
Ένζυµα: Bασικές αρχές και κινητική

Τα ένζυµα, οι καταλύτες των βιολογικών συστηµάτων, είναι αξιοθαύµαστα µό-
ρια που προσδιορίζουν τον τρόπο των χηµικών µετασχηµατισµών και µεσο-
λαβούν στον µετασχηµατισµό των διαφόρων µορφών ενέργειας. Τα κυριότε-
ρα χαρακτηριστικά των ενζύµων είναι η καταλυτική ισχύς και η εξειδίκευσή τους.
Η κατάλυση λαµβάνει χώρα σε µια ιδιαίτερη περιοχή του ενζύµου που ονο-
µάζεται ενεργό κέντρο. Σχεδόν όλα τα γνωστά ένζυµα είναι πρωτεΐνες. Ωστόσο, οι
πρωτεΐνες δεν έχουν το µονοπώλιο της κατάλυσης. Η ανα-
κάλυψη των καταλυτικά ενεργών µορίων RNA παρέχει τις
αναγκαίες ενδείξεις ότι το RNA ήταν ένας από τους πρώ-
τους βιοκαταλύτες (Εδάφιο 2.2.2).

Οι πρωτεΐνες, ως µια τάξη µακροµορίων, καταλύουν πο-
λύ αποτελεσµατικά διάφορες χηµικές αντιδράσεις λόγω
της ικανότητάς τους να προσδένουν εξειδικευµένα µια ευρεία
τάξη µορίων. Τα ένζυµα, χρησιµοποιώντας ολόκληρο το
απόθεµα των ενδοµοριακών τους δυνάµεων, φέρνουν µαζί
τα υποστρώµατα σε έναν άριστο προσανατολισµό, που εί-
ναι η προετοιµασία για τον σχηµατισµό και τη διάσπαση
χηµικών δεσµών. Τα ένζυµα καταλύουν αντιδράσεις µε το
να σταθεροποιούν τις µεταβατικές καταστάσεις, τις υψηλότε-
ρες ενεργειακά στερεοδιατάξεις στις πορείες των αντι-
δράσεων. Ένα ένζυµο, µε το να σταθεροποιεί επιλεκτικά
µια µεταβατική κατάσταση, προσδιορίζει ποια από τις
αντιδράσεις που µπορούν να πραγµατοποιηθούν όντως
λαµβάνει χώρα.

8.1 Tα ένζυµα είναι ισχυροί και σε µεγάλο
βαθµό εξειδικευµένοι καταλύτες

8.2 H ελεύθερη ενέργεια είναι µια χρήσιµη
θερµοδυναµική συνάρτηση για την κατανόη-
ση των ενζύµων

8.3 Tα ένζυµα επιταχύνουν τις αντιδράσεις
διευκολύνοντας τον σχηµατισµό της µεταβα-
τικής κατάστασης

8.4 Tο µοντέλο Michaelis-Menten εξηγεί τις
κινητικές ιδιότητες πολλών ενζύµων

8.5 Tα ένζυµα είναι δυνατόν να ανασταλούν
από ειδικά µόρια

8.6 Oι βιταµίνες είναι συχνά πρόδροµες
ενώσεις των συνενζύµων
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Η δραστικότητα ενός ενζύµου είναι υπεύθυνη για τη λάµψη της φωταυγούς
µέδουσας (αριστερά). Το ένζυµο ακουορίνη καταλύει την οξείδωση µιας ένωσης
από το οξυγόνο, µε την παρουσία ασβεστίου, για να απελευθερώσει CO2 και φως.
[(Αριστερά] Fred Bavendam/Peter Arnold.] 
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8.1 TA ENZYMA EINAI IΣXYPOI KAI ΣΕ ΜΕΓΑΛΟ ΒΑΘΜΟ
EΞEI∆IKEYMENOI KATAΛYTEΣ

Τα ένζυµα επιταχύνουν τις αντιδράσεις κατά ένα εκατοµµύριο φορές ή πε-
ρισσότερο (Πίνακας 8.1). Πράγµατι, στα βιολογικά συστήµατα οι περισσότε-
ρες αντιδράσεις δεν γίνονται καν σε αντιληπτή ταχύτητα χωρίς την παρουσία
ενζύµων. Ακόµη και µια απλή αντίδραση, όπως είναι η ενυδάτωση του διο-
ξειδίου του άνθρακα, καταλύεται από ένα ένζυµο, την ανθρακική ανυδράση
(Υποκεφάλαιο 9.2). Η µεταφορά του CO2 από τους ιστούς στο αίµα και στη
συνέχεια στον κυψελιδικό αέρα χωρίς το ένζυµο αυτό δεν θα ήταν πλήρης.
Στην πραγµατικότητα, η ανθρακική ανυδράση είναι ένα από τα ταχύτερα έν-
ζυµα που γνωρίζουµε. Κάθε µόριο ενζύµου µπορεί να ενυδατώνει 106 µόρια
CO2 ανά δευτερόλεπτο. Η αντίδραση που καταλύεται είναι 107 φορές ταχύτερη
από εκείνη που δεν καταλύεται. Θα µελετήσουµε τον µηχανισµό κατάλυσης
της ανθρακικής ανυδράσης στο Κεφάλαιο 9. Τα ένζυµα έχουν υψηλό βαθµό
εξειδίκευσης τόσο στην αντίδραση που καταλύουν όσο και στην επιλογή των
αντιδρώντων, που ονοµάζονται υποστρώµατα. Ένα ένζυµο καταλύει συνήθως
µια απλή χηµική αντίδραση ή µια σειρά από πολύ συγγενικές αντιδράσεις.
Στις ενζυµικές αντιδράσεις σπανίως συµβαίνουν παράπλευρες αντιδράσεις που
οδηγούν στον άχρηστο σχηµατισµό παραπροϊόντων, σε αντίθεση µε τις αντι-
δράσεις που δεν καταλύονται. 

Ας πάρουµε ως παράδειγµα τα πρωτεολυτικά ένζυµα. Τα ένζυµα αυτά, in vivo,
καταλύουν την πρωτεϊνόλυση, την υδρόλυση ενός πεπτιδικού δεσµού. 

Τα περισσότερα πρωτεολυτικά ένζυµα καταλύουν επίσης την υδρόλυση ενός
εστερικού δεσµού, in vitro, που είναι µια διαφορετική αλλά σχετική αντίδρα-
ση. Τέτοιες αντιδράσεις παρακολουθούνται πιο εύκολα από ό,τι η πρωτεϊνό-
λυση και είναι χρήσιµες στην πειραµατική έρευνα των ενζύµων αυτών.
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Μη καταλυόµενη Καταλυόµενη Αύξηση
Μη ενζυµική ταχύτητα ταχύτητα ταχύτητας

Ένζυµο ηµιζωή (kun, s–1) (kcat, s–1) (kcat/kun)

Αποκαρβοξυλάση της ΟΜΡ 78.000.000 χρόνια 2,8 � 10–16 39 1,4 � 1017

Σταφυλοκοκκική νουκλεάση 130.000 χρόνια 1,7 � 10–13 95 5,6 � 1014

Νουκλεοζιτάση της ΑΜΡ 69.000 χρόνια 1,0 � 10–11 60 6,0 � 1012

Καρβοξυπεπτιδάση Α 7,3 χρόνια 3,0 � 10–9 578 1,9 � 1011

Ισοµεράση των κετοστεροειδών 7 εβδοµάδες 1,7 � 10–7 66.000 3,9 � 1011

Ισοµεράση των φωσφορικών τριοζών 1,9 ηµέρες 4,3 � 10–6 4.300 1,0 � 109

Μουτάση του χορισµικού 7,4 ώρες 2,6 � 10–5 50 1,9 � 106

Ανθρακική ανυδράση 5 δευτερόλεπτα 1,3 � 10–1 1 � 106 7,7 � 106

ΠINAKAΣ 8.1 Αύξηση ταχύτητας από επιλεγµένα ένζυµα.

Συντοµογραφίες: OMP, µονοφωσφορική οροτιδίνηØ AMP, µονοφωσφορική αδενοσίνη.
Πηγή: Κατά A. Radzicka and R. Wofenden. Science 267 (1995):90-93.
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Τα πρωτεολυτικά ένζυµα διαφέρουν σηµαντικά στον βαθµό εξειδίκευσης
που έχουν ως προς το υπόστρωµα. Η σουµπτιλισίνη, η οποία βρέθηκε σε ορι-
σµένα βακτήρια, δεν κάνει διακρίσεις: θα διασπάσει οποιονδήποτε δεσµό δί-
νοντας λίγη σηµασία στη φύση των παρακείµενων πλευρικών αλυσίδων. Η
θρυψίνη, ένα ένζυµο της πέψης, είναι απολύτως εξειδικευµένη στο να κατα-
λύει µόνο τη διάσπαση των πεπτιδικών δεσµών στο καρβοξυ-τελικό άκρο των
καταλοίπων της λυσίνης και της αργινίνης (Eικόνα 8-1A). Η θροµβίνη, ένα έν-
ζυµο που συµµετέχει στην πήξη του αίµατος, είναι περισσότερο εξειδικευµέ-
νη από τη θρυψίνη. Καταλύει την υδρόλυση των δεσµών Arg-Gly µόνο σε ει-
δικές αλληλουχίες πεπτιδίων (Eικόνα 8-1B). 

Η DNA πολυµεράση I, ένα ένζυµο που κατευθύνεται από ένα εκµαγείο
(Υποκεφάλαιο 27.2), είναι ένας άλλος καταλύτης µε υψηλή εξειδίκευση. Προ-
σθέτει νουκλεοτίδια σε µια αλυσίδα DNA που συντίθεται µε αλληλουχία η
οποία προσδιορίζεται από την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων στην άλλη αλυ-
σίδα DNA που χρησιµεύει ως εκµαγείο. Η DNA πολυµεράση Ι µεταφέρει τις
πληροφορίες που δίνονται από το εκµαγείο µε αξιοθαύµαστη ακρίβεια. Εισά-
γει το λάθος νουκλεοτίδιο στη νεοσχηµατιζόµενη αλυσίδα DNA µε συχνότη-
τα µικρότερη από ένα σε ένα εκατοµµύριο φορές. 

Η εξειδίκευση ενός ενζύµου οφείλεται στην ακριβή αλληλεπίδραση του υπο-
στρώµατος και του ενζύµου. Η ακρίβεια αυτή είναι αποτέλεσµα της πολύπλοκης τρι-
διάστατης δοµής της ενζυµικής πρωτεΐνης.

8.1.1 Πολλά ένζυµα χρειάζονται συµπαράγοντες για δραστικότητα

Η καταλυτική δραστικότητα πολλών ενζύµων εξαρτάται από την παρουσία µι-
κρών µορίων που ονοµάζονται συµπαράγοντες, αν και ο ακριβής ρόλος ποικίλ-
λει ανάλογα µε τον συµπαράγοντα και το ένζυµο. Ένα ένζυµο χωρίς τον συ-
µπαράγοντά του καλείται αποένζυµο. Το πλήρως καταλυτικά ενεργό ένζυµο κα-
λείται ολοένζυµο.

Αποένζυµο + συµπαράγοντας = ολοένζυµο.
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EIKONA 8.1 Εξειδίκευση ενζύµου. (Α) Η θρυ-
ψίνη διασπά τους δεσµούς στο καρβοξυ-τελικό
άκρο των καταλοίπων αργινίνης και λυσίνης, ενώ
(Β) η θροµβίνη διασπά τους δεσµούς Arg-Gly ει-
δικά σε συγκεκριµένες αλληλουχίες.

Συµπαράγοντας Ένζυµο

Συνένζυµο

Πυροφωσφορική θειαµίνη Πυροσταφυλική αφυδρογονάση
Φλαβινο-αδενινο-νουκλεοτίδιο Οξειδάση των µονοαµινών
Νικοτιναµιδο-αδενινο-νουκλεοτίδιο Γαλακτική αφυδρογονάση
Φωσφορική πυριδοξάλη Φωσφορυλάση του γλυκογόνου
Συνένζυµο Α (CoA) Καρβοξυλάση του ακετυλο-CoA
Βιοτίνη Πυροσταφυλική καρβοξυλάση
5΄-∆εοξυαδενοσυλο-κοβαλαµίνη Μουτάση του µεθυλοµηλονικού
Τετραϋδροφυλλικό Συνθάση του θυµιδυλικού

Mέταλλο

Zn2+ Ανθρακική ανυδράση
Zn2+ Καρβοξυπεπτιδάση
Mg2+ EcoRV
Mg2+ Εξοκινάση
Ni2+ Ουρεάση
Mo Αναγωγάση του νιτρικού
Se Υπεροξειδάση του γλουταθείου
Mn2+ ∆ισµουτάση του σουπεροξειδίου
K+ Καρβοξυλάση του προπιονυλο-CoA

ΠINAKAΣ 8.2 Συµπαράγοντες ενζύµων.



Οι συµπαράγοντες µπορούν να υποδιαιρεθούν σε δύο κατηγορίες: µέταλλα και
µικρά οργανικά µόρια (Πίνακας 8.2). Παραδείγµατος χάριν, το ένζυµο ανθρα-
κική ανυδράση για τη δραστικότητά του χρειάζεται Zn2+ (Εδάφιο 9.2.1). Η φω-
σφορυλάση του γλυκογόνου (Εδάφιο 21.1.5), η οποία υδρολύει γλυκογόνο για
ενέργεια, χρειάζεται το µικρό οργανικό µόριο φωσφορική πυριδοξάλη (PLP).

Οι συµπαράγοντες που είναι µικρά οργανικά µόρια καλούνται συνένζυµα.
Τα συνένζυµα, τα οποία παράγονται συχνά από βιταµίνες, µπορούν να είναι
είτε χαλαρά είτε σφιχτά προσδεµένα στο ένζυµο. Εάν είναι σφιχτά προσδε-
µένα καλούνται προσθετικές οµάδες. Χαλαρά προσδεµένα συνένζυµα είναι πε-

ρισσότερο όµοια µε τα συνυποστρώµατα διότι προσδένο-
νται και απελευθερώνονται από το ένζυµο ακριβώς όπως
τα υποστρώµατα και τα προϊόντα. Εντούτοις, η χρησιµο-
ποίηση των ίδιων συνενζύµων από µια ποικιλία ενζύµων
και η προέλευσή τους από τις βιταµίνες τα ξεχωρίζει από
τα κανονικά υποστρώµατα. Τα ένζυµα που χρησιµοποιούν
το ίδιο συνένζυµο έχουν συνήθως όµοιο µηχανισµό. Στο
Κεφάλαιο 9 θα εξετάσουµε τη µηχανιστική σηµασία των
συµπαραγόντων στη δραστικότητα των ενζύµων. Μια πε-
ρισσότερο λεπτοµερής εξέταση των βιταµινών συνενζύ-
µων γίνεται στο Υποκεφάλαιο 8.6.

8.1.2 Tα ένζυµα µπορεί να µετασχηµατίζουν
ενέργεια από µια µορφή σε άλλη

Σε πολλές βιοχηµικές αντιδράσεις, η ενέργεια των αντι-
δρώντων µετατρέπεται µε µεγάλη αποτελεσµατικότητα σε µια
διαφορετική µορφή. Παραδείγµατος χάριν, στη φωτοσύν-
θεση η ενέργεια του φωτός µετατρέπεται σε ενέργεια χη-
µικού δεσµού µέσω µιας βαθµίδωσης συγκέντρωσης ιό-
ντων. Στα µιτοχόνδρια, η ελεύθερη ενέργεια που περιέ-
χεται στα µικρά µόρια που προσλαµβάνονται µε την τρο-
φή, µετατρέπεται πρώτα στην ελεύθερη ενέργεια µιας
βαθµίδωσης συγκέντρωσης ιόντων και στη συνέχεια σε
ένα διαφορετικό είδος ενέργειας, την ελεύθερη ενέργεια
της τριφωσφορικής αδενοσίνης. Ακολούθως, τα ένζυµα
µπορεί να χρησιµοποιήσουν την ενέργεια του χηµικού δε-
σµού της ATP µε πολλούς τρόπους: Το ένζυµο µυοσίνη
µετατρέπει την ενέργεια της ΑΤΡ σε µηχανική ενέργεια

µυϊκής συστολής. Αντλίες στις µεµβράνες των κυττάρων και των οργανιδίων,
οι οποίες µπορεί να θεωρηθούν ένζυµα που µετακινούν υποστρώµατα µάλλον
παρά να τα µεταβάλουν χηµικά, δηµιουργούν ηλεκτρικές και χηµικές βαθµι-
δώσεις συγκέντρωσης χρησιµοποιώντας την ενέργεια της ATP για να µετα-
φέρουν µόρια και ιόντα (Eικόνα 8.2). Οι µοριακοί µηχανισµοί των ενζύµων αυ-
τών που µετασχηµατίζουν ενέργεια βρίσκονται στη φάση της διαλεύκανσης.
Στα επόµενα κεφάλαια θα δούµε πώς κύκλοι διάκριτων βηµάτων µε ενιαία κα-
τεύθυνση —πρόσδεση, χηµικός µετασχηµατισµός και απελευθέρωση— οδη-
γούν στη µετατροπή από µία µορφή ενέργειας σε άλλη.

8.1.3 Tα ένζυµα ταξινοµούνται µε βάση τον τύπο της αντίδρασης που
καταλύουν

Πολλά ένζυµα έχουν κοινά ονόµατα που δίνουν λίγες πληροφορίες για την
αντίδραση που καταλύουν. Παραδείγµατος χάριν, ένα πρωτεολυτικό ένζυµο
που εκκρίνεται από το πάγκρεας ονοµάζεται θρυψίνη. Τα περισσότερα ένζυ-
µα παίρνουν το όνοµά τους από τα υποστρώµατά τους και τις αντιδράσεις που

Ca2+

ATP + H2O

ADP + Pi

K˘ÙÙ·ÚÈÎ‹ ÌÂÌ‚Ú¿ÓË

EIKONA 8.2 Ένα ένζυµο που µετασχηµατίζει ενέργεια. Η ΑΤΡάση Ca2+

χρησιµοποιεί την ενέργεια υδρόλυσης της ΑΤΡ για να µεταφέρει Ca2+ διά
µέσου της µεµβράνης, παράγοντας µια βαθµίδωση συγκέντρωσης Ca2+.
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καταλύουν, µε την προσθήκη της κατάληξης «-άση». Έτσι, µια ΑΤΡάση είναι
ένα ένζυµο που διασπά ΑΤΡ, ενώ η συνθάση της ΑΤΡ είναι ένα ένζυµο που
συνθέτει ΑΤΡ.

Για να δοθεί κάποια συνέχεια στην ταξινόµηση των ενζύµων, η ∆ιεθνής
Ένωση Βιοχηµείας ίδρυσε το 1964 µια Επιτροπή Ονοµατολογίας Ενζύµων για
να αναπτύξει µια ονοµατολογία για τα ένζυµα. Οι αντιδράσεις διαιρέθηκαν σε
έξι κύριες οµάδες και αριθµήθηκαν από το 1 έως το 6 (Πίνακας 8.3). Οι οµά-
δες αυτές υποδιαιρέθηκαν και υποδιαιρέθηκαν περαιτέρω, έτσι ώστε ένας αριθ-
µός µε τέσσερα ψηφία τα οποία ακολουθούν τα γράµµατα EC (από το Enzyme
Commission) µπορεί να προσδιορίσει µε ακρίβεια την ταυτότητα όλων των εν-
ζύµων.

Ας πάρουµε ως παράδειγµα την κινάση των µονοφωσφορικών νουκλεοζι-
τών (κινάση ΝΜΡ), ένα ένζυµο που θα εξεταστεί λεπτοµερώς στο επόµενο κε-
φάλαιο (Υποκεφάλαιο 9.4). Η κινάση αυτή καταλύει την αντίδραση:

ΑΤΡ + ΝΜΡ 3:4 ADP + NDP.

Η κινάση ΝΜΡ µεταφέρει µια φωσφορική οµάδα από την ΑΤΡ στην ΝΜΡ για
να σχηµατίσει έναν διφωσφορικό νουκλεοζίτη (NDP) και ADP. Συνεπώς, εί-
ναι µια µεταφοράση ή µέλος της οµάδας 2. Εκτός από τις φωσφορικές οµάδες
είναι δυνατόν να µεταφερθούν και πολλές άλλες οµάδες, όπως π.χ. σάκχαρα
και µονάδες άνθρακα. Οι µεταφοράσες που αλλάζουν τη θέση µιας φωσφορι-
κής οµάδας χαρακτηρίζονται ως 2.7. Η φωσφορική οµάδα γίνεται δεκτή από
πολλές λειτουργικές οµάδες. Εάν ο δέκτης είναι µια φωσφορική οµάδα, η µε-
ταφοράση ορίζεται ως 2.7.4. Ο τελικός αριθµός χαρακτηρίζει τον δέκτη ακρι-
βέστερα. Όσον αφορά την ΝΜΡ κινάση, ο δέκτης είναι ένας µονοφωσφορι-
κός νουκλεοζίτης και ο χαρακτηρισµός του ενζύµου είναι EC 2.7.4.4 Αν και
τα κοινά ονόµατα χρησιµοποιούνται συχνά, ο αριθµός ταξινόµησης χρησιµο-
ποιείται όταν η ακριβής ταυτότητα του ενζύµου µπορεί να είναι ασαφής.

8.2 H EΛEYΘEPH ENEPΓEIA EINAI MIA XPHΣIMH
ΘEPMO∆YNAMIKH ΣΥΝΑΡΤΗΣΗ ΓIA THN KATANOHΣH TΩN
ENZYMΩN

Μερικές από τις αρχές της θερµοδυναµικής αναφέρθηκαν στο Κεφάλαιο 1 –
µε αξιοσηµείωτη την ιδέα της ελεύθερης ενέργειας (G). Για να κατανοήσουµε
πλήρως πώς λειτουργούν τα ένζυµα, πρέπει να µελετήσουµε δύο θερµοδυνα-
µικές ιδιότητες της αντίδρασης: (1) τη διαφορά της ελεύθερης ενέργειας (∆G)
µεταξύ των προϊόντων και των αντιδρώντων και (2) την ενέργεια που απαιτεί-

Kατηγορία Tύπος αντίδρασης Παράδειγµα Kεφάλαιο

1. Oξειδοαναγωγάσες Oξείδωση-αναγωγή Γαλακτική αφυδρογονάση 16

2. Μεταφοράσες Mεταφορά οµάδας Kινάση των µονοφωσφορικών 9
νουκλεοζιτών (κινάση NMP)

3. Yδρολάσες Aντιδράσεις υδρόλυσης (µεταφορά Xυµοθρυψίνη 9
λειτουργικών οµάδων στο νερό)

4. Λυάσες Πρόσθεση ή αφαίρεση οµάδων για τον Φουµαράση 17
σχηµατισµό διπλών δεσµών

5. Iσοµεράσες Iσοµερείωση (ενδοµοριακή µεταφορά Iσοµεράση των φωσφορικών τριοζών 16
οµάδας)

6. Λιγάσες Σύνδεση δύο υποστρωµάτων µε Συνθετάση του αµινοακυλο-tRNA 29
δαπάνη την υδρόλυση της ATP

ΠINAKAΣ 8.3 Έξι κύριες κατηγορίες ενζύµων.



ται για να αρχίσει η µετατροπή των αντιδρώντων σε προϊόντα. Η πρώτη προσ-
διορίζει το κατά πόσον η αντίδραση θα γίνει αυθόρµητα, ενώ η δεύτερη προσ-
διορίζει την ταχύτητα της αντίδρασης. Τα ένζυµα επηρεάζουν µόνο τη δεύτε-
ρη. Στην αρχή θα µελετήσουµε τη θερµοδυναµική των αντιδράσεων και στη
συνέχεια (Υποκεφάλαιο 8.3) τις ταχύτητες των αντιδράσεων.

