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Κεφάλαιο 10

Στρατηγικές ρύθμισης

Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Η δραστικότητα των ενζύμων πρέπει να
ρυθμίζεται έτσι ώστε να λειτουργούν στον
κατάλληλο χρόνο και τόπο.

Η ρύθμιση αυτή είναι θεμελιώδης για των
συντονισμό του ευρέος φάσματος βιοχημικών
διεργασιών που λαμβάνουν χώρα οποιαδήποτε
στιγμή σε έναν οργανισμό.

Βιοχημεία I
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10.0 Εισαγωγή

Η ενζυμική δραστικότητα ρυθμίζεται με 5 κύριους τρόπους:

1. Αλλοστερικός έλεγχος
- Πρωτεΐνες που περιέχουν ξεχωριστές ρυθμιστικές θέσεις και πολλαπλές λειτουργικές θέσεις

- Η πρόσδεση μικρών σηματοδοτικών μορίων σε θέσεις ρύθμισης ελέγχει την δραστικότητα

- Οι αλλοστερικές πρωτεΐνες έχουν την ιδιότητα της συνεργειακότητας

- π.χ. Ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση (ΑΤΚάση)

2. Πολλαπλές μορφές ενζύμου
- Ισοένζυμα, είναι ομόλογα ένζυμα ενός οργανισμού τα οποία καταλύουν την ίδια αντίδραση

- Διαφέρουν ελαφρώς στην δομή και πιο πολύ στις τιμές ΚΜ και Vmax , καθώς και στις ρυθμιστικές ιδιότητες
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10.0 Εισαγωγή

3. Αντιστρεπτή ομοιοπολική τροποποίηση
- Οι καταλυτικές ιδιότητες πολλών ενζύμων μεταβάλλονται αξιοσημείωτα από την ομοιοπολική πρόσδεση μιας

τροποποιητικής ομάδας, συνήθως φωσφορικής

- Οι αντιδράσεις αυτές καταλύονται από πρωτεϊνικές κινάσες (χρησιμοποιούν ΑΤΡ)

4. Πρωτεολυτική ενεργοποίηση
- Μη αντιστρεπτή μετατροπή ενός ανενεργού ενζύμου σε ενεργό

- Τα ένζυμα ενεργοποιούνται με υδρόλυση μερικών ή ακόμα και ενός πεπτιδικού δεσμού ανενεργών

προδρόμων που ονομάζονται ζυμογόνα ή προένζυμα

5. Έλεγχος της ποσότητας του ενζύμου
- Η ενζυμική δραστικότητα μπορεί να ρυθμιστεί με την ποσότητα του ενζύμου που είναι παρούσα

- Ο τρόπος ρύθμισης λαμβάνει χώρα σε επίπεδο μεταγραφής
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Αντίδραση ΑΤΚάσης

Καταλύει το πρώτο βήμα της
βιοσύνθεση των πυριμιδινών
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Ανατροφοδοτική αναστολή

Αλλοστερικός αναστολέας

Υποστρώματα:

Αναστολέας:

Μοιάζει με τα
υποστρώματα;
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Τα ένζυμα που ρυθμίζονται αλλοστερικά δεν ακολουθούν την κινητική ΜΜ

Η πρόσδεση του υποστρώματος σε ένα
ενεργό κέντρο αυξάνει τη δραστικότητα στα
άλλα ενεργά κέντρα

Πως ερμηνεύετε το διάγραμμα;
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Η ΑΤΚάση απαρτίζεται από καταλυτικές και ρυθμιστικές υπομονάδες
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rapidly when they are mixed. The resulting complex has the same structure, 
c 6 r 6 , as the native enzyme: two catalytic trimers and three regulatory dimers. 

 2 c3 1 3 r2 ¡ c6r6 

 Most strikingly, the reconstituted enzyme has the same allosteric and 
kinetic properties as those of the native enzyme. Thus, ATCase is composed 
of discrete catalytic and regulatory subunits, and  the interaction of the sub-
units in the native enzyme produces its regulatory and catalytic properties . The 
fact that the enzyme can be separated into isolated catalytic and regulatory 
subunits, which can be reconstituted back to the functional enzyme, allows 
for a variety of experiments to characterize the allosteric properties of the 
enzyme (Problems 33 and 34). 

  Allosteric interactions in ATCase are mediated by large changes 
in quaternary structure  

 What are the subunit interactions that account for the properties of ATCase? 
Significant clues have been provided by the three-dimensional structure of 
ATCase in various forms. Two catalytic trimers are stacked one on top of 
the other, linked by three dimers of the regulatory chains (Figure  10.6). 
There are significant contacts between the catalytic and the regulatory 
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(A) (B)FIGURE 10.5 Ultracentrifugation studies 
of ATCase. Sedimentation velocity 
patterns of (A) native ATCase and (B) the 
enzyme after treatment with 
p-hydroxymercuribenzoate show that the 
enzyme can be dissociated into regulatory 
(r) and catalytic (c) subunits. [Data from 
J. C. Gerhart and H. K. Schachman, 
Biochemistry 4:1054–1062, 1965.]
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(B) FIGURE 10.6 Structure of 
ATCase. (A) The quaternary structure of 
aspartate transcarbamoylase as viewed 
from the top. The drawing in the center is a 
simplified representation of the relations 
between subunits. A single catalytic trimer 
[catalytic (c) chains, shown in yellow] is 
visible; in this view, the second trimer is 
hidden below the one visible. Notice that 
each r chain interacts with a c chain 
through the zinc domain. (B) A side view of 
the complex. [Drawn from 1RAI.pdb.]

• Καταλύει
• Ακολουθεί την κινητική ΜΜ
• Δεν επηρεάζεται από CTP

Καταλυτική υπομονάδα (c3)

• Προσδένει CTP
• Δεν καταλύει

Ρυθμιστική υπομονάδα (r2)
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10.1

Η δομή της ΑΤΚάσης

• Κάθε r μέσα σε ένα ρυθμιστικό διμερές,
αλληλεπιδρά με ένα c μέσα σε ένα καταλυτικό
τριμερές

• Η αλυσίδα c κάνει μια επαφή με μια επικράτεια
στην r η οποία σταθεροποιείται από ένα ιόν Zn
προσδεμένο σε 4 Cys

Αλληλεπιδράσεις:
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10.1

Η δομή της ΑΤΚάσης
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Πως θα εντοπίσουμε και στην συνέχεια θα
μελετήσουμε τα ενεργά κέντρο της ΑΤΚάσης;

PALA, ένα ανάλογο δύο υποστρωμάτων

Τι χρησιμοποιούμε;

Τι είναι το PALA;



11Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Το ενεργό κέντρο της ΑΤΚάσης

• Τρία ενεργά κέντρα

• Στα όρια μεταξύ αλυσίδων c

Κάθε καταλυτικό τριμερές
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Το ενεργό κέντρο της ΑΤΚάσης
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Οι καταστάσεις Τ (tense) και R (relaxed)
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quaternary structure on binding of PALA. The two catalytic trimers move 
12 Å farther apart and rotate approximately 10 degrees about their common 
threefold axis of symmetry. Moreover, the regulatory dimers rotate approx-
imately 15 degrees to accommodate this motion (Figure 10.9). The enzyme 
literally expands on PALA binding. In essence, ATCase has two distinct 
quaternary forms: one that predominates in the absence of substrate or sub-
strate analogs and another that predominates when substrates or analogs are 
bound. We call these forms the T (for tense) state and the R (for relaxed) 
state, respectively, as we did for the two quaternary states of hemoglobin. 

