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Κεφάλαιο 02

Ένζυμα: Δομή και λειτουργία

Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Περιεχόμενα Κεφαλαίου
3.1 Ένζυμα ως καταλύτες

3.2 Πως τα ένζυμα καταλύουν αντιδράσεις

3.3 Το ενεργό κέντρο ενός ενζύμου

3.4 Πρόσδεση υποστρώματος σε ενεργό κέντρο

3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

3.6 Ρύθμιση των ενζύμων

3.7 Ισοένζυμα

3.8 Κινητική ενζύμων

Σχεδιασμός και ανάπτυξη φαρμάκων



3.1 Ένζυμα ως καταλύτες

Σφαιρικές πρωτεΐνες που δρουν ως καταλύτες του σώματος

Επιταχύνουν το χρόνο που χρειάζεται μια αντίδραση για να επιτευχθεί η ισορροπία

2Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.1 Ένζυμα ως καταλύτες

Τα ένζυμα επιταχύνουν τις αντιδράσεις
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CHAPTER 8 Enzymes: Basic Concepts 
and Kinetics

  8.1      Enzymes Are Powerful and Highly Specific Catalysts  

  Enzymes   accelerate reactions by factors of as much as a million or more 
(Table 8.1). Indeed, most reactions in biological systems do not take place 
at perceptible rates in the absence of enzymes. Even a reaction as simple 
as the hydration of carbon dioxide is catalyzed by an enzyme—namely, 
carbonic anhydrase. The transfer of CO  2   from the tissues to the blood and 
then to the air in the alveolae of the lungs would be less complete in the 
absence of this enzyme (p.   203    ). In fact, carbonic anhydrase is one of the 
fastest enzymes known. Each enzyme molecule can hydrate 10  6   molecules 
of CO  2     per second.   This catalyzed reaction is 10  7   times as fast as the 
uncatalyzed one. We will consider the mechanism of carbonic anhydrase 
catalysis in Chapter 9.  

 Enzymes are highly specific both in the reactions that they catalyze and 
in their choice of reactants, which are called  substrates . An enzyme usually 
catalyzes a single chemical reaction or a set of closely related reactions. Let 
us consider  proteolytic enzymes  as an example. The biochemical function of 
these enzymes is to catalyze  proteolysis,  the hydrolysis of a peptide bond. 
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 Most proteolytic enzymes also catalyze a different but related reaction in 
vitro—namely, the hydrolysis of an ester bond. Such reactions are more eas-
ily monitored than is proteolysis and are useful in experimental investiga-
tions of these enzymes. 
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 Proteolytic enzymes differ markedly in their degree of substrate speci-
ficity. Papain, which is found in papaya plants, is quite undiscriminating: it 
will cleave any peptide bond with little regard to the identity of the adjacent 
side chains. This lack of specificity accounts for its use in meat-tenderizing 
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TABLE 8.1 Rate enhancement by selected enzymes

    Rate
 Nonenzymatic Uncatalyzed Catalyzed enhancement
Enzyme half-life rate (kun s21) rate (kcat s

21) (kcat s
21ykun s21)

OMP decarboxylase 78,000,000   years 2.8 3 10216 39 1.4 3 1017

Staphylococcal nuclease 130,000   years 1.7 3 10213 95 5.6 3 1014

AMP nucleosidase 69,000   years 1.0 3 10211 60 6.0 3 1012

Carboxypeptidase A 7.3 years 3.0 3 1029 578 1.9 3 1011

Ketosteroid isomerase 7   weeks 1.7 3 1027 66,000 3.9 3 1011

Triose phosphate 1.9 days 4.3 3 1026 4,300 1.0 3 109

  isomerase
Chorismate mutase 7.4 hours 2.6 3 1025 50 1.9 3 106

Carbonic anhydrase 5   seconds 1.3 3 1021 1 3 106 7.7 3 106

Abbreviations: OMP, orotidine monophosphate; AMP, adenosine monophosphate.
Source: After A. Radzicka and R. Wolfenden. Science 267:90–93, 1995.

