REGULACE ENZYMOVE AKTIVITY




Pro¢ je nutno regulovat enzymovou aktivitu? (homeostasa)

ada urovni:

regulace mnozstvi pfitomného enzymu (exprese=proteosynthesa, odbouravani)

synthesa (vybér) vhodného enzymu (isoenzymy)

kompartmentace (membrany, u eukaryot organely)

prostorova organisace ,,naslednych" enzymi

nevratna aktivace (limitovana proteglysa)

vratna kovalentni modifikace

vratna nekovalentni modifikace aktivity (efektory),

inhibice zpétnou vazbou (regulace koncovymi produkty metabolickych drah)
H. rychlost reakce v zavislosti na koncentraci substratu

OTMMOO®>

Které enzymy regulovat:
« zaCatky (klicové body) metabolickych drah (citratsynthasa, fosfofruktokinasa)
* reakce s velkym energetickym spadem (AG << 0)
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A) Regulace mnozstvi pritomného enzymu

konstitutivni, indukovatelné a reprimovatelné enzymy
a) Regulace na urovni transkripce (a translace)
- podle momentalnich metabolickych potieb (adaptabilita metabolismu)

- podle tkanoveé specializace v mnohobunécnych organismech

(diferenciace bunék)

Co to je ,,exprese genu*???
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u eukaryot (fada mechanismu regulace exprese genu):

- hormony pronikajici do bunky:
steroidni a thyreoidni hormony - rozpustné receptory

- kovalentni modifikace : - methylace DNA a histonii
- fosforylace transkripcnich faktort

- ruzné posttranskrip¢ni upravy mRNA:
- alternativni setrih
- selektivni transport mRNA do cytoplasmy

- Fizeni rychlosti degradace mRNA:
- microRNA (miRNA)

- regulace na urovni translace: inhibice inicia¢nich a elongan¢nich faktoru
(interferony, fosforylace v retikulocytech ...)



Interakce regula¢nich bilkovin s DNA
aneb Jak nalézt urcitou sekvenci v dvouretézcové DNA?

konformace DNA (vlasenky, palindromni sekvence)

interakce vazebnych bilkovin se specifickymi sekvencemi ,,zvenku* (docking)

vazebné motivy v proteinu:
helix - turn - helix

zinkové prsty
leucinovy zip
aJ.
Zubay G.L. et al: = Be" a
Principles of
Biochemistry,
1995

helix-turn-helix Cys-His zinc finger
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Obr.7. Schematické znizorneni vazebnych motivii, které se
uplatnuji pii vazbé specificky vazanych proteinii. Vievo
nahoie motiv dvnjitélho helixu, vpravo nmahofe a vievo doie
motivy zinkovéhe prstu a vpravo dole moliv leucinového zipn.

Obdélnikem jsou vyznaceny oblasli vAZici se na DNA.
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Zubay G.L. et al: Principles of Biochemistry, 1995



b) Regulace rychlosti odbouravani enzymu
u eukaryot: ubiquitin (velmi konzervativni mala bilkovina (76 AK))

vazba na aminoskupiny Lys = oznaCeni proteinu pro odbourani

rozhodujici: N-koncova aminokyselina: http://genomics.energy.gov, 2007
PROTEASOME
N-koncova AK polocasy Zivota
Met, Ser, Ala, Thr, Val, Gly >20h &
lle, Glu > 30 min
Tyr, Gln > 10 min

Phe, Leu, Asp, Lys, Arg 2 -3 min



http://genomics.energy.gov/

B) Syntéza vhodného enzymu - isoenzymy

Definice: dva enzymy stejné substratoveé i ucinkové specifity s riznou primarni
strukturou (produkované riznymi geny)
(pseudoisoenzymy: stejny gen, rizné posttranslacni modifikace)

Priklady: -~ , _ hexokinasa
hexokinasa vs. glukokinasa (jaterni) = -
reakce: glc + ATP — glc-6-fosfat + ADP S.08 glukokinas
£06
KM, glc, hexokinasa 3 0101 mmol.dm-3 § 04
KM, glc, glukokinasa =5 mmol.dm-3 :
=
>0 0,2
Q
3
S
& 0 5 10 15 20
laktatdehydrogenasa srdce vs. svaly koncentrace glukosy (mmol/l)

podjednotky M a H, tetramer H.M,, x +y =4
(rtizna pohyblivost na elfo - diagnostika infarktu myokardu)

H - aerobni tkan (inhibice vyssi koncentraci pyruvatu), M - anaerobni tkan
M

—

CH,;-CO-COO + NADH + HY «+——  CH;-CHOH-COO" + NAD*
H



C) Kompartmentace (organely)

- lokalisace specifickych funkci (mitochondrie, peroxisomy, endoplasmatické
retikulum a Golgiho komplex ...)

- zajisténi specifickych podminek (rfizné pH - lysosomy...)



D) Prostorova organisace ,,naslednych" enzymu

i{\] ‘BA\ /C ﬁD .. AE | E@
multifunk¢éni enzymy o o o -
(synthasa mastnych kyselin) . . @ . .

multienzymové jednotky
(pyruvatdehydrogenasovy
komplex)

,Jredukce rozméernosti

(dychaci fetézec)

organisace naslednych enzymi
pomoci cytoskeletu???