8.2.1 H µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας δίνει πληροφορίες για το
αυθόρµητο αλλά όχι για την ταχύτητα µιας αντίδρασης

Όπως αναφέρθηκε στο Εδάφιο 1.3.3, η µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας (∆G)
δείχνει αν µια αντίδραση µπορεί να γίνει αυθόρµητα:

1. Mια αντίδραση µπορεί να γίνει αυθόρµητα µόνον εάν η ∆G είναι αρνητική. Οι αντι-
δράσεις αυτές ονοµάζονται εξώεργες.

2. Ένα σύστηµα βρίσκεται σε ισορροπία και καµία καθαρή µεταβολή δεν µπο-
ρεί να γίνει εάν η ∆G ισούται µε το µηδέν. 

3. Mια αντίδραση δεν µπορεί να γίνει αυθόρµητα εάν η ∆G είναι θετική. Για
να γίνει µια τέτοια αντίδραση απαιτείται επιπρόσθετη ελεύθερη ενέργεια. Οι
αντιδράσεις αυτές ονοµάζονται ενδόεργες.

Πρέπει να δοθεί έµφαση σε δύο ακόµη σηµεία. Η ∆G µιας αντίδρασης εξαρ-
τάται µόνο από τη διαφορά της ελεύθερης ενέργειας των προϊόντων (τελικό
στάδιο) από την ελεύθερη ενέργεια των αντιδρώντων (αρχικό στάδιο). H ∆G
µιας αντίδρασης είναι ανεξάρτητη από την πορεία (ή µοριακό µηχανισµό) ενός µε-
τασχηµατισµού. O µηχανισµός µιας αντίδρασης δεν επηρεάζει τη ∆G. Παρα-
δείγµατος χάριν, η ∆G της οξείδωσης της γλυκόζης σε CO2 και H2O που, εί-
τε γίνεται µε καύση in vitro είτε µέσα σε ένα κύτταρο από µια σειρά ενζυµι-
κών αντιδράσεων, είναι η ίδια. Η ∆G δεν δίνει πληροφορίες για την ταχύτητα µιας
αντίδρασης. Mια αρνητική τιµή της ∆G υποδηλώνει ότι µια αντίδραση µπορεί
να γίνει αυθόρµητα, αλλά δεν καθορίζει εάν θα προχωρήσει µε αισθητή τα-
χύτητα. Όπως θα συζητηθεί παρακάτω (Υποκεφάλαιο 8.3), η ταχύτητα µιας
αντίδρασης εξαρτάται από την ελεύθερη ενέργεια ενεργοποίησης (∆G++), η οποία
σε µεγάλο βαθµό είναι ανεξάρτητη από τη ∆G της αντίδρασης.

8.2.2 H µεταβολή της πρότυπης ελεύθερης ενέργειας µιας αντίδρασης
σχετίζεται µε τη σταθερά ισορροπίας

Όπως για κάθε αντίδραση, έτσι και για µια ενζυµική αντίδραση πρέπει να µπο-
ρούµε να προσδιορίσουµε τη ∆G για να ξέρουµε εάν η αντίδραση είναι αυ-
θόρµητη ή χρειάζεται εισαγωγή ελεύθερης ενέργειας. Για να προσδιορίσου-
µε αυτή τη σηµαντική θερµοδυναµική παράµετρο, πρέπει να λάβουµε υπ’ όψιν
τη φύση των αντιδρώντων και των προϊόντων καθώς επίσης και τις συγκε-
ντρώσεις τους.

Ας πάρουµε την αντίδραση 

A + B 3:4 Γ + ∆.

H ∆G της αντίδρασης αυτής δίνεται από

[Γ][∆]
∆G = ∆G° + RT ln ——— , (1)

[A][B]

όπου η ∆G° είναι η µεταβολή της πρότυπης ελεύθερης ενέργειας, R είναι η στα-
θερά αερίων, T είναι η απόλυτη θερµοκρασία και [A], [B], [Γ] και [∆] είναι οι
µοριακές συγκεντρώσεις (ακριβέστερα, οι δραστικότητες) των αντιδρώντων.
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H ∆G° είναι η µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας κάτω από πρότυπες συνθή-
κες, δηλαδή όταν το κάθε ένα από τα αντιδρώντα A, B, Γ και ∆ έχει συγκέ-
ντρωση 1,0 M (για ένα αέριο, συνήθως ως πρότυπη κατάσταση επιλέγεται η
πίεση 1 ατµόσφαιρας). Έτσι, η ∆G µιας αντίδρασης εξαρτάται από τη φύση των
αντιδρώντων (που εκφράζεται στον όρο ∆G° της εξίσωσης 1) και από τις συ-
γκεντρώσεις των αντιδρώντων (που εκφράζονται µε τον λογαριθµικό όρο της
εξίσωσης 1).

Έχει υιοθετηθεί µια σύµβαση ώστε να απλοποιηθούν οι υπολογισµοί της
ελεύθερης ενέργειας στις βιοχηµικές αντιδράσεις. Ως πρότυπη κατάσταση
ορίζεται εκείνη στην οποία το pH ισούται µε 7. Συνεπώς, όταν το H+ είναι
ένα από τα αντιδρώντα, στις εξισώσεις 1 και 4 (πιο κάτω) η δραστικότητά του
έχει την τιµή 1 (που αντιστοιχεί στο pH 7). Eπίσης, η δραστικότητα του H2O
στις οξειδώσεις αυτές λαµβάνεται ίση µε 1. H µεταβολή της πρότυπης ελεύθε-
ρης ενέργειας σε pH 7, που παριστάνεται µε το σύµβολο ∆G°΄, θα χρησιµοποι-
είται παντού στο βιβλίο αυτό. Η χιλιοθερµίδα (kilocalorie, kcal) και το kilojoule
(kJ) θα χρησιµοποιούνται ως µονάδες ενέργειας. Μία χιλιοθερµίδα ισούται µε
4,184 kJ.

H σχέση µεταξύ της πρότυπης ελεύθερης ενέργειας και της σταθεράς ισορ-
ροπίας µιας αντίδρασης προκύπτει εύκολα. Η εξίσωση αυτή είναι σηµαντική
διότι δείχνει την ενεργειακή σχέση µεταξύ των προϊόντων και των αντιδρώ-
ντων αναφορικά µε τις συγκεντρώσεις τους. Στην ισορροπία, ∆G = 0. Tότε η
εξίσωση 1 γίνεται

[Γ][∆]
0 = ∆G°΄ + RT ln ——— (2)[A][B]

καθώς επίσης

[Γ][∆]
∆G°΄ = – RT ln ——— (3)[A][B]

H σταθερά ισορροπίας, K΄eq, κάτω από πρότυπες συνθήκες ορίζεται ως

[Γ][∆]
K éq = ——— (4)[A][B]

Aντικαθιστώντας το κλάσµα του δεύτερου µέλους της εξίσωσης (3) µε K΄eq

έχουµε
∆G°΄ = –RT ln K΄eq (5)

∆G°΄ = –2,303 RT log10 K΄eq (6)

η οποία µπορεί να µετασχηµατιστεί εκ νέου για να δώσει

K΄eq = 10 ∆G°΄/(2,303RT) (7)

Aντικαθιστώντας R = 1,987 × 10–3 kcal mol–1 deg–1 και T = 298 K (που αντι-
στοιχεί στους 25°C) έχουµε 

K΄eq = 10–∆G °΄/1,36 (8)

όπου η ∆G°΄εκφράζεται σε kcal mol–1 λόγω της επιλογής των µονάδων για την
R στην εξίσωση 7. Έτσι, η πρότυπη ελεύθερη ενέργεια και η σταθερά ισορ-
ροπίας µιας αντίδρασης συνδέονται µε µια απλή σχέση. Παραδείγµατος χά-
ριν, µια σταθερά ισορροπίας µε τιµή 10 αντιστοιχεί σε µια µεταβολή της πρό-
τυπης ελεύθερης ενέργειας των –1,36 kcal mol–1 (–5,69 kJ mol–1) στους 25°C
(Πίνακας 8.4). Επισηµαίνεται ότι για κάθε αλλαγή της σταθεράς ισορροπίας
κατά 10 φορές, η ∆G°΄ αλλάζει κατά –1,36 kcal mol–1 (–5,69 kJ mol–1).

∆Go’

K’eq kcal mol –1 kJ mol–1

10–5 6,82 28,53

10–4 5,46 22,84

10–3 4,09 17,11

10–2 2,73 11,42

10–1 1,36 5,69

1 0 0

10 –1,36 –5,69

102 –2,73 –11,42

103 –4,09 –17,11

104 –5,46 –22,84

105 –6,82 –28,53

ΠINAKAΣ 8.4 Σχέση µεταξύ της �G°�

και της K�eq (στους 25°C).
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Mία θερµίδα (cal) είναι ισοδύναµη µε την
ποσότητα της θερµότητας που απαιτείται
για την αύξηση της θερµοκρασίας ενός
γραµµαρίου νερού από τους 14,5°C στους
15,5°C.

Mία χιλιοθερµίδα (kcal) είναι ίση µε 
1000 cal.

Ένα joule (J) είναι η ποσότητα ενέργειας
που χρειάζεται για να εφαρµοστεί µια δύ-
ναµη ενός newton σε απόσταση ενός µέ-
τρου.

Ένα kilojoule (kJ) είναι ίσο µε 1000 joule.

1 kcal � 4,184 kJ

Mονάδες ενέργειας—



Ως παράδειγµα, ας υπολογίσουµε τη ∆G°΄ και τη ∆G της αντίδρασης ισο-
µερείωσης της φωσφορικής διυδροξυακετόνης σε 3-φωσφορική γλυκεραλ-
δεΰδη. Η αντίδραση αυτή λαµβάνει χώρα στη γλυκόλυση (Εδάφιο 16.1.4). Στην
ισορροπία, ο λόγος της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης προς τη φωσφορική
διυδροξυακετόνη σε 25°C (298 K) και pH 7 είναι 0,0475. Έτσι, K΄eq = 0,0475.
H µεταβολή της πρότυπης ελεύθερης ενέργειας της αντίδρασης αυτής υπολο-
γίζεται από την εξίσωση 6:

∆G°΄ = –2,303 RT log10 K΄eq

= –2,303 × 1,98 × 10–3 × 298 × log10 (0,0475)
= + 1,8 kcal mol–1 (7,53 kJ mol–1)

Κάτω από τις συνθήκες αυτές η αντίδραση είναι ενδόεργη. Η φωσφορική διυ-
δροξυακετόνη δεν θα µετατραπεί αυθόρµητα σε 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη.

Tώρα, ας υπολογίσουµε τη ∆G της αντίδρασης αυτής όταν η αρχική συγ-
κέντρωση της φωσφορικής διυδροξυακετόνης είναι 2 × 10–4 M και η αρχική
συγκέντρωση της 3-φωσφορικής γλυκεραλδεΰδης είναι 3 × 10–6 M. Τοποθε-
τώντας τις τιµές αυτές στην εξίσωση 1 έχουµε

= 1,80 kcal mol–1 – 2,49 kcal mol–1

= –0,69 kcal mol–1 (–2,89 kJ mol–1)

Aυτή η αρνητική τιµή για τη ∆G υποδηλώνει ότι η ισοµερείωση της φωσφο-
ρικής διυδροξυακετόνης σε 3-φωσφορική γλυκεραλδεΰδη είναι εξώεργη και
µπορεί να γίνει αυθόρµητα όταν οι ενώσεις αυτές βρίσκονται στις συγκε-
ντρώσεις που καθορίστηκαν παραπάνω. Επισηµαίνεται ότι η ∆G της αντίδρα-
σης αυτής είναι αρνητική αν και η ∆G°΄ είναι θετική. Eίναι σηµαντικό να τονι-
στεί ότι το εάν η ∆G µιας αντίδρασης θα είναι µεγαλύτερη, µικρότερη ή ίδια µε τη
∆G°΄ εξαρτάται από τις συγκεντρώσεις των αντιδρώντων και των προϊόντων. Tο
κριτήριο του αυθόρµητου µιας αντίδρασης είναι η ∆G και όχι η ∆G°΄. Το ση-
µείο αυτό είναι σηµαντικό διότι αντιδράσεις που δεν είναι αυθόρµητες µε βά-
ση τη ∆G°΄ µπορούν να γίνουν αυθόρµητες ρυθµίζοντας τις συγκεντρώσεις των
αντιδρώντων και των προϊόντων. Η αρχή αυτή είναι η βάση της σύζευξης των
αντιδράσεων για τον σχηµατισµό µεταβολικών πορειών (Κεφάλαιο 14).

8.2.3 Tα ένζυµα µεταβάλλουν µόνο την ταχύτητα και όχι την ισορροπία
της αντίδρασης

Επειδή τα ένζυµα είναι τόσο εντυπωσιακοί καταλύτες, είναι δελεαστικό να απο-
δίδουµε σε αυτά δυνάµεις που δεν έχουν. Ένα ένζυµο δεν µπορεί να µεταβάλει
τους νόµους της θερµοδυναµικής και ως εκ τούτου δεν µπορεί να µεταβάλει την
ισορροπία µιας χηµικής αντίδρασης. Η ανικανότητα αυτή σηµαίνει ότι ένα ένζυ-
µο επιταχύνει την αντίδραση και προς τις δύο κατευθύνσεις ακριβώς κατά τον
ίδιο παράγοντα. Ας πάρουµε την αλληλοµετατροπή των Α και Β. Ας υποθέ-
σουµε ότι χωρίς την παρουσία ενζύµου η προς τα δεξιά κινητική σταθερά (kF)
είναι 10–4 s–1 και η αντίστροφη κινητική σταθερά (kR) είναι 10–6 s–1. Η σταθε-
ρά ισορροπίας K δίνεται από τον λόγο αυτών των κινητικών σταθερών: 

10–4 s–1

Α 3:4 Β
10–6 s–1

.K �
�B�

�A�
�

kF

kR
�

10�4

10�6 � 100

�G � 1,80 kcal mol�1 � 2,303RT log10 
3 × 10�6 M
2 × 10�4 M
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Η συγκέντρωση ισορροπίας του Β είναι 100 φορές µεγαλύτερη από εκείνη του
Α, ανεξαρτήτως εάν το ένζυµο είναι παρόν ή όχι. Εντούτοις, χωρίς την πα-
ρουσία ενζύµου θα χρειαστεί αρκετό χρόνο για να επιτευχθεί αυτή η ισορρο-
πία, ενώ όταν υπάρχει ένα κατάλληλο ένζυµο η ισορροπία θα επιτευχθεί πο-
λύ γρήγορα. Τα ένζυµα επιταχύνουν την επίτευξη της ισορροπίας αλλά δεν µετα-
βάλλουν τη θέση της. Η θέση ισορροπίας είναι συνάρτηση µόνο της διαφοράς της
ελεύθερης ενέργειας µεταξύ των αντιδρώντων και των προϊόντων.

8.3 TA ENZYMA EΠITAXYNOYN TIΣ ANTI∆PAΣEIΣ
∆IEYKOΛYNONTAΣ TOΝ ΣXHMATIΣMO THΣ METABATIKHΣ
KATAΣTAΣHΣ

Η διαφορά της ελεύθερης ενέργειας µεταξύ των αντιδρώντων και των προϊό-
ντων ερµηνεύει την ισορροπία της αντίδρασης. Τα ένζυµα επιταχύνουν την
επίτευξη της ισορροπίας αυτής. Πώς είναι δυνατόν να εξηγηθεί η αύξηση της
ταχύτητας µε όρους της θερµοδυναµικής; Για να γίνει αυτό, πρέπει να ληφθούν
υπ’ όψιν όχι τα τελικά σηµεία της αντίδρασης αλλά η χηµική πορεία µεταξύ
των τελικών σηµείων.

Mια χηµική αντίδραση µετατροπής ενός υποστρώµατος S σε ένα προϊόν P
λαµβάνει χώρα µέσω µιας µεταβατικής κατάστασης S‡ που έχει υψηλότερη ελεύ-
θερη ενέργεια από ό,τι το S ή το P. O διπλός σταυρός στίξης (‡) υποδηλώνει
µια θερµοδυναµική ιδιότητα µιας µεταβατικής κατάστασης. Kατά την πορεία
µιας αντίδρασης, η µεταβατική κατάσταση, λόγω της υψηλότερης ελεύθερης
ενέργειας, είναι η πιο σπάνια καταλαµβανόµενη διαµόρφωση. H διαφορά της
ελεύθερης ενέργειας µεταξύ της µεταβατικής κατάστασης και του υποστρώ-
µατος καλείται ελεύθερη ενέργεια ενεργοποίησης κατά Gibbs, ή απλά ενέργεια ενερ-
γοποίησης που συµβολίζεται µε ∆G‡, όπως αναφέρθηκε στο Εδάφιο 8.2.1 (Eι-
κόνα 8.3). 

∆G‡ = GS‡ – GS.

Επισηµαίνεται ότι η ενέργεια ενεργοποίησης, η ∆G‡, δεν υπεισέρχεται στον
τελικό υπολογισµό της ∆G της αντίδρασης, διότι η ενέργεια που απαιτείται
για να φθάσει στη µεταβατική κατάσταση επιστρέφεται όταν η µεταβατική κα-
τάσταση σχηµατίσει το προϊόν. Το φράγµα της ενέργειας ενεργοποίησης υπο-
δηλώνει άµεσα πώς τα ένζυµα αυξάνουν την ταχύτητα της αντίδρασης δίχως
να µεταβάλλουν τη ∆G της αντίδρασης: τα ένζυµα λειτουργούν για να ελατ-
τώνουν την ενέργεια ενεργοποίησης, ή µε άλλα λόγια, τα ένζυµα διευκολύνουν
τον σχηµατισµό της µεταβατικής κατάστασης.

Μια προσέγγιση για να κατανοήσουµε πώς τα ένζυµα επιτυγχάνουν τη δι-
ευκόλυνση αυτή είναι να θεωρήσουµε ότι η µεταβατική κατάσταση (S‡) και
το υπόστρωµα (S) βρίσκονται σε ισορροπία.

K‡ υ
S 3:4 S‡ → P,

στην οποία K‡ είναι η σταθερά ισορροπίας για τον σχηµατισµό της S‡ και υ
είναι η ταχύτητα του σχηµατισµού του προϊόντος από S‡.

H ταχύτητα της αντίδρασης είναι ανάλογη µε τη συγκέντρωση της S‡: 

Ταχύτητα ∝ [S‡]

διότι µόνο η S‡ µετατρέπεται σε προϊόν. Η συγκέντρωση της S‡ µε τη σειρά
της σχετίζεται µε τη διαφορά της ελεύθερης ενέργειας µεταξύ της S‡ και του
S, διότι αυτά τα δύο χηµικά είδη θεωρήθηκαν ότι βρίσκονται σε ισορροπία.
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EIKONA 8.3 Τα ένζυµα ελαττώνουν την ενέρ-
γεια ενεργοποίησης. Τα ένζυµα επιταχύνουν τις
αντιδράσεις µε το να ελαττώνουν τη ∆G‡, την
ελεύθερη ενέργεια ενεργοποίησης.



Όσο µεγαλύτερη είναι η διαφορά συγκέντρωσης µεταξύ αυτών των δύο ειδών,
τόσο µικρότερο είναι η ποσότητα της S‡.

Επειδή η ταχύτητα της αντίδρασης είναι ανάλογη µε τη συγκέντρωση της
S‡, και η συγκέντρωση της S‡ εξαρτάται από τη ∆G‡, η ταχύτητα της αντί-
δρασης V εξαρτάται από τη ∆G‡. Ειδικότερα,

kTV = υ [S‡] = —— [S]e– ∆G
‡
/RT

h

Στην εξίσωση αυτή, k είναι η σταθερά Boltzmann και h είναι η σταθερά Planck.
H τιµή του kT/h στους 25°C είναι 6,2 × 1012 s–1. Ας υποθέσουµε ότι η ελεύθε-
ρη ενέργεια ενεργοποίησης είναι 6,82 kcal mol–1 (28,53 kJ mol–1). Tότε ο λό-
γος [S‡]/[S] είναι 10–5 (βλ. Πίνακα 8.4). Εάν υποθέσουµε χάριν απλότητας ότι
[S] = 1 Μ, τότε η ταχύτητα της αντίδρασης V είναι 6,2 × 107 s–1. Εάν η ∆G‡

ελαττωθεί κατά 1,36 kcal mol–1 (5,69 kJ mol–1) η αναλογία [S‡]/[S] είναι 10–4

και η ταχύτητα της αντίδρασης θα είναι 6,2 × 108 s–1. Όπως δείχνει ο Πίνακας
8-4, µια ελάττωση στη ∆G‡ κατά 1,36 kcal mol–1 παράγει µια V δέκα φορές µε-
γαλύτερη. Μια σχετικά µικρή ελάττωση στη ∆G‡ (20% στην αντίδραση αυτή)
έχει ως αποτέλεσµα την πολύ µεγαλύτερη αύξηση της V.

Έτσι, βλέπουµε το κλειδί για το πώς λειτουργούν τα ένζυµα: Tα ένζυµα επι-
ταχύνουν τις αντιδράσεις µε το να ελαττώνουν τη ∆G‡, την ενέργεια ενεργοποίησης.
O συνδυασµός ενζύµου-υποστρώµατος δηµιουργεί µια καινούργια πορεία αντί-
δρασης, της οποίας η ενέργεια της µεταβατικής κατάστασης είναι χαµηλότε-
ρη από εκείνη της αντίδρασης χωρίς ένζυµο (Eικόνα 8.3). Χαµηλότερη ενέρ-
γεια ενεργοποίησης σηµαίνει ότι περισσότερα µόρια έχουν την απαιτούµενη
ενέργεια να φθάσουν στη µεταβατική κατάσταση. Η ελάττωση του φράγµατος
ενεργοποίησης είναι ανάλογη µε το χαµήλωµα του ύψους του πήχη του άλ-
µατος εις ύψοςØ περισσότεροι αθλητές θα είναι ικανοί να περάσουν επάνω από
τον πήχη. H ουσία της κατάλυσης είναι η ειδική πρόσδεση της µεταβατικής κατά-
στασης.

8.3.1 O σχηµατισµός του συµπλόκου ενζύµου-υποστρώµατος είναι το
πρώτο βήµα στην ενζυµική κατάλυση

Tο µεγαλύτερο µέρος της καταλυτικής ισχύος των ενζύµων πηγάζει από το ότι
φέρνουν τα υποστρώµατά τους κοντά σε ευνοϊκό προσανατολισµό για να προ-
αγάγουν τον σχηµατισµό των µεταβατικών καταστάσεων µέσα σε σύµπλοκα
ενζύµου-υποστρώµατος (ES). Tα υποστρώµατα προσδένονται σε µια ειδική πε-
ριοχή του ενζύµου που ονοµάζεται ενεργό κέντρο (active site). Tα περισσότερα
ένζυµα είναι πολύ επιλεκτικά µε τα υποστρώµατα που προσδένουν. Πράγµα-
τι, η καταλυτική εξειδίκευση των ενζύµων κατά ένα µέρος εξαρτάται από την
εξειδίκευση της πρόσδεσης. 

