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Predgovor

Razlog odabira podrucjai temerada je Zelja za detaljnijim znanjem biokemije, a posebno Zelja
da nau¢im vise o nac¢inu kako djelujuenzimi te da nauceno potvrdim sa istraZzivanjem na katalazi
u novoizgradenom laboratoriju na sveuciliStu. Cilj rada bio je nauceno o inhibicijama enzima te

njihovoj kinetici potvrditi pomocu eksperimenata.



Sazetak

Enzimi su gradeni od proteina, jedne od Cetiri glavnih skupina biomolekula. Ljudski organizam
bez njih ne bi mogao funkcionirati jer bi se neke metabolicke reakcije odvijale presporo pa su zato
oni tu da ubrzaju te reakcije. Ubrzavanje tih reakcija se temelji na vezanju supstrata u aktivno
mjesto, a to vezanje moze biti na principu kljuc¢-brava kada supstrat idealno pristaje u aktivno
mjesto enzima ili moze biti izazvano pristajanje kada se enzim prilagodi na supstrat. U pocetku
rada ¢e biti opisane kemijske reakcije prvog, drugog i nultog reda radi boljeg razumijevanja
enzimskih reakcija. Takoder ¢e biti prikazan cijeli izvod formule za ra¢unanje brzine enzimske
reakcije, koja se do odredene koncentracije supstrata povecava, a nakon toga ostaje stalna kada je
sav enzim zasi¢en supstratom. Svaki enzim sastoji se od aktivnog mjesta u kojem ima afinitetno
mjesto koje sudjeluje u vezanju supstrata te kataliticko mjesto koje sudjeluje u provedbi reakcije.
Enzimi razli¢ito djeluju, pri razli¢itim uvjetima temperature, pH i u prisustvu inhibitora. Na kraju
rada provedeno je ispitivanje aktivnosti enzima katalaze pri odredenim uvjetima pH i temperature.
Katalaza provodi reakciju razgradnje vodikovog peroksida na vodu i Kisik.

Kljuéne rijedi: kinetika enzima; katalaza; vodikov peroksid, inhibicijaenzima



Abstract

All enzymes are made of proteins, one of the main biomolecules. Human metabolism won't
operate in the absence of enzymes since reactions would take place too slowly and that is the main
function of enzymes, to speed up reactions. Speeding up reactions with enzymes is based on
binding substrates to an active place. Types of binding are lock and key model or induced fit. At
the beginning of this paper, it will be a discussion about the order of the reaction. Reactions can
be of first, second, and zero order. Onwards the whole derivation of the enzyme kinetics equation
will be displayed. All enzymes contain active sites in which are found affinity sites, where the
substrate binds, and catalytic sites where the reaction occurs. Different conditions of pH,
temperature and the presence of inhibitors affect enzymes. The experiment on catalase activity in
different conditions of pH and temperature was made. Catalase carries out the degradation of
hydrogen peroxide into water and oxygen.

Keywords: enzyme kinetics, catalase, hydrogen peroxide, enzyme inhibition
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1. UVOD

Enzimi su stani¢ni biokatalizatori i ve¢ina bioloski relevantnih reakcija bez njih bila bi prespora
ili se ne bi niti zavrsile. Znanstvenik James Sumner je otkrio da je ve¢ina enzima gradena od
proteina, odnosno aminokiselina. Dakle u veéini slucajeva enzimi su proteini, ali neke RNA
molekule, kao npr. RNA-polimeraze, mogu se ponasati kao enzimi. Enzimi se, kao i proteini,
sastoje od primarne, sekundarne, tercijarne i kvartarne strukture. Molekularna masa enzima se
preseze od 12 000 do 1 milijun. Denaturacijom, odnosno unistavanjem strukture enzima, gubi se 1
sama njihova aktivnost [1]. Enzimi su strukturirani tako da u sebi imaju ,,dZzep* zvan aktivno
mjesto u kojem se nalaze aminokiseline s kofaktorima i koenzimima, u tom mjestu se provode
reakcije katalize. NajceS¢a aminokiselina u aktivnom mjestu je histidin, razlog tome je $to on
disocira na pH izmedu 6 i 7 §to je priblizno fizioloskoj pH vrijednosti [2]. Enzim sa svojim
kofaktorom zove se holoenzim. Kofaktori mogu biti metali ili koenzimi. Pod koenzime spadaju
prostetske skupine i kosupstrati. Prostetske skupine su skupine koje su ¢vrsto (kovalentno) vezane
za enzim i pomazu u katalizi, primjer toga je biotin, kod piruvat karboksilaze, koji prenosi CO; s
karboksifosfata u aktivno mjesto piruvat karboksilaze te taj enzim dodaje piruvatu CO; i nastaje
oksaloacetat. Kosupstrati su spojevi koji se skupa sa supstratom vezu na enzim i tako omogucuju
katalizu. Najpoznatiji kosupstrati u ljudskom organizmu su NAD*, NADP*, FAD i FADP. Enzimi
se razlikuju po svojoj specifi¢nosti. Specifini su za to¢no odredenu (ili sli€nu) reakciju i za
supstrat. Neki supstrati ne zahtijevaju visoku specifi¢nost, kao npr. enzim papain koji moze
pocijepati peptidnu vezu na bilo kojem mjestu, a neki su zahtjevni te oni mogu pocijepati peptidnu
vezu izmedu to¢no odredenih aminokiselina. Ta specifi¢nost enzima je vazna jer tako se sprjecava
nagomilavanje nepotrebnih nusprodukata. Vazno je napomenuti da enzimi pomazu u pretvorbi
energije iz jednog oblika u drugi pa tako kad pojedemo hranu oni pretvaraju komponente hrane u
energiju sacuvanu u fosfodiesterskoj vezi ATPa, tako ¢ovjek dobiva energiju. Enzimi se dijele
prema tipu reakcije koje provode. Oksidoreduktaze provode reakcije oksidacije i redukcije
(dehidrogenaze, oksidaze, reduktaze). Transferaze premjestaju odredene skupine s jedne molekule
na drugu (transketolaza, transaldolaza). Hidrolaze provode reakcije hidrolize veze u molekulama
(proteaze — cijepaju peptidne veze). Liaze eliminiraju atome u spoju i time nastaju dvostruka ili
trostruka veza. 1zomeraze premjestaju skupinu unutar istog spoja i tako nastaje izomer supstrata.

Ligaze stvaraju nove veze uz utroSak ATPa [3].



2. TEORIJSKIDIO

2.1. Gibbsova slobodna energija

Za razumijevanje kinetike enzima najprije je potrebno razumjeti pojam Gibbsove slobodne
energije. Gibbsova slobodnaenergija (AG) je razlikaenergijaizmedu produkata i reaktanata. Ako
produkti imaju vise slobodne energije nego reaktanti, tada je AG pozitivan i ta reakcija je
endergona, odnosno ona Se ne moze odvijati spontano ve¢ se mora uloziti energija da bi se ona
odvijala, primjer jedne takve reakcije je fosforilacija ADPa u ATP koja se odvija na unutarnjoj
membrani mitohondrija. Ako produkti imaju manje slobodne energije nego reaktanti, tada je AG
negativan i reakcija je egzergona, odnosno ona se odvija spontano uz nastajanje energije, primjer
je hidroliza fosfodiesterske veze ATPa ¢ime se oslobada energija. Za izracunavanje Gibbsove
slobodne energije kod enzimskih reakcija potrebno je definirati Gibbsovu slobodnu energiju pri
standardnim uvjetima (AG"). Standardni uvjeti su: temperatura od 298 K, tlak od 1 atm ili 101.3
kPa te koncentracijasvih reaktanata i produkata 1 M. Gibbsovu slobodnu energiju pri standardnim
uvjetimau biokemiji ¢emo oznacavatis AG™ jer se u biokemijskim sustavima najcescée pojavljuju

H* ioni ¢ija je koncentracija daleko ispod 1 M. Jednadzba za Gibbsovu slobodnu energiju glasi:

AG = AG” + RTln({Z}i[[l;}) (1)

U jednadzbi (1), R oznacava opéu plinsku konstantu koja iznosi 8.315 x 107 kJ/molK, T oznadava
termodinamicku temperaturu koja pri standardnim uvjetimaod 25°C iznosi 298 K, a [C], [D], [A]
i [B] su koncentracije produkata/reaktanata. Ako uzmemo da je sustav uravnotezi i nema promjene

slobodne energije, odnosno AG = 0 tada vrijedi:

X

[c]
(5] (2)

In(x) = 2.303log10X (3)

0 = AG’ + RTIn(

(D]
(B]
Preuredenjem jednadzbe (2) pomocu (3) dobivamo:

[c]x[D]

AG’ = ~2.303 RTlog (G on

) (4)
U jednadzbu se moze uvesti i konstanta ravnoteze pri standardnim uvjetima koja glasi:

r _ lcIx[p]
Keq - ([A]X[B]) (5)




Uvrstavanjem konstante ravnoteze (5) u jednadzbu (4) i okretanjem jednadzbe dobivamo:

—AG°

K’eq = 102303RT (6)

Te ako uvrstimo vrijednosti zaR i T kod standardnih uvjeta dobivamo:
K'eq = 1056 (7)

Ovaj odnos pokazuje da se povecanjem konstante ravnoteze, odnosno povecanjem omjera
produkata i reaktanata, smanjuje vrijednost Gibbsove slobodne energije pri standardnim uvjetima.
Takoder ako usporedimo jednadzbu (1) i (4), vidimo da Gibbsova slobodna energija ne mora imati
negativnu vrijednost ako je AG" negativan jer ako je omjer koncentracija produkata i reaktanata
velik tada je Gibbsova slobodna energija pozitivnai reakcija je endergona. To pokazuje da ako
imamo puno vecu koncentraciju produkata reakcija ¢e biti endergona. Vazno je napomenuti da
enzimi ne mijenjaju zakone termodinamike i ne mogu promijeniti ho¢e 1i neka reakcija biti
spontana ili ne te oni ne mijenjaju ravnotezu kemijske reakcije. Enzimi primarno djelujuna brzinu
kemijske reakcije smanjenjem energije aktivacije i stabilizacijom prijelaznog stanja $to ¢e biti

objasnjeno kasnije [3].