Ενυδάτωση του CO2 ώστε να είναι εφικτή η μεταφορά
του από τους ιστούς στο αίμα

3Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.1 Ένζυμα ως καταλύτες

Τα ένζυμα είναι ισχυροί και σε μεγάλο βαθμό εξειδικευμένοι καταλύτες

Υψηλό βαθμό εξειδίκευσης:

• Αντιδράσεις που καταλύουν: Υδρόλυση
ενός πεπτιδικού και εστερικού δεσμού

• Επιλογή αντιδρώντων: υποστρώματα
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π.χ. Πρωτεολυτικά ένζυμα

4Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



• Διαφορετικός βαθμός εξειδίκευσης

• Οφείλεται στην ακριβή αλληλεπίδραση
του υποστρώματος και του ενζύμου

• Η ακρίβεια αυτή είναι αποτέλεσμα της
τρισδιάστατης δομής της πρωτεΐνης

Θρυψίνη

Θρομβίνη
(συμμετέχει στην πήξη του αίματος)

3.1 Ένζυμα ως καταλύτες

π.χ. Πρωτεολυτικά ένζυμα

5Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.1 Ένζυμα ως καταλύτες

Μειώνουν την ενέργεια ενεργοποίησης μιας αντίδρασης

6Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.1 Ένζυμα ως καταλύτες

Μειώνουν την ενέργεια ενεργοποίησης μιας αντίδρασης

7Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.2 Πως τα ένζυμα καταλύουν αντιδράσεις

• Παρέχουν την επιφάνεια αντίδρασης (το ενεργό κέντρο)

• Παρέχουν το κατάλληλο περιβάλλον (υδρόφοβο)

• Φέρνουν τα αντιδρώντα κοντά μεταξύ τους

• Τοποθετούν τα αντιδρώντα με κατάλληλο τρόπο για την αντίδραση

• Εξασθενούν τους δεσμούς στα αντιδρώντα

• Μπορεί να συμμετέχουν στον μηχανισμό

• Σταθεροποιούν τη μεταβατική κατάσταση με διαμοριακούς δεσμούς

8Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.3 Το ενεργό κέντρο ενός ενζύμου

Είναι υδρόφοβη κοιλότητα ή εσοχή στην επιφάνεια του ενζύμου

Υποδέχεται αντιδρώντα (υποστρώματα και συμπαράγοντες)

9Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.3 Το ενεργό κέντρο ενός ενζύμου

Περιέχει αμινοξέα στο ενεργό κέντρο μπορεί να έχουν ένα από τους παρακάτω ρόλους

- Πρόσδεση του υποστρώματος ή/και του συμπαράγοντα

- Κατάλυση, όπου συμμετέχει στον μηχανισμό της αντίδρασης

10Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.3 Το ενεργό κέντρο ενός ενζύμου

11Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Τα ενεργά κέντρα των ενζύμων έχουν κάποια κοινά χαρακτηριστικά

1. Είναι μια τρισδιάστατη εσοχή ή σχισμή
(έχει σχηματιστεί από απομακρυσμένα αμινοξέα)

2. Μικρό μέρος από τον συνολικό όγκο

3. Είναι μοναδικά μικροπεριβάλλοντα
(το μη πολικό μικροπερριβάλον ενισχύει την πρόσδεση του
S και την κατάλυση. Υπάρχουν επίσης και κάποια πολικά
αμινοξέα, που βοηθούν στην πρόσδεση)



3.4 Πρόσδεση υποστρώματος σε ενεργό κέντρο

Κατά την πρόσδεση πραγματοποιούνται διαμοριακοί δεσμοί μεταξύ χαρακτηριστικών ομάδων του
υποστρώματος και του ενεργού κέντρου αντίστοιχα

• Ιοντική

• Δεσμός-Η

• van der Waals

12Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας



3.4 Πρόσδεση υποστρώματος σε ενεργό κέντρο

13Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Παράδειγμα

S

Ένζυμο

Ενεργό κέντρο

Αλληλεπίδραση
van der Waals

Ιοντικός 
δεσμός

Δεσμός-H

Phe
Ser O

H

Asp

CO2



3.Χ Πρόσδεση αναστολέα σε ενεργό κέντρο

14Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Παράδειγμα



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

15Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Αλληλεπιδράσεις πρόσδεσης

• Υπόθεση κλειδιού-κλειδαριάς του

Fischer

• Θεωρία της επαγόμενης

προσαρμογής του Koshland

Τι ισχύει και γιατί;



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

16Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Αλληλεπιδράσεις πρόσδεσης

• Το ενεργό κέντρο έχει σχεδόν το κατάλληλο

σχήμα για το υπόστρωμα

• Η πρόσδεση αλλάζει το σχήμα του ενζύμου

(επαγόμενη προσαρμογή)

