SZECHENYI @
EFOP-3.4.3-16-2016-00014

Dr. Kotorman Marta

A fehérjék szerkezete. Az enzimkatalizis
jellemzése, enzimkinetika, az enzimek
szabalyozasanak lehetdségei

Segédlet a BSc zarovizsgara valo felkésziiléshez

Jelen tananyag a Szegedi Tudomanyegyetemen
késziilt az Eurdpail Uni6 tamogatasaval.

Projekt azonositd: EFOP-3.4.3-16-2016-00014

—

SZECHENY!I @

Eurépai Unioé
Eurépai Szocialis
Alap

MAGYARORSZAG - T
KORMANYA BEFEKTETES A JOVOBE

Szegedi Tudomanyegyetem

Cim: 6720 Szeged, Dugonics tér 13.
www.u-szeged.hu
www.szechenyi2020.hu



Feherjek, enzimek

Segédlet a BSc allamvizsgara valo felkészuléshez

Készitette: Dr. Kotorman Marta

SZTE, 2020

Az allamvizsga tétel cime: A fehérjék szerkezete. Az enzimkatalizis jellemzése, enzimkinetika,

az enzimek szabalyozasanak lehetéségei.



A fehérjék szerkezete

s

félék), a glicin kivételével kiralisak és peptid kétésekkel kapcsolédnak egymashoz.
az aminosav sorrend, 1. aminosav az N-terminalis. H-C-V-M-T-A-§-M-B-K-...
a polipeptidlanc egy-egy szabalyos elrendezddése pl. a-hélix, B-lemez.

jobbmenetes csavarodasu, menetenként 3,6 aminosavval, a menet magassag 0,54 nm, az
aminosav oldallancok a hélix kuls6é felszinén vannak, 4 peptid kotésnyi tavolsagban lévé amid
hidrogén- és karbonil oxigén atomjai kozaotti, a hélix tengelyével parhuzamos H-kotések stabilizaljak.

a polipeptidlancok egymas mellett, parhuzamosan (parallel vagy antiparallel)
helyezkednek el, az egymas utani peptidkotések sikjai harmonika-szerten illeszkednek egymashoz,
a hidrogénhidak a szerkezet hossztengelyére merélegesek (a peptid gerinc megfelelé atomjai kozott
jonnek létre), az aminosav oldallancok valtakozva a lemez sikja folott és alatt talalhatok.

a polipeptidlanc iranyat hirtelen megvaltoztatja, hidrogénkotés jon létre az 1. és a 3.
peptid-sikok kozott, a 2. eleme gyakran prolin.

a teljes polipeptidlanc térbeli szerkezete, a masodlagos szerkezeti
elemek térbeli elrendez6dése, az aminosav oldallancok kozott kialakuld kotések és kolcsOnhatasok
stabilizaljak, (a polaros és ionos oldallancok kivul, a hidrofobok pedig belll vannak).

a tobb polipeptid Iancbdl allé fehérjék alegység szerkezete, az egyetlen
polipeptidlancbdl allé fehérjéknek, nincsen negyedleges szerkezetlk.

A fehérjék pontos térszerkezetét meghatarozhatjuk rontgen krisztallografiaval, illetve NMR-el.

Egy fehérje nativ szerkezetének megbomlasa (denaturalédasa), a funkcié elvesztésével is jar.



Az enzimkatalizis jellemzése

Enzimek: specifikus biokatalizatorok (szubsztrat- és reakciospecifikusak), fehérjék. Lehetséges
reakciokat katalizalnak, az egyensulyt nem toljak el. Nélkuluk a reakciok rendkivul lassan mennének
csak vegbe, csOkkentik az aktivalasi energiat és ez altal novelik a reakciosebességet.

(optimalis kérulmeényeknél a percenként atalakitott S umol-ok szamat adja meg).