EB Crganization of Funciionally Relsied Enzymes
igure 11.3

Zubay G.L. et al: Principles of Biochemistry, 1995



E) Nevratna aktivace (limitovana proteolysa)

Zymogeny, proenzymy

odstépovani pre- a pro-sekvenci

Odstépovani vnitinich sekvenci

Aktivace polyproteinti
(produkty polycistronnich genti)

Priklady:
- travici enzymy (trypsin,
pepsin ..., autokatalyticka
aktivace, konformac¢ni zména)

- kaskady — ,,amplifikace signalu*
(koagulacni, komplement)

The three pathways that makeup the classical blood coagulation pathway

Intrinsic Xll —Hageman factor, a serine protease
E— Xl —Plasma thromboplastin, antecedent serine protease
surface contact IX —Christmas factor, serine protease
VIl —Stable factor, serine protease
l Xl - Fibrin stabilising factor, a transglutaminase
| > il PL — Platelet membrane phospholipid
: Ca**—Calciumions
l TF — Tissue Factor ( , =active form)
X 2> ¥ 5 X, .
€ Extrinsic
l TRV, tissue damage
X —s X,
VI, PL,lCa“ J,
X L X Common
(v, PL, | Ca™) Al

prothrombin— m— > thrombin
(serine protease)

Xl
fibrinogen ———» fibrin ——=  stablefibrin
clot

Beards G. 2012:
http://www.wikiskripta.eu/index.php/
Soubor:Classical_blood_coagulation_pathway.png



http://www.wikiskripta.eu/index.php/

F) ,,Vratna* kovalentni modifikace
(fosforylace, adenylace...)

souéést regulaénich kaskéd peélivé i”izeni enzymy:
nazvoslovz. ATP: [acelleoA karboxylasa]-fosfotransferasa
[acetylCoA:CO,-ligasa (ADP-tvorici)]-fosfat-fosfohydrolasa
(pozn: Fosforylovana forma je neaktivni!)

ATP proteinkinasa ADP
Disledky fosforylace: >_<

ey, T , enzym enzym-P
- ovlivnéni struktury aktivniho mista
- ovlivnéni oligomerniho az polymerniho:stavu o
. r . v . r P Oq‘{w,f:((’ Ho
(obvykle monom. neaktivni, oligo-'az polym. aktivni, ‘ P o
napi. glykogenfosforylasa, acetylCoA-karboxylasa)
membranovy
receptor
glukagon,
adrenalin G-protein-o.
membranovy /~ (GDP)
receptor GTP
1 GDP AC
G-protein-a
(GTP)
10°
PKA
CAMP (
PKA-

10* cAMP é
GFK-P €glykogen
glukosa-1-fosfat
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Zubay G.L. et al: Principles of Biochemistry, 1995



V, [umol dm—3 min—1]

pojmy:

efektor

aktivator

inhibitor

,,C1std" a smiSena inhibice

inhibitor kompetitivni
nekompetitivni
akompetitivni

heterotropni allostericky

efekt u regulacnich enzymi

G) Vratna modifikace aktivity pomoci efektoru
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Zubay G.L. et al: Principles of Biochemistry, 1995



Inhibice aktivity zpétnou vazbou

(regulace koncovymi produkty metabolickych drah)

POZOR: ,,obraceni" reakce zménou koncentraci (termodynamicky trik) NE VLIV ENZYMU!!!

kompetitivni inhibice: ,,pfekazeni" pfime¢ho produktu reakce v aktivnim misté

nekompetitivni nebo akompetitivni inhibice: plisobeni koncového produktu drahy

Priklady:
- regulace aktivity pyruvatdehydrogenasového komplexu

hlavni zptisoby:
- ,termodynamicky trik® (zména hodnoty AG)
- fosforylace (inhibice) enzymu E,
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pyruvatem, ADP a Ca?*

E, defosforylace, aktivace AMP, Ca?*,
NAD™* a insulinem, inhibice NADH



- aspartatkarbamoyltransferasa (milovany piibch)

(tkol regulace: zachovat pomér purinovych a pyrimidinovych bazi 1:1)

0 9 T
HN O ek, EZP' HN cH 7 v en, XM
| : ;\ | | |
o/C\[c}:Ff@}EN*/CH\coo" 0 H/CH\COO‘ o4C\N/CH\COO‘ 0" N
karbamoyl- aspartat N-karbamoyl- dihydroorotat orotat
aspartat

fosfat

aktivator: ATP, inhibitor: CTP
(heterotropni allostericky efekt — viz nasledujici)

HO OH

orotidin-5"-fosfat
(orotidat)



H) Rychlost reakce v zavislosti na koncentraci substratu
(rovnice Michaelise a Mentenové, Hillova rovnice)

| n
v, = th.[S]
K+[S]" B
E
E
K=[S]" 2
[ ]1/ 2 g
Nestastny termin:

,allosterické enzymy*

[S] [mmol/l]

Vi = L mmol/l/min, K =8 mmol/l, hodnoty n jsou vyznaceny u kiivek



DEKUJI ZA POZORNOST!

PFiste:
ESENCIALNI FAKTORY (s doc. P. Lipovovou)
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