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Teoria stanu przejsciowego

» Stan przejsciowy —
stan o najwyzszej energii
potencjalnej znajdujacy
sie na Sciezce reakcji.
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Enzymy
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uzyskiwane przez enzymy  rateconstant T caahes

|

(s°7)

jest w zakresie: -

I O I 9 et

105
t1/0 1 week

12 100 years

10-10

ADC = arginine decarboxylase;

ODC = orotidine 5¢-phosphate decarboxylase;
STN = staphylococcal nuclease;

GLU = sweet potato alpha-amylase;

FUM = fumarase; 10-18
MAN = mandelate racemase;

PEP = carboxypeptidase B; b1z il d )y
CDA = E. coli cytidine deaminase; 2 nyears. E nonenzymatic rate constants (Knon)
KSI = ketosteroid isomerase;

CMU = chorismate mutase;

CAN =carbonic anhydrase.
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Kataliza enzymatyczna

» Linus Pauling zaproponowat, ze efektywnos¢ dziatania
enzymow wynika z wiazania stanu przejsciowego.

W the standpoint of molecular
¢ and the quantum mechanical
of ¢hemical reaction, the only rea-
e picture of the catalytic activity of

is that which involves an active
of the surface of the enzyme which
¥ complementary in structure not
subsirate molecule itself, in its
configuration, but rather to the
molecule in a strained configura-
®rresponding to the “activated
" for the reaction catalyzed by
me: the substrate molecule is
10 the enzyme, and caused by
of attraction to assume the
slate which favors the chemical
~that is, the activation energy of
on is decreased by tHe enzyme to
*xtent as to eause the reaction to
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Molecular Architecture and
Biological Reactions

Livus Pavring

Chairman, Division of Chemistry and Chemical Engineering,
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Answers to many basic problems of biology—nature of growth,
mechanism of duplication of viruses and genes, action of enzymes,
mechanism of physiological activity of drugs, hormones, and vita-
mins, structure and action of nerve and brain tissue—may lie
P ledge of molecul and i lecul i
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Kataliza enzymatyczna

» Zmniejszenie energii stanu przejsciowego wynika z jego efektywnego
wiazania przez enzym.

» Substraty i produkty s3 wiazane z znaczaco mniejsza energia.
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Analogl stanu Prz€jSCciowego
» Analogi stanu przejSciowego
(transition state analogues) — zwiazki
wykazujace cechy strukturalne i
elektronowe podobne do stanu Enzymy wiaza .
ar . »Stan przejsciowy,
przejsciowego. NIE substraty lub produkty

» Analogi stanu przejsciowego sa ‘

wia‘zan’e Ze znacznie Wyzsza energia Analogi stanu przejéciowego
w porownaniu do s3 dobrymi inhibitorami.
substratow/produktéw i ich

analogow.




Stan przejsciowy vs produkt przejsciowy

» Mechanizm reakcji hydrolizy wiazania amidowego
najczesciej zaklada dwa stany przejsciowe.
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Analogi stanu przejsciowego
» Zalety:

wysoka energia wigzania — wysoka aktywnos¢ inhibitorowa;
wysoka specyficznos¢;
proste projektowanie przy znanej strukturze stanu
przejsciowego.

» Wady:
mechanizm reakcji enzymatycznej nie zawsze jest znany;
czesto bardzo trudno okresli¢ strukture stanu przejsciowego;

analogi stanu przejsciowego nie zawsze maja charakterystyke
niezbednga dla leku (farmakokinetyka, farmokodynamika, etc.).




Regulacja cisnienia krwi

» Cisnienie krwi jest precyzyjnie
regulowane poprzez
wspotdziatanie wielu organow
oraz dziatanie kilku hormondw.

Wazg

Dﬂ’ysadka mozgowa

» Angiotensyna Il zwigksza
cisnienie krwi i powoduje
wydzialenie aldosteronu.

» Bradykinina zmniejsza cisnienie
krwi.

Angictensyna

Uklad renina-angiotensyna-aldosteron

» Renina jest wydzielana w 0000000000 0000

. . ; Angiotensynogen
naczyniach krwionosnych w glotensynog t

nerkach i hydrolizuje renina
angiotensynogen.

» Angiotensyna | jest przeksztatcana

w angiotensyne |l przez ACE. 0000000000

» Angiotensyna Il jest hormonem o i
. . . . . Angiotensyna | t
silnym dziataniu zwigkszajacym

cisnienie krwi. Enzym Konwertujacy
Angiotensyne (ACE
» Renina i ACE s3 celami g yne (ACE)

molekularnymi dla lekow na

nadcis$nienie tetnicze. 000000006

Angiotensyna |l




» Zararaka jest jednym z
najbardziej jadowitych wezy
na $wiecie.

» Zyje w Ameryce Potudniowe;.

» Znaczaca czg$¢ leczonych
ukaszen w Ameryce
Potudniowej zwiazana jest z
zararaka.

» Jad zararaki powoduje bardzo
szybki spadek cisnienia krwi.




Peptydy z jadu zararaki

» W jadzie zararaki znajduje sie
mieszanina peptydow, ktore
hamuja aktywnos¢ enzymu
konwertujacego angiotensyne
(ACE).

» Aktywnym motywem tych
peptydow jest sekwencja Trp-

Ala-Pro. Moy 9 H § 7
HO S N A N
m 2 H oo = Q
NH,
BPP5
Inhibitory ACE
» Peptydy nie s3 dobrymi
kandydatami na leki, poniewaz HS\/l\fO &
nie moga by¢ podawane N L
doustnie. ¢ 7 OH
» Pierwszym inhibitorem ACE kaptopril
zatwierdzonym jako lek byt
kaptopril.
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Inhibitory ACE

» Opracowano duza

liczbe inhibitorow ACE,

z ktorych kilkanascie
byto przedmiotem
badan klinicznych.