Aktiv centrum: zseb- vagy arok-szerl bemélyedés az enzim feluletén, a fehérjemolekula kis
részlete, ahol a reakcioban részt vev6 anyag a szubsztrat (S) kotddik (

meghatarozza a specifitast), illetve atalakul ( meghatarozza, milyen tipusu reakciot
katalizal az enzim, pl. oxidoredukcio, csoport transzfer, hidrolizis, izomerizacié). Ugy alakul ki, hogy
a polipeptidlanc linearis szekvencigjaban egymastdl tavol elhelyezkedd oldallancok a lanc
gombolyodasa folytan térkozelbe kerulnek, egymassal kolcsonhatasokat alakitanak ki, igy
befolyasolva az egyes oldallancok eredeti, kémiai tulajdonsagait. (Pl. a szeril-proteazoknal az aktiv
centrumban [évé Ser aminosavoldallanc mas oldallancokkal (His, Asp) valé kolcsOnhatas révén
reaktivva, nukleofillé valik, holott egyéb Ser aminosavoldallancok kevésbé reaktivak). Az enzimek
megkotik a S-t, és megfelel6 mdédon atalakitjiak. A S az enzimhez féleg masodlagos kotésekkel
kapcsolodik, de néha atmenetileg kovalens kotési kapcsolat is kialakulhat.

a S ugy illik az aktiv centrumba, mint a kulcs a zarba. A S specifitast
jol értelmezi, azonban az enzimet tul merevnek tarja.

a S indukalja az aktiv konformacio kialakulasat.

az enzim szamos

sy



A katalizis mechanizmusa lehet sav-bazis katalizis: protontranszfer torténik az enzim és a S kozott
(ribonukleaz), kovalens katalizis: atmenetileg kovalens kotés alakul ki az enzim és a S kozott
(kimotripszin: kovalens- és sav-bazis katalizis) és femion katalizis (szénsav anhidraz).

Az enzimek jelentés része oOsszetett: kis-méretli, héstabil, nem fehérje részt is tartalmaz, amely
nélkulozhetetlen a mikodéséhez. A koenzimek kdzvetlenul részt vesznek a katalitikus folyamatban
€s meghatarozzak annak jellegét. Az apoenzim az enzim fehérje része kofaktor nélkul, inaktiv. A
holoenzim pedig az apoenzim a kofaktorral egyutt. A koenzimek gyakran vitaminok szarmazeékai
(NAD* — niacin, FAD - riboflavin, piridoxal foszfat - piridoxin). A reakcié soran a koenzimek kémiailag
megvaltoznak, ezért egyetlen enzim reakcidjat tekintve a koenzimje Iényegében egy szubsztrat. A
sejt szempontjabol azonban a koenzimek alapvetéen kulonbdoznek a szubsztratoktdl, mivel a
koenzimek egy masik enzimatikus reakcié soran regeneraldodnak. A prosztetikus csoport szorosan
kotott koenzim, a koenzim lazan kotott prosztetikus csoport.

Az enzimeket, a katalizalt reakcio lényege alapjan 6 osztalyba soroljuk. A tdbbezernyi metabolikus
reakcid besorolhaté a 6 osztaly valamelyikébe, vagyis ezek minden lehetséges reakciotipust
magukba foglalnak. A 6 enzim-osztaly mindegyike alosztalyokat is tartalmaz, melyek ugyancsak
tovabbi csoportokra oszlanak. Az osztalyokat, az alosztalyokat, a csoportokat és ezeken belll az
egyes enzimeket arab szamokkal jeldljuk. Egy-egy enzimet igy 4, egymastol pontokkal elvalasztott
szam hataroz meg, elé EC roviditést irva. (Hexokinaz: ATP: D-hex6z-6-foszfotranszferaz, EC 2.7.1.1.).

Egy-egy ilyen szam azonban nem minden esetben képvisel csupan egyetlen fehérjét. Az azonos
szubsztratok azonos reakciojat katalizalo, am els6dleges szerkezetukben egymastdl kulonbozdo
enzimeket izoenzimeknek nevezzuk. Az izoenzimek kulonboznek egymastol szabalyozasukban, a
sejten beluli elhelyezkedésukben, a kulonb6z6 szervek vagy sejttipusok kozti megoszlasukban és
az altaluk katalizalt reakci6 sebességében is.