• Η διαδικασία πρόσδεσης μπορεί να

παραμορφώσεις τους δεσμούς στο υπόστρωμα

αλλά και στο ένζυμο
Τι μπορεί να αλλάξει;

Πόσο ισχυρά πρέπει να δεθεί το υπόστρωμα;



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

17Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Επαγόμενη
προσαρμογή

S

Phe
Ser O H

Asp

CO2

S
PheSer O H

Asp

CO2

Επαγόμενη προσαρμογή – Το ενεργό κέντρο αλλάζει σχήμα ώστε να μεγιστοποιηθεί η ισχύς των διαμοριακών
δεσμών



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

18Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Επαγόμενη προσαρμογή



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

19Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Επαγόμενη προσαρμογή



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

20Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Επαγόμενη προσαρμογή



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

21Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Οξεοβασική κατάλυση

• Η ιστιδίνη (His) συχνά λειτουργεί ως ασθενής βάση (βρίσκεται σε ισορροπία μεταξύ πρωτονιωμένης
μορφής του και της ελεύθερης βάσης)

• Μπορεί να δεχτεί και να προσφέρει H+ κατά την διάρκεια του μηχανισμού αντίδρασης
Ποια άλλα αμινοξέα;



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

22Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Πυρηνόφιλες ομάδες

π.χ. Υδρόλυση πεπτιδικών δεσμών καταλυόμενη από το ένζυμο χυμοθρυψίνη

Ο μηχανισμός περιλαμβάνει…
• Καταλυτική τριάδα από σερίνη, ιστιδίνη και ασπαραγινικού οξέος

• Η σερίνη δρα ως πυρηνόφιλος καταλύτης

• Η ιστιδίνη δρα ως οξεοβασικός καταλύτης

• Η ομάδα του ασπαραγινικού προσανατολίζει την ιστιδίνη

• Τα αμινοξέα σερίνη και κυστεϊνη



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

23Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Μηχανισμός για τη χυμοθρυψίνη



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

24Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Μηχανισμός για τη χυμοθρυψίνη



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

25Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Μηχανισμός για τη χυμοθρυψίνη



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

26Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Σταθεροποίηση της μεταβατικής κατάστασης – Οπή οξυανιόντος

• H περιοχή του ενεργού κέντρου είναι κατειλημμένη από το αρνητικά φορτισμένο άτομο οξυγόνου του

τετραεδρικού ενδιάμεσου

• Το οξυανιόν σταθεροποιείται από δεσμούς υδρογόνου που σχηματίζουν οι προσκείμενοι πεπτιδικοί δεσμοί

• Οι αλληλεπιδράσεις σταθεροποιούν τη μεταβατική κατάσταση που οδηγεί στο ενδιάμεσο οξυανιόν και

ελαττώνουν την ενέργεια ενεργοποίησης



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

27Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Μηχανισμός για τη χυμοθρυψίνη – Οπή οξυανιόντος



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

28Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Η λειτουργεία της καταλυτικής τριάδας έχει αναλυθεί με μεταλλαξιγένεση σε συγκεκριμένη θέση

Καταλυτική τριάδα και οπή οξυανιόντος της σουμπτιλισίνης



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

29Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Πολλά ένζυμα χρειάζονται συμπαράγοντες για δραστικότητα

Αποένζυμο + συμπαράγοντας = ολοένζυμο



3.5 Ο καταλυτικός ρόλος των ενζύμων

30Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Οι συμπαράγοντες υποδιαιρούνται σε δύο κατηγορίες:

• Μέταλλα (π.χ. Zn2+)

• Συνένζυμα (μικρά οργανικά μόρια, π.χ. NAD+)
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Η ανθρακική ανυδράση περιέχει ένα προσδεμένο Zn2+ απαραίτητο για την καταλυτική δραστικότητα
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The active site of HIV protease is covered by two flexible flaps that fold 
down on top of the bound inhibitor. The OH group of the central alcohol 
interacts with the two aspartate residues of the active site. In addition, two 
carbonyl groups of the inhibitor are hydrogen bonded to a water molecule 
(not shown in Figure 9.20), which, in turn, is hydrogen bonded to a pep-
tide NH group in each of the flaps. This interaction of the inhibitor with 
water and the enzyme is not possible within cellular aspartyl proteases 
such as renin. Thus, the interaction may contribute to the specificity of 
indinavir for HIV protease. To prevent side effects, protease inhibitors 
used as drugs must be specific for one enzyme without inhibiting other 
proteins within the body. 

