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XVII i XIX wiek

strawienie in vitro migsa przez wydzieliny zotgdka,

erozkiad skrobi do cukrow prostych przez ekstrakty roslinne lub sline.

XIX wiek

eLouis Pasteur — termin ,fermentem” fermentacjg cukrow do alkoholu
przeprowadzang przez drozdze.

1878 rok

*Wilhelm Kihne - termin ,,enzym” (z jezyka greckiego sv{uuov i oznacza ,,w
zaczynie”).

1897 rok

sEduard Buchner - zdolnosc¢ ekstraktow drozdzowych do fermentacji cukréow
przy nieobecnosci zywych komorek,

ezymaza - enzym przeprowadzajacy fermentacje sacharozy nazwat.

1907 rok

eEduard Buchner Nagroda Nobla w dziedzinie chemii za ,,badania
biochemiczne i odkrycie fermentacji bez udziatu komorek™.
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1946 rok
«J. B. Sumner, J. H. Northrop 1 W. M. Stanley nagroda Nobla w dziedzinie
chemii za ,,izolacje enzymow w formie krystalicznej™:

J. B. Sumner wykrystalizowat enzymy ureaze i katalaze,

J. H. Northrop wykrystalizowat enzymy pepsyne,

W. M. Stanley wykrystalizowat wirus mozaiki tytoniowej.
1965 rok
eLizozym - pierwszy enzym 0 poznanej strukturze (enzym w #zach, Slinie,
biatku).
1989 rok
S. Altman 1 T. R. Cech Nagroda Nobla w dziedzinie chemii za ,,odkrycie
wiasciwosci katalitycznych RNA™.
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Enzymy sa biologicznymi polimerami katalizujgcymi liczne procesy, bez
ktorych zycie nie bytoby mozliwe. Enzym to biokatalizator biatkowy (i nie
tylko) wytwarzany przez zywe komorki organizmu, ktéry ma zdolnos$¢ do
obnizania energii aktywacji danej reakcji chemicznej, co skutkuje jej
przyspieszeniem. Katalizujg one reakcje w uktadach biologicznych. Bez ich
obecnosci dana reakcja nie zachodzi, lub przebiega tak wolno, ze jej rezultat
jest niezauwazalny.

Enzymy sg biatkami prostymi i ztozonymi. Enzym ztozony skiada sie z czesci
biatkowej i sktadnika niebiatkowego, zwanego kofaktorem. CzesS¢ biatkowa
takiego enzymu jest zwana apoenzymem, a potgczenie apoenzymu z
kofaktorem nosi nazwe holoenzym.

Holoenzym = kofaktor + apoenzym

Gdy kofaktor tj. czesc niebiatkowa jest zwigzana na stale z apoenzymem -
nazywamy jg inaczej grupa prostetyczna.
Gdy kofaktor jest nietrwale zwigzany z apoenzymem — jest zwany koenzymem.
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liele enzymoOw potrzebuje dodatkowych skiadnikow do uaktywnienia czy
osiggniecia petnej aktywnosci katalitycznej. Niebiatkowe sktadniki enzymow to
kofaktory. Kofaktory mozna podzieli¢ na dwie grupy:

grupy prostetyczne (metaloenzymy) to kofaktory silnie, czesto kowalencyjnie,
ZWigzane przez enzym przez caty czas jego istnienia. Zwykle sg to czasteczki
nieorganiczne i jony metali np.: Zn?* ale takze male czgsteczki organiczne np.:
flawiny 1 hem.

koenzymy to mate, niebiatkowe czasteczki organiczne, wigzace sie z enzymem
tylko na czas reakcji i przenoszace grupy chemiczne pomiedzy poszczegolnymi
reakcjami. Koenzymy mogg byC traktowane jak kosubstraty, poniewaz sg
wigzane i uwalniane z enzymow jako substraty i produkty oraz biora
bezposredni udziat w reakcji.
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wiazaniu substratu 1w przetwarzaniu go w produkt uczestniczy specyficzny
)gion czasteczki biatka enzymatycznego, nazywany miejscem aktywnym lub
centrum aktywnym enzymu. W jego strukturze mozna wyrézni¢ dwa elementy
funkcjonalne. Sa to: miejsce wigzania substratu 1 miejsce katalityczne.
Centrum aktywne cechuje sie nastepujacymi witasciwosciami:

zajmuje stosunkowo maty fragment czasteczki enzymu. Tylko nieliczne reszty
aminokwasowe biatka enzymatycznego wchodzg w bezposredni kontakt z
substratem;