A 6 enzimosztaly:

Oxidoreduktazok (EC 1.): redoxi reakciot katalizalnak. Egyik molekula oxidalodik, a masik
redukalodik. A kuldnbozé alosztalyokba eltér6 mechanizmussal mikodé enzimek tartoznak. A
katabolikus (lebontd) és az anabolikus (szintetikus) reakciok jelentds része oxidoredukcio. Jellemzé
koenzimei a NAD* (pl. malat-dehidrogenaz), a NADP*, a FAD (pl. szukcinat-dehidrogenaz), a FMN,
a koenzim-Q és a liponsav.

Transzferazok (EC 2.): funkcionalis csoportokat visznek at egyik szubsztrarél a masikra, vagy
ugyanazon szubsztrat egyik csoportjarél a masikra. Koenzimeik pl. az ATP, a piridoxal-foszfat, az
UDP, a CDP, a biotin, a koenzim-A és a tiamin-pirofoszfat. A kulénbozé alosztalyokat a kulonb6zé
csoportok atvitelét katalizald enzimek képezik. A transzferazokhoz tartoznak a kinazok (pl.
hexokinaz), melyek az ATP terminalis foszfat csoportjat helyezik at a szubsztratra.

Hidrolazok (EC 3.): szubsztratok hasitasat végzik viz segitségével. A hidrolazok kozé tartoznak az
amilazok, a nukleazok, a lipazok és a peptid kotéseket hidrolizalé proteazok is. Ez az egyetlen
enzimosztaly, amelyre nem jellemz6 koenzimek részvétele.

Liazok (EC 4.): a szubsztrat molekulat ugy hasitjak két részre, hogy az egyik termék molekulaban
kett6s kotés jon létre (aldolaz). Visszafelé kettds kotésre torténd addicio. A katalizalt reakcio soran
viz, ammonia, CO,, vagy valamilyen mas molekula adédik egy molekulahoz vagy vonodik el belle.

Izomezazok (EC 5.): egy szubsztrat molekula izomer atalakulasat katalizaljak (epimerek,
szerkezeti izomerek, cisz-transz (retinal izomeraz), ald6z-ketdz atalakulasok).

Ligazok (EC 6.): energiaigényes szintéziseket katalizalnak. Ugy kapcsolnak 6ssze kiilénbozé
molekulakat, hogy ehhez egyidejlileg nagy energiaju foszfatkotés hasitasabol szarmazd energia
szukséges, mely molekula lehet ATP (glutamin-szintetaz), vagy mas nukleozid trifoszfat is.



Enzimkinetika
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A S az aktiv centrumba kotoédik. Létrejon az ES komplex, melybél vagy enzim és termék lesz, illetve
széteshet enzimre és S-ra. A [S] nOvelésével a reakcid sebessége el6szor folyamatosan né, majd
elérve a maximalis sebességet, nem valtozik tovabb. A maximalis reakciosebessegnéel minden enzim
molekula ES komplexet képez, tehat dolgozik.

=V _[§]_
v max [S] + KM

Ez egy derékszogl hiperbola egyenlete, ahol V,,,, @ maximalis sebesség, és K,, a Michaelis allando.
Az enzimatikus reakcioknal a reakciosebesség nem linearis fuggvénye a [S]-nak. A K,, a V., felehez
tartozo [S]. Kis K,, a S-hoz val6é nagy affinitast jelent. Az enzimek K,, értéke 107-, és 102 M kozotti.
Fiziologias korulményeknél az enzimek altalaban a K,, értékéhez kozeli [S]-nal mikodnek.

A Michaelis-Menten modell alkalmazhatéosaganak feltételei: Az enzim minden aktiv centrumahoz
csak egy S kotddik. A [S] a reakcio soran nem valtozik, vagyis a S feleslegben van. Az enzim és a S
kozti egyensuly gyorsan beall. Kinetikailag stabil ES komplex alakul ki. A masodik lépés nem
megfordithatd. A termék gyorsan disszocial az enzimrdl.