 How can we explain the enzyme’s sigmoidal kinetics in light of the struc-
tural observations? Like hemoglobin, the enzyme exists in an equilibrium 
between the T state and the R state. 

 R ∆ T 

 In the absence of substrate, almost all the enzyme molecules are in the T 
state because the T state is more stable than the R state. The ratio of the 
concentration of enzyme in the T state to that in the R state is called the 
allosteric contstant (L). For most allosteric enzymes, L is on the order of 10 2  
to 10 3 . 

 L 5
T
R

 

 The T state has a low affinity for substrate and hence shows a low catalytic 
activity. The occasional binding of a substrate molecule to one active site in 
an enzyme increases the likelihood that the entire enzyme shifts to the R 
state with its higher binding affinity. The addition of more substrate has two 
effects. First, it increases the probability that each enzyme molecule will 
bind at least one substrate molecule. Second, it increases the average num-
ber of substrate molecules bound to each enzyme. The presence of addi-
tional substrate will increase the fraction of enzyme molecules in the more 
active R state because  the position of the equilibrium   depends on the number 
of active sites that are occupied by substrate.  We considered this property, 
called  cooperativity  because the subunits cooperate with one another, when 
we discussed the sigmoidal oxygen-binding curve of hemoglobin. The 
effects of substrates on allosteric enzymes are referred to as  homotropic 
effects  (from the Greek  homós,  “same”). 

 This mechanism for allosteric regulation is referred to as the  concerted 
model  because the change in the enzyme is “all or none”; the entire enzyme 
is converted from T into R, affecting all of the catalytic sites equally. In 
contrast, the  sequential model  assumes that the binding of ligand to one site 
on the complex can affect neighboring sites without causing all subunits 

PALA15°

10°

6 Å

6 Å

T state R state

PALA

PALA

FIGURE 10.9 The T-to-R state transition 
in ATCase. Aspartate transcarbamoylase 
exists in two conformations: a compact, 
relatively inactive form called the tense (T) 
state and an expanded form called the 
relaxed (R) state. Notice that the structure 
of ATCase changes dramatically in the 
transition from the T state to the R State. 
PALA binding stabilizes the R state.
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FIGURE 10.9 The T-to-R state transition 
in ATCase. Aspartate transcarbamoylase 
exists in two conformations: a compact, 
relatively inactive form called the tense (T) 
state and an expanded form called the 
relaxed (R) state. Notice that the structure 
of ATCase changes dramatically in the 
transition from the T state to the R State. 
PALA binding stabilizes the R state.

Ισορροπία

Αλλοστερική σταθερά

Απουσία υποστρώματος,  
L = 100 εώς 1000

Σταθεροποιείται παρουσία S
(εδώ τον ρόλο αυτό έχει το PALA)
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Η προσθήκη επιπλέον υποστρώματος έχει δύο αποτελέσματα:

1. Κάθε μόριο E να έχει τουλάχιστον ένα μόριο S

2. Αυξάνει το μέσο όρο των μορίων S ανά Ε
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Άρα η παρουσία επιπρόσθετου S θα αυξήσει το κλάσμα των μορίων
του Ε που βρίσκονται στο R, διότι η θέση ισορροπίας εξαρτάται από
τον αριθμό των ενεργό κέντρων που έχουν καταληφθεί από το S

Συνεργειακότητα: συνεργασία υπομονάδων

Ομότροπα φαινόμενα: επιδράσεις υποστρωμάτων σε αλλοστερικά ένζυμα

Εναρμονισμένο μοντέλο: αλλαγές στο ένζυμο είναι «όλες ή καμία», επηρεάζονται εξίσου όλες οι καταλυτικές θέσεις

Μοντέλο ακολουθίας: η σύνδεση ενός προσδέτη μπορεί να επηρεάσει γειτονικές θέσης και όχι όλων των υπομονάδων
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Τα ένζυμα που ρυθμίζονται αλλοστερικά (όπως και η ΑΤΚάση) δεν ακολουθούν την κινητική ΜΜ

Εμφανίζουν μια σιγμοειδή καμπύλη Η βάση για την σιγμοειδή καμπύλη

ΚM;
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Τα αλλοστερικά ένζυμα εμφανίζουν φαινόμενα ουδού

R

T

On/off switch

Η δραστικότητα αυτών των ενζύμων είναι πιο
ευαίσθητη σε αλλαγές της [S] κοντά στην ΚΜ

σε σχέση με τα ΜΜ ένζυμα για την ίδια Vmax

Η ευαισθησία αυτή ονομάζεται φαινόμενο
ουδού: πολύ χαμηλή ενζυμική δραστικότητα
κάτω από μία συγκεκριμένη [S], ενώ όταν
επιτευχθεί αυτή η συγκέντρωση, η ενζυμική
δραστικότητα αυξάνεται ραγδαία
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Αλλοστερικοί ρυθμιστές αλλάζουν την ισορροπία της μετάβασης από την T σε R
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10.1 Η ασπαραγινική τρανσκαρβαμοϋλάση αναστέλλεται αλλοστερικά από το τελικό προϊόν της πορείας της 

Επίδραση αλλοστερικών ρυθμιστών (ΑΤΡ και CTP) στην κινητική της ΑΤΚάσης

Ετερότροπα φαινόμενα: επιδράσεις των μορίων που δεν είναι
υποστρωμάτων σε αλλοστερικά ένζυμα

L = 70

L = 1250

L = 200
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7.1 Η δέσμευση οξυγόνου στα άτομα σιδήρου στην αίμη

Ο αλλοστερικός έλεγχος είναι μια ιδιότητα που ΔΕΝ περιορίζεται στα ένζυμα

Οι βασικές αρχές παρουσιάζονται το ίδιο καλά και από κάποιες άλλες πρωτεΐνες

Εδώ θα δούμε…

Αιμοσφαιρίνη: πρωτεΐνη μεταφοράς οξυγόνου

Δεσμεύει Ο2 παρουσία της αίμης (μιας προσθετικής ομάδας που αποτελείται
από πρωτοπορφυρίνη IX και από ένα κεντρικό άτομο σιδήρου)
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CHAPTER 7 Hemoglobin: Portrait of a 
Protein in Action

for this dramatic difference? Myoglobin exists as a single polypeptide, whereas 
hemoglobin comprises four polypeptide chains. The four chains in hemoglobin 
bind oxygen   cooperatively,   meaning that the binding of oxygen to a site in one 
chain increases the likelihood that the remaining chains will bind oxygen. 
Furthermore, the oxygen-binding properties of hemoglobin are modulated by 
the binding of hydrogen ions and carbon dioxide in a manner that enhances 
oxygen-carrying capacity. Both cooperativity and the response to modulators 
are made possible by variations in the quaternary structure of hemoglobin 
when different combinations of molecules are bound.  