  9.2     Carbonic Anhydrases Make a Fast Reaction Faster  

 Carbon dioxide is a major end product of aerobic metabolism. In mammals, 
this carbon dioxide is released into the blood and transported to the lungs 
for exhalation. While in the red blood cells, carbon dioxide reacts with water 
(Section 7.3). The product of this reaction is a moderately strong acid, car-
bonic acid (p K  a   5  3.5), which is converted into bicarbonate ion (HCO 3  

2 ) on 
the loss of a proton. 
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 Even in the absence of a catalyst, this hydration reaction proceeds at 
a moderately fast pace. At 37 8 C near neutral pH, the second-order rate 
constant  k  1  is 0.0027 M 2  1  s 2  1 . This value corresponds to an effective first-
order rate constant of 0.15 s 2  1  in water ([H 2 O]  5  55.5 M). The reverse 
reaction, the dehydration of HCO 3  

2   , is even more rapid, with a rate constant 
of  k  2  1    5  50 s 2  1 . These rate constants correspond to an equilibrium con-
stant of  K  1     5  5.4  3  10 2  5  and a ratio of [CO 2 ] to [H 2 CO 3 ] of 340  : 1   at 
equilibrium. 

 Carbon dioxide hydration and HCO 3  
2    dehydration are often cou-

pled to rapid processes, particularly transport processes. Thus, 
almost all organisms contain enzymes, referred to as  carbonic anhydrases,  
that increase the rate of reaction beyond the already reasonable spontane-
ous rate. For example, carbonic anhydrases dehydrate HCO 3  

2    in the blood 
to form CO 2  for exhalation as the blood passes through the lungs. 
Conversely, they convert CO 2  into HCO 3  

2    to generate the aqueous humor 
of the eye and other secretions. Furthermore, both CO 2  and HCO 3  

2    are 
substrates and products for a variety of enzymes, and the rapid intercon-
version of these species may be necessary to ensure appropriate substrate 
levels. So important are these enzymes in human beings that mutations in 
some carbonic anhydrases have been found to be associated with osteope-
trosis (excessive formation of dense bones accompanied by anemia) and 
mental retardation. 

 Carbonic anhydrases accelerate CO 2  hydration dramatically. The most-
active enzymes hydrate CO 2  at rates as high as  k  cat   5  10 6  s 2  1 , or a million 
times a second per enzyme molecule. Fundamental physical processes such 
as diffusion and proton transfer ordinarily limit the rate of hydration, and so 
the enzymes employ special strategies to attain such prodigious rates. 
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Θέση πρόσδεσης του CO2 και μηχανισμός ανθρακικής ανύδρασης
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Ο ρόλος του Zn2+ στην HDAC
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Αναστολέας της HDAC – Αντικαρκινικό φάρμακο (Λέμφωμα)

Βορινοστάτη
(vorinostat)

Πως λειτουργεί;
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To NAD+ ως συνένζυμο
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Κατηγοριοποίηση ενζύμων

the code for amino acids in proteins, a di! erence at this 
level results in a di! erent amino acid being introduced 
into the protein. O" en, this has no observable e! ect on 
protein function, but not always. Some polymorphisms 
can adversely a! ect the proper functioning of an enzyme 
and lead to genetic disease. Others can have an in# uence 
on drug therapy. For example, individuals di! er in their 
ability to metabolize drugs as a result of this phenom-
enon (section 11.5.6). Polymorphism can alter the sen-
sitivity of an enzyme towards a drug, making the latter 
less e! ective. $ is is a particular problem in anticancer, 
antibacterial, and antiviral therapies where drug resist-
ance can develop through the survival of cells containing 
less sensitive enzymes (Chapters 19–21). 

       3.6  Regulation of enzymes  

  Virtually all enzymes are controlled by agents which can 
either enhance or inhibit catalytic activity. Such control 
re# ects the local conditions within the cell. For example, 
the enzyme  phosphorylase    a   catalyses the breakdown of 

 glycogen  (a polymer of glucose monomers) to  glucose-
1-phosphate  subunits ( Fig.  3.12  ). It is stimulated by 
 adenosine 5′-monophosphate (AMP)  and inhibited by 
glucose-1-phosphate. $ us, rising levels of the product 
(glucose-1-phosphate) act as a self-regulating ‘brake’ on 
the enzyme.  