Meghatarozhato a K,, és a V,,,, értéke 1/v-t abrazolva az [S] reciprokanak a fuggvényében. A
Lineweaver-Burk féle abrazolas csupan az egyik, a sok ismert linearizalasi forma kozul. A kettés
reciprok értékhez ugy jutunk, hogy a Michaelis egyenlet mindkét oldalanak reciprokat vesszuk.
Elvégezve a lehetséges egyszerlsitéseket egy egyenes egyenletét kapjuk. Az egyenes
iranytangense K,,/Vv,.,, €S a tengelymetszet az y tengelyen pedig 1/v,,,,.



Az enzimek szabalyozasanak lehetéségei: pH, hémérséklet, S- és koenzim koncentracio,
inhibitorok, aktivatorok, enzim konkurrencia, izoenzimek, kompartmentalizacio, allosztérikus
szabalyozas (feedbach szabalyozas), kovalens mddositas (foszforilacié-defoszforilacio, acetilalas-
dezacetilalas, zimogének, enzimkaszkadok) és az enzim mennyiségének a megvaltoztatasa.

Irreverzibilis gatlas: az inhibitor kovalens kotéssel kotédik az enzimhez, igy csak rendkivul lassan,
vagy egyaltalan nem disszocial le. PI. a szeril-proteazok inaktivalhatdk di-izo-propil-fluoro-foszfattal,
mely csak a nativ enzim aktiv centrumaban 1év6 Ser oldallanccal reagal, a denaturaltéval nem.

Reverzibilis gatlasok: Kompetitiv (verseng6, vetélkedd) gatlas

ASésa (I) szerkezete hasonld, versengenek
a S koté helyért. Nem keletkezhet ESI komplex. Az | csOkkenti az
ES komplex kialakulasanak valdszinlGségét. Nagy [S]-nal viszont
valoszinlbb a S kotédése az I-rénal. A terapiaban fontos a valddi
_ kompeticié, egy enzim S-jahoz hasonlé szerkezeti molekulak
ol tervezése, melyek elfoglalhatjak a S helyét, meggatolva kotddéset.

/ Antimetabolitok az enzimek S-jara hasonlité I-ok, blokkolnak

: bizonyos anyagcsereutakat. Kompetitiv gatlaskor a K, n6 (csokken
. / . . az enzim S-hoz valé affinitasa), a V,,,, nem valtozik (a gatlas
e = ? e felflggesztheté nagy [S]-val). A Lineweaver-Burk féle abrazolasnal

1IST cm a meredekség annal nagyobb, minél nagyobb az [I]. Az oxalacetat
kompetitiv inhibitora a szukcinat-dehidrogenaznak.

Lineweaver-Burk féle abrazolas
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Reverzibilis gatlasok: Nem-kompetitiv gatlas

Lineweaver-Burk féle abrazolas
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A nem az aktiv centrumhoz kotédik, de
konformacio-valtozast okoz. Az | kotdédhet a szabad enzimhez és az
ES komplexhez is, azonban az EIS komplex inaktiv. Az | és a S
szerkezete nem hasonlit egymasra. Az | komplexet képezhet a
katalizisben fontos fémionnal is. A nem kompetitiv gatlas nem
fuggeszthetd fel a [S] emelésével, hanem csak az | eltavolitasaval.
A gatlas soran a K;, nem valtozik, hiszen az | nem befolyasolja a S
enzimhez valé kotédését (az | jelenlétében az enzim S-hoz valo
affinitdsa nem valtozik), a V., viszont csokken. Az izoleucin nem
kompetitiv inhibitora a treonin-deaminaz enzimnek.

Reverzibilis gatlasok: Unkompetitiv gatlas

Lineweaver-Burk féle abrazolas
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Az nem tud kot6édni a szabad enzimhez, csak
az ES komplexhez. A K,, és a V., ertéke is csokken. Tobb
szubsztratos enzimekre jellemzb. Az unkompetitiv gatlast sem lehet
felfUggeszteni a [S] emelésével.



