Encimi

Splosne lastnosti - osnove delovanja, specificnost, energijski
vidik nekatalizirane in encimsko katalizirane reakcije

Kofaktorji, koencimi in prostetiCne skupine

Mehanizmi encimske katalize

Klasifikacija encimov

Encimska kinetika

Encimska inhibicija

Uravnavanje encimske aktivnosti (biokemijskih reakcij)

Encimi v medicinski diagnostiki in biotehnologiji



Reakcije vseh metabolicnih poti katalizirajo encimi — pomen regulatorjev
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Regulatorni encimi - uravnavanje encimske aktivnosti
Glede na potrebe celice se encimska aktivnost poveca ali zmanjsa —
uravnavanje encimske aktivnosti
Uravnavanje poteka na vecC ravneh in na veC nacinov:

- uravnavanje koncentracije encimov

- aktivacija encimov s proteolitiénim razcepom (prebava,
strjevanje krvi)

- alosteriCna modulacija encimske aktivnosti

- kovalentna modifikacija encima — spremenjena encimska
aktivnost

- sinteza specificnih proteinskih encimskih inhibitorjev



Uravnavanje encimske aktivnosti
Glede na potrebe celice se encimska aktivnost poveca ali zmanjsa —
uravnavanje encimske aktivnosti
Uravnavanje poteka na vecC ravneh in na veC nacinov:
- uravnavanje koncentracije encimov

- aktivacija encimov s proteolitiénim razcepom (prebava,
strjevanje krvi)

- alosteriCna modulacija encimske aktivnosti

- kovalentna modifikacija encima — spremenjena encimska
aktivnost

- sinteza specificnih proteinskih encimskih inhibitorjev



Product formed

Koncentracija encima vpliva na hitrost reakcije

4E4

_ 2E;

E,, — koncentracija encima

Time

Vo OC[E]

[E]

*Glede na potrebe celice se sintetizira ve€ encima — vecC substrata
se pretvori v produkt v doloCenem Casu - viSja encimska aktivnost
*Uravnavanje poteka na nivoju celega organizma — po€asno

«Konstitutivni in inducibilni encimi



Uravnavanje encimske aktivnosti
Glede na potrebe celice se encimska aktivnost poveca ali zmanjsa —
uravnavanje encimske aktivnosti
Uravnavanje poteka na vecC ravneh in na veC nacinov:
- uravnavanje koncentracije encimov

- aktivacija encimov s proteoliticCnim razcepom (prebava,
strjevanje krvi)

- alosteriCna modulacija encimske aktivnosti

- kovalentna modifikacija encima — spremenjena encimska
aktivnost

- sinteza specifiCnih proteinskih encimskih inhibitorjev



Aktiviranje encima s proteoliticnim razcepom

Z neaktivhega encima (zimogen/proencim/-ogen) se odcepi peptidni del — aktivni encim

Primer:

aktiviranje prebavnih proteolitiCnih encimov
pankreasa tripsina in kimotripsina

Trypsinogen

J

Trypsin

pankreaticni tripsinski
inhibitor — dodatna
varnost, da ne pride
do poskodb
pankreati¢nih celic

@eropeptid@

Chymotrypsinogen

J

Chymotrypsin-

J

Chymotrypsin-a |

Akutni pankreatitis:
obstrukcija normalne poti
sekrecije iz pankreasa v
tanko Crevo — cimogeni

se aktivirajo v pankreasu,
razgrajujejo tkivo —
bolecCine, lahko tudi usodno



Aktiviranje encima s proteoliticnim razcepom

Chymotrypsinogen Trypsinogen
(inactive) (inactive)
1 245 ‘! ? z
Val-{Asp),-Lys-lle-
. enteropeptidase
trypsin
Val-(Asp),-Lys
7r-Chymotrypsin Trypsin
(active) (active)
1 1'5 1|6 245 z 245
Arglle lle
r-chymotrypsin
(autolysis)