 But how does this control take place? 
 $ e answer is that many enzymes have a binding site 

which is separate from the active site called the  allosteric  
binding site ( Fig.  3.13  ). $ is is where the agents control-
ling the activity of the enzyme bind. When this occurs, an 
induced % t takes place which alters not only the allosteric 
binding site, but also the active site. Agents that inhibit 
the enzyme produce an induced % t that makes the active 
site unrecognizable to the substrate.  

 We might wonder why an agent inhibiting the enzyme 
has to bind to a separate, allosteric binding site and not 
to the active site itself. A" er all, if the agent could bind 
to the active site, it would directly block the natural sub-
strate from entering. $ ere are two explanations for this. 

 Firstly, many of the enzymes that are under allos-
teric control are at the start of a biosynthetic pathway 
( Fig.  3.14  ). A biosynthetic pathway involves a series of 
enzymes, all working e&  ciently to produce a % nal prod-
uct. Eventually, the cell will have enough of the required 
material and will need to stop production. $ e most 
common control mechanism is known as  feedback con-
trol , where the % nal product controls its own synthesis by 
inhibiting the % rst enzyme in the biochemical pathway. 
When there are low levels of % nal product in the cell, the 
% rst enzyme in the pathway is not inhibited and works 
normally. As the levels of % nal product increase, more 
and more of the enzyme is blocked and the rate of syn-
thesis drops o!  in a graded fashion. Crucially, the % nal 
product has undergone many transformations from the 
original starting material and so it is no longer recog-
nized by the active site of the % rst enzyme. A separate 
allosteric binding site is therefore needed which recog-
nizes the % nal product. $ e biosynthesis of noradrena-
line in section 23.4 is an example of a biosynthetic path-
way under feedback control.  

   TABLE 3.1  Classi% cation of enzymes  

 EC number  Enzyme class  Type of reaction 

 E.C.1.x.x.x  Oxidoreductases  Oxidations and reductions 

 E.C.2.x.x.x   Transferases   Group transfer reactions 

 E.C.3.x.x.x   Hydrolases   Hydrolysis reactions 

 E.C.4.x.x.x   Lyases   Addition or removal of 
groups to form double 
bonds 

 E.C.5.x.x.x   Isomerases   Isomerizations and intra-
molecular group transfers 

 E.C.6.x.x.x  Ligases  Joining two substrates 
at the expense of ATP 
hydrolysis 

  Note: EC stands for Enzyme Commission, a body set up by the 
International Union of Biochemistry (as it then was) in 1955.  
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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



3.6 Ρύθμιση των ενζύμων

38Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

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



3.6 Ρύθμιση των ενζύμων

39Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

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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Εσωτερικός έλεγχος της καταλυτικής ενεργότητας της φωσφορυλάσης α
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Αλλοστερική αναστολή ενός ενζύμου
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Έλεγχος μέσω ανατροφοδότησης του ενζύμου 1



3.6 Ρύθμιση των ενζύμων

43Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Εξωτερικός έλεγχος της φωσφορυλάσης α
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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
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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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(hence,  V  0 ) when there is negligible product formation and thus no back 
reaction ( k  2  2  [E][P]  ̄   0). 

     k1 k2
 E 1 S ∆ ES ¡ E 1 P (12)
     k21

 Thus, for the graph in Figure 8.11,  V  0  is determined for each substrate 
concentration by measuring the rate of product formation at early times 
before P accumulates (Figure 8.10A). 

 We want an expression that relates the rate of catalysis to the concentra-
tions of substrate and enzyme and the rates of the individual steps. Our 
starting point is that the catalytic rate is equal to the product of the concen-
tration of the ES complex and  k  2  .  

   V0 5 k2[ES]   (13)  
 Now we need to express [ES] in terms of known quantities. The rates of 
formation and breakdown of ES are given by 

    Rate of formation of ES 5 k1[E][S]    (14)  

   Rate of breakdown of ES 5 (k21 1 k2)[ES]   (15)  

 We will use the  steady-state assumption  to simplify matters. In a steady state, 
the concentrations of intermediates—in this case, [ES]—stay the same even if 
the concentrations of starting materials and products are changing. This steady 
state is reached when the rates of formation and breakdown of the ES complex 
are equal. Setting the right-hand sides of equations 14 and 15 equal gives 

   k1[E][S] 5 (k21 1 k2)[ES]   (16)  

 By rearranging equation 16, we obtain 

   [E][S]y[ES] 5 (k21 1 k2)yk1   (17)  

 Equation 17 can be simplified by defining a new constant,  K  M , called the 
Michaelis constant: 

   KM 5
k21 1 k2

k1
   (18)  

 Note that  K  M  has the units of concentration and is independent of enzyme 
and substrate concentrations. As will be explained,  K  M  is an important 
characteristic of enzyme–substrate interactions. 