Ποια είναι η ένδειξη της ύπαρξης ενός συµπλόκου ενζύµου-υποστρώµα-
τος;

1. Το πρώτο στοιχείο ήταν η παρατήρηση ότι η ταχύτητα µιας ενζυµικής αντί-
δρασης, σε σταθερή συγκέντρωση ενζύµου, αυξάνεται µε την αύξηση της συ-
γκέντρωσης του υποστρώµατος µέχρις ότου επιτευχθεί µια µέγιστη ταχύτητα
(Eικόνα 8.4). Αντιθέτως, µη καταλυόµενες αντιδράσεις δεν παρουσιάζουν αυ-
τό το φαινόµενο του κορεσµού. Το γεγονός ότι µια αντίδραση που καταλύεται από
ένα ένζυµο έχει µια µέγιστη ταχύτητα υποδηλώνει τον σχηµατισµό ενός ξεχωριστού
συµπλόκου ES. Σε αρκετά υψηλή συγκέντρωση υποστρώµατος, οι καταλυτικές
περιοχές των µορίων του ενζύµου είναι κατειληµµένες και έτσι η ταχύτητα
της αντίδρασης δεν µπορεί να αυξηθεί. Aν και έµµεσα, αυτή είναι η πλέον γε-
νική ένδειξη για την ύπαρξη συµπλόκων ES. 
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EIKONA 8.4 ∆ιάγραµµα της ταχύτητας µιας
ενζυµικής αντίδρασης σε συνάρτηση µε τη
συγκέντρωση του υποστρώµατος. Μια
αντίδραση που καταλύεται από ένζυµο φθάνει σε
µια µέγιστη ταχύτητα.

«Πιστεύω ότι τα ένζυµα είναι µόρια που
έχουν συµπληρωµατική δοµή µε
ενεργοποιηµένα σύµπλοκα των αντιδράσεων
που καταλύουν, δηλαδή, µε τη µοριακή
διαµόρφωση που είναι ενδιάµεση µεταξύ
των αντιδρώντων και των προϊόντων της
αντίδρασης, για αυτές τις καταλυόµενες
πορείες. Έτσι, η έλξη του ενζύµου για το
ενεργοποιηµένο σύµπλοκο θα µπορούσε να
οδηγήσει σε ελάττωση της ενέργειάς του
και εποµένως σε ελάττωση της ενέργειας
ενεργοποίησης και σε αύξηση της
ταχύτητας της αντίδρασης».

—LINUS PAULING

Nature 161(1948):707
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2. H κρυσταλλογραφία µε ακτίνες X παρέχει υψηλής πιστότητας εικόνες υπο-
στρωµάτων και αναλόγων υποστρωµάτων που είναι προσδεµένα στο ενεργό
κέντρο πολλών ενζύµων (Eικόνα 8.5). Στο Κεφάλαιο 9 θα δούµε λεπτοµερώς
αρκετά από τα σύµπλοκα αυτά. Eπιπλέον, µελέτες µε ακτίνες X που έγιναν σε
χαµηλές θερµοκρασίες (για να επιβραδυνθούν οι αντιδράσεις) παρέχουν απο-
καλυπτικές εικόνες των συµπλόκων ενζύµου-υποστρώµατος και των επακό-
λουθων αντιδράσεών τους. Μια νέα τεχνική, η κρυσταλλογραφία διάκρισης χρό-
νου, εξαρτάται από τη συγκρυστάλλωση ενός φωτοασταθούς αναλόγου υπο-
στρώµατος µε το ένζυµο.

3. Tα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά πολλών ενζύµων και υποστρωµάτων αλ-
λάζουν µε τον σχηµατισµό ενός συµπλόκου ES. Οι αλλαγές αυτές είναι ιδιαί-
τερα έντονες εάν το ένζυµο περιέχει µια έγχρωµη προσθετική οµάδα. H συν-
θετάση της θρυπτοφάνης, ένα βακτηριακό ένζυµο, παρέχει µια ωραία εικόνα
διότι περιέχει ως προσθετική οµάδα τη φωσφορική πυριδοξάλη (PLP). Το έν-
ζυµο αυτό καταλύει τη σύνθεση της L-θρυπτοφάνης από L-σερίνη και ινδόλιο.
H προσθήκη της L-σερίνης στο ένζυµο προκαλεί µια αξιοσηµείωτη αύξηση
στον φθορισµό της οµάδας της φωσφορικής πυριδοξάλης (Eικόνα 8.6). H προ-
σθήκη, στη συνέχεια, του ινδολίου, του δεύτερου υποστρώµατος, µειώνει τον
φθορισµό σε επίπεδο χαµηλότερο ακόµη και από εκείνον που έχει από µόνο
του το ένζυµο. Έτσι, η φασµατοσκοπία φθορισµού αποκαλύπτει την ύπαρξη
ενός συµπλόκου ενζύµου-σερίνης και ενός συµπλόκου ενζύµου-σερίνης-ινδο-
λίου. Άλλες τεχνικές φασµατοσκοπίας, όπως ο πυρηνικός µαγνητικός συντο-
νισµός και ο ηλεκτρονικός παραµαγνητικός συντονισµός, δίνουν επίσης πολ-
λές πληροφορίες για τις αλληλεπιδράσεις ES.

8.3.2 Tα ενεργά κέντρα των ενζύµων έχουν µερικά κοινά
χαρακτηριστικά

Tο ενεργό κέντρο ενός ενζύµου είναι η περιοχή όπου προσδένονται τα υπο-
στρώµατα (και ο συµπαράγοντας, εάν υπάρχει). Περιέχει επίσης τα κατάλοι-
πα που συµµετέχουν απευθείας στη σύνθεση ή τη διάσπαση δεσµών. Τα κα-
τάλοιπα αυτά ονοµάζονται καταλυτικές οµάδες. Στην ουσία, η αλληλεπίδραση του
ενζύµου και του υποστρώµατος στο ενεργό κέντρο προάγει τον σχηµατισµό της µε-
ταβατικής κατάστασης. Το ενεργό κέντρο είναι η περιοχή του ενζύµου που ελατ-
τώνει περισσότερο άµεσα τη ∆G‡ της αντίδρασης, η οποία έχει ως αποτέλε-
σµα την αύξηση της ταχύτητας που είναι χαρακτηριστική της δράσης του εν-
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EIKONA 8.6 Αλλαγές στα φωτοµετρικά
χαρακτηριστικά µε τον σχηµατισµό ενός
συµπλόκου ενζύµου-υποστρώµατος. Η ένταση
φθορισµού της οµάδας της φωσφορικής
πυριδοξάλης στο ενεργό κέντρο της συνθετάσης
της θρυπτοφάνης αλλάζει µε την προσθήκη των
υποστρωµάτων σερίνης και ινδολίου.

EIKONA 8.5 ∆οµή ενός συµπλόκου ενζύµου-υποστρώµατος. (Αριστερά) Το ένζυµο κυτόχρωµα
Ρ450 απεικονίζεται προσδεµένο στο υπόστρωµά του (καµφορά). (∆εξιά) Στο ενεργό κέντρο, το
υπόστρωµα περιβάλλεται από κατάλοιπα του ενζύµου. Επισηµαίνεται η παρουσία ενός συµπαράγοντα
αίµης. 
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ζύµου. Aν και τα ένζυµα διαφέρουν ευρέως ως προς τη δοµή, την εξειδίκευση
και τον τρόπο της κατάλυσης, µπορεί να αναφερθεί ένας αριθµός από γενι-
κεύσεις που αφορούν το ενεργό κέντρο.

1. Tο ενεργό κέντρο είναι µια τριδιάστατη εσοχή που έχει σχηµατιστεί από οµάδες
που προέρχονται από διαφορετικές περιοχές µιας γραµµικής αλληλουχίας αµινοξέ-
ων. Πράγµατι, κατάλοιπα µακριά το ένα από το άλλο στην αλληλουχία ίσως
αλληλεπιδρούν πιο ισχυρά από ό,τι παρακείµενα κατάλοιπα στην αλληλουχία
των αµινοξέων. Στη λυσοζύµη, ένα ένζυµο που αποικοδοµεί τα κυτταρικά τοι-
χώµατα µερικών βακτηρίων, οι σηµαντικές οµάδες του ενεργού κέντρου προ-
σφέρονται από τα κατάλοιπα που αριθµούνται ως 35, 52, 62, 63, 101 και 108
στην αλληλουχία των 129 αµινοξέων (Eικόνα 8.7).

2. Tο ενεργό κέντρο καταλαµβάνει ένα σχετικά µικρό µέρος από τον συνολικό όγκο
ενός ενζύµου. Tα περισσότερα από τα κατάλοιπα των αµινοξέων σε ένα ένζυ-
µο δεν έρχονται σε επαφή µε το υπόστρωµα. Aυτό εγείρει το ερώτηµα γιατί
τα ένζυµα είναι τόσο µεγάλα. Σχεδόν όλα τα ένζυµα αποτελούνται από 100 και
πλέον κατάλοιπα αµινοξέων, τα οποία τους προσδίνουν µια µάζα µεγαλύτερη
από 10 kd και διάµετρο µεγαλύτερη από 25Å. Τα «επιπλέον» αµινοξέα χρη-
σιµεύουν ως πλαίσιο στήριξης για να δηµιουργήσουν το τριδιάστατο ενεργό
κέντρο από αµινοξέα που βρίσκονται στην πρωτοταγή δοµή το ένα µακριά  από
το άλλο. Τα αµινοξέα που βρίσκονται στην πρωτοταγή δοµή το ένα κοντά στο
άλλο συχνά παρεµποδίζονται στερεοχηµικά να υιοθετήσουν τις δοµικές σχέ-
σεις που είναι αναγκαίες για να σχηµατίσουν το ενεργό κέντρο. Σε πολλές
πρωτεΐνες, τα αµινοξέα που αποµένουν απαρτίζουν ρυθµιστικές περιοχές αλ-
ληλεπίδρασης µε άλλες πρωτεΐνες, ή διαύλους για να φέρνουν τα υποστρώ-
µατα στα ενεργά κέντρα.

3. Tα ενεργά κέντρα είναι εσοχές ή σχισµές. Σε όλα τα ένζυµα µε γνωστή δοµή, τα
µόρια του υποστρώµατος προσδένονται σε µια εσοχή ή σε µια σχισµή. Tο νε-
ρό συνήθως δεν περιλαµβάνεται, εκτός και αν είναι ένα αντιδρόν. O µη πολι-
κός χαρακτήρας των περισσότερων εσοχών αυξάνει την πρόσδεση του υπο-
στρώµατος καθώς επίσης και την κατάλυση. Eντούτοις, η εσοχή µπορεί να πε-
ριέχει και πολικά κατάλοιπα. Στο µη πολικό µικροπεριβάλλον του ενεργού κέ-
ντρου, κάποια από τα κατάλοιπα αυτά αποκτούν ειδικές ιδιότητες που είναι ου-
σιώδεις για την πρόσδεση του υποστρώµατος ή την κατάλυση. Oι εσωτερικές
θέσεις αυτών των πολικών καταλοίπων είναι βιολογικά κρίσιµες εξαιρέσεις
από τον γενικό κανόνα όπου τα πολικά κατάλοιπα εκτίθενται στο νερό.

4. Tα υποστρώµατα προσδένονται στα ένζυµα µε πολλαπλές ασθενείς έλξεις. Tα σύ-

1 35 52 62,63 101 108 129
N C(B)

(A)

EIKONA 8.7 Τα ενεργά κέντρα µπορεί
να περιλαµβάνουν αποµακρυσµένα κατάλοιπα.
(Α) Σχεδιάγραµµα του ενζύµου λυσοζύµη, στο
οποίο αρκετά συστατικά του ενεργού κέντρου
φαίνονται έγχρωµα. (Β) Μια σχηµατική
αναπαράσταση της πρωτοταγούς δοµής της
λυσοζύµης δείχνει ότι το ενεργό κέντρο
απαρτίζεται από κατάλοιπα που προέρχονται από
διαφορετικά µέρη της πολυπεπτιδικής αλυσίδας.
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µπλοκα ES έχουν συνήθως σταθερές ισορροπίας που κυµαίνονται από 10–2 έως
10–8 M, οι οποίες αντιστοιχούν σε τιµές ελεύθερης ενέργειας της αλληλεπί-
δρασης από –3 έως –12 kcal mol–1 (από –13 έως –50 kJ mol–1). Oι µη οµοιοπο-
λικές αλληλεπιδράσεις στα σύµπλοκα ES είναι πολύ ασθενέστερες από τους
οµοιοπολικούς δεσµούς, που έχουν ενέργειες µεταξύ –50 και –110 kcal mol–1

(µεταξύ –210 και –460 kJ mol–1). Όπως συζητήθηκε στο Kεφάλαιο 1 (Εδάφιο
1.3.1), οι αντιστρεπτές αλληλεπιδράσεις των βιοµορίων επιτυγχάνονται µε τη
µεσολάβηση ηλεκτροστατικών δεσµών, δεσµών υδρογόνου, δυνάµεων van der
Waals και υδροφοβικών αλληλεπιδράσεων. Στην πρόσδεση, οι δυνάµεις van
der Waals γίνονται σηµαντικές µόνον όταν αρκετά άτοµα του υποστρώµατος
µπορούν ταυτόχρονα να έλθουν κοντά σε πολλά άτοµα του ενζύµου. Ως εκ τού-
του, το ένζυµο και το υπόστρωµα θα έπρεπε να έχουν συµπληρωµατικά σχή-
µατα. O κατευθυντικός χαρακτήρας των δεσµών υδρογόνου µεταξύ του ενζύ-
µου και του υποστρώµατος συχνά επιβάλλει τον υψηλό βαθµό της εξειδίκευ-
σης, όπως είδαµε στη ριβονουκλεάση, ένα ένζυµο που αποικοδοµεί RNA (Eι-
κόνα 8.8).

5. H εξειδίκευση της πρόσδεσης εξαρτάται από την επακριβώς καθορισµένη τοπο-
θέτηση των ατόµων στο ενεργό κέντρο. Επειδή το ένζυµο και το υπόστρωµα αλ-
ληλεπιδρούν µε δυνάµεις µικρής εµβέλειας οι οποίες απαιτούν κοντινή επα-
φή, ένα υπόστρωµα για να εφαρµόσει σε µια περιοχή πρέπει να έχει ένα ται-
ριαστό σχήµα. H µεταφορική έννοια του κλειδιού και της κλειδαριάς του Emil
Fischer (Eικόνα 8.9), που διατυπώθηκε το 1899, αποδείχθηκε πολύ αποτελε-
σµατική. Eντούτοις, τώρα ξέρουµε ότι τα ένζυµα είναι εύκαµπτα και ότι τα
σχήµατα των ενεργών κέντρων τροποποιούνται σηµαντικά µε την πρόσδεση
του υποστρώµατος, όπως παρουσιάστηκε από τον Daniel E. Koshland, Jr., το
1958. Tα ενεργά κέντρα µερικών ενζύµων έχουν σχήµα που είναι συµπληρω-
µατικό προς εκείνο της µεταβατικής κατάστασης µόνο µετά την πρόσδεση του
υποστρώµατος. Aυτή η πορεία της δυναµικής αναγνώρισης ονοµάζεται επαγό-
µενη προσαρµογή (Eικόνα 8.10).

EIKONA 8.8 ∆εσµοί υδρογόνου µεταξύ ενζύµου
και υποστρώµατος. Το ένζυµο ριβονουκλεάση
σχηµατίζει δεσµούς υδρογόνου µε το συστατικό
ουριδίνη του υποστρώµατος. [Κατά F.M. Richards,
H.W. Wyckoff, και N. Allewell. In The
Neurosciences: Second Study Program, F.O.
Schmidt, ed. (Rockefeller University Press, 1970)
p. 970.]
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EIKONA 8.9 Μοντέλο κλειδιού-κλειδαριάς της
πρόσδεσης ενζύµου-υποστρώµατος. Στο
µοντέλο αυτό, το ενεργό κέντρο του µη
προσδεµένου ενζύµου έχει συµπληρωµατικό
σχήµα προς εκείνο του υποστρώµατος.
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EIKONA 8.10 Μοντέλο επαγόµενης
προσαρµογής της πρόσδεσης ενζύµου-
υποστρώµατος. Στο µοντέλο αυτό, το ένζυµο
αλλάζει σχήµα κατά την πρόσδεση του
υποστρώµατος. Το ενεργό κέντρο έχει
συµπληρωµατικό σχήµα προς εκείνο του
υποστρώµατος µόνον µετά την πρόσδεση του
υποστρώµατος.
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8.4 TO MONTEΛO MICHAELIS-MENTEN EΞHΓEI TIΣ KINHTIKEΣ
I∆IOTHTEΣ ΠOΛΛΩN ENZYMΩN

Η πρωταρχική λειτουργία των ενζύµων είναι να αυξάνουν τις ταχύτητες των
αντιδράσεων έτσι ώστε να είναι συµβατές µε τις ανάγκες του οργανισµού. Για
να κατανοήσουµε πώς λειτουργούν τα ένζυµα, χρειαζόµαστε µια κινητική πε-
ριγραφή της δραστικότητάς τους. Για πολλά ένζυµα η ταχύτητα της κατάλυ-
σης V0, η οποία ορίζεται ως ο αριθµός των µορίων του προϊόντος που σχηµα-
τίζονται ανά δευτερόλεπτο, µεταβάλλεται µε τη συγκέντρωση του υποστρώ-
µατος, [S], µε τον τρόπο που παρουσιάζεται στην Eικόνα 8.11. Η ταχύτητα της
κατάλυσης αυξάνεται γραµµικά καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του υπο-
στρώµατος και στη συνέχεια αρχίζει να σταθεροποιείται και να πλησιάζει µια
µέγιστη τιµή σε υψηλότερες συγκεντρώσεις υποστρώµατος. Προτού µπορέ-
σουµε να εξηγήσουµε µε ακρίβεια αυτή τη γραφική παράσταση, χρειάζεται
να κατανοήσουµε πώς παράγεται. Ας θεωρήσουµε ότι ένα ένζυµο καταλύει τη
µετατροπή του S σε Ρ µε την ακόλουθη πορεία:

k1 k2
E + S 3:4 ES 3:4 E + P

k–1 k–2

Η έκταση του σχηµατισµού του προϊόντος προσδιορίζεται ως λειτουργία του
χρόνου για µια σειρά συγκεντρώσεων του υποστρώµατος (Eικόνα 8.12). Όπως
αναµένεται, σε κάθε περίπτωση, η ποσότητα του προϊόντος που σχηµατίζεται
αυξάνεται µε τον χρόνο, αν και τελικά φθάνει ο χρόνος όπου δεν υπάρχει κα-
θαρή αλλαγή στις συγκεντρώσεις του S και του Ρ. Το ένζυµο ακόµη µετατρέ-
πει ενεργά το υπόστρωµα σε προϊόν και τανάπαλιν, αλλά έχει επιτευχθεί το
σηµείο ισορροπίας της αντίδρασης. Η Εικόνα 8.13Α δείχνει τις αλλαγές που
παρατηρούνται σε όλα τα στοιχεία που συµµετέχουν στην αντίδραση σε συ-
νάρτηση µε τον χρόνο έως ότου επιτευχθεί ισορροπία.

Η ενζυµική κινητική προσεγγίζεται πιο εύκολα εάν µπορούµε να αγνοή-
σουµε την αντίστροφη αντίδραση. Ορίζουµε τη V0 ως την ταχύτητα της αύ-
ξησης του προϊόντος σε συνάρτηση µε τον χρόνο όταν η [Ρ] είναι χαµηλήØ δη-
λαδή σε χρόνους κοντά στο µηδέν (όθεν, V0) (Eικόνα 8.13Β). Εποµένως, για
τη γραφική παράσταση της Eικόνας 8.11, η V0 προσδιορίζεται για κάθε συ-
γκέντρωση του υποστρώµατος µετρώντας την ταχύτητα σχηµατισµού του προϊ-
όντος σε µικρούς χρόνους προτού συσσωρευθεί προϊόν (Eικόνα 8.12).

Αρχίζουµε την εξέταση της κινητικής της ενζυµικής δραστικότητας µε τη
γραφική παράσταση της Eικόνας 8.11. Σε σταθερή συγκέντρωση ενζύµου και
σε χαµηλές συγκεντρώσεις υποστρώµατος [S], η ταχύτητα V0 είναι σχεδόν ευ-
θέως ανάλογη προς τη συγκέντρωση του υποστρώµατος [S], αλλά σε υψηλές
συγκεντρώσεις υποστρώµατος [S], η ταχύτητα V είναι σχεδόν ανεξάρτητη από
το [S]. Tο 1913, ο Leonor Michaelis και η Maud Menten πρότειναν ένα απλό
µοντέλο που εξηγεί αυτά τα κινητικά χαρακτηριστικά. Tο κρίσιµο χαρακτη-
ριστικό στη συµπεριφορά των ενζύµων είναι ότι ένα ειδικό σύµπλοκο ES εί-
ναι το αναγκαίο ενδιάµεσο στην κατάλυση. Tο µοντέλο που προτάθηκε, το
οποίο είναι το απλούστερο που εξηγεί τις κινητικές ιδιότητες πολλών ενζύ-
µων, είναι

k1 k2E + S 3:4 ES → E + P (9)
k–1

Ένα ένζυµο E αντιδρά µε το υπόστρωµα S για να σχηµατίσει ένα σύµπλοκο ES
µε µια κινητική σταθερά k1. Tο σύµπλοκο ES µπορεί να ακολουθήσει δύο δρό-
µους. Μπορεί να διασπαστεί σε E και S µε µια κινητική σταθερά k–1, ή να σχη-
µατίσει προϊόν P µε µια κινητική σταθερά k2. Πάλι, θεωρούµε ότι το προϊόν δεν
επανέρχεται στο αρχικό υπόστρωµα, µια συνθήκη που ισχύει στο αρχικό στά-
διο µιας αντίδρασης προτού η συγκέντρωση του προϊόντος αυξηθεί σηµαντικά.
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EIKONA 8.11 Κινητική Michaelis-Menten. Ένα
διάγραµµα της ταχύτητας (V0) µιας ενζυµικής
αντίδρασης σε συνάρτηση µε τη συγκέντρωση του
υποστρώµατος [S], για ένα ένζυµο που υπακούει
στην κινητική Michaelis-Menten δείχνει ότι η
µέγιστη ταχύτητα (Vmax) προσεγγίζεται
ασυµπτωµατικά. Η σταθερά Michaelis (ΚΜ) είναι η
συγκέντρωση υποστρώµατος που παράγει µια
ταχύτητα ίση µε Vmax/2.
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EIKONA 8.12 Προσδιορίζοντας την αρχική
ταχύτητα. Η ποσότητα του προϊόντος που
σχηµατίζεται σε διαφορετικές συγκεντρώσεις
υποστρώµατος παριστάνεται γραφικά σε
συνάρτηση του χρόνου. Η αρχική ταχύτητα (V0)
για κάθε συγκέντρωση υποστρώµατος
προσδιορίζεται από την κλίση της καµπύλης στην
αρχή της αντίδρασης, όταν η αντίστροφη
αντίδραση είναι ασήµαντη.
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Θέλουµε µια σχέση που να συνδέει την ταχύτητα της κατάλυσης µε τις συ-
γκεντρώσεις του υποστρώµατος και του ενζύµου και µε τις ταχύτητες των επι-
µέρους βηµάτων. Tο σηµείο εκκίνησης είναι ότι η ταχύτητα κατάλυσης είναι
ίση µε το γινόµενο της συγκέντρωσης του συµπλόκου [ES] επί την k2.