» Wiekszos¢ ma dwa
charakterystyczne
elementy strukturalne:
analog proliny i
homofenyloalaniny.
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Inhibitory ACE

» Fosinoprilat jest analogiem produktu
przejsciowego reakcji enzymatyczne;j.

» Fosinopril jest prolekiem. Grupa
blokujaca funkcje fosfinowa jest

hydrolizowana in vivo.
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Proteaza HIV

» Proteaza aspartylowa

» Przecina tancuch polipeptydowy aby otrzymac¢ biatka
niezbedne do stworzenia dojrzatego wirusa.

» Dimer, dwa tancuchy 99 reszt aminokwasowych

» Symetria C,

» Dwie triady katalityczne Asp25-Thr26-Gly27

» Najefektywniej przecina ~
wiazanie peptydowe
Phe-Pro lub Tyr-Pro

Proteaza HIV
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Inhibitory proteazy HIV na rynku

Inhibitory proteazy HIV

» Konformacja i potencjat elektrostatyczny inhibitora proteazy HIV i stanu
przejsciowego TS3.
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Inhibitory proteazy HIV

» Doktadna analiza $ciezki reakcji pokazata, ze sposob wiazania inhibitorow
HIV jest inny niz stanu przejsciowego.
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Syntetaza glutaminy
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Syntetaza glutaminy(GS, EC
6.3.1.2) jest kluczowym
enzymem metabolizmu azotu.
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miejsce aktywne

ATP

miejsce
aktywne

dokowanie
<~ w nastepnej
jednostce

glutaminian

mechanizm reakcji

» Mechanizm reakgcji syntetazy glutaminianowej jest wieloetapowy.
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» Mechanizm reakcji syntetazy glutaminianowej jest wieloetapowy.

» Mechanizm reakcji syntetazy glutaminianowej jest wieloetapowy.
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» Mechanizm reakcji syntetazy glutaminianowej jest wieloetapowy.

» Mechanizm reakcji syntetazy glutaminianowej jest wieloetapowy.
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» Mechanizm reakcji syntetazy glutaminianowej jest wieloetapowy.

» Mechanizm reakcji syntetazy glutaminianowej jest wieloetapowy.
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zastosowanie inhibitorow GS

» potencjalne leki przeciw gruzlicy,

zastosowanie inhibitorow GS
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znane inhibitory
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mechanizm inhibicji

» Mechanizm inhibicji syntetazy glutaminianowej przez fosfinotricyng opiera
sie na fosforylacji inhibitora w miejscu aktywnym.

» Mechanizm inhibicji syntetazy glutaminianowej przez fosfinotricyne opiera
sie na fosforylacji inhibitora w miejscu aktywnym.
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mechanizm inhibicji

» Mechanizm inhibicji syntetazy glutaminianowej przez fosfinotricyne opiera
si¢ na fosforylacji inhibitora w miejscu aktywnym.
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Fosforylaza nukleozydow purynowych

» Fosforylaza nukleozydéw purynowych (PNP) katalizuje reakcje
rozpadu nukleozydow od odpowiednich zasad il -fosforybozy.

» Wrodzone uszkodzenie tego enzymu powoduje brak odpornosci
spowodowany apoptozg limfocytow T.

» PNP jest celem molekularnym dla lekéw na choroby, ktorych rozwoj
Zwiazany jest z Iimfocytami T.

u*“ e >

Fosforylaza nukleozydoéw purynowych

» Inhibitory PNP s3 potencjalnymi lekami
na:

ostra biataczke szpikowa (T-
komorkowa),

chtoniaka skérnego (T-komérkowego)
tuszczyce,

reumatoidalne zapalenie stawow,
toczen ukfadowy rumieniowaty,
chorobe Crohna,

cukrzyce typu |,

dna moczanowa.
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Fosforylaza nukleozydow purynowych

» Mechanizm reakcji enzymatycznej PNP
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Analog stanu przejSciowego

» Wysokoaktyny analog stanu przejsciowego skonstruowany
na podstawie analizy stanu przejSciowego.

Michaelis complex ow transition state analogue transition state
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Analog stanu przejsciowego

» Inhibitor PNP (immucylina) jest w

trakcie badan klinicznych jako lek L, o
na biataczke. N
HO iz 7
®N N
» Poniewaz aktywnosc inhibitorowa HO OH

K; =56 pM (enzym ludzki)

byta wyzsza dla enzymu wotowego, /25 o0 S )

przeprowadzono takze analize
stanu przejsciowego dla enzymu
ludzkiego (bardzo podobnego
strukturalnie).

Immucylina

Mechanizm reakcji PNP ludzkiego

» Wykazano, ze stan przejsciowy dla enzymu ludzkiego jest
inny niz wczesniej zbadany dla enzymu wotowego.
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Substrat, stan przejSciowy i analogi

2 o
2 ﬁ s? ¢

substrat Immucylina substrat Immucyllna
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DADMe-Immucylina TS DADMe-Immucylina

Fosforylaza nukleozydoéw purynowych

» DADMe-Immucylina jest analogiem stanu przejsciowego
reakcji katalizowanej przez ludzki enzym.Wykazuje niezwykle
wysoka aktywnos¢ inhibitorowa (9 pM).

» DADMe-Immucylina jest przedmiotem badan klinicznych jako
lek na dne moczanowa.
a Human PNP
O » N % .
S i l‘“‘ul 3 / /
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HO OH CPOH g OH HO HO  HO
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Podsumowanie

» Analogi stanu przejsciowego s3 bardzo efektywnymi
inhibitorami enzymow.

» Nie zawsze tatwo znalez¢ prawdziwe analogi stanu
przejsciowego.
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