 Inserting equation 18 into equation 17 and solving for [ES] yields 

   [ES] 5
[E][S]

KM
   (19)  

 Now let us examine the numerator of equation 19. Because the substrate is usu-
ally present at a much higher concentration than that of the enzyme, the con-
centration of uncombined substrate [S] is very nearly equal to the total substrate 
concentration. The concentration of uncombined enzyme [E] is equal to the 
total enzyme concentration [E] T  minus the concentration of the ES complex: 

   [E] 5 [E]T 2 [ES]   (20)  

 Substituting this expression for [E] in equation 19 gives 

   [ES] 5
([E]T 2 [ES])[S]

KM
   (21)  

 Solving equation 21 for [ES] gives 

   [ES] 5
[E]T[S]yKM

1 1 [S]yKM
   (22)  

FIGURE 8.11 Michaelis–Menten 
kinetics. A plot of the reaction velocity (V0) 
as a function of the substrate concentration 
[S] for an enzyme that obeys Michaelis–
Menten kinetics shows that the maximal 
velocity (Vmax) is approached asymptotically. 
The Michaelis constant (KM) is the substrate 
concentration yielding a velocity of Vmaxy2.
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 or 

   [ES] 5 [E]T  
[S]

[S] 1 KM
   (23)  

 By substituting this expression for [ES] into equation 13, we obtain 

   V0 5 k2[E]T  
[S]

[S] 1 KM
   (24)  

 The  maximal rate,   V  max , is attained when the catalytic sites on the 
enzyme are saturated with substrate—that is, when [ES]  5  [E] T . Thus, 
   Vmax 5 k2[E]T   (25)  
 Substituting equation 25 into equation 24 yields the  Michaelis–Menten 
equation:  

   V0 5 Vmax
[S]

[S] 1 KM
   (26)  

 This equation accounts for the kinetic data given in Figure 8.11. At very 
low substrate concentration, when [S] is much less than  K  M ,  V  0   5  ( V  max y K  M )
[S]; that is, the reaction is first order with the rate directly proportional to the 
substrate concentration. At high substrate concentration, when [S] is much 
greater than  K  M ,  V  0   5   V  max ; that is, the rate is maximal. The reaction is zero 
order, independent of substrate concentration. 

 The significance of  K  M  is clear when we set [S]  5   K  M  in equation 26. 
When [S]  5   K  M , then  V  0   5   V  max y2. Thus,  K  M   is equal to the substrate con-
centration at which the reaction rate is half its maximal value . As we will see, 
 K  M  is an important characteristic of an enzyme-catalyzed reaction and is 
significant for its biological function. 

  Variations in   K  M   can have physiological consequences  

  The physiological consequence of   K  M   is illustrated by the sensitivity 
of some persons to ethanol. Such persons exhibit facial flushing and 

rapid heart rate (tachycardia) after ingesting even small amounts of alcohol. 
In the liver, alcohol dehydrogenase converts ethanol into acetaldehyde.  
 Alcohol
 dehydrogenase

CH3CH2OH 1 NAD1 3:::::::4 CH3CHO 1 NADH 1 H1

 Ethanol Acetaldehyde
 Normally, the acetaldehyde, which is the cause of the symptoms when present 
at high concentrations, is processed to acetate by aldehyde dehydrogenase. 
 Aldehyde
 dehydrogenase
CH3CHO 1 NAD1 1 H2O 3:::::::4 CH3COO2 1 NADH 1 2H1

  Acetate
 Most people have two forms of the aldehyde dehydrogenase, a low  K  M  
mitochondrial form and a high  K  M  cytoplasmic form. In susceptible per-
sons, the mitochondrial enzyme is less active owing to the substitution of a 
single amino acid, and acetaldehyde is processed only by the cytoplasmic 
enzyme. Because this enzyme has a high  K  M , it achieves a high rate of 
catalysis only at very high concentrations of acetaldehyde. Consequently, 
less acetaldehyde is converted into acetate; excess acetaldehyde escapes into 
the blood and accounts for the physiological effects. 