V0 = k2[ES] (10)

Tώρα χρειάζεται να εκφράσουµε το [ES] µε όρους γνωστών ποσοτήτων. Oι τα-
χύτητες σχηµατισµού και διάσπασης του ES δίνονται από:

Tαχύτητα σχηµατισµού του ES = k1[E][S] (11)

Tαχύτητα διάσπασης του ES = (k–1 + k2)[ES] (12)

Για να απλοποιήσουµε τα πράγµατα, θα δουλέψουµε µε την παραδοχή της στα-
θερής κατάστασης (steady-state). Στη σταθερή κατάσταση οι συγκεντρώσεις των
ενδιαµέσων, στην περίπτωση αυτή το ES, παραµένουν σταθερές, ενώ οι συ-
γκεντρώσεις των αρχικών ενώσεων και των προϊόντων αλλάζουν. Aυτό συµ-
βαίνει όταν οι ταχύτητες σχηµατισµού και διάσπασης του συµπλόκου ES εί-
ναι ίσες. Θέτοντας ίσα τα δεξιά µέλη των εξισώσεων 11 και 12 έχουµε

k1[E][S] = (k–1 + k2)[ES] (13)

Ανασχηµατίζοντας την εξίσωση 13, έχουµε

[E][S]/[ES] = (k–1 + k2)/k1 (14)

H εξίσωση 14 µπορεί να απλοποιηθεί µε τον ορισµό µιας νέας σταθεράς, της
KΜ, που ονοµάζεται σταθερά Michaelis: 

(15)

Επισηµαίνεται ότι η KΜ έχει µονάδες συγκέντρωσης. Η KΜ είναι ένα σηµα-
ντικό χαρακτηριστικό των αλληλεπιδράσεων ενζύµου-υποστρώµατος και εί-
ναι ανεξάρτητη από τις συγκεντρώσεις του ενζύµου και του υποστρώµατος.

Βάζοντας την εξίσωση 15 µέσα στη εξίσωση 14 και λύνοντας για [ES] έχου-
µε
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EIKONA 8.13 Αλλαγές στη συγκέντρωση των
ενώσεων που λαµβάνουν µέρος σε µια
ενζυµική αντίδραση σε συνάρτηση µε τον
χρόνο. Αλλαγές συγκέντρωσης κάτω από
συνθήκες (Α) σταθερής κατάστασης και (Β) προ-
σταθερή κατάσταση.
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Ας εξετάσουµε τώρα τον αριθµητή της εξίσωσης 16. H συγκέντρωση του µη
προσδεµένου υποστρώµατος [S] είναι περίπου ίση µε τη συγκέντρωση του συ-
νολικού υποστρώµατος, µε την προϋπόθεση ότι η συγκέντρωση του ενζύµου
είναι πολύ µικρότερη από εκείνη του υποστρώµατος. H συγκέντρωση του µη
προσδεµένου ενζύµου [E] είναι ίση µε εκείνη του ολικού ενζύµου [E]Τ µείον
τη συγκέντρωση του συµπλόκου ES.

[E] = [E]Τ – [ES] (17)

Aντικαθιστώντας το [E] µε [E]Τ – [ES] στην εξίσωση 16 έχουµε,

(18)

Λύνοντας την εξίσωση 18 ως προς [ES] έχουµε

[ES] =  [E]T [S] / KM 

1 + [S] / KM

ή 
[ES] =  [E]T [S] / KM 

1 + [S] / KM

Aντικαθιστώντας µε τη σχέση αυτή το [ES] στην εξίσωση 10 έχουµε,

(21)

H µέγιστη ταχύτητα Vmax επιτυγχάνεται όταν οι καταλυτικές περιοχές του
ενζύµου είναι κορεσµένες µε υπόστρωµα, δηλαδή όταν η [ΕS] = [Ε]Τ. Έτσι
έχουµε

Vmax = k2 [E]T. (22)

Τοποθετώντας την εξίσωση 22 στην εξίσωση 21 παράγεται η εξίσωση
Michaelis-Menten:

V0 = Vmax  (23)

Η εξίσωση αυτή εξηγεί τα κινητικά δεδοµένα που δίνονται στην Eικόνα 8.11.
Σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις υποστρώµατος, όταν η [S] είναι πολύ µικρό-
τερη από την KΜ, V0 = (Vmax/ KΜ)[S]Ø δηλαδή, η ταχύτητα είναι ευθέως ανά-
λογη της συγκέντρωσης του υποστρώµατος. Σε υψηλές συγκεντρώσεις υπο-
στρώµατος, όταν η [S] είναι πολύ µεγαλύτερη από την KΜ, V0 = VmaxØ δηλα-
δή, η ταχύτητα είναι µέγιστη, ανεξάρτητα από τη συγκέντρωση του υπο-
στρώµατος. 

H έννοια της KΜ είναι προφανής από την εξίσωση 23. Όταν [S] = KΜ, τό-
τε V0 = Vmax/2. Έτσι η KΜ είναι ίση µε τη συγκέντρωση του υποστρώµατος όπου
η ταχύτητα της αντίδρασης είναι ίση µε το µισό της µέγιστης τιµής της. Η KΜ εί-
ναι ένα σηµαντικό χαρακτηριστικό µιας ενζυµικής αντίδρασης και είναι σπου-
δαία για τη βιολογική λειτουργία.

Η φυσιολογική συνέπεια της KΜ καταδεικνύεται από την ευαισθησία µε-
ρικών ατόµων στην αιθανόλη. Τέτοια άτοµα µετά από κατανάλωση ακόµη και
µικρών ποσοτήτων αλκοόλης παρουσιάζουν έξαψη προσώπου και ταχυκαρδία.
Στο ήπαρ, η αλκοολική αφυδρογονάση µετατρέπει την αιθανόλη σε ακεταλ-
δεΰδη.

Αλκοολική
αφυδρογονάση

CH3CH2OH + NAD+ 3::::::::::::::::::::4 CH3CHO + H+ + NADH.

[S]
��
[S] � KM

V0 � k2 �E�T 
�S�

�S� � KM

�ES� �
(�E�T � �ES�)�S�

KM

(20)

(19)
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Φυσιολογικά, η ακεταλδεΰδη, η οποία σε υψηλές συγκεντρώσεις είναι η αι-
τία των συµπτωµάτων, µετατρέπεται σε οξικό µε την αφυδρογονάση της ακε-
ταλδεΰδης.

αφυδρογονάση
της ακεταλδεΰδης

CH3CHO + NAD+ 3::::::::::::::::::::::::4 CH3COO– + NADH + 2H+.

Οι περισσότεροι άνθρωποι έχουν δύο µορφές της αφυδρογονάσης της ακε-
ταλδεΰδης, µία του µιτοχονδρίου µε χαµηλό KΜ και µία του κυτοσολίου µε
υψηλό KΜ. Σε ευπαθή άτοµα, το µιτοχονδριακό ένζυµο είναι λιγότερο ενερ-
γό λόγω της αντικατάστασης ενός µοναδικού αµινοξέος, και έτσι στην ακε-
ταλδεΰδη επιδρά µόνο το ένζυµο του κυτοσολίου. Επειδή το ένζυµο αυτό έχει
υψηλό KΜ, λιγότερη ακεταλδεΰδη µετατρέπεται σε οξικό και ως εκ τούτου η
περίσσεια ακεταλδεΰδης περνά στο αίµα, πράγµα που εξηγεί τα συµπτώµατα.

8.4.1 H σπουδαιότητα των τιµών KM και Vmax

Η σταθερά Michaelis, KΜ, και η µέγιστη ταχύτητα, Vmax, απορρέουν άµεσα
από τις ταχύτητες της κατάλυσης που µετρώνται σε µια ποικιλία συγκεντρώ-
σεων του υποστρώµατος εάν ένα ένζυµο λειτουργεί σύµφωνα µε το απλό σχή-
µα που δίνεται στην εξίσωση 23. Ο προσδιορισµός της KΜ και της Vmax συ-
νήθως επιτυγχάνεται µε τη χρήση των προγραµµάτων προσοµοίωσης δεδοµέ-
νων µε τη βοήθεια ενός υπολογιστή (βλ. το παράρτηµα του κεφαλαίου αυτού
για εναλλακτικούς τρόπους προσδιορισµού των KΜ και Vmax). Oι τιµές της KΜ

των ενζύµων ποικίλλουν (Πίνακας 8.5). Για τα περισσότερα ένζυµα, η KΜ έχει
τιµές µεταξύ 10–1 και 10–7 M. H τιµή KΜ για ένα ένζυµο εξαρτάται από το συ-
γκεκριµένο υπόστρωµα, καθώς επίσης και από περιβαλλοντικές συνθήκες
όπως π.χ. το pH, η θερµοκρασία και η ιοντική ισχύς. H σταθερά Michaelis,
KΜ, έχει δύο έννοιες. Πρώτον, η KΜ είναι η συγκέντρωση του υποστρώµατος
όπου τα µισά από τα ενεργά κέντρα έχουν καταληφθεί. Έτσι, η KΜ παρέχει
ένα µέτρο της συγκέντρωσης του υποστρώµατος που απαιτείται για να πραγ-
µατοποιηθεί σηµαντική κατάλυση. Πράγµατι, για πολλά ένζυµα, πειραµατικές
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CONCEPTUAL INSIGHTS, Steady-State Enzyme Kinetics: Mάθετε πώς οι κινητικές παρά-
µετροι KM και Vmax µπορούν να προσδιοριστούν πειραµατικά χρησιµοποιώντας το εργαστήριο προσοµοί-
ωσης ενζυµικής κινητικής σε αυτό το µάθηµα των πολυµέσων.

Ένζυµο Υπόστρωµα KΜ(µΜ)

Χυµοθρυψίνη Ακετυλο-L-θρυπτοφαναµίδιο 5000

Λυσοζύµη Εξα-Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη 6

β-Γαλακτοζιτάση Λακτόζη 4000

Απαµινάση της θρεονίνης Θρεονίνη 5000

Ανθρακική ανυδράση CO2 8000

Πενικιλινάση Βενζυλοπενικιλίνη 50

Πυροσταφυλική καρβοξυλάση Πυροσταφυλικό 400

HCO3
– 1000

ATP 60

Συνθετάση του αργινινο-tRNA Αργινίνη 3

tRNA 0,4

ATP 300

ΠINAKAΣ 8.5 Tιµές KM µερικών ενζύµων.



ενδείξεις υποδηλώνουν ότι η KΜ παρέχει µια προσέγγιση της συγκέντρωσης
του υποστρώµατος in vivo. Όταν η KΜ είναι γνωστή, το κλάσµα των κέντρων
που έχουν καταληφθεί, fES, σε οποιαδήποτε συγκέντρωση υποστρώµατος µπο-
ρεί να υπολογιστεί από τον τύπο 

(24)

∆εύτερον, η KΜ σχετίζεται µε τις κινητικές σταθερές των επιµέρους βη-
µάτων στο καταλυτικό σχήµα που δίνεται στην εξίσωση 9. Στην εξίσωση 15,
η KΜ ορίζεται ως (k–1 + k2)/k1. Ας πάρουµε µια οριακή περίπτωση κατά την
οποία η k–1 είναι πολύ µεγαλύτερη από την k2. Κάτω από αυτές τις περιστά-
σεις, το σύµπλοκο ES διασπάται σε E και S πολύ πιο γρήγορα από ό,τι σχη-
µατίζεται το προϊόν. Kάτω από αυτές τις συνθήκες (k–1 � k2),

. (25)

H σταθερά διάστασης του συµπλόκου ES δίνεται από 

. (26)

Mε άλλα λόγια, η KΜ είναι ίση µε τη σταθερά διάστασης του συµπλόκου ES εάν
η k2 είναι πολύ µικρότερη από την k–1. Όταν ισχύει η συνθήκη αυτή, η KΜ πα-
ρέχει ένα µέτρο της δύναµης του συµπλόκου ES: η υψηλή τιµή της KΜ δεί-
χνει ασθενή πρόσδεση, ενώ η χαµηλή τιµή της KΜ δείχνει ισχυρή πρόσδεση.
Πρέπει να τονιστεί ότι η KΜ δίνει ένα µέτρο της συγγένειας του συµπλόκου
ES µόνο όταν η k–1 είναι πολύ µεγαλύτερη από την k2. 

Η µέγιστη ταχύτητα, Vmax, αποκαλύπτει τον αριθµό µετατροπής (turnover
number) ενός ενζύµου, ο οποίος είναι ο αριθµός των µορίων του υποστρώµατος
που µετατρέπονται σε προϊόν ανά µονάδα χρόνου από ένα µόριο ενζύµου, όταν το έν-
ζυµο είναι πλήρως κορεσµένο µε υπόστρωµα. Η µέγιστη ταχύτητα, Vmax, ισούται
µε την κινητική σταθερά k2, η οποία ονοµάζεται και kcat. Η µέγιστη ταχύτη-
τα, Vmax, αποκαλύπτει τον αριθµό µετατροπής ενός ενζύµου εάν είναι γνωστή
η συγκέντρωση των ενεργών κέντρων [E]T διότι

Vmax = k2 [E]Τ
οπότε

k2 = Vmax/ [E]Τ. (27)

Παραδείγµατος χάριν, ένα διάλυµα ανθρακικής ανυδράσης 10–6 M, όταν είναι
πλήρως κορεσµένη µε υπόστρωµα, καταλύει τον σχηµατισµό 0,6 M H2CO3 ανά
δευτερόλεπτο. Ως εκ τούτου, η k2 ισούται µε 6 × 105 s–1. Aυτός ο αριθµός µε-
τατροπής είναι ένας από τους µεγαλύτερους που είναι γνωστός. Kάθε γύρος
κατάλυσης γίνεται σε χρόνο ίσο µε 1/k2, ο οποίος για την ανθρακική ανυδρά-
ση ισούται µε 1,7 µs. O αριθµός µετατροπής των περισσότερων ενζύµων µε τα
φυσιολογικά υποστρώµατά τους κυµαίνεται από 1 έως 104 ανά δευτερόλεπτο
(Πίνακας 8.6).

8.4.2 H κινητική τελειότητα στην ενζυµική κατάλυση: Tο κριτήριο
kcat/KM

Όταν η συγκέντρωση του υποστρώµατος είναι πολύ µεγαλύτερη από την KΜ,
η ταχύτητα κατάλυσης είναι ίση µε την kcat, τον αριθµό µετατροπής, όπως πε-
ριγράφηκε στο Εδάφιο 8.4.1. Eντούτοις, τα περισσότερα ένζυµα δεν είναι συ-
νήθως κορεσµένα µε υπόστρωµα. Kάτω από φυσιολογικές συνθήκες, ο λόγος
[S]/KΜ κυµαίνεται τυπικά µεταξύ 0,01 και 1,0. Όταν [S] � KΜ, η ενζυµική τα-
χύτητα είναι πολύ µικρότερη από την kcat, διότι τα περισσότερα από τα ενερ-

KES �
�E��S�

�ES�
�

k�1

k1

KM �  
k�1

k1

fES �
V

Vmax
�

�S�

�S� � KM

ΠINAKAΣ 8.6 Mέγιστοι αριθµοί 
µετατροπής µερικών ενζύµων.

Aριθµός
µετατροπής
(ανά δευτε-

Ένζυµο ρόλεπτο)

Ανθρακική ανυδράση 600, 000

Ισοµεράση των 280, 000
3-κετοστεροειδών

Ακετυλοχολινεστεράση 25, 000

Πενικιλινάση 2, 000

Γαλακτική 1, 000
Αφυδρογονάση

Χυµοθρυψίνη 100

DNA πολυµεράση Ι 15

Συνθετάση 2
της θρυπτοφάνης

Λυσοζύµη 0,5
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γά κέντρα δεν έχουν καταληφθεί από το υπόστρωµα. Yπάρχει κάποια ποσό-
τητα που να χαρακτηρίζει την κινητική ενός ενζύµου κάτω από αυτές τις πε-
ρισσότερο τυπικές κυτταρικές συνθήκες; Πράγµατι υπάρχει, όπως µπορεί να
δειχθεί εάν συνδυάσουµε τις εξισώσεις 10 και 16 για να δώσουν 

kcatV0 = —— [E][S]. (28)
KM

Όταν [S] � KΜ, η συγκέντρωση του ελεύθερου ενζύµου, [E], είναι σχεδόν ίση
µε την ολική συγκέντρωση του ενζύµου [E]Τ, και έτσι έχουµε 

. (29)

Έτσι, όταν [S] � KΜ, η ενζυµική ταχύτητα εξαρτάται από τις τιµές των kcat/KΜ,
[S] και [Ε]Τ. Κάτω από τις συνθήκες αυτές, ο λόγος kcat/KΜ είναι η κινητική
σταθερά για την αλληλεπίδραση του S και του Ε και µπορεί να χρησιµοποιη-
θεί ως ένα µέτρο της καταλυτικής αποτελεσµατικότητας. Παραδείγµατος χά-
ριν, χρησιµοποιώντας τις τιµές kcat/KΜ µπορούµε να συγκρίνουµε την προτί-
µηση ενός ενζύµου για διαφορετικά υποστρώµατα. Ο Πίνακας 8.7 δείχνει τις
τιµές kcat/KΜ για αρκετά διαφορετικά υποστρώµατα της χυµοθρυψίνης (Εδά-
φιο 9.1.1). Η χυµοθρυψίνη έχει σαφώς προτίµηση να διασπά πεπτιδικούς δε-
σµούς  κοντά σε ογκώδεις υδρόφοβες πλευρικές αλυσίδες.

Πόσο αποτελεσµατικό µπορεί να γίνει ένα ένζυµο; Μπορούµε να προσεγ-
γίσουµε την ερώτηση αυτή προσδιορίζοντας εάν υπάρχουν φυσικά όρια στην
τιµή του λόγου kcat/KΜ. Επισηµαίνεται ότι ο λόγος αυτός εξαρτάται από τις
k1, k–1 και k2, όπως µπορεί να αποδειχθεί εάν αντικαταστήσουµε το KΜ:

. (30)

Ας υποθέσουµε ότι η ταχύτητα σχηµατισµού του προϊόντος (kcat) είναι πολύ
µεγαλύτερη από την ταχύτητα διάσπασης του συµπλόκου ES (k–1). Τότε η τι-
µή kcat/KΜ πλησιάζει την k1. Έτσι το ανώτατο όριο στην τιµή του kcat/KΜ κα-
θορίζεται από την k1, δηλαδή την ταχύτητα σχηµατισµού του συµπλόκου ES.
Aυτή η ταχύτητα δεν µπορεί να είναι µεγαλύτερη από τη συχνότητα συνάντησης ενός
ενζύµου µε το υπόστρωµά του, που εξαρτάται αποκλειστικά από το φαινόµενο της
διάχυσης. H διάχυση περιορίζει την τιµή της k1 έτσι ώστε δεν µπορεί να είναι
υψηλότερη από τα όρια 108 και 109 M–1 s–1. Ως εκ τούτου, το ανώτερο όριο του
λόγου kcat/KΜ είναι µεταξύ 108 και 109 M–1 s–1. 

kcat  

KM
�

kcat  

k�1 � kcat/k1
�

Kcat  

kcat � k�1
 k1< k1

V0 �
kcat

KM
 �S��E�T

Aµινοξύ στον εστέρα Πλευρική αλυσίδα αµινοξέος kcat/KM (s–1 M–1)

Γλυκίνη 1,3 × 10–1

Βαλίνη 2,0

Νορβαλίνη 3,6 × 102

Νορλευκίνη 3,0 × 103

Φαινυλαλανίνη 1,0 × 105

ΠINAKAΣ 8.7 Προτιµήσεις της χυµοθρυψίνης για υποστρώµατα.

Πηγή: Κατά A. Fersht, Structure and Mechanism in Protein Science: A Guide to
Enzyme Catalysis and Protein Folding (W. H. Freeman and Company, 1999), Table
7.3.

CH2

CH 2 3

CH

H

CH3

CH3

CH2 2 3
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Οι λόγοι kcat/KΜ των ενζύµων δισµουτάση του σουπεροξειδίου, ακετυλο-
χολινεστεράση και ισοµεράση των φωσφορικών τριοζών είναι µεταξύ 108 και
109 M–1 s–1. Ένζυµα όπως αυτά, τα οποία έχουν τους λόγους kcat/KΜ στο ανώ-
τατο όριο, έχουν επιτύχει την κινητική τελειότητα. H καταλυτική τους ταχύτητα
περιορίζεται µόνον από τον ρυθµό µε τον οποίο συναντούν το υπόστρωµα µέσα στο
διάλυµα (Πίνακας 8.8). Kάθε επιπρόσθετο κέρδος στην καταλυτική ταχύτητα
προέρχεται µόνο από την ελάττωση του χρόνου διάχυσης. Υπενθυµίζεται ότι
το ενεργό κέντρο είναι µόνο ένα µικρό µέρος της συνολικής δοµής του ενζύ-
µου. Ακόµη, για τα καταλυτικά τέλεια ένζυµα, κάθε συνάντηση µεταξύ ενζύ-
µου και υποστρώµατος είναι παραγωγική. Σε αυτές τις περιπτώσεις µπορεί να
υπάρχουν ελκτικές ηλεκτροστατικές δυνάµεις οι οποίες προσελκύουν το υπό-
στρωµα στο ενεργό κέντρο. Οι δυνάµεις αυτές αναφέρονται µερικές φορές ποι-
ητικά ως φαινόµενο της Κίρκης (Circe effects).

Το όριο που επιβάλλεται από τον ρυθµό της διάχυσης στο διάλυµα µπορεί
να ξεπεραστεί εν µέρει µε τον περιορισµό των υποστρωµάτων και των προϊό-
ντων στον περιορισµένο όγκο ενός πολυενζυµικού συµπλόκου. Πράγµατι, µε-
ρικές σειρές ενζύµων είναι συνδεδεµένες σε οργανωµένα συγκροτήµατα (Εδά-
φιο 17.1.9) έτσι ώστε το προϊόν του ενός ενζύµου να βρίσκεται πολύ γρήγορα
από το επόµενο ένζυµο. Κατ’ ουσίαν, τα προϊόντα διοχετεύονται από το ένα
ένζυµο στο άλλο, όπως σε µια γραµµή παραγωγής.

8.4.3 Oι περισσότερες βιοχηµικές αντιδράσεις περιλαµβάνουν
πολλαπλά υποστρώµατα

Οι περισσότερες αντιδράσεις στα βιολογικά συστήµατα περιλαµβάνουν συ-
νήθως δύο υποστρώµατα και δύο προϊόντα και αντιπροσωπεύονται από την
αντίδραση δύο υποστρωµάτων:

A + B 3:4 P + Q

Η πλειονότητα τέτοιων αντιδράσεων χρειάζονται τη µεταφορά µιας λειτουρ-
γικής οµάδας, όπως είναι η φωσφορική ή µια οµάδα αµµωνίου, από το ένα
υπόστρωµα στο άλλο. Στις αντιδράσεις οξειδοαναγωγής, τα ηλεκτρόνια µε-
ταφέρονται µεταξύ των υποστρωµάτων. Αντιδράσεις πολλαπλών υποστρωµά-
των µπορούν να διαιρεθούν σε δύο κατηγορίες: τη διαδοχική αντικατάσταση και
τη διπλή αντικατάσταση.

Ένζυµο kcat/KM (s–1M–1)

Ακετυλοχολινεστεράση 1,6 × 108

Ανθρακική ανυδράση 8,3 × 107

Καταλάση 4 × 107

Κροτωνάση 2,8 × 108

Φουµαράση 1,6 × 108

Ισοµεράση των φωσφορικών τριοζών 2,4 × 108

β-Λακταµάση 1 × 108

∆ισµουτάση του σουπεροξειδίου 7 × 109

ΠINAKAΣ 8.8 Ένζυµα των οποίων ο λόγος kcat/KM πλησιάζει την ελεγχόµενη από
τη διάχυση ταχύτητα της συνάντησης.

Πηγή: Κατά A. Fersht, Structure and Mechanism in Protein Science: A
Guide to Enzyme Catalysis and Protein Folding (W. H. Freeman and
Company, 1999), Table 4.5.

H χρησιµοποίηση ελκτικών δυνάµεων για
την προσέλκυση ενός υποστρώµατος σε µια
περιοχή µέσα στην οποία υφίσταται έναν
µετασχηµατισµό της δοµής του, όπως ορί-
ζεται από τον William P. Jencks, έναν εν-
ζυµολόγο ο οποίος επινόησε τον όρο.

