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m ENZImI su bioloski aktivni proteini koji kataliticki
ubrzavaju hemijske procese u Zivom organizmu

= Sinteza u Celijama — funkcija u Celyjama

= Sekretiraju se u neaktivnom obliku (proteaze I druge
hidrolaze, enzimi koagulacije i fibrinolize), poslije
aktivacije svoju funkciju obavljaju u ekstracelularnoj
teCnost1




Brzina reakcije se povecava 10%-10% puta

Enzimski katalizovane reakcije — T< 100 °C, pH =
7.0

SpecifiCnosti enzima u odnosu na supstrate 1
proizvode reakcije

Kataliticka aktivnost mnogih enzima se mijenja kao
odgovor na koncentracije supstanci koje nijesu
njihovi supstrati.

Regulacija enzimske aktivnosti: alosterna kontrola,
kovalentna modifikacija i promjena koliCine
sintetizovanog enzima.



SPECIFICNOST ENZIMA ZA SUPSTRAT

v APSOLUTNA- enzim reaguje samo sa jednim
odredenim supstratom (fosfoenolpiruvat — piruvat;
katalaza — H202)

v"GRUPNA - enzim djeluje na jedinjenja koja imaju
slicnu hemijsku strukturu (fosfataze, lipaze, pepsin)

v' STEREOHEMIJSKA - enzim djeluje na odredeni
tip steroizomernih org. jedinjenja



Struktura enzima

Apoenzim — proteinski dio enzimskog molekula

Kofaktori — mali organski ili neorganski molekuli

Prosteticna grupa — sliéna kofaktoru, vezana na apoenzim
Holoenzim — apoenzim + koenzim (prost.grupa)

Supstrati — molekuli na koje enzimi djeluju

Proizvodi — molekuli koji nastaju u enzimski katalizovanoj reakciji

Mjesto za vezivanje supstrata — poseban region na povrsini enzima koji
odreduje specifinost enzima u pogledu supstrata

Aktivni centar — posebno uredene hemijske grupe koje ucestvuju u
katalizovanju hemijske reakcije

Alosterni centar — mjesto na kome se vezuju mali molekuli



Organizacija enzima na celijskom nivou

Prema mjestu dijelovanja enzimi se dijele na:
- Intracelularne — multienzimski sistemi i multienzimski kompleksi
- Ekstracelularne

Piruvat dehidrogenazni kompleks -
multienzimski kompleks u mitohondrijama,
zaduzen za:

Piruvat + CoA — acetil CoA

Dezmoenzimi - enzimi Cvrsto vezani za
celijske strukture (E respiratornog lanca
na unutrasnjoj mitohondrijalnoj
membrani).




‘Enzim — sintaza masnih kiselina

1
' Function division

Dimer

— svaki monomer 7
domena sa razlicitim
enzimima

— VIIl domen vezuje
ACP

Znacaj organizacije ic. E

- Reakcije se brze odvijaju

- Minimalan uticaj van,.
faktora na reakciju

- Regulacija ovih enzima je
jednostavnija




Klasitikacija enzima

Oksidoreduktaze — oksido-redukcije (dehidrogenaze, oksidaze,
oksigenaze, reduktaze, peroksidaze, katalaze i hidroksilaze)

Transferaze — prenosenje grupa (aminotransferaze, aciltransferaze,
fosforiltransferaze...)

Hidrolaze — hidroliza- raskidanje veze uz adiciju vode (esteraze,
glikozidaze, fosfataze, amidaze...)

LIJ aZ€ — uklanjanje ili dodavanje grupa, pri cemu nastaju ili se uklanjaju
dvostruke veze (dekarboksilaze, aldolaze, hidrataze, sintaze)

lzomeraze - intramolekulska preuredivanja (racemaze, epimeraze,
izomeraze, mutaze)

Ligaze — formiranje veza izmedu dva molekula supstrata (sintetaze i karboksilaze)
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«Kataliticki ciklus enzima

£ Supstrati se vezuju za aktivni centar; enzim
menja oblik te njegov aktivni centar

-

Supstratl

Enzim-supstrat
kompleks
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Aktivni centar

Dva nova molekult 3
Supstrata.

e dostupan za
Enzim

@ Produktise
oslobadaju.
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Produkti

) Supstrati se
Konvertuju u
Produkte.

Supstrati se vezuju u
tivhom centru slabim
interakcijama, kao Sto su
Vodonicne veze i

Jonske VeZRysivni centar (iR grupe njegovin

@Aminokis.) mogu smanjitit E,
| brzinu reakcije

» delujuci kao templati za

orijentaciju supstrata,

« fiksirajudi supstrate |
stabilizujuci
tranzitno stanje,

» obezbedujudi povoljnu
mikrookolinu,

» u¢estvujuci direktno u
katalittkoj reakciji.