    Hemoglobin and myoglobin have played important roles in the history 
of biochemistry. They were the first proteins for which three-dimensional 
structures were determined by x-ray crystallography. Furthermore, the pos-
sibility that variations in protein sequence could lead to disease was first 
proposed and demonstrated for sickle-cell anemia, a blood disease caused 
by mutation of a single amino acid in one hemoglobin chain. Hemoglobin 
has been and continues to be a valuable source of knowledge and insight, 
both in itself and as a prototype for many other proteins that we will 
encounter throughout our study of biochemistry.  

  7.1      Myoglobin and Hemoglobin Bind Oxygen at Iron 
Atoms in Heme  

  Sperm whale myoglobin was the first protein for which the three- dimensional 
structure was   determined. X-ray crystallographic studies pioneered by John 
Kendrew revealed the structure of this protein in the 1950s (Figure 7.1). 
Myoglobin consists largely of   a   helices that are linked to one another by 
turns to form a globular structure.  

 Myoglobin can exist in an oxygen-free form called  deoxymyoglobin  or in a 
form with an oxygen molecule bound called  oxymyoglobin . The ability of myo-
globin and hemoglobin to bind oxygen depends on the presence of a  heme  
molecule. As we shall discuss in Chapter 9, heme is one example of a prosthetic 
group, a molecule that binds tightly to a protein and is essential for its function. 

N

FeFe

N N 

Heme 
(Fe-protoporphyrin IX) 

N 

O O 
– 

O O 
– 

 
Vinyl group 

Methyl group

Propionate 
group 

Pyrrole
ring

 The heme group gives muscle and blood their distinctive red color. It consists 
of an organic component and a central iron atom. The organic component, 
called  protoporphyrin,  is made up of four pyrrole rings linked by methine 
bridges to form a tetrapyrrole ring. Four methyl groups, two vinyl groups, 
and two propionate side chains are attached to the central tetrapyrrole. 

 FIGURE 7.1 Structure of 
myoglobin. Notice that myoglobin 
consists of a single polypeptide chain, 
formed of a helices connected by 
turns, with one oxygen-binding 
site. [Drawn from 1MBD.pdb.]

Myoglobin

Αίμη
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7.1 Η δέσμευση οξυγόνου στα άτομα σιδήρου στην αίμη

Η δέσμευση του οξυγόνου αλλάζει την θέση του ιόντος σιδήρου
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7.1 Η δέσμευση οξυγόνου στα άτομα σιδήρου στην αίμη

Η ανθρώπινη αιμοσφαιρίνη

Απαρτίζεται από 4 αλυσίδες:

• δύο πανομοιότυπες α
• δύο πανομοιότυπες β

Λειτουργεί σαν ζεύγος διμερών αβ

Το τετραμερές της αιμοσφαιρίνης που
αναφέρεται ως αιμοσφαιρίνη Α (ΗbΑ)
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Καμπύλη δέσμευσης οξυγόνου

• Γραφική παράσταση κλάσματος κορεσμού σε συνάρτηση
με την συγκέντρωση του οξυγόνου

• Το Υ είναι από 0 (όλες οι θέσεις άδειες) σε 1 (όλες οι
θέσεις γεμάτες)

• Το Χ είναι η μερική πίεση Ο2 (torr)

• Ρ50 είναι ο ημικορεσμός των θέσεων δέσμευσης
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Η συνεργειακότητα αυξάνει την παροχή Ο2 από την αιμοσφαιρίνη

• Συνεργειακότητα μεταξύ των θέσεων δέσμευσης Ο2

• Συνεργειακή απελευθέρωση του Ο2

• Η αιμοσφαιρίνη παρέχει περισσότερο Ο2 στους ιστούς
από ότι θα έκανε η μυοσφαιρίνη ή οποιαδήποτε άλλη μη
συνεργειακή πρωτεΐνη

• Μυοσφαιρίνη: μεγάλη συγγένεια με Ο2
• Αιμοσφαιρίνη: συνεργειακότητα
• Υποθετική πρωτεΐνη: μικρότερη συγγένεια με το Ο2
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Αλλαγές στην τεταρτοταγή δομή κατά τη δέσμευση του Ο2 από την αιμοσφαιρίνη

RT

Τα διμερή α1β1 και α2β2 περιστρέφονται
περίπου 15ο μεταξύ τους

Προκαλώντας την μετάβαση του
τετραμερούς της αιμοσφαιρίνης από
την Τ στην R, η δέσμευση του Ο2 στην
μία θέση αυξάνει την συγγένεια
δέσμευσης στις άλλες
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Μετάβαση από Τ σε R

RT
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Μοντέλα συνεργειακότητας της αιμοσφαιρίνης

Εναρμονισμένο μοντέλο

• Όλα τα μόρια υπάρχουν είτε
σε Τ είτε σε R

• Η ισορροπία μετατοπίζεται
καθώς μόρια Ο2 προσδένονται
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Μοντέλα συνεργειακότητας της αιμοσφαιρίνης

Μοντέλο ακολουθίας

• Η δέσμευση ενός Ο2 αλλάζει την στερεοδιάταξη της υπομονάδας στην οποία προσδένεται

• Αυτή η αλλαγή στερεοδιάταξης επάγει αλλαγές στις γειτονικές υπομονάδες που αυξάνουν την συγγένεια
τους για το πρόσδεμα
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Δομικές αλλαγές στις ομάδες της αίμης μεταβιβάζονται
στην επιφάνεια επαφής α1β1 – α2β2

Η αλλαγή στην θέση του καρβοξυτελικού άκρου της έλικας ευνοεί την μετάβαση από Τ σε R

Η δομική μεταβολή στο ιόν σιδήρου στην μία υπομονάδα μεταβιβάζεται απευθείας στις άλλες
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Το 2,3-BPG στα ερυθροκύτταρα είναι ζωτικής σημασίας για τον καθορισμό της συγγένειας της αιμοσφαιρίνης για το Ο2
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CHAPTER 7 Hemoglobin: Portrait of a 
Protein in Action

  Structural changes at the heme groups are transmitted to 
the   a  1  b  1  2  a 2  b 2     interface  

  We now examine how oxygen binding at one site is able to shift the equi-
librium between the T and R states of the entire hemoglobin tetramer. 
As in myoglobin, oxygen binding causes each iron atom in hemoglobin 
to move from outside the plane of the porphyrin into the plane. When 
the iron atom moves, the   proximal   histidine residue moves with it. This 
histidine residue is part of an   a   helix, which also moves (Figure 7.15). 
The carboxyl terminal end of this   a   helix lies in the interface between 
the two   a  b   dimers. The change in position of the carboxyl terminal end 
of the helix favors the T-to-R transition. Consequently,   the structural 
transition at the iron ion in one subunit is directly transmitted to the other 
subunits.   The rearrangement of the dimer interface provides a pathway 
for communication between subunits, enabling the cooperative binding 
of oxygen.  