miejsce aktywne jest uktadem przestrzennym, ztozonym z tancuchow bocznych
reszt aminokwasowych, zajmujacych rézne odlegte pozycje;

w tworzeniu miejsca aktywnego uczestniczg przede wszystkim te reszty
aminokwasowe, ktore w tancuchach bocznych majg grupy mogace bycC
donorami lub akceptorami protonow;

miejsca aktywne sa zagtebieniami lub szczelinami w strukturze czasteczki
biatka enzymatycznego.
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. Specyficzno$¢ wigzania zalezy od precyzyjnie okreSlonego utozenia w
miejscu aktywnym. Substrat musi mie¢ odpowiedni ksztatt, mégt pasowac
do miejsca aktywnego. Poréwnanie przez E. Fischera z 1890 r. uktadu
enzym-substrat do klucz i zamka okazato sie w petni prawidtowe.

. Procesy = dynamicznego rozpoznania  nazwano  wymuszonym
dopasowaniem. Miejsca aktywne niektérych aminokwasow nie sg
strukturami sztywnymi, a ich ksztatt ulega modyfikacjom na skutek
zwigzania substratu (D. E. Koshland, Jr., 1958 r.). Komplementarny
wzgledem substratu ksztatt miejsca aktywnego pojawia sie dopiero po
ZWigzaniu substratu.
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Specyficznos¢ w stosunku do substratu (specyficznos¢ substratowa):

jest to zdolnosc do wigzania tylko okreslonych substratow i katalizowania
reakcji z ich udziatem,

jest uwarunkowana budowa centrum aktywnego (konfiguracja
przestrzenng grup wigzacych substrat) i1 jego zdolnoScig do
konformacyjnego dopasowania do substratu.

Specyficznos¢ absolutna — np.: ureaza oksydaza glukozowa.

Specyficzno$¢ grupowa — atakowana jest jedna grupa funkcyjna w
pokrewnych zwigzkach np.: dehydrogenaza alkoholowa (rozne alkohole —
metanol, etanol, butanol).

Specyficznos¢ wzgledem potozenia rozkiadanego wigzania np.: egzo- |
endo-proteazy.

Specyficznos¢ wzgledem dtugosci tancucha weglowego w substracie.
Stereospecyficznos¢ — wzgledem tylko jednego z izomerow np.:

szeregu konfiguracyjnego L i D np.: oksydaza glukozowa (6-D-glukoza),
izomeréw geometrycznych cis i trans np.: hydroliza jabtczanowa
(fumaran-cis),

wigzan a- i B-glikozydowych np: a-glikozydaza (maltoza)
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Niektore enzymy wykazuja specyficznos¢ w stosunku do okreslonego typu

reakcji I maja mniejsze wymagania co do typu substratu.:

. lipazy — hydrolizujg wigzania estrowe w dowolnych ttuszczach, ale tez
moga rozktadac estry innych alkoholi niz glicerol.

. proteazy — katalizujg specyficznie rozpad okresSlonego rodzaju wigzan
peptydowych w dowolnym biatku.
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E+S - ES-E+P

1. Etap pierwszy - zwigzanie czgasteczek
substratu na powierzchni enzymu, powstanie
kompleksu E-S.

2.  Etap drugi — oddziatywanie S i E polegajace
na przegrupowaniach elektronéw pomiedzy
grupami  funkcyjnymi S 1 grupami
funkcyjnymi aminokwasow kontaktowych E,
utworzenie stanu przejsciowego E-S.

3. Etap trzeci — zajscie reakcji katalitycznej,
przeksztatcenie kompleksu E-S w kompleks
E-P 1 rozpad tego kompleksu na E i P.
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nzymy to efektywne katalizatory — zwiekszaja przynajmniej 10° szybkos¢
reakcji. W razie ich nieobecnosci — szybkosC reakcji w ukiadach
biologicznych jest niezauwazalna.
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nzymy charakiteryzujg sie duza specyficznoscia tj.

jeden enzym na ogoét katalizuje pojedynczg reakcje chemiczng lub zestaw
scisle pokrewnych reakcji;

specyficznos¢ enzymu wobec substratu jest zwykle bardzo znaczna, a czasami
praktycznie absolutna np.: swoistos$¢ substratowa L-asparaginazy.