Ser'4-Arg'5
+ Thr'47-Asn148

a-Chymotrypsin
(active)
11l3 1|6 146 149 245

| |
Leulle Tyr Ala

A B o



Uravnavana aktivacija in izlo€anje zimogenov

Enteropeptidase
Trypsinogen Trypsin
- s e |
Proelastase  Elastase Procarboxy-  Carboxy-
peptidase  peptidase
Chymotrypsinogen  Chymotrypsin Prolipase

Lipase

Ribosomes attached to
endoplasmic reticulum

/ -
&7 57

Stryer



Kaskada v procesu strjevanja krvi

INTRINSIC PATHWAY
Damaged surface
|
Kininogen
Kallikrein EXTRINSIC PATHWAY
Xn XN, Trauma
— ‘
. x'i v
H F
x Xy Vil it
Vil - « Trauma
——
X X, X
N
(1)
—
FINAL Fibrin
COMMON (1)
PATHWAY

Stryer



Hemofilija - napaka v procesu strjevanja krvi

= o Fibrinopeptides

Gly-His-Arg sequences

“r
Z ) Polymerization
“:-%y-‘ W
Thrombin @
® \/

Gly-Pro-Arg sequences

O @)
XY XX
Father with Mother unaffected

hemophilia by hemophilia
Possible outcomes for each pregnancy

X, O O
Antthemoptulic factor W @
*:\'!”:l H
XY XX

A~
v
ﬂ No Sons All Daughters
- will have will be
Proteolysis Hemophiia Carriers

X Xa



Hemofilija — X-vezana recesivna genetsko bolezen

Edward Victona
Duke of Kent
(1767-1820) (ITs-1861)

Albert
(18131861)

Victona
Queen of Engand
(18131301)

Prince 22 of SaneCoburg

Victoria | Frederick Edward Vil
#Engond

Alexandra

Aice Louiz of Hezze

0 0 O

Alfred Helens Louize

SSdom

O

Alix Nikd:- Il

“Wihelm Il Sophie of George ¥V
Gresce
Princess Queen

Mhrguret  Elizabeth

Prince Philip

Slal T8l TelereYel.

Waldemar Prince Henry Olgp  Tatama  Nhrie Anazhisia  Alexe

Sigmund of
Pruzzia

000

Prince
Edward

Princesz  Prince Prince

Ann Chardes Andrew

ElelOO

Normal Malke
Normal Femalke
Hemcphilic Make
Carrier Female

Male died in infancy,
pcesible hemophilic

Beatrice

Alfonze 1
of Spain

Eugenic

Lecpald

Mhunce

Afonzo

§

Juan Cados
of Spain



Hemofilija v kraljevih druzinah

O Normd Femae Nomal Male [_]
Victoria | Edward
© carier Femae —‘D Hemophiliac Male -

Victoria | Albert

0 ﬁﬁméé[ﬁ@ﬂ obﬂ[ﬂéﬁgﬁﬁ

Liiba | homsiemh

Talana Anastasia

e [ééém%&g&

3 lrene Alexandra 10
4 George V all assassinaed Charles 11
g George VI Philip Blizabeth |1 Diana 12

Margeret Andrew 13
7 Victoria |__L|—O [il Edward 14
8 Alfonso Xl 12| 11 13 16 14 15 Anne 15
9 Juen Sarah 16

William Harry

http://biology.clc.uc.edu/courses/bio105/sex-link.htm



Uravnavanje encimske aktivnosti
Glede na potrebe celice se encimska aktivnost poveca ali zmanjsa —
uravnavanje encimske aktivnosti
Uravnavanje poteka na vecC ravneh in na veC nacinov:
- uravnavanje koncentracije encimov

- aktivacija encimov s proteolitiénim razcepom (prebava,
strjevanje krvi)

- alostericna modulacija encimske aktivnosti (fina regulacija)