  2,3-Bisphosphoglycerate in red cells is crucial in determining the 
 oxygen affinity of hemoglobin  

  For hemoglobin to function efficiently, the T state must remain stable until 
the binding of sufficient oxygen has converted it into the R state. In fact, 
however, the T state of hemoglobin is highly unstable, pushing the equilib-
rium so far toward the R state that little oxygen would be released in physi-
ological conditions. Thus, an additional mechanism is needed to properly 
stabilize the T state. This mechanism was discovered by comparing the 
oxygen-binding properties of hemoglobin in red blood cells with fully puri-
fied hemoglobin (Figure 7.16). Pure hemoglobin binds oxygen much more 
tightly than does hemoglobin in red blood cells. This dramatic difference is 
due to the presence within these cells of   2,3-bisphosphoglycerate   (2,3-BPG; 
also known as 2,3-diphosphoglycerate or 2,3-DPG).  
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2,3-Bisphosphoglycerate
(2,3-BPG)

 This highly anionic compound is present in red blood cells at approximately 
the same concentration as that of hemoglobin ( , 2 mM). Without 2,3-BPG, 
hemoglobin would be an extremely inefficient oxygen transporter, releasing 
only 8% of its cargo in the tissues. 

 How does 2,3-BPG lower the oxygen affinity of hemoglobin so signifi-
cantly? Examination of the crystal structure of deoxyhemoglobin in the 
presence of 2,3-BPG reveals that a single molecule of 2,3-BPG binds in 
the center of the tetramer, in a pocket present only in the T form (Figure 7.17). 
On T-to-R transition, this pocket collapses and 2,3-BPG is released. Thus, 
in order for the structural transition from T to R to take place, the bonds 
between hemoglobin and 2,3-BPG must be broken. In the presence of 2,3-
BPG, more oxygen-binding sites within the hemoglobin tetramer must 
be occupied in order to induce the T-to-R transition, and so hemoglobin 
remains in the lower-affinity T state until higher oxygen concentrations are 
reached. This mechanism of regulation is remarkable because 2,3-BPG does 
not in any way resemble oxygen, the molecule on which hemoglobin carries 
out its primary function. 2,3-BPG is referred to as an  allosteric  effector  (from 

FIGURE 7.15 Conformational changes in 
hemoglobin. The movement of the iron ion 
on oxygenation brings the iron-associated 
histidine residue toward the porphyrin ring. 
The associated movement of the histidine-
containing a helix alters the interface 
between the ab dimers, instigating other 
structural changes. For comparison, the 
deoxyhemoglobin structure is shown in gray 
behind the oxyhemoglobin structure in red.

Deoxyhemoglobin
Oxyhemoglobin

α1β1–α2β2 interface

FIGURE 7.16 Oxygen binding by pure 
hemoglobin compared with hemoglobin 
in red blood cells. Pure hemoglobin binds 
oxygen more tightly than does hemoglobin 
in red blood cells. This difference is due to 
the presence of 2,3-bisphosphoglycerate 
(2,3-BPG) in red blood cells.
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7.2 Η αιμοσφαιρίνη προσδένει το οξυγόνο συνεργειακά

Δέσμευση Ο2 από καθαρή αιμοσφαιρίνη σε σύγκριση με την αιμοσφαιρίνη των ερυθροκυττάρων

Στα ερυθροκύτταρα υπάρχει σε περίπου ίδιες συγκεντρώσεις
με την αιμοσφαιρίνη (~2mM)

Χωρίς το 2,3-BPG η αιμοσφαιρίνη θα ήταν πολύ
αναποτελεσματικός μεταφορέας Ο2

Απελευθερώνοντας μόνο το 8% του φορτίου της στους ιστούς
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10.2 Τα ισοένζυμα παρέχουν ένα ειδικό τρόπο ρύθμισης σε ξεχωριστούς ιστούς και αναπτυξιακά στάδια

Τα ισοένζυμα είναι ένζυμα που διαφέρουν στην αλληλουχία των αμινοξέων αλλά καταλύουν την ίδια αντίδραση

• διαφορετική ΚΜ

• ή αποκρίνονται διαφορετικά σε ρυθμιστικά μόρια

Η ύπαρξη ισοενζύμων επιτρέπει των ακριβή συντονισμό της ρύθμισης του μεταβολισμού για να αντιμετωπιστούν οι
ανάγκες ενός δεδομένου ιστού ή αναπτυξιακού σταδίου

Ισομορφή είναι ο γενικός όρος που χρησιμοποιείται όταν η υπό συζήτηση πρωτεΐνη που δεν είναι ένζυμο
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10.2 Τα ισοένζυμα παρέχουν ένα ειδικό τρόπο ρύθμισης σε ξεχωριστούς ιστούς και αναπτυξιακά στάδια

Τα ισοένζυμα της γαλακτικής αφυδρογονάσης (LDH)

Ισοένζυμο H

Κάθε λειτουργικό ένζυμο είναι τετραμερές

• Το Η4 (που βρέθηκε στην καρδιά) έχει μεγαλύτερη συγγένεια με το υπόστρωμα από ότι έχει το Μ4

• Υψηλά επίπεδα πυροσταφυλικού αναστέλλουν αλλοστερικά το Η4 αλλά όχι το Μ4

Ισοένζυμο M

Ο άνθρωπος έχει δυο ισοενζυμικές πολυπεπτιδικές αλυσίδες

75% ίδια αλληλουχία

οι συνδυασμοί;
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10.2 Τα ισοένζυμα παρέχουν ένα ειδικό τρόπο ρύθμισης σε ξεχωριστούς ιστούς και αναπτυξιακά στάδια

Τα ισοένζυμα της γαλακτικής αφυδρογονάσης (LDH)
Ισοένζυμο H

Τετραμερές
Ισοένζυμο M

• Το M4 έχει την βέλτιστη λειτουργία του στο αναερόβιο
περιβάλλον (μυς)

• Το Η4 λειτουργεί βέλτιστα στο αερόβιο περιβάλλον (καρδιά)

• Οι αναλογίες των ισοενζύμων μεταβάλλονται κατά την πορεία
της ανάπτυξης της καρδιάς

Προφίλ του LDH από καρδιά επίμυος κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης
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10.2 Τα ισοένζυμα παρέχουν ένα ειδικό τρόπο ρύθμισης σε ξεχωριστούς ιστούς και αναπτυξιακά στάδια

Τα ισοένζυμα της γαλακτικής αφυδρογονάσης (LDH)

Η εμφάνιση μερικών ισοενζύμων στο αίμα
είναι σημάδι καταστροφής του ιστού.

