Enzymer: reaktioner, kinetik och inhibering

Biokatalysatorer
Reaktion: substrat
omvandlas till
produkt(er)

Paverkar reaktionen sa
att jamvikten staller in
sig snabbare, dvs
hastigheten 6kar

Reaktionen ar
lonen No Fe3* Catalase
energimassigt catalase

fordelaktigt 2 H202 —) HQO + 02
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Lite basalt om enzymer

¢ Enzymer katalyserar endast nagon eller
nagra reaktioner, dvs har en viss aktivitet
(enzymaktivitet)

¢ Enzymer &r specifika (dven
stereospecificitet)

¢ Enzymer fungerar under givna
reaktionsforhallanden

¢ De allra flesta av cellens reaktioner drivs
av enzymer

* Enzymer ar proteiner

¢ Enzymers aktivitet ar ofta reglerad av olika
molekyler

Enzymklassificering

Oxidoreductases

* Klassificeras i sex grupper 1 | Blectron wransport:
beroende pa vilken

molecules

Transferases
reaktion de katalyserar 2 | Transport of functional
groups
(luBMB, EC nummer) Hydrolases

Hydrolytic reactions;
cleavage involving H,0
addition

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/iubmb.html| 3
* Ex. katalas: EC 1.11.1.6
—1.11 Acting on a peroxide

Lyases
Non-hydrolytic cleavage

Isomerases

as acceptor 5 | Transformation of one
isomer to another
—1.11.1 Peroxidases Ligases

6 | Ligation of molecules
during ATP consumption




Varfor ar enzymer sa viktiga? — for oss!

¢ Tekniska applikationer

-enzymatiska processer ar milda, miljévanliga
och energieffektiva

-bulkkemikalier som anvands i tvdattmedel,
bakning, 6lbryggning, garvning,
papperstillverkning, starkelse, textil....

-finkemikalier som anvands i diagnostik,
molekylarbiologi, analyser....
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Varfor ar enzymer sa viktiga? — for cellen

¢ Cellernas katalysatorer

* | t.ex. en jastcell foregar 1200
olika biokemiska reaktioner

* De biokemiska reaktionerna ar
oftast ordnade i metabola vagar,
vilka ar katalyserade av enzymer

¢ Enzymerna ar nyckelpunkter for
att cellerna skall kunna reglera
sin funktion i respons till
omgivningen

-

energy

Aktiveringsenergi i kemiska reaktioner

a) Ingen katalysator

Transition state

@ b) med Fe3*
: katalysator
Aemenon ¢) med katalasenzym
energy
& d) Vid hogre
H temperatur

e OBS! Jamvikten dndras
- inte, bara hur snabbt
man nar dit.

.
(a,b,¢)

Reaction: 2H,0; == 2H;0 + O

Reaction coordinate

Figure §.2 Concepts inBiachemistry, e
2006 John Wiley & Sons
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Transition state

» Overgangsform av substratet som omvandlas
till produkt

Enzymer stabiliserar transition state formen,

dvs det krdavs mindre energi for att molekylen
ska halla denna form

R R R

é:o s évO’ . é—o—n
cll-lz T EH; — ﬂH,

N a

Ketone Transition state Enol

Mekanismer for enzymers aktivitet

e Paytan av den tredimensionella strukturen av ett
protein finns fordjupningar

* | dessa fordjupningar kan molekyler binda in -
ligander

e Den fordjupning som binder substrat/produkt
och medger katalys — aktivt séite

* Andra saten kan binda effektorer som
Okar/minskar aktiviteten —regulatoriska séiten

noneovalantbonds

ligand

P

Bindningar viktiga for enzymaktiviteten

amino acid
side chains

* Icke kovalenta bindingar fran
aminosyrornas sidogrupper
— Vatebindningar
— Jonbindningar
— Hydrofob interaktion
* Dessa bindningar gor sa att
— Substratet halls i transition state

— Substratet positioneras sa att
andra molekyler/substrat kan
reagera, t.ex. vatten och
kofaktorer folded protein

unfolded protein

1FOLDING

binding site




Formen av aktiva satet ger specificitet

Substrate
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Figure 111 Fundamentals of slochemmistry, 2/e
2006 Johin Wilky & Soas
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Positionering av substratet