2.2. Brzina kemijske reakcije

2.2.1. Reakcije prvog reda

Brzina reakcije prvog reda se definirakao pretvaranje jednog reaktanta u produkt u odredenom

vremenu. Jednadzbom ovo mozemo prikazati ovako:
A - B (8)

Brzina reakcije ovisi o koncentracijama reaktanata i produkata jer se tijekom reakcije
koncentracija reaktanata smanjuje, a koncentracija produkata se povecava pa iz tog zakljucka

izvodimo formulu :

0
v= = kil ©)

Formula (9) pokazuje zakon brzine kemijske reakcije te pokazuje kako brzina reakcije ovisi 0
koncentraciji reaktanta. Red reakcije u ovom primjeru je [A]* jer je stehiometrijski koeficijent
ispred reaktanta 1. U formuli takoder postoji k, $to oznacava konstantu reakcije i takoder oznacava

nagib same krivulje. Mjerna jedinica za koncentraciju je mol/L ili kako se ¢esto u kemiji oznacava

3



M (molarno), aznamo da se kod formula za brzinu sve dogada u nekom vremenu pa tako pretvorba
odredene koncentracije reaktanata u produkt mora biti u nekom vremenu, za $to se uzima sekunda.
Kako bi na kraju mjerna jedinicabila pravilna, mjerna jedinica konstante k je recipro¢na vrijednost
sekunde, odnosno s. Iz formule (9) moZemo vidjeti kako brzina reakcije ovisi o koncentraciji
reaktanata, dakle kako reakcija napreduje, koncentracija reaktanata je sve manja, supstrat se

iskorisStava, a reakcijaje s viemenom sve sporija. Ovo se moze prikazati grafomna ,,slici 2.2.1.1%

[Slo

Veliki nagib kada je
koncentracija visoka

Koncentracija supstrata
I

Mali nagib kada je
koncentracija niska

| | |

Vrijeme

Slika 2.2.1.1 Graf ovisnosti brzine o koncentraciji supstrata [4]

A= Age (10)

Formula (10) povezuje koncentraciju supstrata A s koncentracijom supstratau pocetnom stanju
Ao U bilo kojem vremenu t i konstantu k za reakciju prvog reda. Ovu reakciju koristimo jer na
pocetku same reakcije znamo to¢no koju koncentraciju supstrata imamo, a tijekom reakcije se
koncentracijamijenjai to¢nost je sve manja. Ako idemo dalje izvodit u vremenu t = 0 vidimo da
je vrijednoste® =1 jer jee® = 1 pa je tada A = Aq Sto zapravo i potvrduje prijasnji graf. Takoder
je vazno napomenuti da je, za pretvorbu polovice supstrata u produkt, potrebno to¢no odredeno

vrijeme bez obzira na poc¢etnu koncentraciju supstrata. Matematicki to pokazujemo:
A= -A (11)
Kada (11) uvrstimo u (10) rjeSavanjem formule dobivamo:

=ty (12)
k 2

Tim izrazom potvrdujemo prethodnu tezu i zakljucujemo da vrijeme potrebno za pretvorbu

polovice supstrata u produkt ovisi samo o vrijednosti k [4].



2.2.2. Reakcije drugog reda

Reakcije drugog reda su reakcije u kojima sudjeluju dva reaktanta, odnosno supstrata i nastaje
jedan produkt. Kako su u ovim reakcijama bitne koncentracije oba reaktanta u formuli se takoder

to uzimau obzir:
V = k[A][B] (13)

Ako imamo kod jednog reaktanta stehiometrijski koeficijent 2 tada reakcija postaje reakcija treeg
reda i tada se stehiometrijski koeficijent, u formuli, stavlja u eksponent kraj koncentracije tog
reaktanta. Mjerne jedinice su iste kao i kod reakcija prvog stupnja. U slucajureakcija drugog reda
postoji mjerodavni reaktant ¢ija se koncentracija uvelike smanjujei o njoj ovisi hoce li se reakcija
dogadati. Uzmimo da je mjerodavni reaktant A, a [B] se gotovo ni ne mijenja. Tako mozemo
zakljuéiti da brzina reakcije drugog stupnja gotovo u potpunosti ovisi o koncentraciji mjerodavnog
reaktanta[4].

2.2.3. Reakcije nultog reda

Reakcije nultog reda su reakcije kojima brzina ne ovisi o koncentraciji supstrata ve¢ je brzina
konstantnai jednaka je kao vrijednost konstante k ¢ije je mjernajedinica, u ovom sluc¢aju, M/min.

Ovu tezu mozemo napisati i pomocu formule:

Uzmimo za primjer ovu reakciju:

k 1 kZ
——— PRIJELAZNO e
A T B STANJE P

Slika 2.2.3.1 Primjer jednadzbe nultog stupnja [4]

U reakciji kada je puno manje reaktanta A, a puno vise reaktanta B, tada reakcija ovisi samo o
reaktantu A jer kada se on potro$i nema vise prelaska u prijelazno stanje. Samo prijelazno stanje
moze prije¢i u produkt P pa tako moZzemo reéi da nastanak produkta izravno ovisi samo o
koncentraciji jednog reaktanta $to je reakcijaprvog stupnja, a ako gledamo iz perspektive reaktanta

B tada je to reakcijanultog stupnja jer nastanak produkta ne ovisi o koncentraciji reaktanta B. Kod



enzimske Kinetike mnoge reakcije sa strane supstrata su reakcije nultog stupnja, a sa strane enzima

su prvog stupnja §to ¢e biti objasnjeno kasnije u radu [4].

Reakcija nultog reda
(vne ovisi o [S])

Reakcija prvog
reda (v ovisi o [S])

Brzina reakcije

Koncenfracija supstrata

Slika 2.2.3.2 Primjer grafa koji prikazuje reakciju prvog i nultog reda [5]

Formula za brzinu reakcije u ovom slucaju u prisutnosti enzima je:

V= V[x# = "—T_ﬁ (15)
h[S]le RT
Formula (15) se sastoji od Boltzmannove konstante koja je oznacena slovom k, termodinamicke
temperature pri standardnim uvjetima, Planckove konstante, opce plinske konstante, slobodne
energije aktivacije i koncentracije supstrata. Smanjenjem slobodne energije aktivacije, prema
jednadzbi, povecava se brzina kemijske reakcije $to odli¢no opisuje djelovanje enzimana energiju
aktivacije no o tome ¢e biti rije¢ kasnije u radu. Ako se energija aktivacije smanji, vise supstrata

¢e prijec¢iu produkt [3]. Graf smanjenjaenergije aktivacije prikazan je na ,,slici 2.2.3.3%.
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Slika 2.2.3.3 Graf smanjenja energije aktivacije [6]

2.3. Aktivnho mjesto enzima i prijelazno stanje

Kako bi se odredila brzina enzimske reakcije potrebno je odrediti i put po kojem je reakcija
provedena. Prije nastanka produkta supstrat dolazi u prijelazno stanje. Prijelazno stanje je jako
kratko i nestabilno te zato ima puno viSe slobodne energije nego supstrati ili produkti. Kod
prijelaznog stanja deSava se cijepanje postojece veze i formiranje nove. Razlika izmedu energije
prijelaznog stanja i energije supstrata zove se slobodna energija aktivacije i pokazuje koliko
energije je potrebno uloziti da bi se presla ta barijera za nastanak produktate je vazno napomenuti
da ona uvijek ima pozitivnu vrijednost jer je energija prijelaznog stanja uvijek visa nego energija
supstrata, osim u sludaju prejakog vezanja. Sto je veéa razlikaizmedu energije prijelaznog stanja
I supstratato je veca slobodna energija aktivacije, odnosno to ¢e se reakcija dulje odvijati. Enzimi
djeluju na slobodnu energiju aktivacije tako da ju smanjuju i time ubrzavaju prelazak supstrata u
prijelazno stanje. Vazno je napomenuti da se prijelazno stanje ne uzima u obzir kod racunanja
Gibbsove slobodne energije jer ta energijakoja se ulozi u nastanak prijelaznog stanja iz supstrata
oslobodi se odmah nakon toga kada prijelazno stanje prelazi u produkt. Aktivno mjestoenzima je
mjesto u koje supstrat ulazi i reagira s enzimom i tako se smanjuje slobodna energija aktivacije.
Aktivno mjesto enzima se sastoji od aminokiselinskih ostataka koji su jedan od drugoga udaljeni
te tako lakSe djeluju na supstrat jer da su blizu doslo bi do steri¢kih smetnji i struktura bi se
izokrenula te enzim ne bi mogao provoditi katalizu. Enzimi imaju jako velike molekulske mase i
jako puno gradivnih jedinica odnosno aminokiselina. Te aminokiseline koje ne sluze za katalizu,
sluze kako bi enzim poprimio pravilnu trodimenzionalnu strukturu jer je dobro poznato da enzimi
djeluju na principu kljué-brava gdje bravu predstavlja enzim u koji se savrSeno mora vezati
supstrat kako bi se reakcijadogodila [3]. Kod modela klju¢-brava moze doé¢i do problemakada se
supstrat i enzim prejako povezu i tada imajunizu slobodnu energijunego supstrati enzim kada su