L-asparagina 0.965
D-asparagina 5 6200 0.177
Amid kwasu bursztynowego 20 1500 0.240

Diamid kwasu bursztynowego 0
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Enzymy charakteryzujg sie duzg selektywnoscia:

chemoselektywnos¢ (np. hydrolizuje estry, a nie hydrolizuje acetali lub
amidow).

regioselektywnosc i diastereoselektywnos¢ (np. z kilku takich samych grup
funkcyjnych w substracie — wyrdéznia tylko jedna).

enancjoselektywnos¢ (np. katalizuje tylko reakcje z L-aminokwasem lub tylko z
D-sacharydem).
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Enzymy dziatajg w tagodnych warunkach tj.

przy cisnieniu atmosferycznym;

w wiekszosci przypadkow w przedziale temp. 20 - 40°C,;
przy pH bliskim neutralnemu,

reakcje przebiegaja w Srodowisku wodnym.

Odpady z reakcji sg mato szkodliwe dla srodowiska.
Reakcje enzymatyczne prowadzi sie w prostych aparatach.
Reakcje enzymatyczne wyrdzniajg sie wysoka wydajnoscia.

Enzym nie katalizuje reakcji ubocznych.
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Mikroskala.

Wymagana jest wysoka czystosc substratow. Niektore zanieczyszczenia, nawet
w matej ilosci powodujg inhibicje enzymow.

Niektore enzymy sg bardzo drogie. Nie wszystkie znajdujg sie w sprzedazy.
Wydzielanie ich z materiatu biologicznego jest bardzo pracochtonne |
kosztowne.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

! P“F Your gomp/imentary
use period has ende_'d. ] i
3 Complete et Podziat enzymoéw

Click Here to upgrade to
Unlimited Pages and EXp

EC 1. Oksydoreduktazy - katalizujg reakcje utleniania i redukcji
AH,+B - A+ BH,
:C 2. Transferazy - katalizujg przenoszenie grup funkcyjnych (np. aldehydowych,
ketonowych, acylowych)
AB+C - A+BC
EC 3. Hydrolazy - katalizujg hydrolize r6znych wigzan np. peptydowych,
estrowych, amidowych
AB+H,O0 - A+B
EC 4. Liazy - katalizuja reakcje addycji i eliminacji
AB - A+B
EC 5. Izomerazy - katalizujg racemizacje, przenoszenie wigzan wielokrotnych,
przeksztatcenie grup funkcyjnych
AB - BA
EC 6. Ligazy (Syntetazy) - katalizujg tworzenie wigzanh C-C, C-heteroatom
A+B - BA
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Miedzynarodowy kod enzymatyczny sktada sie z dwu liter i czterech liczb
oddzielonych kropkami. Jego schemat wyglada nastepujgco: EC a.b.c.d.
Symbol EC (enzyme code) oznacza, ze liczby po nim dotyczg
miedzynarodowego kodu genetycznego:

eliczba a okresla numer klasy enzymu;

eliczba b okresla numer podklasy w obrebie tej klasy;

eliczba c okresla numer podpodklasy w obrebie podpodklasy;

eliczcba d okreSla numer enzymu w obrebie wymienionej wczesniej
popodpodklasy.

Kazdemu dobrze poznanemu enzymowi, przypisano jego niepowtarzalny
numer identyfikacyjny np.: dehydrogenaza mleczanowa ma numer kodowy EC
1.1.1.27. Pierwsza liczba (1) oznacza, ze enzym nalezy do klasy 1, jest wiec
oksydoreduktaza. Druga liczba (1) oznacza, ze enzym nalezy do podklasy 1,
obejmujacej wszystkie oksydoreduktazy, ktore odtaczajg pare atomow wodoru
od grupy H-C-OH. Trzecia liczba (1) oznacza, ze enzym ten nalezy do
podpodklasy 1, obejmujacej wszystkie enzymy, ktére przekazuja wodory
odtagczone z grupy H-C-OH na NAD*. Czwarta liczba (27), to numer
przyporzadkowany temu enzymowi w obrebie podpodklasy EC.1.1.1.
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Rozdzielanie mieszanin racemicznych.

1906 rok — O. H. Warburg uzyskat z 85% wydajnoscig L-leucyne z mieszaniny
racemicznej jej estru propylowego poddanej dziataniu ekstraktu z trzustki
(pankreatyny).