H Kίρκη, γυναικεία µορφή της ελληνικής
µυθολογίας, προσέλκυσε τους άνδρες του
Oδυσσέα στο σπίτι της και τους µεταµόρ-
φωσε σε χοίρους.

Φαινόµενο της Kίρκης—

228
KEΦAΛAIO 8 · Ένζυµα: Bασικές αρχές

και κινητική



∆ιαδοχική αντικατάσταση. Στον διαδοχικό µηχανισµό όλα τα υποστρώµα-
τα πρέπει να προσδεθούν στο ένζυµο προτού απελευθερωθεί οποιοδήποτε
προϊόν. Συνεπώς, σε µια αντίδραση δύο υποστρωµάτων σχηµατίζεται ένα τρι-
µερές σύµπλοκο του ενζύµου και των δύο υποστρωµάτων. Υπάρχουν δύο τύποι
διαδοχικού µηχανισµού: ο διατεταγµένος, στον οποίο τα υποστρώµατα προσ-
δένονται στο ένζυµο µε µια καθορισµένη σειρά, και ο τυχαίος.

Πολλά ένζυµα που έχουν ως υπόστρωµα NAD+ ή NADH εµφανίζουν τον
διαδοχικό διατεταγµένο µηχανισµό. Ας πάρουµε τη γαλακτική αφυδρογονά-
ση, ένα σηµαντικό ένζυµο στον µεταβολισµό της γλυκόζης (Εδάφιο 16.1.9). Το
ένζυµο αυτό ανάγει το πυροσταφυλικό σε γαλακτικό ενώ οξειδώνει το NADH
σε NAD+.

Στον διατεταγµένο διαδοχικό µηχανισµό, το συνένζυµο προσδένεται πάντοτε
πρώτο και το γαλακτικό απελευθερώνεται πάντοτε πρώτο. Αυτή η σειρά µπο-
ρεί να αντιπροσωπευθεί µε µια σηµειογραφία που αναπτύχθηκε από τον W.
Wallace Cleland:

Το ένζυµο υπάρχει ως ένα τριµερές σύµπλοκο: πρώτα απαρτίζεται από το έν-
ζυµο και τα υποστρώµατα και, µετά την κατάλυση, από το ένζυµο και τα προϊ-
όντα.

Στον τυχαίο διαδοχικό µηχανισµό, η σειρά της προσθήκης των υποστρω-
µάτων και της απελευθέρωσης των προϊόντων είναι τυχαία. ∆ιαδοχικές τυχαίες
αντιδράσεις απεικονίζονται από τον σχηµατισµό της φωσφοκρεατίνης και της
ADP από την ΑΤΡ και την κρεατίνη, µια αντίδραση που καταλύεται από την
κινάση της κρεατίνης (Εδάφιο 14.1.5).

Η φωσφοκρεατίνη είναι µια σηµαντική πηγή ενέργειας στους µυς. ∆ιαδο-
χικές τυχαίες αντιδράσεις µπορούν να παρασταθούν µε τη σηµειογραφία του
Cleland.

Αν και η σειρά κάποιων γεγονότων είναι τυχαία, η αντίδραση γίνεται µέσω
των τριµερών συµπλόκων περιλαµβάνοντας πρώτα τα υποστρώµατα και µετά
τα προϊόντα.
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Αντιδράσεις διπλής αντικατάστασης. Στις αντιδράσεις διπλής αντικατά-
σταση, ή αντιδράσεις πινγκ-πονγκ, απελευθερώνονται ένα ή περισσότερα
προϊόντα προτού προσδεθούν όλα τα υποστρώµατα στο ένζυµο. Το καθορι-
στικό χαρακτηριστικό στις αντιδράσεις διπλής αντικατάστασης είναι η ύπαρ-
ξη ενός υποκατεστηµένου ενζυµικού ενδιαµέσου, στο οποίο το ένζυµο είναι προ-
σωρινά τροποποιηµένο. Αντιδράσεις που µετακινούν αµινικές οµάδες µεταξύ
αµινοξέων και α-κετοξέων είναι κλασικά παραδείγµατα των µηχανισµών δι-
πλής αντικατάστασης. Το ένζυµο ασπαραγινική αµινοµεταφοράση (Εδάφιο
23.3.1) καταλύει τη µεταφορά µιας αµινικής οµάδας από το ασπαραγινικό στο
α-κετογλουταρικό.

Η σειρά των γεγονότων µπορεί να εικονογραφηθεί µε το ακόλουθο διάγραµ-
µα. 

Μετά την πρόσδεση του ασπαραγινικού στο ένζυµο, το ένζυµο αφαιρεί την
αµινική οµάδα του ασπαραγινικού από το υποκατεστηµένο ενζυµικό ενδιάµε-
σο. Στη συνέχεια αποχωρεί το πρώτο προϊόν, το οξαλοξικό. Το δεύτερο υπό-
στρωµα, το α-κετογλουταρικό, δέχεται την αµινική οµάδα από το τροποποιη-
µένο ένζυµο και στη συνέχεια απελευθερώνεται το γλουταµινικό ως το τελι-
κό προϊόν. Στη σηµειογραφία του Cleland, τα υποστρώµατα εµφανίζονται να
αναπηδούν επάνω στο ένζυµο κατ’ αναλογία µε το µπαλάκι του πινγκ-πονγκ
που αναπηδά επάνω σε ένα τραπέζι.

8.4.4 Tα αλλοστερικά ένζυµα δεν υπακούουν στην κινητική Michaelis-
Menten

Tο µοντέλο Michaelis-Menten έχει επηρεάσει πολύ την ανάπτυξη της χηµεί-
ας των ενζύµων. H ελκυστικότητά του έγκειται στην απλότητά του και την ευ-
ρεία εφαρµογή του. Eντούτοις, οι κινητικές ιδιότητες πολλών ενζύµων δεν
µπορούν να εξηγηθούν µε το µοντέλο Michaelis-Menten. Mια σηµαντική οµά-
δα ενζύµων τα οποία δεν υπακούουν στην κινητική Michaelis-Menten περι-
λαµβάνει τα αλλοστερικά ένζυµα. Τα ένζυµα αυτά αποτελούνται από πολλαπλές
υποµονάδες και πολλαπλά ενεργά κέντρα.

Τα αλλοστερικά ένζυµα εµφανίζουν συχνά σιγµοειδείς γραφικές παραστά-
σεις (Eικόνα 8.14) της ταχύτητας της αντίδρασης V0 σε συνάρτηση µε τη συ-
γκέντρωση του υποστρώµατος [S], παρά ορθογώνιες υπερβολές που προβλέ-
πονται από την εξίσωση Michaelis-Menten (εξίσωση 23). Στα αλλοστερικά έν-
ζυµα, η πρόσδεση του υποστρώµατος σε ένα ενεργό κέντρο µπορεί να επηρε-
άσει τις ιδιότητες των άλλων ενεργών κέντρων στο ίδιο µόριο. Ένα πιθανό
αποτέλεσµα της αλληλεπίδρασης αυτής µεταξύ υποµονάδων είναι ότι η πρόσ-
δεση του υποστρώµατος γίνεται συνεργειακά, δηλαδή, η πρόσδεση του υπο-
στρώµατος σε ένα ενεργό κέντρο διευκολύνει την πρόσδεση στα άλλα ενερ-
γά κέντρα. Όπως θα περιγραφεί στο Κεφάλαιο 10, από τέτοια συνεργειακό-
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EIKONA 8.14 Κινητική ενός αλλοστερικού
ενζύµου. Τα αλλοστερικά ένζυµα εµφανίζουν
σιγµοειδή εξάρτηση της ταχύτητας της
αντίδρασης από τη συγκέντρωση του
υποστρώµατος.
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τητα προκύπτει µια σιγµοειδής γραφική παράσταση της V0 σε συνάρτηση µε
το [S]. Eπιπλέον, η δραστικότητα των αλλοστερικών ενζύµων µπορεί να µετα-
βληθεί από ρυθµιστικά µόρια που προσδένονται αντιστρεπτά σε ειδικές πε-
ριοχές, διαφορετικές από τα καταλυτικά κέντρα. Με τον τρόπο αυτό οι κατα-
λυτικές ιδιότητες των αλλοστερικών ενζύµων µπορούν να ρυθµιστούν για να
αντιµετωπιστούν οι άµεσες ανάγκες ενός κυττάρου (Κεφάλαιο 10). Για τον λό-
γο αυτό, τα αλλοστερικά ένζυµα είναι οι καθοριστικοί ρυθµιστές στις µετα-
βολικές πορείες του κυττάρου.

8.5 TA ENZYMA ΕΙΝΑΙ ∆ΥΝΑΤΟΝ NA ANAΣTΑΛΟΥΝ AΠO EI∆IKA
MOPIA

Η δραστικότητα πολλών ενζύµων µπορεί να ανασταλεί από την πρόσδεση ει-
δικών µικρών µορίων ή ιόντων. Αυτός ο τρόπος της αναστολής της ενζυµικής
δραστικότητας παίζει τον ρόλο του κύριου µηχανισµού ελέγχου στα βιολογι-
κά συστήµατα. Η ρύθµιση των αλλοστερικών ενζύµων τυποποιεί το είδος του
ελέγχου. Eπιπλέον, πολλά φάρµακα και τοξικοί παράγοντες δρουν µέσω της
αναστολής ενζύµων. Η αναστολή από ειδικές χηµικές ουσίες µπορεί να είναι
πηγή για την κατανόηση του µηχανισµού της ενζυµικής δράσης: κατάλοιπα
κρίσιµα για την κατάλυση µπορούν συχνά να προσδιοριστούν µε τη χρησιµο-
ποίηση ειδικών αναστολέων. Η αξία των αναλόγων της µεταβατικής κατά-
στασης ως δυνητικών αναστολέων θα συζητηθεί παρακάτω.

H ενζυµική αναστολή µπορεί να είναι είτε αντιστρεπτή είτε µη αντιστρε-
πτή. Ένας µη αντιστρεπτός αναστολέας διαχωρίζεται πολύ αργά από το ένζυµο-
στόχο, διότι συνδέεται πολύ ισχυρά µε το ένζυµο, είτε οµοιοπολικά είτε µη
οµοιοπολικά. Μερικοί µη αντιστρεπτοί αναστολείς είναι πολύ σπουδαία φάρ-
µακα. Η πενικιλίνη δρα τροποποιώντας οµοιοπολικά το ένζυµο τρανσπεπτι-
δάση και ως εκ τούτου σκοτώνει τα βακτήρια εµποδίζοντας τη σύνθεση του
κυτταρικού τοιχώµατος (Εδάφιο 8.5.5). Η ασπιρίνη δρα τροποποιώντας οµοι-
οπολικά την κυκλοξυγονάση, ελαττώνοντας τη σύνθεση των φλεγµονωδών ση-
µάτων. 

H αντιστρεπτή αναστολή, σε αντίθεση µε τη µη αντιστρεπτή αναστολή, χα-
ρακτηρίζεται από έναν ταχύ διαχωρισµό του συµπλόκου ενζύµου-αναστολέα.
Στη συναγωνιστική αναστολή το ένζυµο µπορεί να προσδένει υπόστρωµα (σχη-
µατίζοντας το σύµπλοκο ES) ή αναστολέα (EI) αλλά όχι και τα δύο (ESI). Ο
συναγωνιστικός αναστολέας µοιάζει µε το υπόστρωµα και προσδένεται στο
ενεργό κέντρο του ενζύµου (Eικόνα 8.15). Ως εκ τούτου, το υπόστρωµα εµπο-
δίζεται από το να προσδεθεί στο ίδιο ενεργό κέντρο. Ένας συναγωνιστικός ανα-
στολέας ελαττώνει την ταχύτητα της κατάλυσης µε το να ελαττώνει την αναλογία
των µορίων του ενζύµου που είναι προσδεµένα σε ένα υπόστρωµα. Σε µια οποια-
δήποτε συγκέντρωση του αναστολέα, η συναγωνιστική αναστολή µπορεί να
ξεπεραστεί µε αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώµατος. Κάτω από αυτές
τις συνθήκες το υπόστρωµα συναγωνίζεται τον αναστολέα για το ενεργό κέ-
ντρο. Η µεθοτρεξάτη είναι ένα δοµικό ανάλογο του διυδροφυλλικού, ενός υπο-
στρώµατος του ενζύµου αναγωγάση του διυδροφυλλικού, το οποίο παίζει ρό-
λο στη βιοσύνθεση των πουρινών και πυριµιδινών (Eικόνα 8.16). Προσδένε-
ται στην αναγωγάση του διυδροφυλλικού 1000 φορές πιο στέρεα από ό,τι το
φυσικό υπόστρωµα και αναστέλλει τη σύνθεση των βάσεων των νουκλεοτι-
δίων. Χρησιµοποιείται στη θεραπεία του καρκίνου. 

Στη µη συναγωνιστική αναστολή, η οποία είναι επίσης αντιστρεπτή, ο ανα-
στολέας και το υπόστρωµα µπορούν να προσδένονται ταυτόχρονα σε ένα µό-
ριο ενζύµου σε διαφορετικές περιοχές πρόσδεσης (Eικόνα 8.15). Ένας µη συ-
ναγωνιστικός αναστολέας δρα ελαττώνοντας τον αριθµό µετατροπής ενός εν-
ζύµου, παρά µε το να ελαττώνει την αναλογία των µορίων του ενζύµου που εί-
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EIKONA 8.15 ∆ιάκριση µεταξύ ενός
συναγωνιστικού και ενός µη συναγωνιστικού
αναστολέα. (Επάνω) σύµπλοκο ενζύµου-
υποστρώµατος· (µέσον) ένας συναγωνιστικός
αναστολέας προσδένεται στο ενεργό κέντρο και
έτσι εµποδίζει την πρόσδεση του υποστρώµατος·
(κάτω) ένας µη συναγωνιστικός αναστολέας δεν
εµποδίζει την πρόσδεση του υποστρώµατος.



ναι προσδεµένα στο υπόστρωµα. H µη συναγωνιστική αναστολή, σε αντίθεση
µε τη συναγωνιστική αναστολή, δεν µπορεί να ξεπεραστεί µε αύξηση της συ-
γκέντρωσης του υποστρώµατος. Ένα πιο περίπλοκο σχήµα, που ονοµάζεται
µεικτή αναστολή, παράγεται όταν ένας αναστολέας και επηρεάζει την πρόσδε-
ση του υποστρώµατος και µεταβάλλει τον αριθµό µετατροπής του ενζύµου.

8.5.1 H συναγωνιστική και η µη συναγωνιστική αναστολή είναι
κινητικά διάκριτες

Πώς µπορούµε να προσδιορίσουµε εάν ένας αναστολέας δρα µε συναγωνιστι-
κή ή µη συναγωνιστική αναστολή; Aς πάρουµε µόνο τα ένζυµα που επιδει-
κνύουν την κινητική Michaelis-Menten. Oι µετρήσεις των ταχυτήτων της κα-
τάλυσης σε διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώµατος και αναστολέα έχουν
σκοπό τη διάκριση µεταξύ συναγωνιστικής και µη συναγωνιστικής αναστο-
λής. Στη συναγωνιστική αναστολή, ο αναστολέας συναγωνίζεται µε το υπό-
στρωµα για το ενεργό κέντρο. Η σταθερά διάστασης για τον αναστολέα δίνε-
ται από τη σχέση

Ki = [E][I]/[EI].

Όταν υπάρχει συναγωνιστικός αναστολέας, η ταχύτητα µπορεί να φθάσει τη
µέγιστη τιµή της (Vmax) (Eικόνα 8.17), διότι αυξάνοντας την ποσότητα του υπο-
στρώµατος η αναστολή µπορεί να υπερνικηθεί. H σφραγίδα γνησιότητας της συ-
ναγωνιστικής αναστολής είναι ότι µπορεί να υπερνικηθεί από αρκετά υψηλή συγκέ-
ντρωση υποστρώµατος. Εντούτοις, η φαινοµενική τιµή της KM µεταβάλλεται.
Αυτή η νέα τιµή της KM, που καλείται Kapp

M , είναι αριθµητικά ίση µε

Kapp
M = KM(1 + [Ι]/Κi),

όπου [I] είναι η συγκέντρωση του αναστολέα και Ki είναι η σταθερά διάστα-
σης του συµπλόκου ενζύµου-αναστολέα. Καθώς αυξάνεται η τιµή [Ι], αυξάνε-
ται και η τιµή Kapp

M (Eικόνα 8.17). Ένα ένζυµο θα έχει την ίδια Vmax όταν υπάρ-
χει συναγωνιστικός αναστολέας, όπως και όταν δεν υπάρχει.

Στη µη συναγωνιστική αναστολή (Eικόνα 8.18), το υπόστρωµα µπορεί να
προσδένεται στο σύµπλοκο ενζύµου-αναστολέα. Εντούτοις, το σύµπλοκο εν-
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EIKONA 8.17 Κινητική ενός συναγωνιστικού
αναστολέα. Καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση
ενός συναγωνιστικού αναστολέα, απαιτούνται
υψηλότερες συγκεντρώσεις υποστρώµατος για να
επιτευχθεί µια ιδιαίτερη ενζυµική ταχύτητα. Η
πορεία της αντίδρασης υποδηλώνει πόσο υψηλή
συγκέντρωση υποστρώµατος απαιτείται για να
υπερνικηθεί η συναγωνιστική αναστολή.

N

N

N

N

N H
N

O

H2N

NH2

O O

O

O

H3C

MÂıÔÙÚÂÍ¿ÙË

–

–

HN

N

N

H
N

N H
N

O

H2N

O

O O

O

O

–

–

¢È˘‰ÚÔÊ˘ÏÏÈÎfi

H

EIKONA 8.16 Αναστολείς ενζύµων.
Το υπόστρωµα διυδροφυλλικό και το δοµικό του
ανάλογο µεθοτρεξάτη. Περιοχές µε δοµικές
διαφορές δείχνονται µε κόκκινο.
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ζύµου-αναστολέα-υποστρώµατος δεν παράγει προϊόν. Η τιµή της Vmax ελατ-
τώνεται σε µια νέα τιµή που καλείται Vmax

app ενώ δεν αλλάζει η τιµή της KM.
Γιατί ελαττώνεται η Vmax ενώ η KM παραµένει αµετάβλητη; Στην ουσία ο ανα-
στολέας ελαττώνει τη συγκέντρωση του λειτουργικού ενζύµου. Το ένζυµο που
αποµένει συµπεριφέρεται ως ένα περισσότερο αραιό διάλυµα του ενζύµουØ η
Vmax είναι µικρότερη αλλά η KM είναι η ίδια. Η µη συναγωνιστική αναστολή
δεν µπορεί να υπερνικηθεί µε την αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώµατος.

8.5.2 Μη αντιστρεπτοί αναστολείς µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τη
χαρτογράφηση του ενεργού κέντρου

Στο Κεφάλαιο 9 θα εξετάσουµε τις χηµικές λεπτοµέρειες για το πώς λειτουρ-
γούν τα ένζυµα. Το πρώτο βήµα για να αποκτήσουµε τον χηµικό µηχανισµό
ενός ενζύµου είναι να προσδιορίσουµε ποιες λειτουργικές οµάδες απαιτούνται
για τη δραστικότητά του. Πώς µπορούµε να προσδιορίσουµε αυτές τις λει-
τουργικές οµάδες; Μια προσέγγιση δίνει η κρυσταλλογραφία µε ακτίνες Χ
(Εδάφιο 4.5.2) του ενζύµου που είναι προσδεµένο στο υπόστρωµά του. Έναν
εναλλακτικό και συχνά συµπληρωµατικό τρόπο για τη διευκρίνιση των λει-
τουργικών οµάδων δίνουν οι µη αντιστρεπτοί αναστολείς οι οποίοι προσδέ-
νονται οµοιοπολικά στο ένζυµο και οι οποίοι µπορούν να αναγνωριστούν. Οι
µη αντιστρεπτοί αναστολείς µπορούν να διαιρεθούν σε τρεις κατηγορίες: αντι-
δραστήρια µε εξειδίκευση οµάδας, ανάλογα υποστρωµάτων και αναστολείς αυ-
τοκτονίας.

Τα αντιδραστήρια µε εξειδίκευση οµάδας αντιδρούν µε ειδικές οµάδες R των
αµινοξέων. ∆ύο παραδείγµατα αντιδραστηρίων µε εξειδίκευση οµάδας είναι
το διισοπροπυλοφωσφοφθορίδιο (DIPF, Eικόνα 8.19) και το ιωδοακεταµίδιο
(Eικόνα 8.20). Το DIPF τροποποιεί ένα από τα 28 κατάλοιπα σερίνης του πρω-
τεολυτικού ενζύµου χυµοθρυψίνη, υποδηλώνοντας ότι ειδικά αυτό το κατά-
λοιπο της σερίνης είναι ενεργό. Όπως θα δούµε στο Κεφάλαιο 9, είναι πραγ-
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EIKONA 8.18 Κινητική ενός µη
συναγωνιστικού αναστολέα. Η πορεία της
αντίδρασης δείχνει ότι ο αναστολέας
προσδένεται και στο ελεύθερο ένζυµο και στο
σύµπλοκο ενζύµου-υποστρώµατος. Συνεπώς, η
ταχύτητα δεν µπορεί να φθάσει τη µέγιστη τιµή
Vmax, ακόµη και σε υψηλές συγκεντρώσεις
υποστρώµατος.
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EIKONA 8.19 Ενζυµική αναστολή από
διισοπροπυλοφωσφοφθορίδιο (DIPF), ένα
αντιδραστήριο µε εξειδίκευση οµάδας. Το DIPF
µπορεί να αναστείλει ένα ένζυµο µε οµοιοπολική
τροποποίηση ενός σηµαντικού καταλοίπου
σερίνης (Εδάφιο 9.1.1).
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EIKONA 8.20 Ενζυµική αναστολή από
ιωδοακεταµίδιο, ένα αντιδραστήριο µε
εξειδίκευση οµάδας. Το ιωδοακεταµίδιο µπορεί
να απενεργοποιήσει ένα ένζυµο αντιδρώντας µε
ένα απαραίτητο κατάλοιπο κυστεΐνης.



µατικά η περίπτωση που αυτό το κατάλοιπο της σερίνης βρίσκεται στο ενερ-
γό κέντρο. Επίσης, το DIPF αποκάλυψε ένα ενεργό κατάλοιπο σερίνης στην
ακετυλοχολινεστεράση, ένα σηµαντικό ένζυµο στη διαβίβαση των νευρικών
ώσεων (Eικόνα 8.19). Έτσι, το DIPF και παρόµοιες ενώσεις που προσδένονται
στην ακετυλοχολινεστεράση και την απενεργοποιούν είναι δυνητικά νευρο-
τοξικά αέρια.

Οι ιχνηθέτες συγγένειας (affinity labels) είναι µόρια δοµικά παρόµοια µε το υπό-
στρωµα του ενζύµου, τα οποία τροποποιούν οµοιοπολικά τα κατάλοιπα του ενερ-
γού κέντρου. Έτσι, είναι περισσότερο εξειδικευµένα για το ενεργό κέντρο πα-
ρά αντιδραστήρια µε εξειδίκευση οµάδας. Η τοσυλο-L-φαινυλαλανινο-χλωρο-
µεθυλο-κετόνη (TPCK) είναι ένα ανάλογο υποστρώµατος της χυµοθρυψίνης (Eι-
κόνα 8.21). Η TPCK προσδένεται στο ενεργό κέντρο και στη συνέχεια αντιδρά
µη αντιστρεπτά µε ένα κατάλοιπο ιστιδίνης στην περιοχή αυτή, αναστέλλοντας
το ένζυµο. Η ένωση φωσφορική 3-βρωµοακετόλη είναι ένας ιχνηθέτης συγγέ-
νειας για το ένζυµο ισοµεράση των φωσφορικών τριοζών (ΤΙΜ). Μιµείται το
φυσιολογικό υπόστρωµα φωσφορική διυδροξυακετόνη µε το να προσδένεται
στο ενεργό κέντρο, και στη συνέχεια τροποποιεί οµοιοπολικά το ένζυµο µε τέ-
τοιο τρόπο που το ένζυµο αναστέλλεται µη αντιστρεπτά (Eικόνα 8.22).