- kovalentna modifikacija encima — spremenjena encimska
aktivnost (“vse ali niC”)

- sinteza specifiCnih proteinskih encimskih inhibitorjev



Alostericni encimi

AlosteriCni encimi sestojijo iz veC podenot (multimerni proteini) in imajo vec
vezavnih mest (za substrat in/ali modulator)

Njihove podenote zavzamejo razlicne konformacije

Konformacijsko spremembo (prehod v manj ali bolj aktivho obliko) povzrocCi
modulator (ligand, pri encimih tudi S)

Modulatorji so ali inhibitorji ali aktivatorji

Ce je normalni ligand obenem modulator — homotropiéna modulacija; e je
modulator druga molekula — heterotropiCna modulacija

Mnogi alostericni encimi imajo veCc modulatorjev — obenem gre za heterotropicne
in homotropicne modulatorje

Za kooperativno vezavo je znacilna sigmoidna krivulja

Sigmoidna krivulja omogoc€a obcutjiv odgovor na majhne spremembe
koncentracije liganda v okolju



Alosteri€na modulacija encimske aktivnosti

Alosteri¢ni encimi — ve€ podenot (katalitska, regulatorna)

Aktivnost uravnavajo alosteri¢ni modulatorji (majhne molekule)

Modulatorji se vezejo (Sibke interakcije) na regulatorno podenoto — sprememba
konformacije regulatorne podenote — spremamba konformacije katalitske podenote

— sprememba na aktivnem mestu — spremenjena encimska aktivnost

Modulatorji so aktivatoriji ali inhibitorji

Modulatorji: substrat (homotropi¢na modulacija) ali druge molekule (heterotropic¢na

modulacija)

1.00- Normal Enzyme

Allosteric Enzyme

[S]

1.00-

0.754

0.50+

0.25

0.00+

-

Negative effector

-

Positive effector

Basal rate

<— Physiological [S]

25 50
[S]

75

100




Interakcije med podenotami pri alosteriEnem encimu

regulatorna podenota
katalitska podenota gu P

S~ / ~ger—

&) Positive modulator

—1C R

Less-active enzyme

®|e

B% c / R p
More-active enzyme
C R Active
enzyme-substrate
complex




Aspartat transkarbamoilaza (ATCaza) je alosteri€ni encim

-Sodeluje v zgodnjih stopnjah sinteze pirimidinskih nukleotidov

-lma 12 polipeptidnih enot, tako regulatorne (rdeca in rumena), kot katalitiCne
(modra in vijolicna)

- Alostericni modulatorji se vezejo na regulatorne podenote



VO (,uM/mln)

Dve konformaciji ATCaze

T state
(less active)

Favored by CTP binding

Normal
activity
(no CTP)

<—CTP + ATP

|
| |
10 T 20 T 30
K0_5 = 12 mM K0_5 = 23 mM

[Aspartate] (mm)

R state
(more active)

Favored by substrate binding

T state

kCTP

T state

Stryer, Biochemistry



Alostericni regulatorji ATCaze uravnavajo ravnotezje za

prehod iz T v R obliko

|

v
4

CcTP

S X T

) — 0
- 0= 0L,
o=¢ - H .__c-"'NH’ HAR o
PO HsN co0 o \;-; €00
Carbamoyl Aspartate N-Carbamaylaspartate Sinteza
e CTP
N:/
0 0 0 i i
S e
O “SNAT ST :
O 5
J o7 o o’\@/
[\
HO OH
Cytidine triphosphate (CTP)
Q » Q
b_o \ \,9-' % O-‘,
1 ? + =0 o Q-.—d o % ?
P 2D A _&