@)

\(\HJ\O/\/
NH

2

pankreatyna potraktowana toluenem dla inaktywacji lipaz
lekstrakcja etanol/eter

ldekoloryzacj a weglem aktywnym

l krystalizacja

O
MOH
NH2
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Enzymatyczny rozdziat racemicznych estrow aminokwasowych przy uzyciu
esterazy lub proteazy.

R'O0C COOH R100C

SwwNHR? RHN—_ | o >—NHR’
R R R

‘ esteraza lub proteaza A

bufor

R = grupa alkilowa, grupa arylowy,
R!=CH,-, C,H.-,
R2 = H-, grupa acylowa.
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Otrzymywanie zwigzkow optycznie czynnych.

t_Complete ™27 Yie enzy mow w syntezie organicznej cd.

Addycja wody do kwasu (chloro)fumarowego katalizowana przez fumaraze.

HOOC X

fumaraza
bufor
COOH

X=H, CI

kwas (chloro)fumarowy
(kwas trans(chloro)butanodiowy)

i
HOOC—""H
H —COOH

OH

e.e. 100 %

kwas hydroksy(chloro)butanodiowy
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Synteza zwiazkow uzytecznych biologicznie lub chemicznie (np. alkoholi,
amidow, aminokwasow).

ENZYMATYCZNE OTRZYMYWANIE

- AMINOKWASOW

R, - COOH

R = alkyl, aryl; R' = Me, Et, NH,, OH : R? = Acyl
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Synteza zwigzkow niemozliwych do otrzymania na drodze klasycznej syntezy
organicznej.

Enzymatyczne tgczenie czasteczek DNA.

5'-AGTCTGATCTGACT-3' 5'-pGATGCGTATGCTAGTGCT-3’
3'-TCAGACTAGACTGACTACGp-5' 3'-CATACGATCACGA-5'
powstaje
5'-AGTCTGATCTGACTGATGCGTATGCTAGTGCT-3'
3'-TCAGACTAGACTGACTACGCATACGATCACGA-5'
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Mozliwos¢ otrzymania zwigzkow selektywnie znakowanych izotopami
stabilnymi lub promieniotworczymi :

izotopami wodoru (stabilnym 2H i promieniotworczym 3H) np.: enzymatyczna
synteza tyraminy znakowanej w izotopami wodoru,

H

COCH COOH
/©/Y EC. 4.1.99.1
HO N2 D,0 or HTO HO NH

L-tyrozyna 2
[2-"H]-L-tyrozyna
[2-*H]-L-tyrozyna

EC. 4.1.1.25

I
@)
Z
Eg
I
A

Gdzie:
H = deuter lub tryt

[1-2H]-L-tyrami na
[1-3H]-L-tyrami na
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promieniotwdérczym izotopem 3 P np.: synteza dihydroksyacetonu
znakowanego 2P,

CH,OH (|3H2

C:O n A_IJZP FOS'I:OI"O-> :O + AD32P + H<'B

kinaza

|
CHzOH H,OH
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promieniotwdrczym izotopem 'S,

promieniotwdrczym izotopem 311,

izotopami wegla (stabilnym 3C i promieniotwdrczymi #C i *C) np.: synteza
L-tryptofanu i 5’-hydroksy-L-tryptofanu znakowanych “C w ‘ancuchu

bocznym.
‘COOH 14
Y D-AAO/ catalase OOH
NH
2 GP T 0

14 :
[1-14C]-alanina kwas [1-""C]-pirogronowy

YcooH

R Rm
NH NH

tryptophanase

[1-*C]-L-Trp
lub
5-OH -[1-*C]-L-Trp

R =H or OH
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nzymy sg stosowane w przemysle chemicznym, spozywczym i farmaceutycznym,
gtobwnie jako niezwykle specyficzne, bezpieczne w uzyciu katalizatory.
Jakkolwiek ich wadga jest wrazliwos¢ na skrajne warunki (np. temperatura,
pH), niestabilnos¢ w Srodowiskach innych niz wodne (np. rozpuszczalnikow
organicznych) oraz stopniowa degradacja podczas uzytkowania. Takze wysoka
specyficznosc, istotna z punktu biologicznego, w przemysle jest ograniczeniem
ich uniwersalnosci. Obecnie enzymy produkowane sg na skale przemystowa,
gtdwnie z zastosowaniem mikroorganizmow modyfikowanych genetycznie np:
hydrolazy.
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Enzym Zastosowanie
proteazy detergenty, produkcja zywnosci i pasz, produkcja piwa, piekarnictwo