odvojeni pa Ce za prelazak u enzim i produkt opet biti potreba veca energija aktivacije [6]. Danas
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postoji jo§ jedan format koji opisuje vezanje enzima i supstrata, to je inducirano pristajanje, koje
opisuje da kada se supstrat poveze za enzim tada se enzim izvrée i1 zarobljava supstrat unutar
aktivnog mjesta, u izvrtanju takoder sudjeluju aminokiseline koje nisu u aktivhom mjestu.
Aminokiseline koje nisu u aktivnom mjestu tvore i regulacijska mjesta enzima, a to su mjesta na
koja se vezu inhibitori ili aktivatori i tako se regulira aktivnost enzima. U aktivnom mjestu enzima
je hidrofobna okolina osim ako je u enzimsku reakciju ukljuéena voda no to ne znaci da u aktivnom
mjestu nema polarnih aminokiselina. Interakcije koje se pojavljuju kod vezanja supstrata naenzim
su vodikove veze, ionske veze, hidrofobne interakcije te van der Waalsove sile. Vazno je za znati
da se enzim nikada ne zeli vezati za supstrat kovalentnom vezom jer su te veze prejake i nakon
reakcije, produkt se ne bi mogao odvojiti od enzima koji je potreban u prvobitnom obliku za daljnje
reakcije. Kada se enzim i supstrat povezu nastaje prijelazno stanje odnosno enzim-supstrat
kompleks. Nastajanjem tog enzim-supstrat kompleksa oslobada se slobodna energija odnosno
energija vezanja. Nastajanje energije vezanja pojaSnjava se smanjenjem slobodne energije
aktivacije i lak$im i brzim prelaskom supstrata u produkt. Enzim-supstrat kompleks je jako
nestabilani brzo prelazi ili natrag u supstrat ili se pretvarau produkt. Uzmimo za primjer prelazak
gliceraldehid-3-fosfata u 1,3-bisfosfoglicerat. Ovareakcija se nalazi u metabolickom putu zvanom
glikoliza. Gliceraldehid-3-fosfat bez enzima reagira s vodom uz redukciju molekule NAD* u
NADH i nastaje karboksilna kiselina koja sadrzi jako stabilnu karboksilnu grupu pa je u sljede¢em
koraku potrebno uloZziti puno energije da ta karboksilna kiselina reagira se ortofosfatom 1 prijede

u 1,3-bisfosfoglicerat. Reakciju mozemo vidjetina ,,slici 2.3.1 .

° o)
OH
\C e \ e
Cc
1. korak: —C— + Oksidacija N
- : H C OH 4+ NAD' + H.O H—C—OH + NADI+H
2
CH,OPO,2 CH,0PO,2
Gliceraldehid-3-fosfat Karboksilna kiselina
O
OH
\ / o 2
cy e OPO
¢ Dehidriranje \C o
2. korak: H—C—OH +Pi __ —_—
H—C—OH + H0
CH,0PO;2
CH,OPO3?

1,3-bisfosfoglicerat

Slika 2.3.1 Prelazak Gliceraldehid-3-fosfata u 1,3-bisfosfoglicerat bez enzima



Ova reakcija se u organizmu provodi uz pomo¢ enzima gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze
koja stvara enzim-supstrat kompleks tako da se gliceraldehid-3-fosfat veze za tiolnu skupinu na
cisteinskom aminokiselinskom ostatku 1 nastaje tiolni meduprodukt (prijelazno stanje) koji je
znatno nestabilniji nego prethodno navedena karboksilna kiselina. Nakon nastanka tiolnog
meduprodukta reakcija je ista kao i bez enzima, dakle NAD* se reducira u NADH, a na mjestu

veze sa sumporom se veze ortofosfat i nastaje 1,3-bisfosfoglicerat, a enzim je vracen u prvobitni

oblik.

Cliceraldehid-3-fosfat N H
NAD e N
"
\ i
H o ) e Y \
0} N
(
f N H H k R /—\ ()
o R
H
H i S 7 S
®
@| Oksidaciia
H NADH H
""» ""’\\ H 4
N X N
H ; o H
H C
S R @ { S i
/,’ \\> H
NADH
Tioesterski Tioesterski
meduprodukt meduprodukt

\,
(@) Fosforitacija

=

0+4PO 2

1.3-BPC

Slika 2.3.2 Prelazak Gliceraldehid-3-fosfata u 1,3-bisfosfoglicerat s enzimom [3]

Ovaj primjer je uzet kako bi se prikazalo da enzim stvara nestabilniji meduprodukt i tako
slobodnu energiju aktivacije. Grafovi na ,,slici 2.3.3% prikazuju razliku u energiji aktivacije

prethodno opisane reakcije bez enzimai sa enzimom. Slobodna energija aktivacije u grafu A puno

veca nego u grafu B [3].
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Slika 2.3.3 Grafovi slobodne energije prelaska gliceraldehid-3-fosfata u 1,3-bisfosfoglicerat [3]

2.4. Michaelis — Mentenina jednadzba

2.4.1. lzvod

Kinetika enzima se bavi brzinom kemijske reakcije u koju je uklju¢en enzim. Kinetika enzima
prati pravila za brzinu kemijske reakcije koja su prethodno opisana. Enzim se spaja sa supstratom
i daje enzim-supstrat kompleks (prijelazno stanje) konstantom brzine k;. Sudbina ES kompleksa
moze biti vraanje natrag u slobodan enzim i nevezani supstrat uz konstantu brzine k.; ili moze
prijeciu produkt Koji se odvaja od enzima uz konstantu brzine k. Enzim i produkt takoder mogu
reagirati i vratiti se natrag u ES kompleks uz konstantu brzine k.,. Ovo objasnjenje potkrjepljuje
,slika 2.4.1.1%,

E+S ES E+P

k k)

k.,

Slika 2.4.1.1 Nastanak i sudbina ES kompleksa
Kako bi se olakSao izracun uzima se pocetna brzina Vy. Pri pocetnoj brzini gotovo da i nema

produkta pa je povratna reakcija koja je opisana konstantnom brzine k-, nemoguca i tada vrijedi

oblik jednadzbe prikazan na ,.slici 2.4.1.2%.

10



ky

E+S ESL»E-I-P

k

Slika 2.4.1.2 Nastanak i sudbina ES kompleksa pri Vo

Za formulu koja povezuje brzinu enzimske reakcije s koncentracijama supstrata i enzimakrece se

od formule (16) jer samo ES kompleks moze preci u produkt.

Vo = ky[ES] (16)

Izraz [ES] iz formule (16) se moze razdvojiti na dva dijela:

[ES] = k4[E][S] (17)
[ES] = (k-1 + k)[ES] (18)

Formula (17) opisuje slucaj kada se enzim-supstrat kompleks formira iz enzimai supstrata pa ovisi
0 koncentracijamaistih, a formula (18) opisuje odvajanje enzim-supstrat kompleksa, to moze biti
u smjeru produkta ili u smjeru supstrata pa se uzimaju konstante brzine k.1 i ko te ovisi 0
koncentraciji samog enzim-supstrat kompleksa. Nadalje, 1924. godine otkriveno je takozvano
ustaljeno stanje, kod kojeg se koncentracije supstratai produkta mijenjaju, a koncentracijaenzim-
supstrat kompleksa je jednaka i tako se formule (17) i (18) mogu spojiti i preurediti na sljedeci

nacin koji prikazuju formule (19) i (20).

ki[E][S] = (k_q1 + k;)[ES] (19)
[E][S] (k_1+k3)
[ES? == k1k (20)

Izraz na desnoj strani jednakosti u formuli (20) zovemo Michaelisova konstanta K.

k_1+k
Ky = —11(1 2 (21)

Izraz Ky se uvrstava u formulu (20):

[E][S]
[ES]

=Ky (22)
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Formulom (22) se vidi da Michaelisova konstanta ovisi 0 koncentracijama enzima, supstrata i
enzim-supstrat kompleksa. Ukupna koncentracija enzima se oznacava s [E]t i predstavlja sav
slobodan enzim ([E]) i enzim-supstrat kompleks ([ES]), dok s druge strane, pod pretpostavkom da
je u vedini slucajeva puno veca koncentracija supstrata od enzima, ona je jednaka ukupnoj

koncentraciji ES kompleksa jer je vecina aktivnih mjesta tada popunjeno.