‘ g’:d%

CTP je negativni alosteriéni modulator lastne sinteze

formation —

Rate of
N-carbamoylaspartate

10 20
[Aspartate], mM

ATP je pozitivni
alosteri¢ni efektor

+0.4 mM CTP

Rate of
N-carbamoylaspartate
formation —

| |
10 20

[Aspartate], mM
CTP stabilizira T
(manj aktivno) stanje




INHIBICIJA S POVRATNO ZVEZO

€00~
N
HsN —C— "
== L-Threonine
H—f—OH
CH3
threonine
.’-->® . dehydratase
i A
1
1
E : :

i | Sinteza lle iz Thr poteka
: B v 5 stopnjah, Ki jih
i Es katalizira 5 encimov (E;-
! v E:)
i C
1
1
: Ea
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1
1 D
1
1
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| HsN—C—H
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Ko H—f—CH_:, L-Isoleucine

g
CH3

(lle)

(FEED-BACK INHIBITION)

Yo laM'min)

L-izolevcin (lle) je negativni alosteriCni
modulator E, ( treonin-dehidrataze, TDH).

K za vezavo lle na alostericno (modulatorsko)
mesto TDH doloCa koncentracijo lle.

K _ [TDH].[1le]. Ki  [TDH]

" [TDH - lle]’ [lle] [TDH - lle]



Vo lum/min)

Kinetika alosteriénih encimov (sigmoidna krivulja) — primerjava z
Michaelis-Mentenovimi encimi (saturacijska krivulja)

Alostericni encim -
vecC vezavnih mest za substrat

“Michaelis-Mentenov” encim
- eno vezavno mesto za substrat
" - hiperboli¢na krivulja

Vo (um/min)

P ————

Initial velocity,

homotropiCna alosterija!

(substrat he homotropicni =

a I oste ri én i a ktivato r) Substrate concentration, [S] ()

¢L..a:|_5 V]n ax [SJ
IS]|mM' I/O - Km + [SJ




Vo m'min)

Dve vrsti modulatorjev alosteri¢nih encimov

heterotropicna alosterija!

Y max

PR S ———————————————————

Vo (um/min )

modulatorji vplivajo .... <

-
' max

-
' max

[S] (M)

modulatorji vplivajo na V.,



Shema pozitivne alostericne modulacije encimske aktivnosti:
substrat A aktivira encim, ki pretvarja B—C ali E—F

pozitivni alosteriCni modulator

PR R — W ——— W —————

) Y
o
3
°




Izoencimi so na€in uravnavanja v razli€nih tkivih in razvojnih stanjih

-lzencimi (izocimi) so encimi, ki se razlikujejo v aminokislinskem zaporedju, a
katalizirajo isto reakcijo

-lmajo drugacne kineti€ne parametre in odgovrajajo na razlicne signale.

-Primer: laktat dehidrogenaza

(A) (B) Red
Heart Kidney bloodcell Brain Leukocyte Muscle Liver
LDH-1 == M, IS er -] == = == —_—
; e EO BEO I
LDH-2 EE EE =E HM; sgyeas | [--- o] o]
e 00 oo
LDH-3 EE EE == H,M, === sz uaces| s
®® &0

L 1
LDH-5 oo Hy xS R

-9 -3 -1 +12 +21 Adult

H izocim je izrazen v srcu. M izocim je izrazen v miSici. H — aerobni pogoji; M —
anaerobni pogoji.

H in M imata 75% aminokislin enakih (75% identiCnost)



Uravnavanje encimske aktivnosti
Glede na potrebe celice se encimska aktivnost poveca ali zmanjsa —
uravnavanje encimske aktivnosti
Uravnavanje poteka na vecC ravneh in na veC nacinov:
- uravnavanje koncentracije encimov

- aktivacija encimov s proteolitiénim razcepom (prebava,
strjevanje krvi)

- alosteriCna modulacija encimske aktivnosti

- kovalentna modifikacija encima — spremenjena encimska
aktivnost

- sinteza specifiCnih proteinskih encimskih inhibitorjev



Regulatorni encim — shematski prikaz aktivacije encima
z vezavo aktivatorja M na regulatorno podenoto

regulatorna podenota

katalitska podenota
\ /@ Subetrate

@ Positive modulator

_1C R

Less-active enzyme

@/ C / R p
More-active enzyme
C R Active
enzyme-substrate
complex




Kovalentna modifikacija encima — spremenjena encimska
aktivnost

Primer: fosforilacija encima na ostankih serina (Ser)