Allosztérikus szabalyozas (reverzibilis)

allosztérikus modulatora nem az aktiv centrumba, hanem az attdl tavoli
kotéhelyhez kotédik. A modulator mas szerkezet, mint a S. A S-kotd hely az egyik, az allosztérikus
kot6hely a masik alegységen van. A konformacio valtozik, ha a S-koté helyre, vagy az allosztérikus
kot6helyre kotodik a megfelel6 molekula, mely megvaltoztatja az aktivitast. Az | kotédése csokkenti
az aktivitast, az aktivatoré pedig fokozza. A S az aktiv formahoz kapcsolddik. Az allosztérikus
ligandok kotédése gyenge kolcsOnhatasokkal torténik, reverzibilis, pillanatszerii és az aktualis
koncentraciotdl fugg. Allosztérikus enzimek gyakran az anyagcserefolyamatok kulcsenzimei.
Pl. a foszfofruktokinaz | enzim allosztérikus inhibitora az ATP, aktivatora pedig az ADP. Az
allosztérikus szabalyozas fontos az anyagcserefolyamatok dsszehangolasaban.

Az alegységeknek kétféle konformacidja lehet: aktiv (R), vagy inaktiv (T). Az | a T format, az
aktivator az R format stabilizalja, mely formak reverzibilisen egymasba alakulhatnak. A T-nek a S-
hoz kicsi az affinitasa, mig az R-hez a S affinitdsa nagy. A szekvencialis modell szerint az
alegységek egymastdl fuggetlenul barmelyik konformaciot felvehetik, mig a kooperativ modell csak
egyféle format engedélyez, hibrid forma (RT) nem johet létre. Egyes fehérjék az egyik, mig mas
fehérjék a masik mechanizmus szerint mikodnek.

Az allosztérikus enzimek nem kovetik a Michaelis-Menten kinetikat.
Kis [S]-nal a S kotbédésenek valdszinlisége kicsi. Allosztérikus enzimeknél
szigmoid alaku gorbét kapunk. Az elsé6 S molekula kotédése viszont ugy
valtoztatja meg az enzim negyedleges szerkezetét, hogy a kovetkezd S
molekula kotédési valdszinlsége megnovekszik, igy a [S]-janak
novekedésével a gorbe meredeken emelkedik, majd telitést ér el.

Reakciosebesség




Feed-back (visszacsatolasos) szabalyozas

Egy anyagcserefolyamat végterméke gatolhatja a résztvevdé elsé enzim aktivitasat, igy
megakadalyozza a végtermék felesleges felhalmozddasat. sagot
biztosit.

Regulacié kovalens médositassal

Ezzel a szabalyozasi formaval vagy egy mar meglévé kotés bontasa, vagy Uj létrehozasa torténik.
A kémiai kotés létrehozasa idoigényesebb, de tartésabb, mint az allosztérikus ligand altal
okozott konformaciovaltozas. A foszforilaciot kinazok, a defoszforilaciot foszfatazok katalizaljak.
Ugy mikédik, mint egy kapcsold. A glikogén-foszforilaz pl. foszforildlva aktiv, mig a glikogén-
szintaz foszforilalva inaktiv. Az eukariéta gének transzkripcidjanak szabalyozasaban fontos
szerepe van a hisztonok acetilaciéjanak és dezacetilacidjanak is, melyet a hiszton-
acetiltranszferazok, illetve a hiszton-dezacetilazok katalizalnak.

Limitalt proteolizisrél akkor beszélink, ha a fehérjében csak néhany, jol meghatarozott helyen lévo
peptidkotés szakad fel. A limitalt proteolizissel torténd aktivalédas (pl. a zimogéneknél) a fehérje
els6dleges szerkezetének a megvaltozasaval jar, igy irreverzibilis folyamat.

Az enzim mennyiségének valtoztatasa
Az enzim szintézisének aktivalasaval, vagy gatlasaval génexpresszios szinten.

A feleslegessé valt fehérjék ubikvitinnel megjeldlésével, majd a proteaszomaban valé lebontasaval.