Οι αναστολείς αυτοκτονίας (suicide inhibitors) ή αναστολείς µηχανισµού είναι
τροποποιηµένα υποστρώµατα που παρέχουν τους πλέον ειδικούς τρόπους για
να τροποποιηθεί το ενεργό κέντρο ενός ενζύµου. Ο αναστολέας προσδένεται
στο ένζυµο, όπως ένα υπόστρωµα, και αρχικά υφίσταται επεξεργασία από τον
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EIKONA 8.21 Σήµανση συγγένειας. (Α) Η
τοσυλο-L-φαινυλαλανινο-χλωροµεθυλο-κετόνη
(TPCK) είναι ένα ενεργό ανάλογο του κανονικού
υποστρώµατος της χυµοθρυψίνης. (Β) Η TPCK
προσδένεται στο ενεργό κέντρο της
χυµοθρυψίνης και τροποποιεί ένα απαραίτητο
κατάλοιπο ιστιδίνης.

C O

Br

OPO3

C O

OPO3
2–

O

O

+ +

IÛÔÌÂÚ¿ÛË ÙˆÓ
ÊˆÛÊÔÚÈÎÒÓ ÙÚÈÔ˙ÒÓ

(TIM)

AÂÓÂÚÁÔÔÈËÌ¤ÓÔ
¤Ó˙˘ÌÔ

O

O

Glu

–

ºˆÛÊÔÚÈÎ‹
‚ÚˆÌÔ·ÎÂÙfiÏË

2–

Br–
EIKONA 8.22 Φωσφορική βρωµοακετόλη, ένας
ιχνηθέτης συγγένειας για την ισοµεράση των
φωσφορικών τριοζών (ΤΙΜ). Η φωσφορική
βρωµοακετόλη, ένα ανάλογο της φωσφορικής
διυδροξυακετόνης, προσδένεται στο ενεργό
κέντρο του ενζύµου και τροποποιεί οµοιοπολικά
ένα κατάλοιπο γλουταµινικού οξέος που
απαιτείται για την ενζυµική δραστικότητα.
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φυσιολογικό καταλυτικό µηχανισµό. Στη συνέχεια ο µηχανισµός κατάλυσης
παράγει ένα χηµικά ενεργό ενδιάµεσο το οποίο απενεργοποιεί το ένζυµο µέ-
σω οµοιοπολικής τροποποίησης. Το γεγονός ότι το ένζυµο συµµετέχει στη δι-
κή του µη αντιστρεπτή αναστολή υποδηλώνει ότι η οµοιοπολικά τροποποιη-
µένη οµάδα είναι καταλυτικά ζωτική. Ένα παράδειγµα ενός τέτοιου αναστο-
λέα είναι η Ν,Ν-διµεθυλοπροπαργυλαµίνη. Μια προσθετική οµάδα φλαβίνης
της οξειδάσης των µονοαµινών (ΜΑΟ) οξειδώνει την Ν,Ν-διµεθυλοπροπαρ-
γυλαµίνη, η οποία µε τη σειρά της απενεργοποιεί το ένζυµο, τροποποιώντας
οµοιοπολικά την προσθετική οµάδα της φλαβίνης µε αλκυλίωση του Ν-5 (Eι-
κόνα 8.23). Η  οξειδάση των µονοαµινών απαµινώνει νευροδιαβιβαστές, όπως
η ντοπαµίνη και η σεροτονίνη, ελαττώνοντας τα επίπεδά τους στον εγκέφα-
λο. Η νόσος Parkinson συνδέεται µε χαµηλά επίπεδα σεροτονίνης. Το φάρ-
µακο (–)deprenyl, το οποίο χρησιµοποιείται στη θεραπεία της νόσου Parkinson
και της κατάθλιψης, είναι ένας αναστολέας αυτοκτονίας της οξειδάσης των
µονοαµινών.

8.5.3 Tα ανάλογα της µεταβατικής κατάστασης είναι ισχυροί
αναστολείς των ενζύµων

Στρεφόµαστε τώρα στις ενώσεις που παρέχουν τις πιο οικείες απόψεις για αυ-
τή καθεαυτή την καταλυτική πορεία. Το 1948 ο Linus Pauling διατύπωσε την
άποψη ότι ενώσεις που µοιάζουν µε τη µεταβατική κατάσταση µιας καταλυό-
µενης αντίδρασης θα πρέπει να είναι πολύ αποτελεσµατικοί αναστολείς των
ενζύµων. Αυτοί οι µιµητές καλούνται ανάλογα µεταβατικής κατάστασης. Η ανα-
στολή της ρακεµάσης της προλίνης είναι ένα διδακτικό παράδειγµα. Η ρακε-
µοποίηση της προλίνης προχωρά µέσω µιας µεταβατικής κατάστασης στην οποία
το τετραεδρικό άτοµο άνθρακα έχει γίνει τριγωνικό µε την απώλεια ενός πρωτονίου
(Eικόνα 8.24). Στην τριγωνική µορφή, και οι τρεις δεσµοί βρίσκονται στο ίδιο
επίπεδοØ ο Cα επίσης µεταφέρει ένα καθαρό αρνητικό φορτίο. Αυτό το συµ-
µετρικό καρβανιόν µπορεί να πρωτονιωθεί στη µια πλευρά για να δώσει το L-
ισοµερές ή στην άλλη πλευρά για να δώσει το D-ισοµερές. Αυτή η εικόνα
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EIKONA 8.23 Αναστολή µηχανισµού
(αυτοκτονίας). Η οξειδάση των µονοαµινών,
ένα ένζυµο σηµαντικό για τη σύνθεση των
νευροδιαβιβαστών, χρειάζεται τον συµπα-
ράγοντα FAD (φλαβινο-αδενινο-δινουκλεο-
τίδιο). Η Ν,Ν-διµεθυλοπροπαργυλαµίνη
αναστέλλει την οξειδάση των µονοαµινών
τροποποιώντας οµοιοπολικά την προσθετική
οµάδα φλαβίνης µόνο µετά την οξείδωση του
αναστολέα. Το προϊόν προσθήκης Ν-5 της
φλαβίνης σταθεροποιείται από την προσθήκη
ενός πρωτονίου. 
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υποστηρίζεται από το εύρηµα ότι ο αναστολέας 2-καρβοξυλο-πυρρόλιο προσ-
δένεται στη ρακεµάση 160 φορές πιο ισχυρά από ό,τι η προλίνη. Το άτοµο του
α-άνθρακα αυτού του αναστολέα, όπως εκείνο της µεταβατικής κατάστασης, είναι
τριγωνικό. Ένα ανάλογο το οποίο επίσης φέρει ένα αρνητικό φορτίο στον Cα

θα αναµενόταν να προσδένεται ακόµη πιο ισχυρά. Γενικά, συντιθέµενες ενώ-
σεις που µοιάζουν περισσότερο στη µεταβατική κατάσταση από ό,τι αυτό κα-
θεαυτό το υπόστρωµα µπορούν να παράγουν πολύ ισχυρούς και ειδικούς ανα-
στολείς των ενζύµων. Η ανασταλτική ισχύς των αναλόγων της µεταβατικής
κατάστασης υπογραµµίζει την ουσία της κατάλυσης: επιλεκτική πρόσδεση της
µεταβατικής κατάστασης.

8.5.4 Tα καταλυτικά αντισώµατα αποδεικνύουν τη σπουδαιότητα της
επιλεκτικής πρόσδεσης της µεταβατικής κατάστασης στην ενζυµική
δραστικότητα

Εάν η αντίληψή µας για τη σπουδαιότητα της µεταβατικής κατάστασης στην
κατάλυση είναι σωστή, αντισώµατα που αναγνωρίζουν µεταβατικές καταστά-
σεις θα µπορούσαν να δράσουν ως καταλύτες, Η προετοιµασία ενός αντισώ-
µατος το οποίο καταλύει την εισαγωγή ενός ιόντος µετάλλου στον δακτύλιο
της πορφυρίνης καταδεικνύει ωραία την αξία της προσέγγισης αυτής. Η σι-
δηροχηλάση, το τελικό ένζυµο της βιοσυνθετικής πορείας της παραγωγής της
αίµης, καταλύει την εισαγωγή του Fe2+ στην πρωτοπορφυρίνη ΙΧ. Η σχεδόν
επίπεδη πορφυρίνη πρέπει να καµφθεί για να εισέλθει ο σίδηρος. Η κρυ-
σταλλική δοµή της σιδηροχηλάσης που είναι προσδεµένη σε ένα ανάλογο
υποστρώµατος προσδιορίστηκε πρόσφατα και επιβεβαιώνει ότι πράγµατι το
ένζυµο για να εισαγάγει τον σίδηρο κάµπτει έναν από τους πυρρολικούς δα-
κτυλίους, στρέφοντάς τον κατά 36°.

Το πρόβληµα ήταν να βρεθεί ένα ανάλογο µεταβατικής κατάστασης αυτής
της αντίδρασης εισαγωγής µετάλλου το οποίο θα µπορούσε να χρησιµοποιη-
θεί ως αντιγόνο (ανοσογόνο) για να παραγάγει ένα αντίσωµα. Η λύση ήλθε
από τα αποτελέσµατα µελετών που έδειξαν ότι µια αλκυλιωµένη πορφυρίνη,
η Ν-µεθυλοπρωτοπορφυρίνη, είναι ένας ισχυρός αναστολέας της σιδηροχη-
λάσης. Η ένωση αυτή µοιάζει µε τη µεταβατική κατάσταση διότι η αλκυλίω-
ση του Ν αναγκάζει την πορφυρίνη να καµφθεί. Επιπλέον, είναι γνωστό ότι οι Ν-
αλκυλοπορφυρίνες χηλώνουν ιόντα µετάλλων 104 φορές πιο γρήγορα από ό,τι
τα µη αλκυλιωµένα ισοδύναµά τους. Η κάµψη αυξάνει την έκθεση των µονή-
ρων ζευγών ηλεκτρονίων του πυρρολικού αζώτου στον διαλύτη, η οποία διευ-
κολύνει το µέταλλο στην πρόσδεση.

Η παραγωγή ενός καταλυτικού αντισώµατος έγινε µε τη χρησιµοποίηση
της Ν-αλκυλοπορφυρίνης ως ανοσογόνου. Το αντίσωµα που παράγεται προ-
φανώς διαστρέφει µια επίπεδη πορφυρίνη (Eικόνα 8.25) για να διευκολύνει την
είσοδο ενός µετάλλου. Κατά µέσον όρο, ένα µόριο αντισώµατος εισάγει µέ-
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EIKONA 8.25 Η χρήση αναλόγων της
µεταβατικής κατάστασης για την παραγωγή
καταλυτικών αντισωµάτων. Η εισαγωγή ενός
ιόντος µετάλλου σε µια πορφυρίνη από τη
σιδηροχηλάση προχωρά µέσω µιας µεταβατικής
κατάστασης στην οποία κάµπτεται η πορφυρίνη. Η
Ν-µεθυλοµεσοπορφυρίνη, µια κεκλιµένη
πορφυρίνη που µοιάζει µε τη µεταβατική
κατάσταση της αντίδρασης που καταλύεται από τη
σιδηροχηλάση, χρησιµοποιήθηκε για την
παραγωγή ενός αντισώµατος το οποίο επίσης
καταλύει την εισαγωγή ενός ιόντος µετάλλου στον
πορφυρινικό δακτύλιο.
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EIKONA 8.24 Αναστολή µε ανάλογα µεταβατικής κατάστασης. (Α) Η ισοµερείωση της L-προλίνης  σε
D-προλίνη από τη ρακεµάση της προλίνης, ένα βακτηριακό ένζυµο, προχωρά µέσω µιας επίπεδης
µεταβατικής κατάστασης στην οποία ο α-άνθρακας είναι τριγωνικός παρά τετραεδρικός. 
(Β) Το 2-καρβοξυλο-πυρρόλιο, ένα ανάλογο µεταβατικής κατάστασης λόγω της τριγωνικής γεωµετρίας,
του, είναι ένας ισχυρός αναστολέας της ρακεµάσης της προλίνης.
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ταλλα σε 80 µόρια πορφυρίνης κάθε ώρα, µια ταχύτητα µόνο 10 φορές πιο αρ-
γή από εκείνη της σιδηροχηλάσης και 2.500 φορές πιο γρήγορη από τη µη κα-
ταλυόµενη αντίδραση. Τα καταλυτικά αντισώµατα (abzymes) µπορούν πράγµατι
να παραχθούν µε τη χρησιµοποίηση αναλόγων της µεταβατικής κατάστασης ως αντι-
γόνων. Αντισώµατα που καταλύουν πολλά άλλα είδη χηµικών αντιδράσεων —
µε παραδείγµατα από την υδρόλυση εστέρων και αµιδίων, τον σχηµατισµό του
αµιδικού δεσµού, την τρανσεστεροποίηση, τη φωτοεπαγόµενη διάσπαση, τον
φωτοεπαγόµενο διµερισµό, την αποκαρβοξυλίωση και την οξείδωση— έχουν
παραχθεί µε παρόµοιες στρατηγικές. Τα αποτελέσµατα µελετών µε ανάλογα
µεταβατικής κατάστασης παρέχουν ισχυρές ενδείξεις ότι τα ένζυµα µπορούν
να λειτουργούν συµπληρωµατικά σε δοµή µε τη µεταβατική κατάσταση. Η
ισχύς των αναλόγων της µεταβατικής κατάστασης είναι τώρα εµφανής: (1) είναι πη-
γές της βαθιάς γνώσης των καταλυτικών µηχανισµών, (2) µπορούν να λειτουργή-
σουν ως ισχυροί και ειδικοί αναστολείς των ενζύµων και (3) µπορούν να χρησιµο-
ποιηθούν ως ανοσογόνα για την παραγωγή ενός ευρέος φάσµατος νέων καταλυτών.

8.5.5 H πενικιλίνη αναστέλλει µη αντιστρεπτά ένα καθοριστικό ένζυµο
στη σύνθεση του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώµατος

Η πενικιλίνη, το πρώτο αντιβιοτικό που ανακαλύφθηκε, αποτελείται
από έναν δακτύλιο θειαζολιδίνης που έχει συντηχθεί µε έναν δακτύλιο

β-λακτάµης στον οποίο είναι προσκολληµένη µε έναν πεπτιδικό δεσµό µια µε-
ταβλητή οµάδα R (Eικόνα 8.26Α). Παραδείγµατος χάριν, στη βενζοϋλο-πενικι-
λίνη η R είναι µια βενζοϋλο-οµάδα (Eικόνα 8.26Β). Αυτή η δοµή µπορεί να υπο-
στεί µια ποικιλία ανακατατάξεων και, συγκεκριµένα, ο δακτύλιος της β-λακτά-
µης είναι πολύ ασταθής. Πράγµατι, όπως θα γίνει καταφανές παρακάτω, αυτή η
αστάθεια είναι στενά συνδεδεµένη µε την αντιβιοτική δράση της πενικιλίνης. 

Πώς η πενικιλίνη αναστέλλει την ανάπτυξη των βακτηρίων; Το 1957, ο
Joshua Lederberg έδειξε ότι βακτήρια που είναι αρχικά ευαίσθητα στην πενι-
κιλίνη µπορούν να αναπτυχθούν παρουσία της, αν χρησιµοποιηθεί ένα υπέρ-
τονο διάλυµα. Οι οργανισµοί που προέκυψαν µε τον τρόπο αυτό και ονοµάζο-
νται πρωτοπλάστες, στερούνται κυτταρικού τοιχώµατος και λόγω αυτού υφί-
στανται λύση όταν µεταφέρονται σε κανονικό διάλυµα. Συνεπώς, η πενικιλί-
νη παρεµβάλλεται στη σύνθεση του βακτηριακού κυτταρικού τοιχώµατος. Το
µακροµόριο του κυτταρικού τοιχώµατος, που ονοµάζεται πεπτιδογλυκάνη, απαρ-
τίζεται από ευθύγραµµες πολυσακχαριτικές αλυσίδες που είναι συνδεδεµένες
µεταξύ τους µέσω µικρών πεπτιδίων (Eικόνα 8.27). Η τεράστια πεπτιδογλυκά-
νη σε σχήµα σακούλας προσδίδει µηχανική στήριξη στα βακτήρια και εµπο-
δίζει  τη λύση τους από την υψηλή ενδοκυτταρική ωσµωτική πίεση. 

Το 1965, ο James Park και ο Jack Strominger, ανεξάρτητα ο ένας από τον
άλλο, συµπέραναν ότι η πενικιλίνη εµποδίζει το τελευταίο βήµα της σύνθε-
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EIKONA 8.26 ∆οµή της πενικιλίνης. Η ενεργός περιοχή της πενικιλίνης είναι ο πεπτιδικός δεσµός του
δακτυλίου της β-λακτάµης. (Α) Χηµικός τύπος της πενικιλίνης και (Β) δοµικό µοντέλο της βενζοϋλο-
πενικιλίνης.

EIKONA 8.27 Σχηµατική αναπαράσταση της
πεπτιδογλυκάνης του Staphylococcus aureus. Τα
σάκχαρα είναι κίτρινα, τα τετραπεπτίδια κόκκινα
και οι γέφυρες πενταγλυκίνης µπλε. Το κυτταρικό
τοίχωµα είναι ένα µοναδικό τεράστιο µακροµόριο
σε σχήµα σακούλας, λόγω των εκτεταµένων
διασυνδέσεων. 
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σης του κυτταρικού τοιχώµατος, δηλαδή τη διασύνδεση των διαφορετικών αλυ-
σίδων πεπτιδογλυκάνης. Στον σχηµατισµό του κυτταρικού τοιχώµατος του
Staphylococcus aureus, η αµινική οµάδα του ενός άκρου µιας αλυσίδας πεντα-
γλυκίνης προσβάλλει τον πεπτιδικό δεσµό µεταξύ δύο καταλοίπων D-αλανί-
νης σε µια άλλη πεπτιδική µονάδα (Eικόνα 8.28). Σχηµατίζεται ένας πεπτιδι-
κός δεσµός µεταξύ της γλυκίνης και ενός από τα κατάλοιπα της D-αλανίνης,
ενώ το άλλο κατάλοιπο της D-αλανίνης απελευθερώνεται. Αυτή η αντίδραση
της διασύνδεσης καταλύεται από την τρανσπεπτιδάση των γλυκοπεπτιδίων. Τα
βακτηριακά κυτταρικά τοιχώµατα είναι µοναδικά στο ότι περιέχουν D-αµινο-
ξέα, τα οποία σχηµατίζουν διασυνδέσεις µε έναν µηχανισµό διαφορετικό από
εκείνον που χρησιµοποιείται για τη σύνθεση των πρωτεϊνών. 

Η πενικιλίνη αναστέλλει την τρανσπεπτιδάση, που κάνει διασυνδέσεις, µε
το στρατήγηµα του ∆ούρειου Ίππου. Κανονικά η τρανσπεπτιδάση σχηµατίζει
ένα ακυλοενδιάµεσο µε το προτελευταίο κατάλοιπο της D-αλανίνης του πεπτι-
δίου D-Ala-D-Ala (Eικόνα 8.29). Αυτό το οµοιοπολικό ενδιάµεσο ακυλοενζύ-
µου αντιδρά τότε µε την αµινική οµάδα της ακραίας γλυκίνης ενός άλλου πε-
πτιδίου για να σχηµατίσει τη διασύνδεση. Η πενικιλίνη είναι ευπρόσδεκτη
µέσα στο ενεργό κέντρο της τρανσπεπτιδάσης διότι µιµείται την οµάδα D-Ala-
D-Ala του κανονικού υποστρώµατος (Eικόνα 8.30). Η προσδεµένη πενικιλίνη
σχηµατίζει τότε έναν οµοιοπολικό δεσµό µε ένα κατάλοιπο σερίνης στο ενερ-
γό κέντρο του ενζύµου. Αυτό το σύµπλοκο πενικιλίνης-ενζύµου δεν αντιδρά πε-
ραιτέρω. Έτσι, η τρανσπεπτιδάση αναστέλλεται µη αντιστρεπτά και δεν µπορεί να
λάβει χώρα η σύνθεση του κυτταρικού τοιχώµατος.
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EIKONA 8.29 Αντίδραση της τρανσπεπτιδάσης. Στην αντίδραση της τρανσπεπτιδάσης σχηµατίζεται
ένα ενδιάµεσο ακυλοενζύµου που οδηγεί στον σχηµατισµό διασύνδεσης.

¶ÂÓÈÎÈÏ›ÓË

(A)

¶ÂÙ›‰ÈÔ R-D-Ala-D-Ala 

(B)

EIKONA 8.30 Στερεοδιατάξεις της πενικιλίνης
και ενός κανονικού υποστρώµατος. Η
στερεοδιάταξη της πενικιλίνης στην περιοχή του
αντιδρώντος πεπτιδικού δεσµού (Α) µοιάζει µε
τη στερεοδιάταξη της µεταβατικής κατάστασης
του R-D-Ala-D-Ala (Β) στην αντίδραση της
τρανσπεπτιδάσης [Κατά B. Lee. J. Mol. Biol.
61(1971):464.]

EIKONA 8.28 Σχηµατισµός διασύνδεσης στην πεπτιδογλυκάνη του S. αureus. Η τελική αµινική
οµάδα της γέφυρας πενταγλυκίνης στο κυτταρικό τοίχωµα προσβάλλει τον πεπτιδικό δεσµό µεταξύ δύο
καταλοίπων D-Ala για να σχηµατίσει µια διασύνδεση.
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Γιατί η πενικιλίνη είναι ένας τόσο αποτελεσµατικός αναστολέας της
τρανσπεπτιδάσης; Ο πολύ στρεβλωµένος τετραµελής δακτύλιος β-λακτάµης
της πενικιλίνης είναι ιδιαίτερα ενεργός. Με την πρόσδεση στην τρανσπεπτι-
δάση, το κατάλοιπο της σερίνης στο ενεργό κέντρο επιτίθεται στο καρβονυ-
λικό άτοµο άνθρακα του δακτυλίου λακτάµης για να σχηµατίσει το παράγωγο
πενικιλίνης-σερίνης (Eικόνα 8.31). Επειδή η πεπτιδάση συµµετέχει στη δική
της απενεργοποίηση, η πενικιλίνη δρα ως αναστολέας αυτοκτονίας.

8.6 OI BITAMINEΣ EINAI ΣYXNA ΠPO∆POMEΣ ENΩΣEIΣ TΩN
ΣYNENZYMΩN

Προηγουµένως (Εδάφιο 8.1.1), λάβαµε υπ’ όψιν το γεγονός ότι πολ-
λά ένζυµα χρειάζονται συµπαράγοντες για να είναι καταλυτικώς

ενεργά. Μια κατηγορία των συµπαραγόντων αυτών, που ονοµάζονται συνένζυ-
µα, αποτελείται από µικρά οργανικά µόρια, πολλά  από τα οποία προέρχονται
από βιταµίνες. Αυτές καθεαυτές οι βιταµίνες είναι οργανικά µόρια που χρειά-
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TÚ·ÓÛÂÙÈ‰¿ÛË
ÁÏ˘ÎÔÂÙÈ‰›Ô˘

™‡ÌÏÔÎÔ ÂÓÈÎÈÏ›ÓË˜-ÂÓ˙‡ÌÔ˘
(ÂÓ˙˘ÌÈÎ¿ ·ÓÂÓÂÚÁfi)

¶ÂÓÈÎÈÏ›ÓË

EIKONA 8.31 Σχηµατισµός ενός συµπλόκου
πενικιλίνης-ενζύµου. Η πενικιλίνη αντιδρά µε
την τρανσπεπτιδάση για να σχηµατίσει ένα
ανενεργό σύµπλοκο, το οποίο είναι σταθερό επ’
αόριστον.