[E]r = [E] + [ES] (23)
[E]= [E] r- [ES] (24)

Dobiven izraz za [E], uvrstava se u formulu (22) i rjesavada se dobije [ES].

[Es] = (Elr-IEsDis) (25)
[E]T[S] - [ES][S]

[ES] = =2 (26)

[ES1Ky + [ESIIS] = [E]7[S] (27)

[ES1(Ky + [S]) = [E]7[S] (28)

[ES] = omok (29)

U prvom koraku se iz (25) u (26) mnozi izraz u zagradi s [S], nakon toga se iz (26) u (27) mnozi
cijelajednadzba s Ky i prebacuje se izraz koji sadrzi [ES] s desne strane na lijevu. Nakon toga se
iz (27) u (26) izluCuje [ES] i na kraju se sve dijeli s izrazom u zagradi koji je nastao izlu¢ivanjem
[ES], dobivena je formula (29). Dobivena formula za [ES] u ustaljenom stanju moze se uvrstiti u
formulu (16).

v, = Xelflris] (30)

Km+[5]
Najveca brzina postize se kada su svi enzimi popunjeni supstratom pa se moze reci da je tada

ukupna koncentracijaenzima jednaka koncentraciji enzim-supstrat kompleksa.

Vmax = kz[E]T (31)
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Kada se formula (31) uvrsti u (30) dobiva se:

Vy = LmaxlS] (32)

[S] + Km

Formula (32) zove se Michaelis-Mentenina jednadzba. Michaelisova konstanta ima veliko
znaéenje za razumijevanje kinetike enzima. Tako Ky oznacava koncentraciju supstrata (Ky = [S])
kada je brzina reakcije to¢no pola od maksimalne brzine te je to¢no pola prisutnih enzima

popunjeno supstratom, ovo prikazuje formula (34).

_ Vmax [S]
Vo= e (33)
v, = ‘max (34)

2

U primjeni kada je Km nizi, maksimalna brzina enzimske reakcije ¢e biti niza i tako ¢e biti potrebno
krace vrijeme i manje supstrata da se dostigne maksimalna brzinareakcije, dok ¢e u sluc¢aju visoke
vrijednosti biti potrebno dulje vrijeme i viSe supstrata da se dostigne maksimalna brzina reakcije i
tako bi supstrat mogao ostajati dulje u organizmu te ako bi bio toksi¢an bi mogao imati lo$ utjecaj
na zdravlje. Ako se pretpostavi da je u pocetku reakcije puno manja koncentracija supstrata od
vrijednosti Ky, tada je [S] + Ku priblizno jednako Ky i tada Michaelis-Metenina jednadzba
izgleda ovako:

Km

Ako se podesi tako da nazivnik Ky bude ispod Vimax dobije se sli¢na formula kao ona za kemijsku
reakciju prvog reda, kada je koncentracija supstrata jako mala graf linearno raste i brzina enzimske
reakcije ovisi 0 koncentraciji supstrata. S druge strane kada je puno vec¢a koncentracija supstrata
od vrijednosti Ky tada se moze pretpostaviti da je [S] + Km priblizno jednako [S] te tada jednadZzba

izgleda ovako:

. Vmax[s]
Vo = e (36)
VO = Vmax (37)

Ovime se pokazuje da kada je u reakciji jako puno supstrata, sva aktivna mjesta enzima su
popunjena i postignuta je maksimalna brzina enzimske katalize te je to reakcija nultog reda. ,,slika

2.4.1.3% prikazuje dijagram koji opisuje maksimalnu brzinu i Michelisovu konstantu i na njemu
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se moze Vidjeti da je vrijednost Ky pola od maksimalne brzine i da graf nikad ne dodiruje liniju

maksimalne brzine ve¢ joj se asimptomatski priblizava [3].

V MaAx

Brzina reakcije, V

Koncentracija supstrata, [S] (mM)

Slika 2.4.1.3 Graf brzine enzimske reakcije u ovisnosti o koncentraciji supstrata [S] [1]

2.4.2. Znacenje Michaelisove konstante (Kw)

Izracunavanje Ky se provodi tako da se hiperbola pretvara u pravac. To se tako da se uzima

recipro¢na vrijednost Michaelis-Menetenine jednadzbe i dalje se ureduje da bi se dobila jednadzba

pravca.

1 KM+[S']

L AmMTl 38
Vo Vimaxx[S] ( )
1 _  Kum [S]

Vo - Vimax X[S] + VimaxX[S] (39)
N (40)

VO Vmax [S] Vmax

Km 1
X —

Sada je jednadzba u obliku y =ax + b, odnosno Vi je y os odnosno ordinata, je ax i
0

max [S]
1

odreduje nagib pravca, a je b te odreduje tocku u kojoj pravac sijece ordinatu. Ovaj pravac se

Vmax

nalazi na ,,slici 2.4.2.1% i zove se Lineweaver-Burkov dijagram [6].
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Slika 2.4.2.1 Lineweaver-Burkov dijagram za kinetiku enzima [6]

U prethodnom poglavlju je spomenuto jedno znacenje vrijednosti Km, a to je koncentracija
supstrata pri kojoj je brzina reakcije to¢no pola od maksimalne te je tada to¢no pola enzima
zasi¢eno supstratom. Drugo znacenje Ky vrijednosti proizlazi iz ustaljenog stanja kada se
koncentracija ES kompleksa ne mijenja, a mijenjaju se koncentracije supstrata i produkta pa tako
i slobodnih enzima. U tom stanju kada je k.1 pun veéi od k2, moze se reci da je izraz iz jednadzbe

pri ustaljenom stanju za Ky oblikovan na sljedeci nadin:

k_y+ky,~k_4 (41)
Pa je tada:
Ky == (42)
kq

Na taj nacin Ky opisuje ravnotezu disocijacije ES kompleksa.
k_1[ES] = k4[E][S] (43)
Okretanjem izraza (43) dobiva se:

k-1 _ [EI[S] _
o s KM (44)

Formulom (44) dobije se drugo znacenje vrijednosti Ky, a to je da ako je Ku visok tada su
vrijednosti [E], [S] i k1 visoke, to znaci da se enzim i supstrat slabije vezu i imaju slabiji afinitet
jedan za drugo, a ako je vrijednost Ky niska tada su vrijednosti [ES] i k1 visoke i znaci da enzim
ima veliki afinitet za supstrat i da ¢e se dobro vezati. Utvrdeno je da Ky opisuje ¢vrstocu ES
kompleksa [3]. Km takoder ovisi o koncentraciji prisutnog supstrata, ako je vrlo malo prisutnog

supstrata ta vrijednost ¢e biti niska, a ako je koncentracija supstrata visoka taj broj ¢e biti visok

[1].
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2.4.3. Okretni broj (Kcat)

Kako bi se odredio okretni broj potrebno je ponovo krenuti od brzine enzimske reakcije. Ovog

puta krece se od formule za brzinu nastanka produkta koja glasi:
Vo = ky[ES] (45)

Pretpostavka je da su svi enzimi popunjeni supstratom i tada se dobiva maksimalna brzina

enzimske reakcije, a za [ES] se moze reci da je jednak [E]t pa je zapravo formula (45):

Vinax = k2[Elr (46)
Vrijednost za najvecu brzinu enzimske reakcije takoder opisuje najveci broj molekula supstrata
koji se pretvaraju u produkt u jedinici vremena. Okretanje jednadzbe (46) dobiva se:

k, = Jmax (47)
2

~[Elr

Dobivena konstanta k, takoder se naziva i okretni broj i oznacava se kao keat [3]. Treba uzeti u
obzir kada se enzimska reakcija odvija u vise koraka, odnosno kada se dodaje jos jedan korak za
odvajanje produkta od enzima §to ogranicava brzinureakcije, tada je taj kcat Sinonim za posljednju
konstantu u reakciji [1]. Taj broj oznacava koju koli¢inu supstrata, koju enzim moze prevesti u
produkt u jedinici vremena (npr. sekundi). Kako bi se dobio podatak koliko vremena je potrebno
da se jedna molekula supstrata prevede u produkt, potrebno je samo uzeti recipro¢nu vrijednost
dobivene Kcat. Primjer za veliku vrijednost Keat je uglji¢na anhidraza koja prevodi ugljikov dioksid
u hidrogenkarbonat koji je topljiv u krvnoj plazim 1 pomocu nje se prenosi do pluca i tako se
izbacuje iz organizma. Visoki okretni broj kod uglji¢ne anhidraze vrlo je vazan jer, u veéini stanica
naseg tijela nastaje CO, kojeg je potrebno §to prije izbaciti iz organizma, a visok okretni broj
omogucava to izbacivanje. S druge strane tu je RNA polimeraza koja ima jako niski okretni broj
§to je bitno jer ona mora biti jako preciznakod ¢itanja koda s DNA i jo$ k tome nema sposobnost

ispravljanjapogresaka, a pogreSske mogu biti kobne po ljudsko zdravlje [3].

