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OdnosOdnosOdnosOdnos mehanizmamehanizmamehanizmamehanizma dejstvadejstvadejstvadejstva himotripsinahimotripsinahimotripsinahimotripsina i i i i drugihdrugihdrugihdrugih

proteinazaproteinazaproteinazaproteinaza

� (i) nukleofil – napad na karbonilnu grupu + formiranje
tetraedarskog intermedijera

� (ii) pozitivno naelektrisana vrsta (ili –NH- grupe koje grade 
vodoničnu vezu)– povećava susceptibinost karbonilne grupe na
nukleofilni napad i stabilizuje tetraedarski intermedijer

� (iii) donor protona



Cistein proteaze

Papain, ficin, bromelain, aktinidin
Kalpain, klostripain, pikornavirus proteinaza, streptokokalna
proteinaza, i IL-1-b-konvertujući enzim



Mehanizam dejstva papaina



Himotripsin







Cink proteaze

� Pankreasna karboksipeptidaza
A (1 atom Zn i Mr 34 kDa), 
egzopeptidaza, spec. Phe. 
Postoji kao u formi zimogena, 
(prokarboksipeptidaza) A koja
se aktivira tripsinom, ali je 
takođe aktivna forma enzima.

� Karboksipeptidaza B, spec. Lys i 
Arg (Asp)

� Kolagenaza, angiotenzin-
konvertujući enzim, termolizin, 
matriksin i leucin
aminopeptidaza (heksamer).

� Jon cinka može da deluje kao
elektrofil i polarizuje karbonilnu
grupu, ali i kao izvor
nukleofilnih hidroksilnih jona. Mutant Tyr248Phe ne Mutant Tyr248Phe ne Mutant Tyr248Phe ne Mutant Tyr248Phe ne pokazujepokazujepokazujepokazuje izmenjenuizmenjenuizmenjenuizmenjenu katalitikatalitikatalitikatalitiččččkukukuku aktivnostaktivnostaktivnostaktivnost



Mehanizam dejstva
karboksipeptidaze

Termolizin: Glu 143 je lociran dublje u aktivnom mesto I vezan za molekul vode: Umesto Tyr-248, postoji His-231

Endopeptidaza:  širok usek umesto dubokog džepa egzopeptidaza za koji se vezuje supstrat.



Struktura aktivnog mesta termolizina

Fosforamidon (Inh)

Glu-143 može da reaguje kao nukleofil i moguće je alkilovatiα-hloroketonskim ireverzibilinim inhibitorima. 

Glu-143

His-231

Zn2+



Karboksil (aspartil) proteaze

-Pepsin, katepsin D, himozin, renin

-Mr oko 35 kD

-Retrovirusi (HIV, target za AIDS terapiju)

-Ne postoji jednostavan hemijski model mehanizma
dejstva ove familije enzima.

-Pepsin: Ser-68 fosforilovan, nema katalitičku funkciju

-Aktivno mesto može da vezuje i do 7 bočnih ostataka
supstrata (pref. hidrofobne amino-kiseline)



Pepsin



Struktura inhibitora - pepstatina

Zimogen pepsina se aktivira intra (pH ispod 2) i intermolekulskom reakcijom





Ribonukleaza

Baza u polozaju B: uracil ili citozin



Ribonukleaza

Strukture ribonukleaze A & njenih kompleksa

Stereospecifičnost prema pirimidinima (na 3’ kraju)

Analog supstrata (UpcA) - 3D struktura

Uridin vanadat



Primarna struktura lizozima



Struktura HEW lizozima



Supstrat za lizozim









Katalitički mehanizam





Oksokarbenijum jon







Struktura HEW lizozima sa
vezanim supstratom



Lizozim

Postoji šest podmesta (A, B, C, D, E i F) za vezivanje glukopiranoznog prstena supstrata
� Veza koja se raskida (D/E) je blizu karboksilne grupe Asp 52
� Intermedijer je oksokarbenijum jon koji je stabilizovan Asp 52
� Alkohol se izdvaja nakon opšte kisele katalize Glu 35
� Šećerni ostatak u položaju D je u konformaciji polu –stolice
� Mali polisaharidi se vezuju za položaj A, B i C, izbegavajući napon u položaju D



Trietoksonijum fluoroborat reaguje sa Asp 52 i inaktivira enzim
Mutacija Asp52Asn inaktivira enzima







Enolaza



Aldolaza



Izoforme FBP aldolaze



Mehanizam dejstva FBP aldolaze



Mehanizam dejstva FBP aldolaze

Lys 227





Hemijske modifikacije histidina

His 359: transfer protona





Dehidrogenaza

NAD+ je vezan u anti konformaciji oko glikozidne veze

u klasi A, dok je u klasi B vezan u syn konformaciji

Klasa A katalizuje redukciju reaktivnijih karbonila.