π.χ αύξηση στα επίπεδα του Η4 στον ορό σε
σχέση με το Η3Μ είναι ένδειξη ότι ένα
έμφραγμα του μυοκαρδίου ή καρδιακή
προσβολή έχει καταστρέψει μυϊκά κύτταρα
της καρδιάς, οδηγώντας στην
απελευθέρωση κυτταρικών ουσιών

Η ποσότητα των ισοενζύμων της LDH ποικίλλει ανάλογα με τον ιστό
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Η δραστικότητα ενός ενζύμου ή άλλης πρωτεΐνη μπορεί να τροποποιηθεί από την ομοιοπολική ένωση με ένα άλλο μόριο

Το μόριο-δότης παρέχει την λειτουργικής ομάδας που προσκολλάται

Οι περισσότερες ομοιοπολικές τροποποιήσεις είναι αντιστρεπτές

Π.χ. οι ιστόνες-πρωτεΐνες που είναι συσκευασμένες μαζί με το DNA στα χρωμοσώματα

• ακετυλιώνονται και αποκετυλιώνονται σε μεγάλο βαθμό στα κατάλοιπα Lys
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glucose metabolism and glucose synthesis. Human beings have two isozy-
mic  polypeptide chains for this enzyme: the H isozyme is highly expressed 
in heart muscle and the M isozyme is expressed in skeletal muscle. The 
amino acid sequences are 75% identical. Each functional enzyme is tetra-
meric, and many different combinations of the two isozymic polypeptide 
chains are possible. The H 4  isozyme, found in the heart, has a higher affin-
ity for substrates than does the M 4  isozyme. The two isozymes also differ 
in that high levels of pyruvate allosterically inhibit the H 4  but not the M 4  
isozyme. The other combinations, such as H 3 M, have intermediate 
 properties. We will consider these isozymes in their biological context in 
Chapter 16. 

 The M 4  isozyme functions optimally in the anaerobic environment 
of hard-working skeletal muscle, whereas the H 4  isozyme does so in the 
aerobic environment of heart muscle. Indeed, the proportions of these 
isozymes change throughout the development of the rat heart as the 
 tissue switches from an anaerobic environment to an aerobic one 
(Figure  10.15A). Figure  10.15B shows the tissue-specific forms of 
 lactate dehydrogenase in adult rat tissues.  Essentially all of the enzymes 
that we will encounter in later chapters, including allosteric enzymes, exist 
in isozymic forms . 

 The appearance of some isozymes in the blood is a sign of tissue 
 damage, useful for clinical diagnosis. For instance, an increase in 

serum levels of H 4  relative to H 3 M is an indication that a myocardial infarc-
tion, or heart attack, has damaged heart-muscle cells, leading to the release 
of cellular material. 

  10.3      Covalent Modification Is a Means of Regulating 
Enzyme Activity  

 The covalent attachment of a molecule to an enzyme or protein can modify 
its activity. In these instances, a donor molecule provides the functional 
moiety being attached. Most modifications are reversible. Phosphorylation 
and dephosphorylation are common means of covalent modification. The 
attachment of acetyl groups to lysine residues by acetyltransferases and 
their removal by deacetylases are another example. Histones—proteins that 
are packaged with DNA into chromosomes—are extensively acetylated and 
deacetylated in vivo on lysine residues (Section 31.3). More heavily acety-
lated histones are associated with genes that are being actively transcribed. 
Although protein acetylation was originally discovered as a modification of 
histones, we now know that it is a major means of regulation, with more 
than 2000 different proteins in mammalian cells regulated by acetylation. 

FIGURE 10.15 Isozymes of lactate 
dehydrogenase. (A) The rat heart lactate 
dehydrogenase (LDH) isozyme profile 
changes in the course of development. The 
H isozyme is represented by squares and 
the M isozyme by circles. The negative and 
positive numbers denote the days before 
and after birth, respectively. (B) LDH isozyme 
content varies by tissue. [(A) Data from 
W.-H. Li, Molecular Evolution (Sinauer, 1997), 
p. 283; (B) after K. Urich, Comparative Animal 
Biochemistry (Springer Verlag, 1990), p. 542.]
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Π.χ. οι ιστόνες-πρωτεΐνες που είναι συσκευασμένες μαζί με το DNA στα χρωμοσώματα

• Οι πιο ακετυλιωμένες ιστόνες είναι συνδεδεμένες
με γονίδια που μεταγράφονται ενεργά

• Από τα σημαντικότερα μέσα ρύθμισης: στα κύτταρα
των θηλαστικών >2000 διαφορετικές πρωτεΐνες
ρυθμίζονται με ακετυλίωση

• Τα ίδια ένζυμα (HDAC, HAT) ρυθμίζονται με
φωσφορυλίωση (ομοιοπολική τροποποίηση)
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Αναστολέας της HDAC – Αντικαρκινικό φάρμακο (Λέμφωμα)

Βορινοστάτη
(vorinostat)
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Οι κινάσες και οι φωσφατάσες ελέγχουν την έκταση της φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνών

• Η φωσφορυλίωση χρησιμοποιείται ως ένας μηχανισμός ρύθμισης
σχεδόν σε κάθε μεταβολική διεργασία στα ευκαρυωτικά κύτταρα

Χαρακτηριστικά…

• Τα ένζυμα που καταλύουν τις αντιδράσεις φωσφορυλίωσης ονομάζονται πρωτεϊνικές κινάσες

• ΑΤΡ, ο πιο κοινός δότης φωσφορικών ομάδων

• Η τελική (γ) φωσφορική ομάδα της ΑΤΡ μεταφέρεται σε ειδικό αμινοξύ της πρωτεΐνης
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Οι κινάσες στην φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών
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 Table 10.2 lists a few of the known serine and threonine protein kinases. 
The acceptors in protein-phosphorylation reactions are located inside cells, 
where the phosphoryl-group donor ATP is abundant. Proteins that are 
entirely extracellular are not regulated by reversible phosphorylation. 

 Protein kinases vary in their degree of specificity.  Dedicated protein 
kinases  phosphorylate a single protein or several closely related ones. 
 Multifunctional protein kinases  modify many different targets; they have a 
wide reach and can coordinate diverse processes. Comparisons of amino 
acid sequences of many phosphorylation sites show that a multifunctional 
kinase recognizes related sequences. For example, the  consensus sequence  
recognized by protein kinase A is Arg-Arg-X- Ser -Z or Arg-Arg-X- Thr -Z, 
in which X is a small residue, Z is a large hydrophobic one, and  Ser  or  Thr  
is the site of phosphorylation. However, this sequence is not absolutely 
required. Lysine, for example, can substitute for one of the arginine  residues 
but with some loss of affinity. Thus,  the primary determinant of specificity is 
the amino acid sequence surrounding the serine or threonine phosphorylation 
site.  However, distant residues can contribute to specificity. For instance, a 
change in protein conformation can open or close access to a possible phos-
phorylation site. 