2.4.4. Efikasnostenzima (Kcat/Kwm)
Omijer okretnog broja i Michaelisove konstante koristan je za izraCunavanje efikasnosti
enzima. Formulaza brzinu enzimske reakcije u po¢etku kada je koncentracija supstrata jako niska,

u koju je ukljucen keat j€:
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Vo = Keat[ES] (48)

Jedna od formulaza Ky iz prethodnih poglavlja je:

_ [ElS]
Ky = [E5] (49)

Okretanjem te formule za [ES] dobije se:

[Es] = 1) (50)

Km

Formula (50) uvrstava se u (48):

Vo = " [E],[S] (51)

Km

[E] je presao u [E]r, to je zato $to je u pocetku reakcije koncentracija supstrata jako niska i tada su
enzimi u vecini slucajeva slobodni pa se moze re¢i da je ukupna koncentracija enzima jednaka

koncentraciji slobodnih enzima. Jednadzba (51) je jednadzba drugog reda i1 kod nje brzina ovisi o

k . . .k . .
K“”, koncentraciji enzimai koncentraciji supstrata. Omjer KC—‘“ predstavlja konstantu brzine
M M

omjeru

u ovoj jednadzbi i zapravo je mjera efikasnosti enzima. Kada je Ky visok brzina ¢e biti niska jer
je afinitet enzima za supstrat niski, a ako je Kcat Visok tada je brzina velika. Za definiranje gornje
granice ovog omjerapocinje se od uvrstavanja Ky u omjer:

kear _ ky
Km k_1+kcat

kCa
kear = ( —)k; (52)

k—1+kcat

JednadZzbom (52) se zakljucuje da je izraz u zagradi manji od jedan jer je nazivnik uvijek veci od
brojnika osim kada je k-1 jednak nuli tada je izrazu zagradi 1 odnosno pomnozeno sk ta vrijednost
koju imak; i ona odreduje kako ¢e se brzo reakcija desiti. Dakle najveca moguca efikasnost enzima
se deSava kada se k.1 priblizava nuli Sto je logi¢no jer tada nema disocijacije ES kompleksa na
enzim i supstrat. Ovo se takoder moze pokazati jednadzbom (53) .

lim ety =k, (53)

k_1—>0 KM

2.5. ViSesupstratne reakcije

U radu je do sada bilarijec¢ o kinetici enzimskih reakcija koje imaju samo jedan supstrat i njega
pretvarajuu jedan produkt, ali osim toga postoje reakcije koje sadrze dva ili vise supstrata koji se
vezu u aktivno mjesto enzima i tako se provodi kataliza. Enzimi za ove reakcije su specifi¢ni i

imaju svoje Ky vrijednosti koje im pomazu pri ,,odabiru® supstrata. Vise supstratne reakcije se
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dijele na sekvencijske i ping-pong reakcije. Sekvencijske reakcije se takoder dijele na one reakcije
koje idu po redu i na nasumicne reakcije. Kod reakcijakoje idu po redu vazan je redoslijed vezanja
supstrata u enzim. Za primjer je enzim koji prevodi piruvat u laktat nakon glikolize u nedostatku
Kisika, a enzim se zove laktat dehidrogenaza. Supstrati laktat dehidrogenaze su NADH i piruvat.
Vazno je da se prvo u aktivno mjesto laktat dehidrogenaze veze NADH, a zatim piruvat, takoder
je vazno kada da se nakon reakcije produkti laktat i NAD* odvajaju s aktivnog mjesta tim
redoslijedom u protivnhom do reakcije ne¢e do¢i. Kod nasumicnih reakcija nije bitan redoslijed
vezanja supstrata u aktivno mjesto, da se reakcija dogodi dovoljno je samo da se oba supstrata
vezu u aktivno mjesto. Primjer je heksokinaza, enzim koji provodi prvu reakciju u glikolizi i
pomocu nje glukoza se zarobljava u stanici i dobiva veéu energiju koja se kasnije koristi za
dobivanje ATPa. Heksokinaza provodi prijenos fosfatne skupine ATPa na glukozu, dakle supstrati
su glukoza i ATP 1 oni se vezu u heksokinazu nebitno kojim redoslijedom samo je vazno da se oba
supstrata povezu kako bi se prijenos fosfatne skupine mogao desiti. Ping-pong reakcije su reakcije
kod koji se prvo jedan supstrat veze na enzim, moze Se re¢i da on ostavlja neku skupinu (npr.
fosfatnu) u aktivnom mjestu i disocira u drugom obliku, a enzim je izmijenjen. Nakon toga na
enzim se veze drugi supstrat koji se zatim fosforiliratim fosfatom i iz reakcije izlazi nepromijenjen

enzim i jo§ jedan produkt. Shemu ovih reakcija pokazuje ,,slika 2.5.1¢ [7].

(a)Sekvencijalne reakcije

A B P

L | T

E EA (EAB) (EPQ) EQ E
Reakeije koje idu po redu

— 0

A B P Q
| | | |

E tEAB)fEPQ) E
T £8B T l EP l
B A Q P

Nasumiéne reakcije

(b) Ping-pong reakcije

A P B Q

N/ NS

E (EA)(FP) F (FBMEQ) E

Slika 2.5.1 Primjer visesupstratnih reakcija [7]
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2.6. Utjecaj razlicitih faktora na brzinu enzimske reakcije

2.6.1. pH

Kao §to je ve¢ prije spomenuto svi enzimi su proteini koji se sastoje od 20 esencijalnih
aminokiselina. Medu tim aminokiselinama su i ioniziraju¢e aminokiseline poput arginina,
asparaginske kiseline, cisteina, glutaminske kiseline, histidina, lizina i tirozina. pH vrijednost
uvelike utje¢e na aktivnost enzima jer pri odredenim pH vrijednostima se odredene aminokiseline
protoniraju i tako se mijenja struktura samog enzima. Te aminokiseline mogu biti u aktivnom
mjestu, na bo¢nim dijelovima ,,dzepa“ ili na nekim udaljenim mjestima koja takoder imaju utjecaj
na brzinu reakcije te utjece na prostetske skupine enzima. Optimalna pH vrijednost je ona
vrijednost pri kojoj je su aminokiseline u enzimu u to¢no onakvom obliku koji je najbolji za
vezanje supstrata. Ako smanjimo ili pove¢amo pH na iznimno visoke ili niske vrijednosti enzimi
¢e denaturirati, odnosno narusit ¢e im se sekundarna i tercijarna struktura. Primjer neka bude neki
enzim koji u svom aktivnom mjestu ima npr. lizin i histidin. Histidinova pKa vrijednost je 6, a
lizinova 10.9. Pri tim vrijednostima aminokiseline disociraju, odnosno otpustaju proton i dobivaju
naboj. Za enzimsku katalizu enzim mora imati to¢no odredenu konformaciju odredene
aminokiseline u aktivnom mjestu. U ovom slucaju lizin mora biti deprotoniran, a histidin mora biti
protoniran. Kako bi se dobio najveéi broj enzima koji su u pravilnoj konformaciji pH se mora
podesiti na aritmeticku sredinu obiju pKa vrijednosti. Tako su, pri pH od 8.45, svi enzimi u

pravilnoj konformaciji i najveca je njihova iskoristivost [8].
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2.6.2. Temperatura

Poznato je da se pove¢anjem temperature povecava i brzina gibanja Cestica. Ako Cestica ima
viSe kineticke energije, nastaje vise brzih sudara s ostalim ¢esticamai tako nastaje viSe produkta.
To pravilo vrijedi 1 za enzime. Povecanjem temperature dolazi do brZzeg sudaranja supstrata s
enzimom i dodatno se ubrzava reakcija do odredene temperature. Optimalna temperatura je
temperatura pri kojoj se enzim pocinje denaturirati, razara se sekundarna, tercijarna i kvartarna
struktura proteina i tada enzim viSe nema mogucénost katalize. Do tocke optimalne temperature
prevladava efekt povecanja kineticke energije, a nakon toga pocinje prevladavati efekt

denaturacije enzima, ovu ¢injenicu dobro opisuje ,,slika 2.6.2.1% [9].

t/°C

previadava efekt povecane kineticke energije previadava efekt denaturacije

T

opt

Slika 2.6.2.1 Graf ovisnosti aktivnosti enzima o temperaturi [9]

20



2.6.3. Inhibicija enzima

Inhibitori su molekule kojima je cilj usporiti ili ¢ak i zaustaviti enzimsku reakciju. Inhibitori
su bitni u ljudskom organizmu kako bi se neke nepotrebne reakcije zaustavile ili usporile i oni se
koriste kao lijekovi. Jedan primjer takvog lijeka je aspirin koji djeluje na prostaglandin H2 sintazu,
ona iz arahidonske kiseline stvara prostaglandin H2 i tako dolazi do bolova u misi¢ima tijekom
velikih napora, odnosno upale misica, a aspirin dovodi do stani¢ne signalizacije koja signalizira
vezanje inhibitora na enzim §to sprec¢ava bolove odnosno sintezu prostaglandina H2. Inhibicije
dijele na ireverzibilne i reverzibilne. Kod ireverzibilnih inhibicija, inhibitor se veze u aktivno
mjesto enzima kovalentnom vezom koja je jaka i tada inhibitor ne moZze disocirati s enzimai tako
ga trajno inhibira, te interakcije mogu biti i jake ionske interakcije. Reverzibilne inhibicije su one
kod kojih dolazi do privremenog vezanja inhibitora u aktivno mjesto ili na neko drugo alostericko
mjesto, dakle enzim se privremeno inhibira. Tipovi reverzibilne inhibicije su kompetitivna,

akompetitivna, nekompetitivna, parcijalno kompetitivnai parcijalno nekompetitivna te mjesovita

[3].