Βιταµίνη Συνένζυµο Χαρακτηριστικός τύπος αντίδρασης Συνέπειες της έλλειψης

Β1 (Θειαµίνη) Πυροφωσφορική θειαµίνη Μεταφορά αλδεΰδης Μπέρι µπέρι (απώλεια βάρους,
καρδιακά προβλήµατα,
νευρική δυσλειτουργία)

Β2 (Ριβοφλαβίνη) Φλαβινο-αδενινο- Οξείδωση-αναγωγή Χηληκεραίες και γωνιώδες
δινουκλεοτίδιο (FAD) κολλέγχυµα (αλλοιώσεις του

στόµατος), δερµατίτιδα

Β6 (Πυριδοξίνη) Φωσφορική πυριδοξάλη Μεταφορά οµάδας σε ή Κατάθλιψη, σύγχυση,
από αµινοξέα σπασµοί

Νικοτινικό οξύ (νιασίνη) Νικοτιναµιδο-αδενινο- Οξείδωση-αναγωγή Πελάγρα (δερµατίτιδα,
δινουκλεοτίδιο (NAD+) κατάθλιψη, διάρροια)

Παντοθενικό οξύ Συνένζυµο Α Μεταφορά ακετυλικής οµάδας Υπέρταση

Βιοτίνη Σύµπλοκα βιοτίνης-λυσίνης Καρβοξυλίωση που Εξανθήµατα γύρω από τα
(βιοκυτίνη) εξαρτάται από την ΑΤΡ και φρύδια, µυϊκός πόνος,

µεταφορά καρβοξυλικής οµάδας κόπωση (σπάνια)

Φυλλικό οξύ Τετραϋδροφυλλικό Μεταφορά συστατικών Αναιµία, ελαττώµατα του
ενός άνθρακα, νευρικού σωλήνα στην
σύνθεση θυµίνης ανάπτυξη

B12 5'-∆εοξυαδενοσυλο- Μεταφορά µεθυλικών οµάδων, Αναιµία, µεγαλοβλαστική
κοβαλαµίνη ενδοµοριακές αναιµία, οξέωση

ανακατατάξεις µεθυλοµηλονικού

C (ασκορβικό οξύ) Aντιοξειδωτικό Σκορβούτο (πρησµένα και
αιµορραγούντα ούλα,
υποδερµικές αιµορραγίες)

ΠINAKAΣ 8.9 Yδατοδιαλυτές πρωτεΐνες.
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ζονται σε µικρές ποσότητες στη διατροφή µερικών ανώτερων ζώων. Αυτά τα
µόρια υπηρετούν τους ίδιους ρόλους σε όλες σχεδόν τις µορφές της ζωής, αλ-
λά τα ανώτερα ζώα έχασαν την ικανότητα να τις συνθέτουν κατά την πορεία
της εξέλιξης. Παραδείγµατος χάριν, ενώ η E. coli µπορεί να αναπτυχθεί σε
γλυκόζη και οργανικά άλατα, ο άνθρωπος χρειάζεται τουλάχιστον 12 βιταµί-
νες στη διατροφή του. Οι βιοσυνθετικές πορείες των βιταµινών µπορεί να εί-
ναι περίπλοκεςØ έτσι, είναι βιολογικά περισσότερο αποτελεσµατικό να απορ-
ροφήσουµε βιταµίνες παρά να συνθέσουµε τα ένζυµα που απαιτούνται για να
τις κατασκευάσουν από απλά µόρια. Η αποτελεσµατικότητα αυτή έχει το κό-
στος της εξάρτησης από άλλους οργανισµούς για χηµικές ενώσεις απαραίτη-
τες για τη ζωή. Πράγµατι, η ανεπάρκεια βιταµινών µπορεί να προκαλεί ασθέ-
νειες σε όλους τους οργανισµούς που χρειάζονται τα µόρια αυτά (Πίνακες 8.9
και 8.10). Οι βιταµίνες είναι δυνατόν να οµαδοποιηθούν σύµφωνα µε το εάν
είναι διαλυτές ή όχι στο νερό ή σε µη πολικούς διαλύτες.

8.6.1 Oι υδατοδιαλυτές βιταµίνες λειτουργούν ως συνένζυµα

Ο Πίνακας 8.9 καταγράφει τις υδατοδιαλυτές βιταµίνες — το ασκορβι-
κό οξύ (βιταµίνη C) και µια σειρά γνωστή ως το σύµπλεγµα της βι-

ταµίνης Β (Eικόνα 8.32). Όπως θα συζητηθεί παρακάτω, το ασκορβικό, η ιο-
ντισµένη µορφή του ασκορβικού οξέος, δρα ως αναγωγικός παράγοντας
(αντιοξειδωτικό). Η σειρά της βιταµίνης Β περιλαµβάνει συστατικά συνενζύ-
µων. Επισηµαίνεται ότι, σε όλες τις περιπτώσεις εκτός της βιταµίνης C, η βι-
ταµίνη πρέπει να τροποποιηθεί προτού προσφέρει τη λειτουργία της.

Η ανεπάρκεια βιταµινών είναι ικανή να προκαλέσει µια ποικιλία παθολο-
γικών καταστάσεων (Πίνακας 8.9). Εντούτοις, πολλά από τα ίδια συµπτώµατα

Βιταµίνη Λειτουργία Έλλειψη

A Ρόλοι στην όραση, Νυκταλωπία, βλάβη του κερατοειδούς
ανάπτυξη, αναπαραγωγή χιτώνα, βλάβη του αναπνευστικού

και του γαστρεντερικού σωλήνα

D Ρύθµιση του µεταβολισµού Ραχίτιδα (παιδιά): σκελετικές
του ασβεστίου και παραµορφώσεις, βλάβη στην ανάπτυξη
του φωσφόρου Οστεοµαλάκυνση (ενήλικοι): µαλακά,

εύκαµπτα οστά

E Αντιοξειδωτικό Αναστολή της παραγωγής σπέρµατος,
αλλοιώσεις στους µυς και στα νεύρα
(σπάνια)

K Πήξη του αίµατος Υποδερµική αιµορραγία

ΠINAKAΣ 8.10 Λιποδιαλυτές βιταµίνες.
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EIKONA 8.32 ∆οµές µερικών υδατοδιαλυτών
βιταµινών.
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µπορούν να προέλθουν από καταστάσεις διαφορετικές από την έλλειψη µιας
βιταµίνης. Για τον λόγο αυτό και επειδή οι βιταµίνες χρειάζονται σε σχετικά
µικρές ποσότητες, παθολογικές καταστάσεις που είναι αποτέλεσµα ανεπάρ-
κειας βιταµινών είναι δύσκολο να διαγνωστούν.

Η απαίτηση για βιταµίνη C αποδείχθηκε σχετικά άµεσα. Αυτή η υδατο-
διαλυτή βιταµίνη δεν χρησιµοποιείται ως συνένζυµο αλλά είναι απαραίτητη
για τη δραστικότητα της προλυλο-υδροξυλάσης. Το ένζυµο αυτό συνθέτει την
4-υδροξυπρολίνη, ένα αµινοξύ που χρειάζεται στο κολλαγόνο, το κύριο συ-
στατικό του συνδετικού ιστού στα σπονδυλωτά, αλλά σπάνια βρίσκεται οπου-
δήποτε αλλού. Πώς σχηµατίζεται αυτό το ασυνήθιστο αµινοξύ και ποιος είναι
ο ρόλος του; Τα αποτελέσµατα της σήµανσής της µε ραδιενέργεια έδειξαν ότι
στις νεοσχηµατιζόµενες αλυσίδες κολλαγόνου υδροξυλιώνονται τα κατάλοι-
πα της προλίνης στο αµινο-τελικό άκρο των καταλοίπων της γλυκίνης. Το άτο-
µο του οξυγόνου που προσκολλάται στον C-4 της προλίνης προέρχεται από το
µοριακό οξυγόνο (Ο2). Το άλλο άτοµο οξυγόνου του Ο2 προσλαµβάνεται από
το α-κετογλουταρικό, το οποίο µετατρέπεται σε ηλεκτρικό (Eικόνα 8.33). Αυ-
τή η περίπλοκη αντίδραση καταλύεται από την προλυλο-υδροξυλάση, µια διο-
ξυγονάση, και υποβοηθείται από ένα ιόν Fe2+, το οποίο είναι σφιχτά προσδε-
µένο σε αυτή και χρειάζεται για να ενεργοποιήσει το Ο2. Επίσης, το ένζυµο
µετατρέπει το α-κετογλουταρικό σε ηλεκτρικό χωρίς να υδροξυλιώνει την προ-
λίνη. Σε αυτή τη µερική αντίδραση σχηµατίζεται ένα οξειδωµένο σύµπλοκο
σιδήρου το οποίο απενεργοποιεί το ένζυµο. Πώς αναγεννάται το ενεργό έν-
ζυµο; Για τη διάσωση έρχεται το ασκορβικό οξύ (βιταµίνη C) ανάγοντας τον
τρισθενή σίδηρο του απενεργοποιηµένου ενζύµου. Στην πορεία της επαναφο-
ράς, το ασκορβικό οξύ οξειδώνεται σε δεϋδροασκορβικό οξύ (Eικόνα 8.34).
Έτσι το ασκορβικό οξύ εδώ παίζει τον ρόλο ενός ειδικού αντιοξειδωτικού.

Τα πρωτεύοντα δεν είναι ικανά να συνθέσουν ασκορβικό οξύ και ως εκ τού-
του πρέπει να το αποκτήσουν από τη διατροφή τους. Η σπουδαιότητα του
ασκορβικού οξέος γίνεται εντυπωσιακά φανερή στο σκορβούτο. Το 1536 ο
Jacques Cartier έδωσε µια παραστατική περιγραφή αυτής της ασθένειας της
διαιτητικής ανεπάρκειας, η οποία προσέβαλε τους άντρες του καθώς εξερευ-
νούσαν τον ποταµό του Αγίου Λαυρεντίου στον Καναδά:

Μερικοί έχασαν τη δύναµή τους και δεν µπορούσαν τα σταθούν στα πόδια
τους … Άλλοι επίσης είχαν σε όλο το δέρµα τους στίγµατα αίµατος πορ-
φυρού χρώµατος: στη συνέχεια ανέβηκαν στους αστραγάλους, στα γόνατα,
στους µηρούς, στους ώµους, στους βραχίονες και στον λαιµό τους. Το στό-
µα τους έγινε δύσοσµο, τα ούλα τους τόσο χαλασµένα που έπεφτε η σάρ-
κα, ακόµη και στη ρίζα των δοντιών, τα οποία έπεσαν σχεδόν όλα.
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EIKONA 8.33 Σχηµατισµός της 4-υδροξυπρολίνης. Η προλίνη υδρολύεται στον C-4 από τη δράση της
προλυλο-υδροξυλάσης, ένα ένζυµο το οποίο ενεργοποιεί µοριακό οξυγόνο.
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EIKONA 8.34 Τύποι του ασκορβικού οξέος
(βιταµίνη C). Το ασκορβικό είναι η ιοντισµένη
µορφή της βιταµίνης C και το διυδροασκορβικό
οξύ είναι η οξειδωµένη µορφή του ασκορβικού.
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Ο James Lind, ένας Σκωτσέζος γιατρός, διασαφήνισε τους τρόπους πρόληψης
του σκορβούτου σε ένα άρθρο µε τίτλο «A Treatise of Scurvy» (Μια Πραγµα-
τεία επί του Σκορβούτου)  που δηµοσιεύθηκε το 1747. Ο Lind περιέγραψε µια
ελεγχόµενη µελέτη που διαπίστωσε ότι το σκορβούτο µπορεί να προληφθεί
εάν το διαιτολόγιο περιελάµβανε εσπεριδοειδή. Το Βασιλικό Ναυτικό τελικά
άρχισε να διανέµει στους ναύτες γλυκολέµονα, από τα οποία οι Βρετανοί ναύ-
τες απέκτησαν το παρατσούκλι “limeys” (χυµός από γλυκολέµονα). Η έρευνα
του Lind εµπνεύστηκε από το κακό τέλος µιας αποστολής µε επικεφαλής τον
αρχιπλοίαρχο George Anson. Ο Anson άφησε την Αγγλία το 1740 µε έναν στό-
λο από έξι πλοία και περισσότερους από 1000 άντρες και επέστρεψε µε έναν
τεράστιο θησαυρό, αλλά από το πλήρωµά του επέζησαν µόνο 145 για να επι-
στρέψουν στην πατρίδα. Οι υπόλοιποι πέθαναν από σκορβούτο.

Γιατί αυτή η υδροξυλίωση που έχει υποστεί βλάβη έχει τόσο καταστρε-
πτικές συνέπειες; Το κολλαγόνο που συντίθεται χωρίς την παρουσία ασκορβικού
οξέος είναι λιγότερο σταθερό από ό,τι η φυσιολογική πρωτεΐνη. Μελέτες της θερ-
µικής σταθερότητας συνθετικών πολυπεπτιδίων είναι πολύ κατατοπιστικές. Η
υδροξυπρολίνη σταθεροποιεί την τριπλή έλικα του κολλαγόνου σχηµατίζο-
ντας µέσα στις αλυσίδες δεσµούς υδρογόνου. Οι µη κανονικές ίνες που σχη-
µατίζονται από το µη επαρκώς υδροξυλιωµένο κολλαγόνο συνεισφέρουν στις
αλλοιώσεις του δέρµατος και στην ευθραυστότητα των αιµοφόρων αγγείων που
παρατηρούνται στο σκορβούτο.

8.6.2 Oι λιποδιαλυτές βιταµίνες συµµετέχουν σε διάφορες διεργασίες,
όπως η πήξη του αίµατος και η όραση

∆εν λειτουργούν ως συνένζυµα όλες οι βιταµίνες. Οι λιποδιαλυτές βι-
ταµίνες, οι οποίες προσδιορίζονται µε τα γράµµατα A, D, E και Κ (Eι-

κόνα 8.35, Πίνακας 8.10), έχουν διαφορετικές λειτουργίες. Η βιταµίνη Κ, η
οποία χρειάζεται για τη φυσιολογική πήξη του αίµατος (Κ από το γερµανικό
koagulation), συµµετέχει στην καρβοξυλίωση των καταλοίπων του γλουταµι-
νικού σε γ-καρβοξυγλουταµινικό το οποίο κάνει το γλουταµινικό οξύ περισ-
σότερο ισχυρό χηλωτή του Ca2+ (Εδάφιο 10.5.7). Η βιταµίνη Α (ρετινόλη) εί-
ναι η πρόδροµος ένωση της ρετινάλης, της φωτοευαίσθητης οµάδας της ρο-
δοψίνης και άλλων οπτικών χρωστικών (Εδάφιο 32.3.1). Ανεπάρκεια αυτής της
βιταµίνης οδηγεί σε νυκταλωπία. Επιπροσθέτως, νεαρά ζώα χρειάζονται τη βι-
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EIKONA 8.35 ∆οµές
µερικών λιποδιαλυτών
βιταµινών.
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ταµίνη Α για την ανάπτυξή τους. Το ρετινοϊκό οξύ, το οποίο περιέχει ένα τε-
λικό καρβοξύλιο στη θέση της υδροξυλικής οµάδας της ρετινόλης, λειτουρ-
γεί ως σηµατοδοτικό µόριο και ενεργοποιεί τη µεταγραφή ειδικών γονιδίων
που µεσολαβούν στην αύξηση και στην ανάπτυξη (Υποκεφάλαιο 31.3). Ένας
µεταβολίτης της βιταµίνης D είναι µια ορµόνη η οποία ρυθµίζει τον µεταβο-
λισµό του ασβεστίου και του φωσφόρου. Σε αναπτυσσόµενα ζώα, η ανεπάρ-
κεια της βιταµίνης D διαταράσσει τον σχηµατισµό των οστών. Η στειρότητα
στους αρουραίους είναι συνέπεια έλλειψης της βιταµίνης Ε (α-τοκοφερόλη).
Η βιταµίνη αυτή αντιδρά µε δραστικές ενώσεις οξυγόνου, όπως οι ρίζες υδρο-
ξυλίου, και τις αδρανοποιεί προτού οξειδώσουν τα ακόρεστα λιπίδια της µεµ-
βράνης και καταστρέψουν τη δοµή τους.

Τα ένζυµα είναι ισχυροί και σε µεγάλο βαθµό εξειδικευµένοι καταλύτες 
Οι καταλύτες στα βιολογικά συστήµατα είναι ένζυµα και σχεδόν όλα τα
ένζυµα είναι πρωτεΐνες. Τα ένζυµα είναι πολύ εξειδικευµένα και έχουν µε-
γάλη καταλυτική ισχύ. Μπορούν να αυξήσουν τις ταχύτητες των αντιδρά-
σεων µε παράγοντες της τάξης του 106 ή και περισσότερο. Πολλά ένζυµα
χρειάζονται συµπαράγοντες για τη δραστικότητα. Τέτοιοι συµπαράγοντες
µπορεί να είναι ιόντα µετάλλων ή µικρά οργανικά µόρια που προέρχονται
από τις βιταµίνες και ονοµάζονται συνένζυµα.

Η ελεύθερη ενέργεια είναι µια χρήσιµη θερµοδυναµική συνάρτηση για την
κατανόηση των ενζύµων

Η ελεύθερη ενέργεια (G) είναι η πιο χρήσιµη θερµοδυναµική συνάρτηση
για τον προσδιορισµό του εάν µια αντίδραση µπορεί να γίνει, καθώς και
για την κατανόηση της ενεργειακής θεώρησης της κατάλυσης. Μια αντί-
δραση µπορεί να γίνει αυθόρµητα µόνο όταν η µεταβολή της ελεύθερης
ενέργειας (∆G) είναι αρνητική. Η µεταβολή της ελεύθερης ενέργειας µιας
αντίδρασης που γίνεται όταν τα αντιδρώντα και τα προϊόντα έχουν δρα-
στικότητα ίση µε τη µονάδα ονοµάζεται µεταβολή της πρότυπης ελεύθε-
ρης ενέργειας (∆G°). Οι βιοχηµικοί χρησιµοποιούν συνήθως τη ∆G°΄, που
είναι η µεταβολή της πρότυπης ελεύθερης ενέργειας σε pH 7. Τα ένζυµα
δεν µεταβάλλουν τις ισορροπίες των αντιδράσεων, αντιθέτως αυξάνουν τις
ταχύτητές τους.

Tα ένζυµα επιταχύνουν τις αντιδράσεις, διευκολύνοντας τον σχηµατισµό
της µεταβατικής κατάστασης
Τα ένζυµα δρουν ως καταλύτες ελαττώνοντας την ελεύθερη ενέργεια ενερ-
γοποίησης µιας χηµικής αντίδρασης. Τα ένζυµα επιταχύνουν τις αντιδρά-
σεις µε το να προσφέρουν µια πορεία αντίδρασης, στην οποία η µεταβατι-
κή κατάσταση (το υψηλότερο ενεργειακό είδος) έχει τη χαµηλότερη ελεύ-
θερη ενέργεια, και έτσι σχηµατίζεται πιο γρήγορα από ό,τι στη µη κατα-
λυόµενη αντίδραση. 

Το πρώτο βήµα στην κατάλυση είναι ο σχηµατισµός ενός συµπλόκου
ενζύµου-υποστρώµατος. Τα υποστρώµατα προσδένονται στα ένζυµα σε εσο-
χές των ενεργών κέντρων από τα οποία αποκλείεται το νερό όταν το υπό-
στρωµα είναι προσδεµένο. Η εξειδίκευση των αλληλεπιδράσεων ενζύµου-
υποστρώµατος προέρχεται κυρίως από τους δεσµούς υδρογόνου, οι οποίοι
έχουν δεδοµένο προσανατολισµό, και από το σχήµα του ενεργού κέντρου,
το οποίο αποβάλλει µόρια που δεν έχουν ένα ικανοποιητικά συµπληρωµα-
τικό σχήµα. Η αναγνώριση των υποστρωµάτων από τα ένζυµα συνοδεύεται
από µεταβολές στερεοδιάταξης στο ενεργό κέντρο, και τέτοιες µεταβολές
διευκολύνουν τον σχηµατισµό της µεταβατικής κατάστασης.
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Tο µοντέλο Michaelis-Menten εξηγεί τις κινητικές ιδιότητες πολλών
ενζύµων
Tο µοντέλο Michaelis-Menten δίνει πληροφορίες για τις κινητικές ιδιότη-
τες µερικών ενζύµων. Στο µοντέλο αυτό, ένα ένζυµο (E) συνδυάζεται µε ένα
υπόστρωµα (S) για να σχηµατίσουν ένα σύµπλοκο ενζύµου-υποστρώµατος
(ES), το οποίο µπορεί να σχηµατίσει ένα προϊόν (P) ή να διασπαστεί σε E
και S. 

k1 k2
E + S 3:4 ES → E + P.

k–1

Η ταχύτητα V0 σχηµατισµού προϊόντος δίνεται από την εξίσωση Michaelis-
Menten:

,

στην οποία Vmax είναι η ταχύτητα όταν το ένζυµο είναι πλήρως κορεσµέ-
νο µε υπόστρωµα και KΜ, η σταθερά Michaelis, είναι η συγκέντρωση κα-
τά την οποία η ταχύτητα της αντίδρασης είναι ίση µε το µισό της µέγιστης
ταχύτητας. Η µέγιστη ταχύτητα Vmax είναι ίση µε το γινόµενο της k2 ή kcat

και της ολικής συγκέντρωσης του ενζύµου. Η κινητική σταθερά kcat, που
ονοµάζεται αριθµός µετατροπής, είναι ο αριθµός των µορίων του υπο-
στρώµατος που µετατρέπονται σε προϊόν ανά µονάδα χρόνου σε µία µόνο
καταλυτική περιοχή, όταν το ένζυµο είναι πλήρως κορεσµένο µε υπό-
στρωµα. O αριθµός µετατροπής για τα περισσότερα ένζυµα είναι µεταξύ 1
και 104 ανά δευτερόλεπτο. Ο λόγος kcat/KM παρέχει έναν διεισδυτικό ανι-
χνευτή αποδοτικότητας του ενζύµου.

Τα αλλοστερικά ένζυµα απαρτίζουν µια σπουδαία τάξη ενζύµων των
οποίων µπορεί να ρυθµιστεί η καταλυτική δραστικότητα. Τα ένζυµα αυτά,
τα οποία δεν ακολουθούν την κινητική Michaelis-Menten, έχουν πολλαπλά
ενεργά κέντρα. Αυτά τα ενεργά κέντρα εµφανίζουν συνεργειακότητα, όπως
αποδεικνύεται από τη σιγµοειδή εξάρτηση της ταχύτητας της αντίδρασης
από τη συγκέντρωση του υποστρώµατος.