  K  M   and   V  max   values can be determined by several means  

  K  M   is equal to the substrate concentration that yields   V  max  y2; however   V  max  , 
like perfection, is only approached but never attained. How, then, can we 
experimentally determine   K  M   and   V  max  , and how do these parameters enhance 

εξίσωση Michaelis-Menten

Η KM είναι ίση με [S] όπου η 
ταχύτητα της αντίδρασης είναι 

το ήμισυ της μέγιστης (Vmax)
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Οι τιμές ΚΜ και Vmax προσδιορίζονται με αρκετούς τρόπους

our understanding of enzyme-catalyzed reactions? The Michaelis constant, 
  K  M  , and the maximal rate,   V  max  , can be readily derived from rates of catalysis 
measured at a variety of substrate concentrations if an enzyme operates accord-
ing to the simple scheme given in equation 26. The derivation of   K  M   and   V  max   
is most commonly achieved with the use of curve-fitting programs on a com-
puter. However, an older method, although rarely used because the data points 
at high and low concentrations are weighted differently and thus sensitive to 
errors, is a source of further insight into the meaning of   K  M   and   V  max  .  

 Before the availability of computers, the determination of  K  M  and  V  max  
values required algebraic manipulation of the Michaelis–Menten equation. 
The Michaelis–Menten equation is transformed into one that gives a 
straight-line plot that yields values for  V  max  and  K  M . Taking the reciprocal 
of both sides of equation 26 gives 

   
1

V0
5

KM

Vmax
?

1
S

1
1

Vmax
   (27)  

 A plot of 1y V  0  versus 1y[S], called a  Lineweaver–Burk  or  double- 
reciprocal plot,  yields a straight line with a  y -intercept of 1y V  max  and a 
slope of  K  M y V  max  (Figure 8.12). The intercept on the  x -axis is  2 1y K  M . 

  K  M   and   V  max   values are important enzyme characteristics  

  The K  M   values of enzymes range widely (Table 8.4). For most enzymes,   K  M   
lies between 10  2  1   and 10  2  7   M. The   K  M   value for an enzyme depends on the 
particular substrate and on environmental conditions such as pH, temperature, 
and ionic strength.   The Michaelis constant,   K  M  , as already noted, is equal to 
the concentration of substrate at which half the active sites are filled. Thus,   K  M   
provides a measure of the substrate concentration required for significant 
catalysis to take place. For many enzymes, experimental evidence suggests that 
the   K  M   value provides an approximation of the substrate concentration in vivo, 
which in turn suggests that most enzymes evolved to have a   K  M   approximately 
equal to the substrate concentration commonly available. Why might it be 
beneficial to have a   K  M   value approximately equal to the commonly available 
substrate concentration? If the normal concentration of substrate is near   K  M  , 
the enzyme will display significant activity and yet the activity will be sensitive 
to changes in environmental conditions—that is, changes in substrate concen-
tration. At values below   K  M  , enzymes are very sensitive to changes in substrate 
concentration but display little activity. At substrate values well above   K  M  , 
enzymes have great catalytic activity but are insensitive to changes in substrate 
concentration. Thus, with the normal substrate concentration being approxi-
mately   K  M  , the enzymes have significant activity (1y2   V  max  ) but are still sensi-
tive to changes in substrate concentration.  

 Under certain circumstances,  K  M  reflects the 
strength of the enzyme–substrate interaction. In 
equation 18,  K  M  is defined as ( k  2  1   1   k  2 )y k  1 . 
Consider a case in which  k  2  1  is much greater than 
 k  2 . Under such circumstances, the ES complex dis-
sociates to E and S much more rapidly than prod-
uct is formed. Under these conditions  (k21 W k2)  

   KM <
k21

k1
   (28)  

 Equation 28 describes the  dissociation constant  
of the ES complex. 

  KES 5
[E][S]
[ES]

5
k21

k1
    (29)  

1/V0

1/[S]

Intercept = 1/Vmax

Slope = KM/Vmax

Intercept = −1/KM

0

FIGURE 8.12 A double-reciprocal or 
Lineweaver–Burk plot. A double-
reciprocal plot of enzyme kinetics is 
generated by plotting 1yV0 as a function of 
1y[S]. The slope is KMyVmax, the intercept 
on the vertical axis is 1yVmax, and the 
intercept on the horizontal axis is 21yKM.