SPECIFICNOST
DELOVANJA ENZIMA

4

SpecifiCnost prema supstratu
SpecifiCnost prema tipu hemijske reakcije

Obe vrste specifi¢nosti odreduje apoenzim




|lzrazavanje aktivnosti enzima

m|J Emol/min/l
m Katal mol/s
m Specificna aktivnost |J/mg prot ili

Kat/mg prot
Molarna aktivhost Katal/mol enzima
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‘ ENZIMI

AKTIVN

¢

MODEL KLJUC- BRAVA

l

SLABE

AKTIVNO SILE
M]ESTO
E

MODEL INDUKOVANOG
PRILAGODAVANJA

Model kljuc-brava (1894,
Fischer)

Model indukovanog
prilagodavanje (1958,
Koshland)




FAKTORI KOJI UTICU NA AKTIVNOST

ENZIMA

v’ Teperatura

v pH

v" Koli¢ina (koncentracija) supstrata
v" Koli¢ina (koncentracija) enzima
v' Aktivatori i inhibitori




UTICAJ TEMPERATURE

v' Sa stanoviSta Zivih sistema - pogotovu homeotermnih
organizama - povecéanje temperature je neprimjenljiva
strategija u ubrzavanju hemijskih reakcija, jer Celije
funkcioniSu u uskom opsegu temperatura.

v Osnovni razlog za netolerantnost Ccelija prema visokim
temperaturama jeste, zato sto visoke temperature narusavaju
sekundarnu, tercijernu i kvaternu strukturu proteina, pa
time i njihovu funkciju. (lzuzetak od ovog pravila cCine
termofilne bakterije koje Zive u okolini podvodnih vulkanskih
izvora | tolerisSu — zahtevaju — temperature 80°C - 100°C, i
ribonukleaza - 100°C nekoliko minuta).




UTICAJ TEMPERATURE
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- Aktivnost enzima na niskim temperaturama postepeno
opada— REVERZIBILAN PROCES.

- Aktivnost enzima kod povecanja temperaturama
postepeno raste do odredene temperaturne granice kada
se gasi enzimska aktivnost — IREVERZIBILAN PROCES.

- U temeperaturnom opsequ od 100 - 400, za svako
povecanje temperature za 10° dolazi do povecanja
enzimske aktivnosti za 1.5-2 puta.

- Termostabilni enzimi: ribonukleaza, AF iz placente, LDH1
IZ miokarda, arginaza

- Termolabilni enzimi: glutamat dehidrogenaza, AF iz
kostiju 1 LDHS iz skeletnih miSica.




Svaki enzim ima optimalni pH

A o) Ppse (&) Chymectryy (€) Tropsin
g \ /
\ J
¥ \ /
l N . ¢ 4 \\
E ~ g y 3
h ¥
- » 2 \\
» “ = ;. 7 " 3 0
e
Optimal pH for pepsin Optimal pH
(stomach enzyme) for trypsin
(intestinal

Rate of reaction—»




‘ Ut/caj pH vrednost

Enzimi su aktivni u uskom intervalu vrednosti pH a izvan tog intervala
se naglo smanjuje njihova Kataliticka aktivnost.

= /a najveci broj enzima, optimalna pH vrednost se nalazi u intervalu od
4-8.

= Kako su enzimi polielektroliti, pH utice na aktivnost enzima time sto:

- direktno utice na stepen jonizacije bocnih grupa amino kiselina (koje
ulaze u strukturu AC enzima);

- stepen jonizacije funkcionalne grupe supstrata i

- odrzavanju tercijarne strukture enzima.

= Optimalni pH je ona vrijednost ove konstante pri kojoj molekuli
enzima imaju onu jonsku formu koja je najadekvatnija za kontakt
supstrata sa aktivnim centrom enzima.




DH zavisnost kisele (a)
1 alkalne (b) fosfataze

Velocity of phosphate formation

2 4 6 8 10 12
pH of assay mixture

Copyright @ 1997 Wiley-Liss, Inc.



NOSALENZAMA:

enzyma activity

Pepsin—PH (1,5-2)
Tripsin pH (7,5- 9,9)

Amilaza — PH 8

Kisela fosfataza - PH 5

Alkalna fosfataza — (PH 9 — 10,5)
Arginaza- PH 9,7







Uticaj koncentracije enzima

m Pri optimalnim uslovima brzina hemijske reakcije
je direktno proporcionalna koncentraciji enzima
(pri visku supstrata)

m Povecanjem koncentracije E srazmerno se vise
supstrata transformise u produkt

m Graficki odnos C enzima i v reakcije je prava
linija

m Svako odstupanje (od prave) ukazuje na
prisustvo inhibitora ili sporednu hem. reakciju



concentration —
(excms substrate)




Koncentracija supstrata

Graficks 1zraz odnosa V
koncentracije supstrata (S) 1 |HEEE ntabuietintet it it
brzine (v), ima izgled hiperbole.