14
Ser'4-OH Ser @

Ser14-OH Ser14-®



Vrste kovalentnih modifikacij

Phosphorylation

(Tyr, Ser, Thr, His) fosforilacija
ATP ADP 0
Enz Enz—fi—O'
Adenyvlvlation . .
nilaci
(Tyr) adenilacija
ATP PP, 0
|
Enz;Lb En:—P—0—CH, o Adenine
H H
H OH

Uridylylation  yridilacija
(Tyr)

UTP PP, 0

|
Enz ;LD Enz—P—0—CH; o

ADP-ribozilacija

ADP-ribosylation
(Arg, Gln, Cys, diphthamide—a modified His)
NAD
nicotinamide
Enz z »Enz
('i)—CH O
O0=P—-0"
| H
0O
| H OH
O=I|’—O'
O0—-CH, o Adenine
H OH
Methylation . .
(Clu) metilacija

S-adenosyl- S-adenosyl-
methionine homocysteine

~ 7 » Enz—CHj,

Enz



Primer uravnavanja encimske aktivnosti s fosforilacijo

Adrenalin — -adrenergicni receptor - — — cAMP — aktivirana metabolicna pot:
koncentracija glukoze T

adrenalin

kofein inhibira fosfodiesterazo

Cikliéni nukleotid-
fosfodiesteraza

-kinazeT
fosforilacija
proteinov
erazgradnja
glikogena
*glukoza T

5. AMP Razgradnja cAMP —

inaktivacija




Aktivacija glikogenske fosforilaze s fosforiliranjem

Ser¥* OH OH SerM

side | | side

chain CH, CH., chain
e y -

Phosphorylase b
(less active)

(729, 2ATP~|
phosphorylase phospborylase . .
abnarhatas i fosforilaze-kinazo
\\\2n.0 2app<’} aktivira zunanji signal
\ - “.' (cAMP)
(rlo . ®

N /

CH, CH,
Phosphorylase o

(more active)

Aktivnost glikogenske fosforilaze je uravnavana s fosforiliranjem / defosforiliranjem encima.
Posledica je povecCanje koncentracije glukoze.



Uravnavanje aktivnosti glikogenske fosforilaze

(Glacose)l, + P, — (glucose), _; + glucose 1-phosphate (— glukoza )

[ Extracellular signal — cAMP

£ S

=7

Phosphatase

s

-7

Glycogen — glucose




Proteinske kinaze sestavljajo druzino proteinov

Protein kinase

Consensus sequence and phosphorylated residue’

Protein kinase A

Protein kinase G

Protein kinase C

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-[RK]-x-[ST]-B-

-x-R-[RK]-x-[ST]-x-~

-[RK](2)-x-[ST]-B-[RK](2)-

-X-R-x-[ST]-x-K-

-B-x-R-x(2)-[ST]-x(3)-B-

-B-x-[RK]-x(2)-[ST]-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]-

-[SpTpl-x(2)-[ST]-B!

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

-[DE](n)-[ST]-x(3)

-x(2)-[ST]-E(n)-

-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. & Ruzzene, M.H. (1996) How do protein kinases recognize their substrates? Biochim. Biophys. Acta 1314, 191-225; Kemp, B.E. & Pear-
son, R.B.(1990) Protein kinase recognition sequence motifs. Trends Biochem. 5ci. 15, 342-346; Kennelly, P.J. & Krebs, E.G.(1991) Consensus sequences as
substrate specificity determinants for protein kinases and protein phosphatases. J. Biol. Chem. 266, 15,555-15,558.