2.6.4. Kompetitivna inhibicija

Kompetitivna inhibicija enzima je kada se inhibitor natjece sa supstratom za aktivno mjesto,
dakle strukturatakvog inhibitora je jako sli¢na strukturi supstrata. Kada se inhibitor jednom veze
za aktivno mjesto, tada se supstrat ne moze vezati tako dugo dok taj inhibitor ne disocira s enzima.
Kako svaki enzim ima afinitet za vezanje supstrata, tako svaki enzim ima i afinitet za vezanje
inhibitora koji se oznacava s K; vrijedno$¢u [9]. Ova inhibicija se moZe nadvladati tako da se
poveca koncentracija supstratau ,,otopini*. Kako je potrebno vise supstrata da se dode do polovice
maksimalne brzine enzimske reakcije, tako se povecava i Ky vrijednost, §to potvrduje tezu da se
kod ove inhibicije prividno smanjuje afinitet za supstrat, a prividno znaci da iako se afinitet za
supstrat smanjuje taj afinitet ostaje isti na enzimimakoji nisu inhibirani. U Michaelis- Menteninoj
jednadzbi, kod ove inhibicije treba Km pomnoziti s omjerom koncentracije inhibitorai njegovom
Ki vrijednoscu. Govore¢i 0 efikasnosti inhibitora treba uzeti u obzir obje varijable. Postoji jo$
jedan tip ove inhibicije, to je neklasi¢na kompetitivna inhibicija gdje se inhibitor veZze na neko
alostericko mjesto na enzimu i mijenja oblik aktivnog mjesta tako da se sprecava ulazak supstrata
u njega. ,slika 2.6.4.1* prikazuje klasi¢nu kompetitivnu inhibiciju, a ,slika 2.6.4.2% prikazuje

neklasi¢nu kompetitivnu inhibiciju [7].
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Slika 2.6.4.1 Klasicna kompetitivna inhibicija [7]

nnY . o3
I
=it

Slika 2.6.4.2 Neklasicna kompetitivna inhibicija [7]

2.6.5. Akompetitivna inhibicija

Kod akompetitivne inhibicije prvo dolazi do spajanja supstrata u aktivno mjesto i nakon toga
se formira alosteri¢ko mjesto gdje se moze vezati inhibitor. Taj inhibitor kada se veZe za enzim on
blokira otpustanje supstrata iz aktivnog mjesta i samim time povecava afinitet tog enzima za
supstrat, a Km se smanjuje. Kako se supstrat ne moze odvojiti od enzima tako je prisutno manje
funkcionalnih enzima, odnosno smanjilase vrijednost [E+] pa se tako i smanjuje Vmax jer formula

glasi:

Vmax = [ET] X kcat (54)
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Slika 2.6.5.1 Akompetitivna inhibicija [7]

2.6.6. Nekompetitivna inhibicija

Nekompetitivna inhibicija je karakteristi¢na za alosteri¢ke enzime. Oni imaju, na udaljenom
mjestu od aktivnog mjesta, alostericko mjesto na koje se veze inhibitor. Ova inhibicija nije
kompetitivna jer se inhibitor ne natjeCe sa supstratom za aktivno mjesto, ve¢ kada se on poveze na
alostericko mjesto, tada se mijenja oblik aktivnog mjesta. Inhibitor se moze vezati za enzim bez
obziraje li supstrat ve¢ vezan ili nije. Inhibitor uzrokuje izvrtanje aminokiselina u aktivnom mjestu
koje su potrebne za prevodenje supstratau produkt i tada do reakcije ne moze doci. Inhibitor tako
svojim djelovanjem smanjuje maksimalnu brzinu enzimske reakcije te okretni broj (kcat), ali ne
utjece na vrijednost Ku, koja opisuje afinitet vezanja supstrata za enzim jer ¢e se kod ove inhibicije
u svakom slucaju supstrat povezati za enzim no neée se prevesti u supstrat. U Michaelis-
Menteninoj jednadzbi potrebno je u nazivniku i Ky i [S] pomnoziti s 1+[I]/K;jer je se mora uzeti

u obzir afinitet vezanja inhibitora. ,,slika 2.6.6.1* prikazuje nekompetitivnu inhibiciju [3].

(LF\/ e |
{ - ‘

N e

] I
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Slika 2.6.6.1 Nekompetitivna inhibicija [7]
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2.6.7. Parcijalno kompetitivna inhibicija

Kod ove kompeticije se inhibitor veze za regulatorno mjesto na enzimu i time se mijenja
konformacija veznog dijela aktivnog mjesta i tako se supstrat otezano veze za enzim. Kako se kod
kompetitivne inhibicije prividno smanjuje afinitet enzima za supstrat, kod ove inhibicije se stvarno
smanjuje afinitet. Smanjenje afinitetarezultira pove¢anjem Ky vrijednosti. Maksimalnabrzinase
ne mijenja jer nema promjene konformacije na katalitiCkom dijelu aktivnog mjesta. Maksimalna

brzina se moze postici tako da se doda velika koncentracija supstrata bez obzira na inhibitor [9].

2.6.8. Parcijalno nekompetitivna inhibicija

Parcijalno nekompetitivna inhibicija specifi¢na je po tome Sto se na regulatorno mjesto veze
inhibitor i to poti¢e promjenu konformacije katalitickog dijela aktivnog mjesta. Time Ky ostaje
isti jer se afinitet enzima za vezanje supstrata ne mijenja. Maksimalna brzina u ovom se slucaju
smanjuje pa se reakcija odvija sporije. Razlika ove 1 nekompetitivne inhibicije je to §to enzim na

koji je vezan inhibitor moze provoditi reakciju ali se to desava sporije [9].

2.6.9. Inhibicija supstratom

Do inhibicije supstratom dolazi kada su jako visoke koncentracije supstrata i tada se u aktivno

mjesto nastoje povezati dva supstrata i tako se enzim inhibira.

2.6.10. MijeSana inhibicija
Mijesana inhibicija je spoj parcijalno kompetitivne i nekompetitivne inhibicije. Inhibitor se

veze na regulatorno mjesto i time mijenja konformacijui veznog i kataliti¢kog dijela aktivnog

mjesta enzima §to znaci da je Ky veci, a Vimax manji u odnosu na neinhibiranu reakciju [9].
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2.6.11. Alosteri¢ki enzimi

Alosteri¢ki enzimi rade po zasebnoj kinetici, a ne po Michaelis-Menteninoj kinetici. Imaju
kvarternu strukturu, dakle sastoje se od dvije ili vise podjedinica. Kada se neka molekula (ligand)
poveze na podjedinicu, mijenja se konformacija ostalih podjedinica 1 to se zove efekt
kooperativnosti. Kooperativnost moze biti pozitivna i negativna. Kod pozitivne kooperativnosti,
vezanjem liganda, konformacija ostalih podjedinica se mijenja tako da one lakSe vezu supstrat,
odnosno prelaze u R stanje. Negativna kooperativnost je suprotna, dakle vezanjem liganda,
konformacija ostalih podjedinica prelazi u T stanje i one teze vezu supstrat u aktivno mjesto.
Postoje heterotropna i homotropna alosterija. Kod homotropne alosterije je supstrat taj koji
uzrokuje promjenu konformacije podjedinica, moze biti pozitivna kooperativnost gdje supstrat
potic¢e promjenu konformacije podjedinica koja rezultira povecanjem afiniteta za vezanje supstrata
1 moze biti negativna koja je suprotna od pozitivne. Heterotropna alosterija je regulacija pomocu
neke efektorne molekule koja smanjuje ili povecava afinitet enzima za supstrat ovisno je li
aktivator ili inhibitor. Postoje dva modela koja objaSnjavaju homotropnu alosteriju, a to su
sekvencijski model i uskladeni model. Kod sekvencijskog modela supstrat se veze za enzim i to
uzrokuje prelazak susjednih podjedinicaiz T stanja u R i time povecava drugim podjedinicama
afinitet za supstrat, kod negativne kooperativnost dogada se suprotno. Kod sekvencijskog modela
moze u enzimu biti hibridnih podjedinica. Uskladeni model govori da sve podjedinice mogu biti
samo u R ili samo u T obliku, ne mogu biti hibridne, vezanjem supstrata na jednu podjedinicu
mijenjaseoblikiz T u R ili obrnuto na svim podjedinicama. Kako alosteri¢ki aktivatori povecavaju
afinitet enzima za vezanje supstrata i samim time utje¢u na Ky vrijednost. Ky vrijednost kod T
stanja je ve¢a od Km vrijednosti u R stanju. Krivulja ovisnosti brzine reakcije o koncentraciji
supstrata kod alosteri¢kih enzima ima sigmoidalan oblik, kod niskih koncentracija supstrata brzina
ima slabi prirast do odredene tocke kada se brzina naglo povecava, a kada su sve podjedinice u R
obliku tada prirast brzine opet opada i krivulja se asimptotski priblizava Vimax. To je vrlo vazno
kod enzima koji sudjeluju u metabolizmu jer moraju reagirati na vrlo male promjene koncentracije.
Tip alostericke kinetike moze se prepoznati matematicki tako da se u omjer stavi koncentracija
supstrata pri 10% aktivnosti enzima i koncentracija supstrata pri 90% aktivnosti enzima. Ako je
dobivena vrijednost puno veca od 81 tada se radi o negativnoj kooperativnosti, ako je puno manja
od 81 o pozitivnoj kooperativnosti te ako je jednaka 81, enzim slijedi Michaelis-Menteninu
Kinetiku [9].
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2.6.12. Ireverzibilnainhibicija

Ireverzibilna inhibicija se temelji na kovalentnom vezanju inhibitora za enzim i samim time
ga nepovratno inhibira. Postoje 3 vrste ireverzibilnih inhibitora, a to su grupno specificni
reagensi, reaktivni analozi supstrata i suicidalni inhibitori. Grupno specifi¢ni inhibitori su
inhibitori koji se vezu to¢no za odredene skupine na enzimu. Primjer je serinska proteaza koja
u aktivnom myjestu sadrzi reaktivan serin koji provodi katalizu. Inhibitor takve proteaze je
diizopropilfosfofluoridat (DIPF) koji se veze, umjesto supstrata, za serin i tako inaktivira tu

proteazu, a primjer ove reakcije je na ,,slici 2.6.7.1% [3].