Pri niskim koncentracijama
supstrata brzina reakcije se
povecava srazmeno porastu
koncentracije supstrata.

Velocity, V

U prisustvu vecih koncentracija
supstrata dobija se grani¢na (
maksimalna) brzina — Vmax. 0

o ———— ———— .

[SI=K

Substrate concentration, [S]




Ona koncentracija supstrata pri
kojoj se postize 2 Vmax
oznacava se kao Km vrednost ili max
Mihaelis — Mentenova
konstanta.

Ovaj parametar je uvek stalna
vrednost za odredeni enzim i
odredeni supstrat

Velocity, V

Ukoliko enzim deluje na
razli¢ite supstrate imace za njih
razli¢ite Km vrednosti

1/Km se definige kao 0

afinitet E prema S Substrate concentration, [S)
Recipro¢na vrednost 1/Km

predstavlja aﬁnitet

enzima prema supstratu.




Maximum reaction rate
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Rate approaches
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i ™ Rate increases directly with
substrate concentration

Substrate concentration—»
(constant enzyme concentration)
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Figure 8.13

Effect of glucose concentration on
the rate of phosphorylation
catalyzed by hexokinase and

glucokinase.




Znaca] K 1V

max

m K_omogucava da se proceni fizioloSka
koncentracija supstrata u celiji

m Normalno ta konc. treba da bude bliska K

m To znaci da vecina E u celijama nije potpuno
zasicena S



ALOSTERNI ENZIMI

Alosterijski centar ALOSTERIJSKA INHIBICIJA

centar zovu se alosterijski
(regulatorni) enzimi

Enzimi koji poseduju alosterijski “%',.'@f ‘

strate

Kada se alosterijski efektor
(activator ili inhibitor) veZe za
alosterijski centar nastaje
konformaciona promena enzima koja
uti¢e na katalitiki centar pri ¢emu
enzim menja afinitet prema supstratu.




Alosterijs ka regulacija

Alosterijski enzim je:

najcesce sastavljen iz vise subjedinica (dimer ili
polimer)

pored aktivhog ima 1 alostenjski centar

kao alosterijski modulatori mogu da deluju: koenzimi,
supstrati, produkti i dr. metaboliti

vezivanjem aktivatora ili inhibitora enzim menja
svoju tercijarnu strukturu i afinitet za supstrat

Ispoljavaju sigmoidnu Kinetiku
Imaju izrazitu specificnost prema alost. efektorima
Svaka subjedinica moze da se nalazi u dva oblika
T —tense (mali afinitet za supstrat)
R — relaxed (veliki afinitet za supstrat)




Alosterna modifikacija enzima
Alosterno mesto; alosterni modulatori
A model of an allosteric enzyme

Mesto aktivacije
Mesto inhibicije @ (‘}&)
7, w-ul
Promena konformacije enzima | aktivhog mesta @
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AKTIVATORI ENZIMA

nespecificni ( temperatura, PH,
koncentracija enima 1 supstrata)

specifiCmi ( metali, joni,tiol jedinjenja, HCI,
drugi enzimi-protein kinaze, enterokinaza)

amilaza ( Cl, Br, J)
ksantin oksidaza (Mo)
arginaza( Mg, Mn, Co)




INHIBITORI ENZIMA

especificni (inaktivatori)
( visoka T, kiseline, baze)

Specificni (deluju samo na neke enzime)
a) povratna (reverzibilna) inhibicija
b) Ireverzibilna - fluor - enolaza;

-sarin — acetilholin esteraza
- CO, cijanidi, vodonik sulfid-
inhibiraju citohrom oksidazu
prirodni inhibitori (antienzimi):
antitripsin,antitrombin, inhibitor RNaze, DNaze




‘ Specifi¢ni inhibitori

Prema tipu inhibicije specifi¢ni inhibitori
se dele na

Kompetitivne ( competitive inhibition)
Nekompetitivne (noncompetitive inhibition)

Akompetitivne (uncompetitive inhibition)




Specifiéni inhibitori

Kompetitivha (konkurentna) inhibicija

=strukturna sli¢nost supstrata i inhibitora

-vedti afinitet E prema S

-nepostojanje apsolutne specifi¢nosti

-infibicija je reverzibilna
Nekompetitivha (nekonkurentna)
-inhibitor i supstrat nisu sliéne strukture