*Shown here are deduced consensus sequences (in roman type) and actual sequences from known substrates (italic).The Ser (S), Thr (T), or Tyr (Y)
residue that undergoes phosphorylation is in red; all amino acid residues are shown as their one-letter abbreviations (see Table 3-1). x represents any
amino acid. B, any hydrophobic amino acid. Sp, Tp, and Yp are Ser, Thr, and Tyr residues that must already be phosphorylated for the kinase to recognize

the site.

"The best target site has two amino acid residues separating the phosphorylated and target Ser/Thr residues; target sites with one or three intervening

residues function at a reduced level.



Nekateri encimi uporabljajo ve¢€ razliénih regulatornih mehanizmov

Phosphorylation |i| |L| |l|
S'lte”" A B ABC 45 AB
glycogen
synthase H3KI —I—I- -------- I I I l l l I Co0~
Degree of
Phosphorylation synthase
Kinase sites inactivation
Protein kinase A 1A, 1B, 2,4 +
Protein kinase G 1A, 1B, 2 +
Protein kinase C 1A =
Ca %*/calmodulin 1B, 2 +
kinase (- L
Phosphorylase b 2 +
kinase (. (.
Casein kinase | At least nine + + + +
Casein kinase |l 5 0
Glycogen synthase  3A, 3B, 3C + + +
kinase 3 I —
Glycogen synthase 2 +
kinase 4 (. U




Uravnavanje encimske aktivnosti
Glede na potrebe celice se encimska aktivnost poveca ali zmanjsa —
uravnavanje encimske aktivnosti
Uravnavanje poteka na vecC ravneh in na veC nacinov:
- uravnavanje koncentracije encimov

- aktivacija encimov s proteolitiénim razcepom (prebava,
strjevanje krvi)

- alosteriCna modulacija encimske aktivnosti

- kovalentna modifikacija encima — spremenjena encimska
aktivnost

- sinteza specificnih proteinskih encimskih inhibitorjev



Uravnavanje encimske aktivnosti s sintezo specificnih inhibitorjev

«Znacilno za proteinaze, ki morajo biti strogo uravnavane, drugace razpad celic.

«Znani naravni inhibitorji proteinaz - proteini trdno in specificno vezani na izbrani
encim — preprecijo njegovo delovanje.

*Inhibicija je uravnavana na genski ravni z regulacijo sinteze inhibitorjev v celici.

*PRIMER 1: a,-antitripsin v pljuCih. Tobacni dim oksidira kljucni Met v tem
proteinu, ki zato ne deluje - ne inhibira tripsina. Prevelika aktivnost tripsina v
pljucih uniCuje pljucno tkivo. Posledica: kronicni bronhitis in emfizem pri kadilcih.

*PRIMER 2: pankreaticni antitripsin



Regulatorni encimi- poveztek
-Uravnavajo aktivnosti metaboli¢nih poti.

-Ce gre za uravnavanje s povratno zanko, kon&ni produkt reakcije inhibira prvo
encimsko stopnjo.

-Aktivnosti alostericnih encimov so naravnavane z reverzibilno vezavo
specificnega modulatorja na regulatorno mesto.

-Modulator je lahko substrat ali drug metabolit.

-KinetiCne zakonitosti alosteriCnih encimov ponazarjajo kooperativne interakcije
med podenotami encima.

-Nekateri regulatorni encimi spreminjajo svojo aktivnost s kovalentno modifikacijo,
pri Cemer je najpogostejSa fosforilacija doloCenih aminokislinskih ostankowv.

-Mnogi proteolitski encimi se sintetizirajo kot prekurzorji(cimogeni), ki se kasneje
aktivirajo s proteolitsko cepitvijo.

-NajpomembnejSi encimi so uravnavani preko vec regulatornih mehanizmov z
razlicnimi efektorji, kar omogoc€a koordinacijo aktivnosti razlicnih, med seboj
povezanih, signalnih poti.