  Protein phosphatases  reverse the effects of kinases by catalyzing the 
removal of phosphoryl groups attached to proteins. The enzyme hydrolyzes 
the bond attaching the phosphoryl group. 

TABLE 10.2 Examples of serine and threonine kinases and their activating signals

Signal Enzyme

Cyclic nucleotides Cyclic AMP-dependent protein kinase
 Cyclic GMP-dependent protein kinase
Ca21 and calmodulin Ca212calmodulin protein kinase
 Phosphorylase kinase or glycogen synthase kinase 2
AMP AMP-activated kinase
Diacylglycerol Protein kinase C
Metabolic intermediates and Many target-specific enzymes, such as pyruvate dehydrogenase 
 other “local” effectors   kinase and branched-chain ketoacid dehydrogenase kinase

Source: Information from D. Fell, Understanding the Control of Metabolism (Portland Press, 1997), Table 7.2.
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Οι πρωτεϊνικές κινάσες διαφέρουν στο βαθμό εξειδίκευσης

• Εξειδικευμένες πρωτεϊνικές κινάσες φωσφορυλιώνουν μια μοναδική πρωτεΐνη (ή αρκετές με στενή σχέση)

• Πολυλειτουργικές πρωτεϊνικές κινάσες τροποποιούν πολλούς διαφορετικούς στόχους (αναγνωρίζει συγγενικές
αλληλουχίες)

π.χ. Arg-Arg-X-Ser-Z ή Arg-Arg-X-Thr-Z
X: μικρό κατάλοιπο

Ζ: μεγάλο υδρόφοβο
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Οι φωσφατάσες αντιστρέφουν τα αποτελέσματα των κινασών καταλύοντας την αφαίρεση των φωσφορικών ομάδων
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 The unmodified hydroxyl-containing side chain is regenerated and ortho-
phosphate (P i ) is produced. This family of enzymes, of which there are 
about 200 members in human beings, plays a vital role in cells because the 
enzymes turn off the signaling pathways that are activated by kinases. One 
class of highly conserved phosphatase called PP2A suppresses the cancer-
promoting activity of certain kinases. 

 Importantly, the phosphorylation and dephosphorylation reactions are 
not the reverse of one another; each is essentially irreversible under physi-
ological conditions. Furthermore, both reactions take place at negligible 
rates in the absence of enzymes. Thus, phosphorylation of a protein sub-
strate will take place only through the action of a specific protein kinase and 
at the expense of ATP cleavage, and dephosphorylation will take place only 
through the action of a phosphatase. The result is that target proteins cycle 
unidirectionally between unphosphorylated and phosphorylated forms. The 
rate of cycling between the phosphorylated and the dephosphorylated states 
depends on the relative activities of kinases and phosphatases. 

  Phosphorylation is a highly effective means of regulating 
the activities of target proteins  

 Phosphorylation is a common covalent modification of proteins in all forms 
of life, which leads to the question, What makes protein phosphorylation 
so  valuable in regulating protein function that its use is ubiquitous? 
Phosphorylation is a highly effective means of controlling the activity of 
proteins for several reasons: 

  1.   The free energy of phosphorylation is large.   Of the   2  50 kJ mol  2  1   
(  2  12  kcal mol  2  1  ) provided by ATP, about half is consumed in making 
phosphorylation irreversible; the other half is conserved in the phosphory-
lated protein. A free-energy change of 5.69 kJ mol  2  1   (1.36 kcal mol  2  1  ) 
 corresponds to a factor of   10 in   an equilibrium constant. Hence, phosphory-
lation can change the conformational equilibrium between different func-
tional states by a large factor, of the order of   10  4  . In   essence, the energy 
expenditure allows for a stark shift from one conformation to another.  

 2.  A phosphoryl group adds two negative charges to a modified protein.  These 
new charges may disrupt electrostatic interactions in the unmodified pro-
tein and allow new electrostatic interactions to be formed. Such structural 
changes can markedly alter substrate binding and catalytic activity. 

 3.  A   phosphoryl group can form three or more hydrogen bonds.  The tetrahe-
dral geometry of a phosphoryl group makes these bonds highly directional, 
allowing for specific interactions with hydrogen-bond donors. 

 4. Phosphorylation and dephosphorylation can take place in less than a second 
or over a span of hours. The kinetics can be adjusted to meet the timing 
needs of a physiological process. 

 5.  Phosphorylation often evokes highly amplified effects.  A single activated 
kinase can phosphorylate hundreds of target proteins in a short interval. If 
the target protein is an enzyme, it can in turn transform a large number of 
substrate molecules. 
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Η φωσφορυλίωση είναι ένα εξαιρετικά αποτελεσματικό μέσο ρύθμισης της δραστικότητάς των πρωτεϊνών-στόχων

1. Η ελεύθερη ενέργεια της φωσφορυλίωσης είναι μεγάλη (παρέχετε ενέργεια που η κατανάλωση της επιτρέπει αλλαγή
στην ισορροπία στερεοδιάταξης)

2. Μια φωσφορική ομάδα προσφέρει δυο αρνητικά φορτία σε μια πρωτεΐνη (αλλαγή στις ηλεκτροστατικές
αλληλεπιδράσεις, δομικές αλλαγές)

3. Μια φωσφορική ομάδα σχηματίζει 3 ή περισσότερους δεσμούς υδρογόνου

Γιατί είναι τόσο πολύτιμη;
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Η φωσφορυλίωση είναι ένα εξαιρετικά αποτελεσματικό μέσο ρύθμισης της δραστικότητάς των πρωτεϊνών-στόχων

4. Η φωσφορυλίωση/αποφωσφορυλίωση λαμβάνουν χώρα σε λιγότερο από ένα δευτερόλεπτο ή σε διάστημα ωρών

5. Η φωσφορυλίωση συχνά προκαλεί αποτέλεσμα υψηλής ενίσχυσης (μια ενεργοποιημένη κινάση φωσφορυλιώνει
πολλές πρωτεΐνες-στόχους)

6. Το ΑΤΡ είναι νόμισμα ενέργειας του κυττάρου. Η χρησιμοποίηση του συνδέει την ενεργειακή κατάσταση του
κυττάρου με την ρύθμιση του μεταβολισμού

Γιατί είναι τόσο πολύτιμη;
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Τι οδηγεί στην ενεργοποίηση μιας κινάσης;
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

H πρωτεϊνική κινάση Α (PKA) βοηθά τα ζώα να αντιμετωπίζουν καταστάσεις στρες
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10.3 Covalent Modification
  6.   ATP is the cellular energy currency   (Chapter 15). The use of this com-
pound as a phosphoryl-group donor links the energy status of the cell to the 
regulation of metabolism.  