hydrolazy glukozylowe (amylazy, pulanazy, przetwarzanie skrobi celulozy i chityny
glukoamylazy, glikozydazy, celulazy)

chitynazy modyfikacje chityny w produkcji zywnosci i przemysle farmaceutycznym

ksylanazy
lipazy, esterazy

polimerazy DNA
dehydrogenazy

proteazy
amylazy

celulazy
dehydrogenazy

lipazy
proteazy

dehydrogenazy

proteazy, celulazy
proteazy, celulazy
amylazy, glukoamylazy
oksydazy

rézne

wybielanie papieru
detergenty, reakcje stereospecyficzne

biologia molekularna np. reakcje PCR
reakcje utleniania

detergenty produkcja zywnosci
detergenty, piekarnictwo

detergenty, pasze, tekstylia
biosensory

detergenty, produkcja paszy i kosmetykdw
synteza peptydow
biokataliza w mediach organicznych
detergenty, produkcja zywnosci i pasz
sktadniki paszowe

przetwarzanie skrobi
odsiarczanie wegla

produkcja zywnosci i antybiotykdw
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omeryzacja glukozy do fruktozy w obecnosci enzymu izomerazy glukozowej —
stata rownowagi tej reakcji jest rowna ok. 1, zatem uzyskuje sie prawie
rownomolowe ilosci glukozy i1 fruktozy. Taki stodki syrop glukozowo-
fruktozowy (wysoko fruktozowy syrop kukurydziany, HFC) jest
wykorzystywany powszechnie w przemysle spozywczym jako alternatywa dla
sacharozy i cukrow inwertowanych ze wzgledu na lepsza rozpuszczalnosc od
sacharozy i stodszy smak.
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rodukcja akryloamidu - zwigzek ten jest substratem do syntezy
poliakryloamidow stosowanych do produkcji tworzyw sztucznych, tkanin
syntetycznych, barwnikow, papieru, kosmetykOw oraz do oczyszczania
sciekow. W tradycyjnej chemicznej technologii wytwarzania akryloamidu z
akrylonitrylu stosuje sie dwustopniowa hydrolize: wobec kwasu siarkowego i w
obecnosci katalizatora miedziowego. Proces enzymatyczny przebiega
jednoetapowo i otrzymuje sie 100% wydajnosc biotransformacji oraz wysokie
stezenie produktu w cieczy, dzieki czemu nie jest konieczne jej zatezanie.

hydrolaza nitrylowa
ZCN — Z > CONH,

akrylonitryl akryloamid
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ydroliza penicyliny G — antybiotyk ten jest wytwarzany przez szczepy grzybéw
strzepkowych Penicillium chrysogenum. Stanowi takze substrat wyjsciowy do
produkcji licznych penicylin poétsyntetycznych.

S
H S - H,N
N acylaza penicylanowa 2 \;{
N
TR -
0 o” ~OH o o~ OH
penicylina G 6-APA
+
CH2C|2 WOH
DMS
DMA ©
PCI,
H,O
H+

S S
N BuOH /N
/ —_—
o o O o

APA - kwas 6-amonopenicylanowy, DMS — dimetylochlorosilan, DMA - N,N-dimetyloalanina

OSi(CH

0Si(CH,), 33
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0zdziat enancjomerow kwasu migdatowego — kwas migdatowy nie jest szczegolnie
wartosciowym substratem w przemysle farmaceutycznym, za to jego czyste
encjomery (S 1 R) maja szerokie zastosowaniem w produkcji m.in.
antybiotykow, lekow przeciw otytosci czy lekow onkologicznych. Rozdziat

enancjomerow kwasu migdatowego polega na enzymatycznej transestryfikacji
octanem winylu.

OH OCOCH,

2 0COCH,
[::j/J\COOH [i:]/J\COOH . [::j//\COOH PN
OH
lipaza

kwas (R, S)-migdalowy kwas (R)-migdalowy kwas (S)-O-acetylomigdalowy
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nzymy znajdujg liczne praktyczne zastosowania w diagnostyce laboratoryjnej
wielu chorob; sg odczynnikami laboratoryjnymi lub lekami.

1.Naprawa materiatu genetycznego komorki w celu leczenia wrodzonych wad
metabolicznych i chorob nowotworowych.

2.Enzymy jako markery choréob np.:

saktywnosC aminotransferaz w osoczu krwi rosnie w przebiegu zawatu miesnia
sercowego lub uszkodzenia watroby,

saktywnos$¢ amylazy — enzymu rozktadajacego skrobie — wzrasta u chorych na
zapalenie trzustki.