ENZYME
o~ Hycrophablc pockel gives
-~ preference 1o bulky, hydio-
| phobic side chain (R,)
PN :
His 1N_&N-.,_. . F?H o e, M b
: Hr_r J\ Ay

y h/‘*l oz H/

G0 H ’
I 5 ‘n—k
= H —=C C-lerminal
Qw72 4 ‘\“‘/ carboxyl of
s polypeptide
Incoming G0 substrate inter-
waler R acts with Arg 145
molecule R,z f H L
rlsm
Hydrolys av peptidbindning /c=o
ch SUBSTRATE
N7
Os 7/ E

Inbmdmng till ett sate ar en |amV|ktsprocess

dissociation
—— @+ ® Jamviktskonstanten
dissociation rate = dissociation . concentration ar ett matt pé hur
rate constant of AB tark inbindni
dissociation rate = ko [AB] S arkinbindningen
- arl
i association
A+ B — (AB
P _ association i cor
association rate " rate constant X of A x of B
association rate = ko, [A] [B]
AT EQUILIBRIUM: I
association rate = dissociation rate For enZymkataWS maste
kon[A1[B] = kot [AB] inbindningen vara
[AB]  kon e ” ”
- _Jon _ k= equilibrium constant lagom” stark
TAIB ~ kot i & i




Strukturandringar hos protein

* Flexibilitet i
proteinstrukturen

 Strukturen kan
andras vid yttre
paverkan, t.ex.
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inbindning av

substrat

. Strukturdndringar i
enzymet viktigt for

Frame H i aktiviteten

e © Strukturandringar hos
A 5 | (e enzymet efter inbindning
’ H av substrat medger
Sep2 transition state
konfiguration av substratet

Products

Enzyme

Konformationsandring - hexokinas

D-glucose /E

A
(a) Betore glucose binding {b) After glucose binding




Sammanfattning - Generella principer i
enzymkatalys

Manga enzymreaktionsmekanismer har paralleller i
den organiska kemin
Enzymmekanismer ar specifika

— Proteinets delar som inte ingar i det aktiva satet
stabiliserar strukturen

— Det finns substratbindande sate

— Proteinet kan interagera med andra celluldra
bestandsdelar

| aktiva satet finns sura, basiska och nukleofila grupper
Hjalpmolekyler och joner kan ingd i
reaktionsmekanismen (kofaktor/koenzym)

Vatten kan vara exkluderat fran det aktiva satet
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Kinetik - hastighetsekvationer

Reaktion A—P
Hastighet v=k [A] (1a ordningen)

Reaktion 2A—P
Hastighet v=k [A][A] (2a ordningen)

Reaktion A+B—P
Hastighet v=k [A][B] (2a ordningen)

Enzymkinetik

S>P

Bestamning av %%1 =V=A(s)
enzymkinetiska
parametrar bidrar OE o e o e
till forstaelse av romm—cEel L
enzymets BUHES LS 1 R0 N W .V
verkningsmekanism . ; B
Det enklaste el |
kinetiksambandet géw P 4
for enzymer 1)

: owf f

- & 0 O,Ln 0.20 0. ;AI 0;0 0.50

[Substrate] (m)




Enzymkinetik

Substrat bindning Katalys

* k, mycket liten (i bérjan finns lite/inget P)
¢ [ES] konstant
* Michaelis-Menten ekvation

[S] Michaelis Menten konstant/Affinitetskonstant
v=V — _ kfl + kz
"Bl ot

Turnover number
ky = Vinay / [Eiot] = kot
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Turnover number, katalytisk konstant
-k

cat

¢ Anger hur effektivt enzymet ar

¢ Hur manga molekyler som reagerar per aktivt
sate per tidsenhet

Enzyme Reaction Catalyzed Kmolll)  kals™")
10
Chymotrypsin Ac-Phe-Ala =+ Ac-Phe + Ala 1L5%1077 014
no
Pepsin Phe-Gly > Phe + Gly 3%1074 05
Tyrosyl-tRNAsynthetase  Tyrosine + tRNA —» tyrosyl-tRNA 9% 107 76
Ribonuclease Cytidine 2,3 W°  cytidine 3’ 7921070 79% 107
cyclic phosphate phosphate
Carbonic anhydrase HCO,™ + H" —= H,0 + €O, 1621077 4xw®
o
Fumarase Fumarate = malate 5% 1078 8107