TABLE 8.4 KM values of some enzymes

Enzyme Substrate KM (mM)

Chymotrypsin Acetyl-L-tryptophanamide 5000
Lysozyme Hexa-N-acetylglucosamine 6
b-Galactosidase Lactose 4000
Threonine deaminase Threonine 5000
Carbonic anhydrase CO2 8000
Penicillinase Benzylpenicillin 50
Pyruvate carboxylase Pyruvate 400
 HCO3

2 1000
 ATP 60
Arginine-tRNA synthetase Arginine 3
 tRNA 0.4
 ATP 300
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εξίσωση Lineweaver-Burk



3.8 Κινητική ενζύμων

48Δρ. Νικόλαος Ελευθεριάδης, Επίκουρος Καθηγητής, Τμήμα Χημείας

Οι τιμές ΚΜ και Vmax είναι σημαντικά χαρακτηριστικά του ενζύμου

• Η Vmax αποκαλύπτει τον αριθμός μετατροπής ενός ενζύμου (αριθμός μορίων S που μετατρέπονται σε
P ανά μονάδα χρόνου από ένα E)

• Ο αριθμός μετατροπής ισούται με την σταθερά ταχύτητας k2 ή αλλιώς kcat

• Ο λόγος kcat/KM είναι ένα μέτρο της καταλυτικής αποτελεσματικότητας
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(hence,  V  0 ) when there is negligible product formation and thus no back 
reaction ( k  2  2  [E][P]  ̄   0). 

     k1 k2
 E 1 S ∆ ES ¡ E 1 P (12)
     k21

 Thus, for the graph in Figure 8.11,  V  0  is determined for each substrate 
concentration by measuring the rate of product formation at early times 
before P accumulates (Figure 8.10A). 

 We want an expression that relates the rate of catalysis to the concentra-
tions of substrate and enzyme and the rates of the individual steps. Our 
starting point is that the catalytic rate is equal to the product of the concen-
tration of the ES complex and  k  2  .  

   V0 5 k2[ES]   (13)  
 Now we need to express [ES] in terms of known quantities. The rates of 
formation and breakdown of ES are given by 

    Rate of formation of ES 5 k1[E][S]    (14)  

   Rate of breakdown of ES 5 (k21 1 k2)[ES]   (15)  

 We will use the  steady-state assumption  to simplify matters. In a steady state, 
the concentrations of intermediates—in this case, [ES]—stay the same even if 
the concentrations of starting materials and products are changing. This steady 
state is reached when the rates of formation and breakdown of the ES complex 
are equal. Setting the right-hand sides of equations 14 and 15 equal gives 

   k1[E][S] 5 (k21 1 k2)[ES]   (16)  

 By rearranging equation 16, we obtain 

   [E][S]y[ES] 5 (k21 1 k2)yk1   (17)  

 Equation 17 can be simplified by defining a new constant,  K  M , called the 
Michaelis constant: 

   KM 5
k21 1 k2

k1
   (18)  

 Note that  K  M  has the units of concentration and is independent of enzyme 
and substrate concentrations. As will be explained,  K  M  is an important 
characteristic of enzyme–substrate interactions. 

 Inserting equation 18 into equation 17 and solving for [ES] yields 

   [ES] 5
[E][S]

KM
   (19)  

 Now let us examine the numerator of equation 19. Because the substrate is usu-
ally present at a much higher concentration than that of the enzyme, the con-
centration of uncombined substrate [S] is very nearly equal to the total substrate 
concentration. The concentration of uncombined enzyme [E] is equal to the 
total enzyme concentration [E] T  minus the concentration of the ES complex: 

   [E] 5 [E]T 2 [ES]   (20)  

 Substituting this expression for [E] in equation 19 gives 

   [ES] 5
([E]T 2 [ES])[S]

KM
   (21)  

 Solving equation 21 for [ES] gives 

   [ES] 5
[E]T[S]yKM

1 1 [S]yKM
   (22)  

FIGURE 8.11 Michaelis–Menten 
kinetics. A plot of the reaction velocity (V0) 
as a function of the substrate concentration 
[S] for an enzyme that obeys Michaelis–
Menten kinetics shows that the maximal 
velocity (Vmax) is approached asymptotically. 
The Michaelis constant (KM) is the substrate 
concentration yielding a velocity of Vmaxy2.
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• Η ΚΜ παρέχει ένα μέτρο της συγκέντρωσης του S που απαιτείται για να πραγματοποιηθεί σημαντικά η
κατάλυση