3.Wzajemne relacje pomiedzy aktywnosciami okreslonych izoenzymoéw (sa to
genetycznie uwarunkowane odmiany enzymow, wystepujgce w organizmach
tego samego gatunku, katalizujgce te sama reakcje, a roznigce sie sktadem
podjednostkowym lub sekwencjg aminokwasowa) np:

u ludzi zdrowych aktywnos¢ LDH-1 w osoczu krwi jest nizsza niz LDH-2,

*u chorych z zawatem serca aktywnos¢ LDH-1 przewyzsza aktywnos¢ LDH-2.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary

use period has ended.

Thank you for using

O m p I ete PDF Complete.

Click Here to upgrade t
Unlimited Pages and Ex

acetylocholinoesteraza

monoaminooksydaza

fosfodiesteraza

anhydraza weglanowa

oksydaza moczanowa

cyklooksygenaza

Enzymy jako leki

wzrost stezenia acetylocholiny
na niektorych zakonczeniach
nerwowych, wzmozone
napiecie uktadu
przywspotczulnego

wzrost stezenia dopaminy w
mA&zgu, wzmozone napiecie
uktadu wspotczulnego

wzrost stezenia cyklicznego
3’5’AMP w komorce

wzmozone wydalanie
wodoroweglanu i fosforanéw
przez nerki

zmniejszenie wytwarzania
kwasu moczowego

hamowanie biosyntezy
prostoglandyn i tromboksanow

lek pobudzajacy kurczliwosc¢
jelit

lek przeciw chorobie

Parkinsona

lek rozszerzajacy oskrzela

lek moczopedny

lek przeciw dnie moczanowej

lek o dziataniu
przeciwzapalnym i
przeciwzakrzepowym
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.Ureaza - stosowana do oznaczania mocznika.

2.Dehydrogenaza mleczanowa - stosowana do oznaczania kwasu mlekowego.

3.Peroksydaza chrzanowa — stosowana do wykrywania chorob zakaznych,
nowotworowych oraz badania zgodnosci tkankowej w przypadku doboru
dawcow i biorcow przeszczepow.

Enzymy w biotechnologii i terapii genowej

1.Nukleaza - wycina wadliwie skonstruowane odcinki DNA, a powstate ubytki
wypetnia odpowiednimi fragmentami pochodzacymi z komorek zdrowych tego
samego gatunku.

2.Ligaza DNA - zespala fragmenty DNA. Stwarza to mozliwos¢ naprawy
uszkodzonego genu i otwiera perspektywe rozwoju nowej dziedziny medycyny,
okreslanej mianem terapii genowe;j.
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Slelactwo wrodzone, albinizm - wrodzone zaburzenie metabolizmu L-tyrozyny
(brak tyrozynazy), powodujace zmniejszenie lub brak produkcji melanin w
komodrkach barwnikowych cztowieka i zwierzat

Fenyloketonuria - genetycznie uwarunkowany niedobér enzymu hydroksylazy
fenyloalaninowej uniemozliwiajacy przemiane aminokwasu L-fenyloalaniny w
L-tyrozyne 1 w nastepstwie nadmierne jego gromadzenie sie w organizmie, co
powoduje niedorozwoj umystowy i fizyczny.

Galaktozemia - choroba wywotana mutacjg punktowg blokujgcg aktywnosc
enzymu galaktozo-1-fosforanourydylo-transferazy rozktadajgcej galaktoze
(pochodzaca najczesciej z rozpadu laktozy) do glukozy i1 w nastepstwie
nadmierne jej gromadzenie sie w organizmie, co powoduje niedorozwoj
fizyczny 1 umystowy oraz utrate wzroku.

Methemoglobinemia - genetycznie uwarunkowany niedoboér zaleznej od NADH
reduktazy methemoglobiny. Choroba polega na wystepowaniu we Kkrwi
znacznych ilosci methemoglobiny zamiast hemoglobiny. W methemoglobinie
hem zawiera zelazo na Ill stopniu utlenienia zamiast na Il (Jjak w
hemoglobinie), co skutkuje utrata zdolnosci do przytaczania i przenoszenia
tlenu.
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stan przejsciowy

G, < bezenzymu

- Z enzymem

stan poczatkowy

stan koncowy

[
»