CHy o
H-[~C
- ) 0
Ser + } —_— I + F +
s - la]
H T
- CHa
(Hy Hz
Acetylcholin- DIPF Inactivated
asterAse EnIyme

Slika 2.6.7.1 Primjer grupno specificne inhibicije [3]

Reaktivni analozi supstrata su molekule koje su jako sli¢ne supstratu i imaju veéi afinitet za
vezanje u aktivno mjesto enzima od supstrata. Jedan ovakav primjer je enzim triozafosfat-
izomeraza, ¢iji supstrat je dihidrokisaceton fosfat (DHAP) te ga u glikolizi pretvara u
gliceraldehid-3-fosfat koji dalje odlazi do piruvata, a inhibitor je bromacetol-fosfat koji jako
nalikuje na DHAP. Primjer ove inhibicije vidimo na ,.slici 2.6.7.2%, a kako bi se vidjela sli¢nost
izmedu bromacetol-fosfata i dihidroksiaceton fosfata, na ,slici 2.6.7.3*“ je prikazan
dihidrokisaceton fosfat. [3].

Br
0 < 0—
-+ (=0 — — =0 + Br
0 / o /
Glu 2-
OPO3 OPOs%"
triozafosfat-izomeraza bromacetol-fosfat

inaktivirani enzim

Slika 2.6.7.2 Primjer inhibicije reaktivnim analogom supstrata [3]
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Slika 2.6.7.3 Struktura dihidroksiaceton fosfata

Suicidalni innhibitori su molekule koje se vezu za aktivno mjesto te reakcija se normalno
provodi kao da se u aktivno mjesto povezao supstrat. Nakon nekog vremena se proizvede

meduprodukt koji kovalentno inhibira taj isti enzim. Tako enzim, uz pomo¢ ove vrste inhibitora,

sam se sebe inaktivira [3].

2.6.13. Analozi prijelaznog stanja

Analozi prijelaznog stanja su molekule koje su sli¢nije prijelaznom stanju nego supstratu.
1948. godine Linus Pauling je dokazao da su takvi spojevi vrlo jaki inhibitori. Primjer je enzim
prolin-racemaza koja pretvara Co atom prolina iz tetraedarskog u trigonalni oblik s negativnim
nabojem i to je prijelazno stanje izmedu D i L izomera prolina te je ono planarno, a vodik tada
moze doci s jedne ili druge strane ravnine. Analog ovog prijelaznog stanja je pirol-2-karboksilat
koji ima vrlo sli¢nu strukturu prijelaznom stanju i puno jace Se veze za prolin-racemazu nego sam
prolin pa je tako on inhibitor. ,,slika 2.6.8.1¢ prikazuje reakciju koju provodi prolin-racemaza, a

»slika 2.6.8.2% analog prijelaznog stanja.

N “~COOH N ~COOH N~ “CooH
H H H

L-Prolin . . D-Prolin
Prijelazno stanje

Slika 2.6.8.1 Reakcija izomeracije prolina [3]
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Slika 2.6.8.2 Analog prijelaznog stanja prolin-racemaze [3]

2.7. Katalaza

2.7.1. Struktura

Katalaza je enzim koji prevodi vodikov peroksid (H20;) u vodu i Kisik uz pomo¢ redoks
reakcija koje provodi prostetska skupina hema, koja sadrzi Zeljezo ili neki drugi metalni ion,
ovisno o vrsti katalaze. To je bitno npr. kod razgradnje masnih kiselinaduljih od 18 C atoma koja
se odvija u peroksisomima, aoni nemaju enzime respiracijskog lanca pa se FADH3, nastao u prvoj
reakcijirazgradnje oksidira s kisikom i nastaje toksi¢an vodikov peroksid, tu u pric¢u ulazi katalaza
koja ga brzo razgraduje na kisik i vodu. Katalaza se sastoji od 4 podjedinice, amino termalnaruka,
antiparalelna uzvojnica s osam lanaca zvana B-bac¢va, domena za omotavanje i domena s a-
uzvojnicom. Amino terminalna ruka stvara interakcije izmedu podjedinica, a aminokiselinski
ostaci ove domene nam pomazu u opisivanju hem dZepa. Sto je ova domena duZa to je katalaza
stabilnija. Drugadomena je B-bacva koja je tu kako bi se formirala Supljina do hem dzepa te sadrzi
jednu malu podjedinicu na koju se moze vezati NADP(H). Domena za omotavanje sluzi kako bi
povezala domenu B-bac¢ve i domenu a-uzvojnice. Ova domena se sastoji samo od a-uzvojnica.
Posljednja je domena a-uzvojnice koja je antiparalelna. Struktura katalaze nalazi se na ,,slici
2.7.1.1% [10].
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Slika 2.7.1.1 Struktura katalaze [10]

2.7.2. Hem dZep

Hem dzep se sastoji od zeljeza koje se nalazi u sredini, na Zeljezo su s proksimalne strane
povezana tri tirozinska aminokiselinska ostatka, a s distalne strane asparagin i histidin. Znamo da
se tirozin sastoji od hidroksilne skupine koja je u hemu deprotonirana i ima negativan naboj §to
stabilizira Zeljezo. S druge strane imidazolni prsten histidina je okrenut tako da se nalazi paralelno
od hema te on i asparagin ¢ine okolinu jako hidrofobnom i nepolarnom. Za mehanizam katalaze

takoder je bitan i serinski aminokiselinski ostatak [10].

2.7.3. Kinetika katalaze

Katalaza je enzim koji ima jako visok okretni broj, dakle potrebne su jako velike koncentracije
supstrata da bi se dosegla maksimalna brzina katalaze. Taj okretni broj varira od 54 000 do 833
000 po sekundi. U slucajevima, relativno visoke koncentracije supstrata, katalaza ne prati
Michaelis-Mentenin princip kinetike enzima te se pomocu jednadzbe ne mogu dobiti parametri
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maksimalne brzine, okretnog broja i Michaelisove konstante. Ipak pri manjim koncentracijama
ona slijedi Michaelis-Menteninu kinetiku, dovoljne su koncentracije manje od 200mM za ovu
vrstu kinetike. Aktivnost katalaze pri odredenim uvjetima bit ¢e opisana u sljede¢im poglavljima

koja se temelje na eksperimentalnomdjelu[10].
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3. PRAKTICNI DIO

3.1. Materijali i metode

Za testiranje koriSten je enzim katalaza (iz mikroorganizma Corynebacterium glutamicum
(02071-1ML-F [13]; standard koji je razrijeden u radnu otopinu omjerom 1:5); koja je prethodno
Cuvana u hladnjaku te smo ju razrijedili 100 puta kako reakcija ne bi bila preburna. Takoder je
kori$ten svjeze otvoren 30% vodikov peroksid koji je razrijeden na 20%. Dabi pH vrijednost ostala
stalnakoristen je 0,1 M fosfatni pufer. Za pripremu pufera koristene su soli natrijev hidrogenfosfat
i natrijev dihidrogenfosfat koje su otopljene u destiliranoj vodi tako da su dobivene 3 otopine s pH
58; 6,8 i 7,4. Prakti¢ni dio odraden je u kemijskom laboratoriju Prehrambene tehnologije
Sveucilista Sjever. Za mjerenje aktivnosti koriStene su mikropipete, pipete, nastavci za pipete,
kvarcne kivete, parafilm, boca od 500 mL, plasti¢ne prozirne epruvete, stalak za epruvete,
termometar, Stoperica, a od aparature koriStena je analiticka vaga, spektrofotometar i vodena

kupelj.