-povecanjem koncentracije supstrata stepen inhibicije se ne smanjuje
-inhibicija je reverzibilna
(Alosterijska inhibicija: ATP, AMP; sulfhidrilni reagensi, EDTA)
Akompetitivha

=inhibitor se vezuje samo za ES kompleks
- inhibitor se vezuje za mesto na enzimu koje nije aktivni centar




Kompetitivna inhibicija

] mmhibitor konkurise sa supstratom za aktivni centar enzima (f).
kataliticki centar)

- inhibitor poseduju strukturnu sliénost sa supstratom

- povecanjem koncentracije supstrata inhibicija se smanjuje

- mhibicija je reverzibilna

-




‘statin-kompetitivni inhibitor
HMG CoA reduktaze

Figure 5.13

Lovastatin competes with HMG
({:_oA for the active site of HAMG
“0A reductiase,




regulacija HMG Co reduktaze statinima u
Th hiperlipidemija

Requlation of intracellular cholesterol

> Inhibicija HMG CoA
reduktaze statinima dovodi dc
opadanja holesterola u celiji

m  Smanjen nivo holesterola u
celiji aktivira mehanizme Koji
ce visak holesterola preuzeti
iz cirkulacije (iz LDL) -
ekspresija receptora za LDL
raste




Nekompetitivna inhibicija

v substrate

1. inhibitor se vezuje za
alosterijski centar
slobodanog enzim ili za
enzim-supstrat kompleks

2. inhibitor i supstrat nisu
slicne structure

noncompetitive

3. povecanjem koncentracije
inhibitor

supstrata stepen inhibicije
se ne smanjuje
4. inhibicija je reverzibilna




Nekompetitiva inhibicija

Substrate fis Inhibitor fits
hinding site

inhibitor changes
substrate binding site




" Pl REla koriscenih u terapijske svrhe:

Inhibitor

Allopurinol

Disulfiram
ACE-inhibitor

Trasilol
Metotreksat
Aspirin
5-fluorouracil
Lovastatin

Penicilin

target enzim
xsantin oksidaza
aldehid dehidrogenaza

Angiotenzin
konvertujuci enzim

proteaze

dihidrofolat reduktaza
ciklooksigenaza
timidilat sintetaza

HNG-CoA reduktaza

transpeptidaza

efekat aplikacije
tretman giht-a

lecenje alkoholizma
leCenje hipertenzije

leCenje pankreatita
leCenje leukemija
anti-inflamatorni agens
antineoplasticni agens
nipolipemik

antibakterijski agens




Multipli oblici enzima se dele u dve grupe:

Genetski uslovljene forme (izoenzimi i
aleloenzimi)

Postranslaciono modifikovani oblici
(izoforme):

agregati (nespecificna holin esteraza,
glutamat dehidrogenaza)

hemijski modifikovani oblici

konformeri ( T | R stanje alosterijskih
enzima)




Aleloenzimi su produkti
multiplih alela is tog genskog
lokusa

razlikuju se izmedu jedinki iste vrste

sre¢u se kod odredenih etni¢kih grupa (genetski
polimorfizam)

rezultat su tackastih mutacija u genskom lokusu
Koriste se za tipizaciju tkiva

u sudsko medicinskom vestacenju i kriminalistici =

Smatra se da se pomocu aleloenzima osoba
preciznije identifikuje nego pomocu otiska

palca




Za dijagnozu su posebno vazni izoenzimi -
razliCite molekulske forme 1stog enzima koji
katalizuje 1stu hemijsku reakciju ali
pokazuje tkivnu specifi¢nost.

Izoenzimi se sintetiSu na razli¢itim
strukturnim genima.

Vecina ima kvaternernu strukturu
Mogu bit1 homomeri 1l1 heteromerti

Izraz su adaptacije celija na
promenjene bioloske uslove



‘ REGULACIJA AKTIVNOSTI
ENZIMA

Postoje 2 osnovna nacina regulacije
aktivnosti enzima:

“rgenetska kontrola
(promena brzine sinteze 1li razgradnje enzima)

“rposttranslaciona
(postsinteticka) kontrola aktivnosti enzima
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Operon Expression Regulated by Its Metabolites

e %,
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Upstream metabolite (S) inactivates
repressor, and induces the expression

hwwwe s - J

RMNA
Polymerase

o Downstream metabolite (P)

might bind and activate repressor,
Then turns off the gene expression

+ Polymerase ]
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Posttranslaciona (postsinteticka)
kontrola aktivnosti enzima
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