Przebieg reakc;ji
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Temperatura [°C]
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Typowy enzym przeksztatca ok. 1000 czasteczek w ciagu 1 s, czyli musi zwigzac
czasteczke substratu w czasie milisekundy. Enzymy sg praktycznie nieruchome
wiec szybkosC odnajdywania enzymu przez substrat zalezy od przede
wszystkim stezenia substratu. Wzrost stezenia substratu zwieksza szanse
enzymu na zderzenie z substratem i wytworzenie kompleksu E-S, ktory
utrzymuje sie do chwili, gdy substrat zostanie przeksztatcony w produkt lub
gdy przypadkowe ruchy cieplne spowoduja zwrotng dysocjacje kompleksu na
enzym I nieprzeksztatcony substrat. Silniejsze zwigzanie enzymu z substratem
spowalnia szybkos¢ dysocjacji powstatego kompleksu i sprzyja przeksztatceniu
substratu w produkt. Enzym ma ograniczona zdolnos¢ wigzania i
przeksztatcania substratu. Przy pewnym stezeniu wszystkie miejsca aktywne
enzymu zostang wysycone substratem, a dalszy wzrost jego stezenia pozostanie
bez wptywu na predkos¢ reakcji.
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k k
E+ S —2—~ Es — 2, produkty 11
K 1

v(szybkos¢) =k , [ES]

1.2

Jezeli oznaczymy K, jako statg rownowagi dysocjacji kompleksu ESna E i S, i
jezeli przez [E’] oznaczymy jako poczatkowe stezenie enzymu, wtedy stezenie
wolnego enzymu wynosi ([E’] - [ES]). Wowczas:

k - LEISI_ ([E]-[ESDIS]

[ES] (S + . .
Z rownania 1.2 otrzymujemy:
« - ([EI[S]-[ES][S]) 14
5 [ES] |
k [E
vV = —*Z[K:I 15

1+
[S]
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Kiedy stezenie substratu jest bardzo duze, wtedy rownanie (1.5) okreSla
maksymalng szybkos¢ reakcji V i zbliza sie do wyrazenia:

V =k, [E]
Wstawiajgc to wyrazenie na V do réwnania (1.5) otrzymujemy:
V
V = ——— 1.6
1+ 2
[S]

Jest to rownanie Michaelisa - Menten'a.

Stata Michaelisa (K_) - jest to stezenie substratu [S], przy ktorym szybkosc
reakcji osiagga potowe szybkosci maksymalnej V. Wartos¢ K mozna otrzymac
eksperymentalnie z (1.6), chociaz jest mozliwe wyznaczy¢ K_ z wykresu, lecz
doktadnos¢ jest mata, ze wzgledu na asymptotyczny charakter zaleznosci.
W praktyce preferuje sie stosowanie rownania (1.7) otrzymanego przez
przeksztatcenie (1.6):

1 K

1 1K,
v [S]V

+ 1.7

1
Y,
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Y e :

Km stezenie substratu [ S ]

Zaleznosc szybkosci reakcji v od stezenia substratu [S] w warunkach statego
stezenia enzymu. Przy wysokich stezeniach substratu szybkos¢ reakcji v osigga
wartos¢ maksymalng V. K rowna sie stgezeniu substratu przy wartosci v = 0.5
V.
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v A

nachylenie = K_/ V

odcieta = -1 /K
i . " - odcieta = 1/V

\
~
\\

1 />[ S]

Zaleznosc 1/v od 1/[S] dla reakcji katalizowanej enzymatycznie opisanej
rownaniem Michaelis-Menten’a

Zgodnie z kinetyka Michaelisa-Menten’a, K = K. Wobec tego K_ jest
bezposrednig miarg sity wigzania miedzy enzymem a substratem.

Powyzszy wykres jest tez bardzo uzyteczny do badania inhibicji w reakcjach
enzymatycznych.
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nhibicja polega na blokowaniu przez inhibitor wspotdziatania skitadnikow
uczestniczacych w reakcji enzymatycznej:

*enzymu,

esubstratu,

skoenzymu.

SzybkosC reakcji enzymatycznej zalezy od czynnikow hamujacych, ktore dzieli
sie na dziatajace specyficznie i niespecyficznie.

Podziat inhibicji:

1.nieodwracalna - czasteczki inhibitora wigzg sie z enzymem trwale (np.;
kowalencyjnie) co prowadzi do zablokowania aktywnosci enzymu na state;
2.0dwracalna (kompetycyjna, niekompetycyjna, akompetycyjna, mieszana).

