)

c) zmeéfit odstup tohoto kontaktu H---Y mezi atomem H donoru a elektronegativnim
atomem akceptoru

d) Zmeéfit uhel X-H---Y. (velikost tohoto uhlu zatim jako kritérium pfi posuzovani, zda
se u kontaktu H---Y jedna o vodikovy mustek, nepouzivame).

e) Rozsifte vyhledavani na kontakty C-H---Y (tedy X = C), pfidejte je do seznamu

kontaktl oddélené.

Zapisujte formou:
X - H --- Y X-H (A) X-H---Y ()
ARG47:N - ARG47:H --- PAD377:01N 2.36 A 159.44

PAD377:N7N - PAD377:H71N --- VAL292:0 217 A 156.55