Michaelis-Menten kinetik — Vmax och Km
|

2 Vinax

Reaction velocity (v)

Ky = [S] where vy = 1y Vo

Ku <\[S] Enzymets affinitet mot substratet

Figuee 5-4 Concepts in Biachemistry, 3fe




Enzymaktivitet

* K., kan bero pa: temperatur, pH, jonstyrka,
substrat

¢ Sl-enhet: katal = 1 mol/s
* Vanlig enhet: U (units) = 1 umol/min
(1 U =16.67 nanokatal)
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Bestdamning av V,,, och K,

¢ Linjarisering av MM- £
ekvation och linjar i
regression
— Lineweaver-Burk ! S
1/v = (1/5) T i
— Eadie-Hofstee Voo o
v= f(V/S) » Eadie-Hofstee Plot
* Anvand icke-linjar v
regression direkt pa ’ Slope = -km
data T

7 VinadKu

Faktorer som paverkar enzymaktivitet

e Enzymmangd , temperatur, pH, och
effektorer

Enzyme
activity

Reaction
velocity, v

! L ! L
_ 20 40 60 80
Enzyme concentration, [E] Temperature (°C)




Enzymaktivitens pH-beroende

Ar enzymberoende
sTertiarstruktur P
eJoniseringsbara grupf[ er

Cholinesterase

Relative activity

Pepsin Papain

2012-11-22

Reglering av enzymaktivitet i cellen

* Inbindning av molekyl/effektor
(icke-kovalent) Feedback inhibering

— Oka aktiviteten med aktivator ~ -- .—~T—. --

— Minska aktiviteten med inhibitor
* Modifiering med kovalent I reahve
bunden grupp T
— Fosforylering, metylering l J
¢ Oka produktionen av enzymet =
 (Oka nedbrytningen av enzymet

Effektorer for inhibering/aktivering

* Inhibering, minskning av den enzymatiska
aktiviteten
— Inhibitorn kan binda till det aktiva satet eller ett annat
sate (reglerande sate)
— Inhibitorn &r oftast produkten eller en annan molekyl
men kan dven vara substratet
— Enzyminhibering viktig mekanism fér manga
lakemedel
e Aktivering, 6kning av den enzymatiska aktiviteten
— Aktivatorn binder oftast till ett annat sate
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Inhibering - hamning

* Man inkluderar i kinetikekvationen dven [I] och K;

* Beroende pa inhiberingsmekanism ser
ekvationen olika ut

E+S——ES—E+ P
+ +
I I

El + S ——— EIS — no reaction

Enzyminhibitorer som lakemedel

¢ Ofta kan orsaken till en sjukdom vara att ett
enzym ar mycket aktivt — lakemedel ar inhibitor

e Bakterier och humana celler har skillnader i vilka
biokemiska reaktioner som utférs

— Enzyminhibitorer som bara inhiberar bakterieceller
kan vara intressanta lakemedel, t.ex. antibiotika

Antibiotika - penicillin

¢ Penicillin inhiberar
enzymer som N-Acetylmuramic acid ©
bakterier behover for
att bilda sina
cellvaggar

N-Acetylglucosamine
~

| H_S CH3
He—c” e
[ | “CH3
éc —N—C{l
° coo” Pentaglycine
icilli bridge
..., Penicillin sin e dsaes

Peptide]
chain

10
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Transition-state analoger som inhibitor
Peptidas
0 (O
& | _HO + | _ + i
H|N7(‘3H7 “—NH—CHCOO~™ =—— HN*{EH*C*NH*CI‘HCO(} = H;N—CH—COO
R R’ R & R’ R
HH +7* s
Transition state H’N “‘THCOD
(a) R’
o
n.,ﬁ—$|-{—o~‘rl>—-o-cl‘,}{c00'
R (0] R’
Transition state analog
for reaction (a)
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