  Cyclic AMP activates protein kinase A by altering the 
quaternary structure  

 Let us examine a specific protein kinase that helps animals cope with stress-
ful situations. The “flight or fight” response is common to many animals 
presented with a dangerous or exciting situation. Muscle becomes primed 
for action. This priming is the result of the activity of a particular protein 
kinase. In this case, the hormone epinephrine (adrenaline) triggers the for-
mation of cyclic AMP (cAMP), an intracellular messenger formed by the 
cyclization of ATP. Cyclic AMP subsequently activates a   key enzyme:  
protein kinase A  (PKA) .  The kinase alters the activities of target proteins by 
phosphorylating specific serine or threonine residues. The striking finding 
is that  most effects of cAMP in eukaryotic cells are achieved through the 
 activation of PKA by cAMP.  

 PKA provides a clear example of the integration of allosteric regulation 
and phosphorylation. PKA is activated by cAMP concentrations near 10 nM. 
The quaternary structure is reminiscent of that of ATCase. Like that 
enzyme, PKA in muscle consists of two kinds of subunits: a 49-kDa regula-
tory (R) subunit and a 38-kDa catalytic (C) subunit. In the absence of 
cAMP, the regulatory and catalytic subunits form an R 2 C 2  complex that is 
enzymatically inactive (Figure  10.16). The binding of two molecules of 
cAMP to each of the regulatory subunits leads to the dissociation of R 2 C 2  
into an R 2  subunit and two C subunits. These free catalytic subunits are 
enzymatically active. Thus,  the binding of cAMP to the regulatory subunit 
relieves its inhibition of the catalytic subunit.  PKA, like most other kinases, 
exists in isozymic forms for fine-tuning regulation to meet the needs of a 
specific cell or developmental stage. In mammals, four isoforms of the R 
subunit and three of the C subunit are encoded in the genome. 

 How does the binding of cAMP activate the kinase? Each R chain con-
tains the sequence Arg-Arg-Gly- Ala -Ile, which matches the consensus 
sequence for phosphorylation except for the presence of alanine in place of 
serine. In the R 2 C 2  complex, this  pseudosubstrate sequence  of R occupies the 
catalytic site of C, thereby preventing the entry of protein substrates 
(Figure 10.16). The binding of cAMP to the R chains allosterically moves 
the pseudosubstrate sequences out of the catalytic sites. The released C 
chains are then free to bind and phosphorylate substrate proteins. 
Interestingly, the cAMP-binding domain of the R subunit is highly  conserved 
and found in all organisms. 
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Regulation of protein 
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activates protein kinase 
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10.3 Η ομοιοπολική τροποποίηση είναι ένα μέσο ρύθμισης της ενζυμικής δραστικότητας

Η κυκλική ΑΜΡ ενεργοποιεί την πρωτεϊνική κινάση Α (PKA) μεταβάλλοντας την τεταρτοταγή δομή της

απενεργοποιημένο
ολοένζυμο R2C2

Καλό παράδειγμα της ολοκλήρωσης της αλλοστερικής ρύθμισης και της φωσφορυλίωσης
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Το ανενεργό πρόδρομο ονομάζεται ζυμογόνο ή προένζυμο
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Το χυμοθρυψινογόνο ενεργοποιείται από την εξειδικευμένη
διάσπαση ενός πεπτιδικού δεσμού
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Πως η διάσπαση ενός πεπτιδικού δεσμού ενεργοποιεί το ζυμογόνο;

• Σχηματισμός μια θέσης
πρόσδεσης υποστρώματος

• Η οπή του οξυανιόντος στο
ζυμογόνο δεν είναι πλήρως
διαμορφωμένη

Βασικές αλλαγές της στερεοδιάταξης
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Η παραγωγή της θρυψίνης από το θρυψινογόνο οδηγεί στην ενεργοποίηση άλλων ζυμογόνων
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Μερικά πρωτεολυτικά ένζυμα έχουν ειδικούς αναστολείς

• Αντιθρυψίνη α1

• Αναστολέας της παγκρεατικής θρυψίνης
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Χρόνια αποφρακτική πνευμονοπάθεια (ΧΑΠ) ή πνευμονικο εμφύσημα
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10.4

Η πήξη του αίματος πραγματοποιείται από ένα
καταρράκτη ενεργοποιήσεων ζυμογόνων
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Το ινωδογόνο μετατρέπεται από την θρομβίνη σε ένα θρόμβο ινώδους
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10.4

Το ινωδογόνο μετατρέπεται από την θρομβίνη σε ένα θρόμβο ινώδους
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 This cross-linking reaction is catalyzed by  transglutaminase (factor 
XIII  a  ),  which itself is activated from the protransglutaminase form by 
thrombin. 

  Vitamin K is required for the formation of   g  -carboxyglutamate  

 Vitamin K (Figure 10.31) has been known for many years to be essen-
tial for the synthesis of prothrombin and several other clotting 

 factors. Indeed, it is called vitamin K because a deficiency in this vitamin 
results in defective blood  k oagulation (Scandinavian spelling). After inges-
tion, vitamin K is reduced to a dihydro derivative that is required by 
 g - glutamyl carboxylase to convert the first 10 glutamate residues in the amino-
terminal region of prothrombin into    g -carboxyglutamate (Figure  10.32). 
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

Μεταξύ της αιμορραγίας και της θρόμβωσης υπάρχει μια λεπτή γραμμή, ο σχηματισμός θρόμβων αίματος στα
αιμοφόρα αγγεία.

• πρέπει να σχηματίζονται γρήγορα

• αλλά και να παραμένουν περιορισμένη στην περιοχή του τραύματος
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10.4 Πολλά ένζυμα ενεργοποιούνται από ειδική πρωτεολυτική διάσπαση

TFPI – Αναστολέας της πορείας του ιστικού παράγοντα (αναστέλλει την ενεργοποίηση της θρομβίνης)

Αντιθρομβίνη ΙΙΙ – Αναστολέας πρωτεασών της οικογένειας σερπινών
– Σχηματισμός μη αντιστρεπτού συμπλόκου με την θρομβίνη
– Ενίσχυση της ανασταλτικής της δράσης από την ηπαρίνη

Ηπαρίνη

Η διεργασία της πήξης του αίματος πρέπει να ρυθμίζεται επακριβώς
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Άσκηση 1

Ας υποθέσουμε ότι έχετε ένα διμερές αλλοστερικό ένζυμο το οποίο ακολουθεί τον εναρμονισμένο μηχανισμό.