Inhibicja aktywnosci enzyméw umozliwia:

sidentyfikacje reszt istotnych dla aktywnosci enzymow,

spoznanie mechanizméw dziatania enzymow,

spoznania mechanizmow dziatania lekow i czynnikow toksycznych,
spoznanie mechanizmow kontroli aktywnosci enzymow.
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nhibitor kompetycyjny jest strukturalnie podobny do substratu i konkuruje z
nim o centrum katalityczne enzymu z powodu braku absolutnej specyficznosci
grup czynnych tego centrum. Wiaze sie z enzymem w jego centrum aktywnym.
Powoduje obnizenie powinowactwa enzymu do substratu. Inhibicja jest
odwracalna przez zwiekszenie stezenia substratu. V., reakcji nie zmienia sig,
lecz jest osiggalna przy wyzszym stezeniu. Zwieksza sie wartos¢ K...

SCHEMAT HAMOWANIA KOMPETYCYINEGO

IMHIBITOR
KOMPETYCOCYJIMNY

SLIBSTEAT

Micjsce
aktyvwne

EMNAY M
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amowanie aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej przez malonian.

COO "~ COO -~
H——H dehydrogenaza H
| . +FAD < - | + FADH,
H H bursztynianowa H

COO "~ COO -

bursztynian fumaran

sHamowanie syntezy biatka przez analogi aminokwaséw biatkowych -
aminokwasy niebiatkowe np.: leki, pestycydy, antybiotyki.

sHamowanie  aktywnosci oksydazy polifenolowej przez kwas p-
hydroksybenzoesowy.

OH oksydaza O
+1/2 0, > +H,0
polifenolowa
OH

katechol o-chinon
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tlisa-Mentena (A) I Lineweavera-Burka (B) dla
Z udziatem inhibitora kompety cyjnego

inhibitor

E+S ES — E+P

+

(+) inhibitor

ES — > brak reakcji

(-)inhibitor

(+)inhibitor
NV =1V, (i)

0

A 4

-1/K,M 1/;<M(i) [S]

[S]
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nhibrtor niekompetycyjny nie jest podobny do substratu. Wiaze sie z enzymem
poza jego centrum aktywnym. Znieksztatca czgsteczke biatka enzymatycznego
w sposob zmniejszajacy jego aktywnosSC Kkatalityczng. Nie zmienia
powinowactwa enzymu do substratu. Inhibicji nie da sie odwrdéci¢ poprzez
zwiekszenie stezenia substratu. K_ reakcji nie zmienia sie. Zmniejsza si€
wartos¢ V...

SCHEAMAT FAAMOWANIA NIEKOMPETYCYINEGO?

SUBSTRAT

Mic)sce
akiywne

INHIBITOR

- r b il i =
FOMPETYOCY JNY ENZY M
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*Wigzanie grupy —SH reszt cysteinylowych enzymu przez jodoacetamid.

NH NH,

enzym-SH + |W 2 — > enzym- s/ﬁ( +HI

O O
jodoacetamid

*Wigzanie grupy —OH reszt serylowych enzymu przez
diizopropylofluorofosforan.
H,C YCH3 HBCYCH3
(l) O
enzym-OH + F—IT’:O — enzym-o_|:|>:o +HE
O )é\
H,C CH, H,C CH,

diizopropylofluorofosforan

eHamowanie enzyméw zaleznych od Mg?* i Ca?* przez EDTA i tworzenie
niedysocjujacych kompleksow.
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tlisa-Mentena (A) I Lineweavera-Burka (B) dla
udziatem inhibitora niekompetycy jnego

E+S ES—= E+P
+ + 1V S
V l | (+) inhibitor
a K| K| 1
Vmax El+S ——> ESI — brak reakcji
______________ T\YA ()
_ (-) inhibitor
Vmax(l)
____________ (-) inhibitor
Viaz| ) (+) inhibitor
Va3
2
K, =Kq, (i) 1Ky, = 1Ky, (i) [S]

[S]
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nhibitor akompetycyjny wigze sie z enzymem w innym miejsce niz miejsce
wigzania substratu. Nie wigze sie z wolnym enzymem ale z kompleksem ES
tworzac nieaktywny Kkatalitycznie kompleks ESI. Powoduje pozorne
zwiekszenie powinowactwa enzymu do substratu. Inhibicji nie da sie odwrocic

poprzez zwiekszenie stezenia substratu. K. reakcji obniza sie. Zmniejsza sie
wartos¢ V...
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