3.2. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je metoda koja se koristi za mjerenje koli¢ine svjetla koju neka tvar
apsorbira, odnosno koli¢ine svijetla koje prolazi kroz uzorak. Kod spektrofotometrije se koristi
izvor svjetlosti koji se usmjerava prema leci. Le¢a skuplja svjetlost u jednu tocku na prizmi, a
prizma razdvaja tu bijelu svjetlost na vise razli¢itih valnih duljina koje se pojavljuju u razli¢itim
bojama. Nakon toga svjetlost odlazi do uzorka te prolazi kroz njega, dok se odredeni dio svjetlosti
apsorbira, te dolazi do detektora za mjerenje koli¢ine apsorbirane svjetlosti. Koli¢ina fotona koji
¢e proc¢i kroz kivetu s uzorkom ovisi o duljini kivete i koncentraciji uzorka. Koli¢ina svjetlosti koja
prode kroz kivetu oznacava se slovom T. Ta koli¢ina mozZe biti izraCunata pomocu formule (55)

7=k (55)

Io

Il predstavlja intenzitet svjetlosti nakon §to svjetlost prode kroz kivetu, a Ip je intenzitet svjetlosti

prije prolaska kroz kivetu. Pomocu tih podataka moze se izracunatii apsorbanciju prema formuli
(56)

A= —logT = —logll—t (56)
0
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A predstavlja koli¢inu apsorbirane svjetlosti u uzorku. Nadalje, pomo¢u Lambert-Beerovog
zakona se moze izracunati i koncentracija analita. Lambert-Beerov zakon govori da svjetlost koja
dolazi do uzorka moze biti apsorbirana, odbijenaili prenesena. Kada je svjetlost apsorbirana znaci
da je ,,preuzeta“ od strane uzorka, kada je odbijena znaci da se rasprSuje u drugom smjeru, a
prenesena znaci da prolazi kroz uzorak u istom smjeru u kojem je prvotno usmjerena. Formula

koja opisuje Lambert-Beerov zakon glasi:

A= elc (57)
Oznaka ¢ oznafava molarni apsorpcijski koeficijent (dm® mol? cm?), ¢ je mnozinska

koncentracija analita (mol dm=), a | je duljinakivete kroz koju prolazi svijetlost (cm) [11].

3.3. Postupak testiranja

Najprije se pripreme puferii razrjeduje se vodikov peroksid na 20%. Nakon toga se razrjeduje
pocetni enzim 100 puta kako reakcijane bi bila preburna. Spektrofotometar se namjesti na 240 nm
I ostavi dvadesetak minuta da se zagrije. Prije samog pocetka testiranja se napravi slijepa proba u
koju se doda 500 uL pufera i 500 uL vodikovog peroksida i stavlja se u spektrofotometar, a
vrijednost se nulira pomocu programa i tako nije potrebno od dobivenih vrijednosti oduzimati
vrijednost slijepe probe. Slijepaproba ponavlja se sa svakom promjenom pH pufera i promjenom
temperature. Za testiranje aktivnosti katalaze u kivetu se doda 490 pL pufera, 500 pL vodikovog
peroksida i 10 uL katalaze. Kada se sve to pomijes$a na vrh se brzo stavlja parafilm i inverzijom
se pomijesa te se umece u spektrofotometar. Svakih 10 sekundi se, kroz 60 sekundi, zapisuje
vrijednost apsorbancije. Sva mjerenjase ponavljaju u triplikatu. Nakon sto se odredi kod koje pH
vrijednosti je enzim najaktivniji, ispituje se utjecaj temperature na aktivnost enzima. Ispitivane
temperature su: sobna temperatura 25 °C, tjelesna temperatura 37 °C i povisena tjelesna

temperatura 40 °C. Uzorci su inkubirani 30 minuta te im je odredena aktivnost katalaze [12].
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4. Rezultatii rasprava

Izmjerena je apsorbancija pri pH 5,8; 6,8 1 7,4 te je izraCunata promjena apsorbancije i srednja

vrijednost prema formuli:

AA240rm = AA240mm (t = 0S) - AA240nm (t = 60 )

Aktivnost katalaze je izraCunata prema sljedecoj formuli:

Aktivnost katalaze (U/mL) = [

Gdje je:

AA/min(SP)— AA/ min(GP)]
V-£(H202)

d — faktor razrjedenja uzorka (100)

-d - V(uk)

V — volumen enzima dodanog u reakcijsku smjesu (0.01 mL)

V(uk) - ukupni volumen smjese (1 mL)

(58)

(59)

¢ (H202) = 43,6 Mcm™- molarni apsorpcijski koeficijent vodikova peroksida

U nastavku su prikazane tablice aktivnosti enzima pri istrazivanim pH vrijednostima.

Tablica 4.1 Mjerenje apsorbancije pri pH 5,8

pH 5,8
Srednja
Vrijeme/mjerenje 1. 2. 3. vrijednost
1. 0,622 0,649 0,621
2. 0,559 0,521 0,484
3. 0,548 0,642 0,481
4. 0,508 0,563 0,497
5. 0,496 0,500 0,469
6. 0,438 0,487 0,443
AA240nm 0,184 0,162 0,178 0,175 +0,011
Aktivnost
kU/mL 40,14+2,52

Tablica 4.2 Mjerenje apsorbancije pri pH 6,8

pH 6,8

Vrijeme/mjerenje 1. 2. 3. Srednja vrijednost
1. 0,624 0,391 1,166
2. 0,492 0,223 0,839
3. 0,432 0,169 0,733
4. 0,332 0,149 0,637
5. 0,290 0,118 0,613
6. 0,267 0,092 0,533

AA240nm 0,357 0,299 0,633 0,430 +£0,178
Aktivnost

kU/mL 98,62+40,83
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Tablica 4.3 Mjerenje apsorbancije pri pH 7,4

pH 7,4
Srednja
Vrijeme/mjerenje 1. 2. 3. vrijednost
1. 0,367 0,320 1,083
2. 0,316 0,282 1,012
3. 0,278 0,261 0,977
4. 0,260 0,258 0,970
5. 0,245 0,244 0,954
6. 0,219 0,134 0,925
AA240nm 0,148 0,186 0,158 0,164 +0,020
Aktivnost
kU/mL 37,62+4.59

Dobiveno je da je aktivnost katalaze najveca kod pH od 6,8 §to je blizu fiziolo§kog pH, a to je

bitno kako bi se $to prije razgradio toksi¢an vodikov peroksid, u naSem tijelu, na vodu i kisik.

Nakon toga uzet je pufer pri kojem je enzim najaktivniji te je provedeno mjerenje na razli¢itim

temperaturama i izraCunata promjena apsorbancije i srednja vrijednost prema formuli (58). U

nastavku su prikazane tablice aktivnosti enzima pri odredenim temperaturama.

Tablica 4.4 Mjerenje apsorbancije pri 25°C

t=25°C
Srednja
Vrijeme/mjerenje 1. 2. 3. vrijednost

1. 0,057 0,100 0,234
2. 0,048 0,077 0,176
3. 0,025 0,067 0,173
4. 0,012 0,048 0,146
5. 0,006 0,003 0,143
6. 0,002 0,021 0,133

AA240nm 0,055 0,079 0,101 0,078 +0,023
Aktivnost

kU/mL 17,89+5,28

Tablica 4.5 Mjerenje apsorbancije pri 37 °C
t=37°C
Srednja
Vrijeme/mjerenje 1. 2. 3. vrijednost

1. 0,195 0,587 0,194
2. 0,115 0,507 0,178
3. 0,102 0,412 0,136
4. 0,086 0,389 0,127
5. 0,081 0,326 0,127
6. 0,062 0,306 0,060

AA240nm 0,133 0,281 0,134 0,183 +0.085
Aktivnost

kU/mL 41,97+2.29

34




Tablica 4.6 Mjerenje apsorbancije pri 40°C

t=40 °C
Srednja
Vrijeme/mjerenje 1. 2. 3. vrijednost

1. 0,106 0,036 0,094
2. 0,027 0,023 0,066
3. 0,016 0,018 0,036
4. 0,010 0,014 0,026
5. 0,006 0,010 0,017
6. 0,004 0,004 0,015

AA240nm 0,102 0,032 0,079 0,071 +0.036
Aktivnost

kU/mL 16,284+8.26

Takoder vidimo da je najvecéa aktivnost enzima pri 37 °C §to je fizioloSka temperaturaito je bitno

iz istog razloga kao 1 pH vrijednost. Najmanju aktivnost enzim pokazuje na najvisoj temperaturi

jer pri toj temperaturi se neki dio enzima ve¢ poceo i denaturirati panije bio u moguénosti provesti

reakciju. Usporedujuci aktivnost katalaze s vrijednoséu kupljenog standarda, pokazalo se da je

aktivnost katalaze u skladu s nabavnim vrijednostima s najviSom aktivno$¢u kod pH6,8

(deklarirana najvisa aktivnost kod pH 7,0), i temperaturi 25°C (kao $to je i deklarirano) [13].
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5. ZAKLJUCAK

Brzina enzimskih reakcija temelji se na pravilima za brzine kemijskih reakcija pogotovo na
pravilima za reakcije prvog, drugog i nultog reda. Povecanjem i smanjenjem pH vrijednosti
aktivnost enzima raste jer tada enzim odnosno njegove amino kiseline mijenjaju optimalan naboj.
Svaki enzim imasvoju optimalnu temperaturu na kojoj je najaktivniji, nize temperature usporavaju
reakciju, a viSe temperature mogu ¢ak i denaturirati enzim. Na primjeru enzima katalaze dokazali
smo da su idealni uvjeti za aktivnost katalaze, fizioloski uvjeti organizma iz kojeg je izolirana,

dakle na konkretnim testiranjimato je pH od 6,8 i temperaturaod 37°C.
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