Ποια από τα παρακάτω αληθεύουν:

a) Η ισορροπία μεταξύ της κατάστασης Τ και της κατάστασης R ευνοεί την κατάσταση Τ

b) Το ένζυμο μπορεί να υπάρχει με την μορφή RR

c) Το ένζυμο μπορεί να υπάρχει με την μορφή RT

d) H μορφή RR του ενζύμου είναι πιο δραστική
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Άσκηση 2

Ποια θα ήταν η επίπτωση μιας μετάλλαξης σε ένα αλλοστερικό ένζυμο η οποία θα είχε ως αποτέλεσμα η
αναλογία Τ/R να είναι 0;

Ένα αλλοστερικό ένζυμο που ακολουθεί τον εναρμονισμένο μηχανισμό
απουσία υποστρώματος έχει μια αναλογία Τ/R=300. Υποθέστε ότι μία
μετάλλαξη ανέστρεψε την αναλογία.

Πως μπορεί αυτή η μετάλλαξη να επηρεάσει την σχέση μεταξύ της ταχύτητας
της αντίδρασης και της συγκέντρωσης του υποστρώματος;

Άσκηση 3
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Άσκηση 4

Τα αρθρόποδα, όπως οι αστακοί, έχουν φορείς Ο2 αρκετά διαφορετικούς από την
αιμοσφαιρίνη. Οι θέσεις δέσμευσης του Ο2 δεν περιέχουν αίμη αλλά βασίζονται σε
δύο ιόντα χαλκού. Οι δομικές αλλαγές που συνοδεύουν τη δέσμευση του Ο2
δείχνονται στο σχήμα.

Πως μπορούν αυτές οι αλλαγές να διευκολύνουν τη συνεργειακή δέσμευση του Ο2;

213
Problems

  (a)   What is the weight of the hemoglobin contained in an 
average red cell?  
  (b)   How many hemoglobin molecules are there in an aver-
age red cell? Assume that the molecular weight of the 
human hemoglobin tetramer is 65   kDa  .  
  (c)   Could the hemoglobin concentration in red cells be 
much higher than the observed value? (Hint: Suppose that 
a red cell contained a crystalline array of hemoglobin mol-
ecules in a cubic lattice with 65 Å sides.)  

  3.     Iron content.   How much iron is there in the hemoglobin 
of a 70-kg adult? Assume that the blood volume is 70 ml 
kg  !  1   of body weight and that the hemoglobin content of 
blood is   0.16 g   ml  !  1  .  

  4.     Oxygenating myoglobin.   The myoglobin content of some 
human muscles is about   8 g   kg  !  1  . In sperm whale, the myo-
globin content of muscle is about   80 g   kg  !  1  .  
  (a)    How much O  2   is bound to myoglobin in human muscle 
and in sperm whale muscle? Assume that the myoglobin is 
saturated with O  2  , and that the molecular weights of human 
and sperm whale myoglobin are the same.  
  (b  )   The amount of oxygen dissolved in tissue water (in equi-
librium with venous blood) at   37 8 C   is about 3.5   3   10  !  5   M. 
What is the ratio of oxygen bound to myoglobin to that 
directly dissolved in the water of sperm whale muscle?  

  5.     Tuning proton affinity  . The p  K  a   of an acid depends partly on 
its environment. Predict the effect of each of the following envi-
ronmental changes on the p  K  a   of a glutamic acid side chain.  
  (a)   A lysine side chain is brought into proximity.  
  (b)   The terminal carboxyl group of the protein is brought 
into proximity.  
  (c)   The glutamic acid side chain is shifted from the outside 
of the protein to a nonpolar site inside.  

  6.     Saving grace.   Hemoglobin A inhibits the formation of 
the long fibers of hemoglobin S and the subsequent sickling 
of the red cell on deoxygenation. Why does hemoglobin A 
have this effect?  

  7.     Carrying a load  . Suppose that you are climbing a high 
mountain and the oxygen partial pressure in the air is 
reduced to 75 torr. Estimate the percentage of the oxygen-
carrying capacity that will be utilized, assuming that the pH 
of both tissues and lungs is 7.4 and that the oxygen concen-
tration in the tissues is 20 torr.  

  8.     Bohr for me, not for thee.     Does myoglobin exhibit a Bohr 
effect? Why or why not?  

  9  .     High-altitude adaptation  . After spending a day or more 
at high altitude (with an oxygen partial pressure of 75 torr), 
the concentration of 2,3-bisphosphoglycerate (2,3-BPG) in 
red blood cells increases. What effect would an increased 

concentration of 2,3-BPG have on the oxygen-binding 
curve for hemoglobin? Why would this adaptation be ben-
eficial for functioning well at high altitude?  

  10  .     Blood doping.   Endurance athletes sometimes try an 
illegal method of blood doping called autologous transfu-
sion. Some blood from the athlete is removed well before 
competition, and then transfused back into the athlete just 
before competition.  
  (a)   Why might blood transfusion benefit the athlete?  
  (b)   With time, stored red blood cells become depleted in 
2,3-BPG. What might be the consequences of using such 
blood for a blood transfusion?  

  11  .     I’ll take the lobster  . Arthropods such as lobsters have 
oxygen carriers quite different from hemoglobin. The 
oxygen-binding sites do not contain heme but, instead, 
are based on two copper(I) ions. The structural changes 
that accompany oxygen binding are shown below. How 
might these changes be used to facilitate cooperative oxy-
gen binding?  
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  1  2  .     A disconnect  . With the use of site-directed mutagenesis, 
hemoglobin has been prepared in which the proximal 
 histidine residues in both the   a   and the   b   subunits have 
been replaced by glycine. The imidazole ring from the his-
tidine residue can be replaced by adding free imidazole in 
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Άσκηση 5

a) ΑΤΚαση

b) Κατάσταση Τ

c) Κατάσταση R

d) Φωσφορυλίωση

e) Κινάση

f) Φωσφατάση

g) cAMP

h) Ζυμογόνο

i) Εντεροπεπτιδάση

j) Ιστικός παράγοντας

1. Πρωτεϊνική φωσφορυλίωση

2. Ενεργοποιεί μια συγκεκριμένη κινάση

3. Προένζυμο

4. Ενεργοποιεί την θρυψίνη

5. Κοινή ομοιοπολική τροποποίηση

6. Αναστέλλεται από την CTP

7. Λιγότερο ενεργός κατάσταση ενός αλλοστερικού ενζύμου

8. Σχηματίζει ινώδες

9. Περισσότερο ενεργός κατάσταση ενός αλλοστερικού ενζύμου

10. Αφαιρεί φωσφορικές ομάδες
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Άσκηση 6

Η αντιθρομβίνη ΙΙΙ σχηματίζει ένα μη αντιστρεπτό σύμπλοκο με την θρομβίνη και όχι με την προθρομβίνη. Ποια είναι η
πιθανότερη εξήγηση για τη διαφορά αυτή στην αντιδραστικότητα;

Μια φαρμακευτική εταιρία θέλει να παρασκευάσει, με μέθοδο ανασυνδυασμένου
DNA, μια τροποποιημένη αντιθρυψίνη α1 η οποία θα είναι πιο ανθεκτική στην
οξείδωση. Ποιο αμινοξύ της προτείνετε να αντικαταστήσει;

Άσκηση 7