StrukturaStrukturaStrukturaStruktura NADNADNADNAD++++ vezujuvezujuvezujuvezujuććććegegegeg mestamestamestamesta u u u u dehidrogenazamadehidrogenazamadehidrogenazamadehidrogenazama



InterakcijeInterakcijeInterakcijeInterakcije u u u u vezivanjuvezivanjuvezivanjuvezivanju NADNADNADNAD++++ zazazaza vezujuvezujuvezujuvezujuććććeeee mestomestomestomesto u u u u 

dehidrogenazamadehidrogenazamadehidrogenazamadehidrogenazama



StrukturaStrukturaStrukturaStruktura aktivnogaktivnogaktivnogaktivnog mestamestamestamesta

alkoholalkoholalkoholalkohol dehidrogenazedehidrogenazedehidrogenazedehidrogenaze

� Metaloenzimi (Zn)

� Struktura horse liver alkohol
dehidrogenaze: simetričan
dimer, Mr jedne podjedinice
40 kDa, vezuje 1 NAD+ i dva
jona Zn. Dve forme: E i S 
(EE, ES, SS izozimi)

� Struktura alkohol
dehidrogenaze iz kvasca: 
tetramer, Mr 145 kDa, svaki
lanac vezuje jedan NAD+ i 
jedan jon Zn2+.

ApoenzimApoenzimApoenzimApoenzim imaimaimaima funkcionalnufunkcionalnufunkcionalnufunkcionalnu grupugrupugrupugrupu sasasasa pKapKapKapKa 9.2, 9.2, 9.2, 9.2, dokdokdokdok je u je u je u je u holoenzimuholoenzimuholoenzimuholoenzimu ova ova ova ova grupagrupagrupagrupa sasasasa pKapKapKapKa 7.67.67.67.6



Struktura ES (ternarnog) kompleksa

Jonizaciono stanje alkohola? Da li se vezuje kao alkoholatni anjon?



Sistem za transfer protona



Kinetički mehanizam

Uredjeni mehanizam

Konformaciona promena po
vezivanju koenzima
(kinetičkim metodama je 
detektovana izoemerizacija
enzim-koenzim kompleksa u 
drugi kompleks)



Promena specifičnosti prema supstratu
u alkohol dehidrogenazama

protein inženjeringom

� Horse liver enzim: Ser-48, Leu-57 i Phe-93

� Dehidrogenaza iz kvasca: Thr-48, Trp-57 I Trp-94

� Jako reaktivan prema EtOH i slabo reaktivan prema haksanolu.

� Mutant Trp94Ala: aktivnost prema heksanolu je povećana 6 
puta, a prema EtOH je smanjena 350 puta.

� Mutant Trp54Leu bolje katalizuje dugolančane alkohole i 
alkohole koji se granaju na položaju 4.



L-laktat i L-malat
dehidrogenaze

� LDH – tetramer Mr 140 kD, 
M i H podjedinice.

� Molekul je simetričan i 
podjedinice su strukturno

ekvivalentne.



Struktura kompleksa ES

His-195 orijentiše supstrat i funkcioniše kao kiselo-bazni katalizator, uklanjajući proton sa

laktata. 

Arg171 Lys mutacija slabi vezivanje supstrata za 5 kcal/mol.



Kinetički mehanizam LDH

Uredjen mehanizam

Po vezivanju koenzima dolazi do konformacione promene

Neke od DH su alosterno regulisane

His-195 je reaktivan prema DEPC (pKa 6.7)

Mutacija Gln102Arg konvertuje laktat dehidrogenazu u malat dehidrogenazu



Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza

Tetramer, Mr 150 kDa

Mehanizam:

1. Formiranje hemitioacetala

2. Dehidrogenacija nastale
alkoholne grupe (formiranje
tioestra)

3. NAD+ zamenjuje NADH 
(sledeći korak ide sporo
ukoliko je NADH vezan za
enzim)



Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza

4. Formiranje acilfosfata

Otpuštanje NADH (u 3. koraku) odredjuje ukupnu brzinu reakcije



Struktura aktivnog mesta

Thr-179

Arg-231

2’ hidroksil riboze (NAD+)

Ser-148

Vezivanje NAD+ je kooperativno

Vezivanje giceraldehid 3-fosfata je nezavisno za sve podjedinice

Holoenzim i apoenzim imaju različite konformacije (indukovano slaganje)



Dehidrogenaze – generalizacija mehanizma dejstva

Redukovani S se preferencijalno vezuje za baznu formu katalizatora
pKa baze ternarnog kompleksa (E-NAD+-alkohol) je niže od pKa baze
ternarnog kompleka E-NADH-RCHO
Postoje i stereospecifični zahtevi prema supstratu – enantiomeri supstrata se 
ne vezuju produktivno
NADH se vezuje čvršće od NAD+