Tα ένζυµα είναι δυνατόν να ανασταλούν από ειδικά µόρια
Ειδικά µικρά µόρια ή ιόντα αναστέλλουν ακόµη και µη αλλοστερικά έν-
ζυµα. Στη µη αντιστρεπτή αναστολή, ο αναστολέας ενώνεται οµοιοπολικά
µε το ένζυµο ή συνδέεται τόσο ισχυρά ώστε ο διαχωρισµός του από το έν-
ζυµο να είναι πολύ αργός. Οµοιοπολικοί αναστολείς παρέχουν έναν τρόπο
χαρτογράφησης του ενεργού κέντρου του ενζύµου. Αντιθέτως, η αντι-
στρεπτή αναστολή χαρακτηρίζεται από µια ταχεία ισορροπία µεταξύ του
ενζύµου και του αναστολέα. Ένας συναγωνιστικός αναστολέας εµποδίζει
το υπόστρωµα από την πρόσδεσή του στο ενεργό κέντρο. Ελαττώνει την
ταχύτητα της αντίδρασης µε το να ελαττώνει την αναλογία των µορίων εν-
ζύµου που είναι προσδεµένα στο υπόστρωµα. Στη µη συναγωνιστική ανα-
στολή, ο αναστολέας ελαττώνει τον αριθµό µετατροπής. Η συναγωνιστική
αναστολή µπορεί να διακριθεί από τη µη συναγωνιστική αναστολή, µε το
να προσδιοριστεί εάν η αναστολή µπορεί να υπερνικηθεί µε αύξηση της
συγκέντρωσης του υποστρώµατος.

Η ουσία της κατάλυσης είναι η επιλεκτική σταθεροποίηση της µετα-
βατικής κατάστασης. Εποµένως, ένα ένζυµο προσδένει τη µεταβατική κα-
τάσταση περισσότερο στέρεα από ό,τι το υπόστρωµα. Τα ανάλογα της µε-
ταβατικής κατάστασης είναι σταθερές ενώσεις οι οποίες µιµούνται βασι-
κά χαρακτηριστικά του υψηλότερου ενεργειακού είδους. Είναι ισχυροί και
ειδικοί αναστολείς των ενζύµων. Η απόδειξη ότι η σταθεροποίηση της µε-
ταβατικής κατάστασης είναι µια σηµαντική εκδοχή της ενζυµικής δραστι-

V0 � Vmax 
�S�

�S� � KM

•

•
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κότητας προέρχεται από την παραγωγή των καταλυτικών αντισωµάτων.
Στην παραγωγή καταλυτικών αντισωµάτων χρησιµοποιούνται ως αντιγόνα,
ή ανοσογόνα, ανάλογα της µεταβατικής κατάστασης.

Oι βιταµίνες είναι συχνά πρόδροµες ενώσεις των συνενζύµων
Οι βιταµίνες είναι µικρά βιοµόρια που χρειάζονται σε µικρές ποσότητες
στη διατροφή των ανώτερων ζώων. Οι υδατοδιαλυτές βιταµίνες είναι η βι-
ταµίνη C (ασκορβικό, ένα αντιοξειδωτικό) και το σύµπλεγµα της βιταµί-
νης Β (συστατικά των συνενζύµων). Το ασκορβικό χρειάζεται για την υδρο-
ξυλίωση των καταλοίπων της προλίνης στο κολλαγόνο, µια καθοριστική
πρωτεΐνη του συνδετικού ιστού. Οι λιποδιαλυτές βιταµίνες είναι η Α (πρό-
δροµη ένωση της ρετινάλης), η D (ρυθµιστής του µεταβολισµού του ασβε-
στίου και του φωσφόρου), η Ε (αντιοξειδωτικό στις µεµβράνες) και η Κ
(συµµετέχει στην καρβοξυλίωση του γλουταµινικού).
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Πριν από την εµφάνιση των υπολογιστών, ο προσδιορισµός
των τιµών KΜ και Vmax απαιτούσε αλγεβρικούς χειρισµούς
της βασικής εξίσωσης των Michaelis-Menten. Επειδή η Vmax

προσεγγίζεται ασυµπτωµατικά (Eικόνα 8.11), είναι αδύνατο
να αποκτηθεί µια οριστική τιµή από το διάγραµµα
Michaelis-Menten. Επειδή η KΜ είναι η συγκέντρωση του
υποστρώµατος σε Vmax/2 , φαίνεται αδύνατο να προσδιορι-
στεί µε ακρίβεια η τιµή της KΜ. Εντούτοις, η Vmax µπορεί
να προσδιοριστεί µε ακρίβεια εάν η εξίσωση Michaelis-
Menten µετασχηµατιστεί ώστε να δίνει διάγραµµα ευθείας
γραµµής. Λαµβάνοντας το αντίστροφο και των δύο πλευρών
η εξίσωση 23 δίνει

1 1 KM 1
—– = ——– + ——– · — (31)
V0 Vmax Vmax [S]

Ένα διάγραµµα του 1/V0 έναντι του 1/[S], που καλείται διά-
γραµµα Lineweaver-Burk ή διπλού αντιστρόφου, παράγει µια
ευθεία γραµµή µε τεταγµένη επί την αρχή 1/Vmax και κλί-
ση KΜ/Vmax (Eικόνα 8.36). Η τετµηµένη επί την αρχή είναι
–1/ KΜ.

Τα διαγράµµατα διπλού αντιστρόφου είναι ιδιαίτερα
χρήσιµα για τη διάκριση µεταξύ συναγωνιστικών και µη συ-
ναγωνιστικών αναστολέων. Στη συναγωνιστική αναστολή
η τεταγµένη επί την αρχή της γραφικής παράστασης της
1/V0 σε συνάρτηση µε την 1/[S] είναι ίδια παρουσία ή απου-
σία του αναστολέα, αν και η κλίση αυξάνεται (Eικόνα 8.37).
Το ότι η τεταγµένη επί την αρχή δεν αλλάζει, οφείλεται
στο γεγονός ότι ένας συναγωνιστικός αναστολέας δεν µε-
ταβάλλει τη Vmax. Σε αρκετά υψηλή συγκέντρωση υπο-
στρώµατος σχεδόν όλα τα ενεργά κέντρα καταλαµβάνονται
από το υπόστρωµα και έτσι το ένζυµο είναι πλήρως λει-
τουργικό. Η αύξηση της κλίσης της γραφικής παράστασης
της 1/V0 σε συνάρτηση µε την 1/[S] δείχνει την ισχύ της
πρόσδεσης του συναγωνιστικού αναστολέα. Παρουσία ενός
συναγωνιστικού αναστολέα, η εξίσωση 31 αντικαθίσταται
από

1 1 KM [I] 1
—– = ——–+ ——– (1 + — )( — )V0 Vmax Vmax Ki [S]

στην οποία [I] είναι η συγκέντρωση του αναστολέα και Ki

η σταθερά διάστασης του συµπλόκου ενζύµου-αναστολέα:

E + I 3:4 EI

[E][I]
Ki = ——– .

[E]

Με άλλα λόγια, η κλίση της γραφικής παράστασης αυξά-
νεται κατά έναν παράγοντα (1+[I]/Ki) παρουσία ενός συνα-
γωνιστικού αναστολέα. Ας πάρουµε ένα ένζυµο µε µια KM

ίση µε 10–4 M. Απουσία αναστολέα, η ταχύτητα V0 = Vmax/2
όταν το [S]= 10–4 M. Παρουσία 2 × 10–3 M συναγωνιστικού
αναστολέα που είναι προσδεµένος στο ένζυµο µε µια Ki ίση
µε 10–3 M, η φαινοµενική KM (KM

app) θα είναι ίση µε KM

× (1 + [I]/Ki) ή 3 × 10–4 M. Η αντικατάσταση των τιµών αυ-
τών στην εξίσωση 23 δίνει V0 = Vmax/4 όταν το [S] = 10–4

Μ. Έτσι, στη συγκέντρωση αυτή του υποστρώµατος η πα-
ρουσία ενός συναγωνιστικού αναστολέα µειώνει την ταχύ-
τητα της αντίδρασης στο µισό. 

1/V

1/[S]

TÂÙ·ÁÌ¤ÓË Â›
ÙËÓ ·Ú¯‹ = 1/Vmax

KÏ›ÛË = KM/Vmax

TÂÙÌËÌ¤ÓË Â›
ÙËÓ ·Ú¯‹ = –1/KM

0

EIKONA 8.36 ∆ιάγραµµα διπλού αντιστρόφου ή διάγραµµα Lineweaver-
Burk. Το διάγραµµα διπλού αντιστρόφου της ενζυµικής κινητικής παράγεται
αν παραστήσουµε γραφικά το 1/V0 ως συνάρτηση του 1/[S]. Η κλίση είναι
KM/Vmax, η τεταγµένη επί την αρχή είναι 1/Vmax και η τετµηµένη επί την
αρχή είναι –1/ΚΜ.

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ:  Vmax ΚΑΙ KM ΜΠΟΡΟΥΝ ΝΑ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΤΟΥΝ
ΑΠΟ ∆ΙΑΓΡΑΜΜΑΤΑ ∆ΙΠΛΟΥ ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΟΥ



Στη µη συναγωνιστική αναστολή (Eικόνα 8.38), ο ανα-
στολέας µπορεί να ενωθεί είτε µε το ένζυµο είτε µε το σύ-
µπλοκο ενζύµου-υποστρώµατος. Στην καθαρή µη συναγω-
νιστική αναστολή, οι τιµές των σταθερών διαστάσεων του
αναστολέα µε το ένζυµο και του αναστολέα µε το σύµπλο-
κο ενζύµου-υποστρώµατος είναι ίσες (Εδάφιο 8.5.1). Η τι-
µή της Vmax ελαττώνεται σε µια νέα τιµή που ονοµάζεται
Vmax

app και έτσι η τεταγµένη επί την αρχή αυξάνεται. H

καινούργια κλίση, η οποία είναι ίση µε KΜ/Vmax
app, αυξά-

νεται κατά τον ίδιο παράγοντα. Σε αντίθεση µε τη Vmax, η
KM δεν επηρεάζεται από τη καθαρή µη συναγωνιστική ανα-
στολή. Η µέγιστη ταχύτητα παρουσία ενός καθαρού µη συ-
ναγωνιστικού αναστολέα, Vapp

max, δίνεται από

VmaxVapp
max = ————– .

1 + [I]/Ki
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EIKONA 8.37 Συναγωνιστική αναστολή που απεικονίζεται σε ένα
διάγραµµα διπλού αντιστρόφου. Το διάγραµµα διπλού αντιστρόφου µιας
ενζυµικής κινητικής παρουσία ( ) ή απουσία (        ) ενός
συναγωνιστικού αναστολέα δείχνει ότι ο αναστολέας δεν έχει επίδραση στη
Vmax αλλά αυξάνει την ΚΜ.

EIKONA 8.38 Μη συναγωνιστική αναστολή που απεικονίζεται σε ένα
διάγραµµα διπλού αντιστρόφου. Το διάγραµµα διπλού αντιστρόφου µιας
ενζυµικής κινητικής παρουσία ( ) ή απουσία (         ) ενός µη
συναγωνιστικού αναστολέα δείχνει ότι η ΚΜ δεν µεταβάλλεται και η Vmax

ελαττώνεται.
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1. Υδρολυτική κινητήρια δύναµη. Η υδρόλυση του πυροφω-
σφορικού σε ορθοφωσφορικό είναι σηµαντική στο να
οδηγεί προς τα δεξιά βιοσυνθετικές αντιδράσεις όπως τη
σύνθεση του DNA. Αυτή η αντίδραση υδρόλυσης κατα-
λύεται στο βακτήριο E. coli από µια πυροφωσφατάση που
έχει µοριακό βάρος 120 kd και αποτελείται από έξι ίδιες
υποµονάδες. Για το ένζυµο αυτό, µια µονάδα δραστικό-
τητας ορίζεται ως η ποσότητα του ενζύµου που υδρολύ-
ει 10 µmol πυροφωσφορικού σε 15 λεπτά στους 37°C κά-
τω από πρότυπες συνθήκες αντίδρασης. Το καθαρισµέ-
νο ένζυµο έχει µια Vmax ίση µε 2.800 µονάδες ανά mg εν-
ζύµου. 
(α) Πόσα mol υποστρώµατος υδρολύονται ανά δευτε-
ρόλεπτο ανά mg ενζύµου όταν η συγκέντρωση του υπο-
στρώµατος είναι πολύ µεγαλύτερη από την KM;
(β)   Πόσα mol ενεργών κέντρων υπάρχουν σε 1 mg εν-
ζύµου; Υποτίθεται ότι κάθε υποµονάδα έχει ένα ενεργό
κέντρο. 
(γ) Ποιος είναι ο αριθµός µετατροπής του ενζύµου; Να
συγκρίνετε την τιµή αυτή µε άλλες που αναφέρθηκαν
στο κεφάλαιο αυτό. 

2. Αποσταθεροποιώντας τον ∆ούρειο Ίππο. Η πενικιλίνη
υδρολύεται από την πενικιλινάση (επίσης γνωστή ως  λα-
κταµάση β), ένα ένζυµο που υπάρχει σε µερικά ανθεκτι-
κά βακτήρια, και ως εκ τούτου καθίσταται ανενεργός. Το
µοριακό βάρος αυτού του ενζύµου στον Staphylococcus
aureus ισούται µε 29,6 kd. Η ποσότητα της πενικιλίνης
που υδρολύεται σε 1 λεπτό σε 10 ml διαλύµατος που πε-
ριέχει 10–9 g καθαρής πενικιλινάσης µετρήθηκε ως συ-
νάρτηση της συγκέντρωσης της πενικιλίνης. Ας υποθέ-

σουµε ότι η συγκέντρωση της πενικιλίνης δεν αλλάζει
σηµαντικά κατά τη διάρκεια της αντίδρασης.

(α) Να σχεδιάσετε το διάγραµµα V0 σε συνάρτηση µε
την [S] και το διάγραµµα 1/V0 σε συνάρτηση µε την 1/[S]
για τα δεδοµένα αυτά. Η πενικιλινάση ακολουθεί την κι-
νητική Michaelis-Menten; Εάν είναι έτσι, ποια είναι η τι-
µή της KΜ;
(β) Ποια είναι η τιµή της Vmax; 
(γ) Ποιος είναι ο αριθµός µετατροπής της πενικιλινά-
σης κάτω από αυτές τις πειραµατικές συνθήκες; Υποθέ-
τουµε ότι υπάρχει ένα ενεργό κέντρο για κάθε µόριο εν-
ζύµου. 

3. Αντίστιξη. Η πενικιλινάση (β-λακταµάση) υδρολύει πε-
νικιλίνη. Να συγκρίνετε την πενικιλίνη µε την τραν-
σπεπτιδάση των γλυκοπεπτιδίων.

4. Τρόπος αναστολής. Η κινητική ενός ενζύµου µετράται ως
συνάρτηση της συγκέντρωσης του υποστρώµατος πα-
ρουσία και απουσία 2 mM αναστολέα (I). 

[Πενικιλίνη] Ποσότητα που υδρολύεται
(�M) (nanomol)

1 0,11
3 0,25
5 0,34

10 0,45
30 0,58
50 0,61
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(α) Ποιες είναι οι τιµές των Vmax και KM απουσία και
παρουσία αναστολέα; 
(β) Τιί τύπος αναστολής είναι αυτός; 
(γ) Ποια είναι η σταθερά διάστασης του συµπλόκου
ενζύµου-αναστολέα; 
(δ) Εάν [S] = 10 µΜ και [I] = 2 mM, πόσα µόρια ενζύ-
µου έχουν προσδεµένο υπόστρωµα; Πόσα έχουν προσ-
δεµένο αναστολέα; 
(ε) Εάν [S] = 30 µΜ, πόσα µόρια ενζύµου έχουν προσ-
δεµένο υπόστρωµα παρουσία και απουσία 2 mM ανα-
στολέα; Να συγκρίνετε τον λόγο αυτό µε τον λόγο των
ταχυτήτων της αντίδρασης κάτω από τις ίδιες συνθήκες. 

5. Ένας διαφορετικός τρόπος. Η κινητική του ενζύµου που
συζητήθηκε στην άσκηση 4 µετράται παρουσία ενός δια-
φορετικού αναστολέα. Η συγκέντρωση του αναστολέα
αυτού είναι 100 µΜ.
(α) Ποιες είναι οι τιµές των Vmax και KM παρουσία του
αναστολέα; Να συγκρίνετε τις τιµές αυτές µε εκείνες που
βρήκατε στην Άσκηση 4.
(β) Ποιος είναι ο τύπος της αναστολής;
(γ) Ποια είναι η σταθερά διάστασης του αναστολέα;
(δ) Εάν [S] = 30 µΜ, πόσα µόρια ενζύµου έχουν προσ-
δεµένο υπόστρωµα παρουσία και απουσία 100 µΜ ανα-
στολέα; 

6. Μια πρόσφατη άποψη. Το διάγραµµα του 1/V0 ως συνάρ-
τηση του 1/[S] µερικές φορές ονοµάζεται διάγραµµα
Lineweaver-Burk. Ένας άλλος τρόπος για να εκφράσου-
µε τα κινητικά δεδοµένα είναι να κάνουµε ένα διάγραµ-
µα της V0 σε συνάρτηση µε το V0/[S], το οποίο είναι γνω-
στό ως διάγραµµα Eadie-Hofstee.
(α) Να µετατρέψετε την εξίσωση Michaelis-Menten
για να δώσει τη V0 ως συνάρτηση του V0/[S]. 
(β) Ποια είναι η σηµασία της κλίσης και της τεταγµέ-
νης και τετµηµένης επί την αρχή σε ένα διάγραµµα της
V0 σε συνάρτηση µε το V0/[S]; 

(γ) Να σχεδιάσετε το διάγραµµα της V0 σε συνάρτη-
ση µε το V0/[S] απουσία ενός αναστολέα, παρουσία ενός
συναγωνιστικού αναστολέα και παρουσία ενός µη συνα-
γωνιστικού αναστολέα. 

7. ∆υνητικοί δότες και δέκτες. Η ορµόνη προγεστερόνη πε-
ριέχει δύο οµάδες κετόνης. Σε pH 7, ποιες πλευρικές
αλυσίδες αµινοξέων του υποδοχέα µπορούν να σχηµατί-
σουν δεσµούς υδρογόνου µε την προγεστερόνη; 

8. Συναγωνιζόµενα υποστρώµατα. Ας υποθέσουµε ότι δύο
υποστρώµατα A και B συναγωνίζονται για ένα ένζυµο.
Να σχεδιάσετε µια έκφραση που να συσχετίζει τον λό-
γο των ταχυτήτων για τη χρήση από το ένζυµο των A και
B, VΑ/VΒ, µε τις συγκεντρώσεις αυτών των υποστρωµά-
των και τις τιµές των k2 και KΜ. (Yπόδειξη: Να εκφρά-
σετε την VΑ ως παράµετρο του k2/KΜ για το υπόστρωµα
A, και να κάνετε το ίδιο για το VΒ). H εξειδίκευση του
ενζύµου προσδιορίζεται µόνο από την KΜ; 

9. Ένα επίµονο µεταλλαγµένο στέλεχος. Ας υποθέσουµε ότι
ένα µεταλλαγµένο ένζυµο προσδένει ένα υπόστρωµα 100
φορές πιο ισχυρά από ό,τι το φυσιολογικό ένζυµο. Ποιο
είναι το αποτέλεσµα της µετάλλαξης αυτής στην ταχύ-
τητα της κατάλυσης εάν δεν έχει επηρεαστεί η πρόσδε-
ση της µεταβατικής κατάστασης;

10. Ασυναγώνιστη αναστολή. Η ακόλουθη αντίδραση αντι-
προσωπεύει τον µηχανισµό δράσης ενός ασυναγώνιστου
αναστολέα.

(α) Να σχεδιάσετε το διάγραµµα Michaelis-Menten
απουσία και παρουσία αυξανόµενης συγκέντρωσης ανα-
στολέα. Να επαναλάβετε για το διάγραµµα του διπλού
αντιστρόφου.
(β) Να εξηγήσετε τα αποτελέσµατα που αποκτήθηκαν
στο (α).

11. Περισσότερη Michaelis-Menten. Για ένα ένζυµο που ακο-
λουθεί απλή κινητική Michaelis-Menten, ποια είναι η τι-
µή της Vmax εάν η V0 είναι ίση µε 1 µmol/min σε 1/10
ΚΜ;

Ασκήσεις ερµηνείας δεδοµένων

12. Μεταβάλλοντας το ένζυµο. Σε µια ενζυµική αντίδραση
ενός υποστρώµατος προσδιορίστηκαν τα διαγράµµατα
διπλού αντιστρόφου για τρεις διαφορετικές συγκεντρώ-
σεις ενζύµου. Ποια από τις τρεις οικογένειες διαγραµ-

E ES

I

ESI

+
+

S E + P
k1 k2k

k–kk 1

kI

[S]
Tαχύτητα (�mol/min)

(�M) Xωρίς αναστολέα Mε αναστολέα

3 10,4 2,1
5 14,5 2,9

10 22,5 4,5
30 33,8 6,8
90 40,5 8,1

[S]
Tαχύτητα (�mol/min)

(�M) Xωρίς αναστολέα Mε αναστολέα

3 10,4 4,1
5 14,5 6,4

10 22,5 11,3
30 33,8 22,6
90 40,5 33,8
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µάτων που ακολουθούν θα περιµένατε να προκύψει; Να
εξηγήσετε.

13. Περισσότερο από κάτι καλό. Ένα απλό ένζυµο Michaelis-
Menten, απουσία αναστολέα επέδειξε την παρακάτω κι-
νητική συµπεριφορά. Η αναµενόµενη τιµή της Vmax δεί-
χνεται στο άξονα των y.

(α) Να σχεδιάσετε το διάγραµµα του διπλού αντιστρό-
φου που ανταποκρίνεται στην ταχύτητα ως προς την κα-
µπύλη του υποστρώµατος.
(β) Να δώσετε µια εξήγηση των αποτελεσµάτων της
κινητικής.

14. Καθοριστικό βήµα ταχύτητας. Κατά τη µετατροπή του Α
σε D στην ακόλουθη βιοχηµική πορεία, τα ένζυµα ΕΑ,
ΕΒ, και ED, έχουν τιµές ΚΜ που αναγράφονται κάτω από
κάθε ένζυµο. Εάν όλα τα υποστρώµατα και τα προϊόντα
είναι παρόντα σε συγκέντρωση 10–4 Μ, ποιο βήµα θα εί-
ναι το καθοριστικό της ταχύτητας και γιατί;

EA EB EC
Α  3:4 Β  3:4  C  3:4 D

KM = 10–2 M 10–4 M 10–4 M

Aσκήσεις συνδυασµού ύλης από διάφορα κεφάλαια

15. Πειράµατα τιτλοδότησης. Εξετάστηκε η επίδραση του pH
στη δραστικότητα ενός ενζύµου. Το ένζυµο, στο ενεργό
κέντρο του, έχει µια ιοντιζόµενη οµάδα η οποία πρέπει
να είναι αρνητικά φορτισµένη για να προσδεθεί το υπό-
στρωµα και να λάβει χώρα η κατάλυση. Η τιµή pKa της
ιοντιζόµενης οµάδας είναι 6,0. Το υπόστρωµα είναι θε-
τικά φορτισµένο σε όλη την περιοχή pH του πειράµα-
τος.

(α) Να σχεδιάσετε τη V0 ως προς την καµπύλη του pH
όταν η συγκέντρωση του υποστρώµατος είναι πολύ µε-
γαλύτερη από την ΚΜ του ενζύµου.
(β) Να σχεδιάσετε τη V0 ως προς την καµπύλη του pH
όταν η συγκέντρωση του υποστρώµατος είναι πολύ µι-
κρότερη από την ΚΜ του ενζύµου.
(γ) Σε ποια τιµή pH η ταχύτητα θα είναι ίση µε το µι-
σό της µέγιστης ταχύτητας κάτω από τις συνθήκες αυ-
τές;

16. Ζήτηµα σταθερότητας. Η φωσφορική πυριδοξάλη (PLP)
είναι ένα συνένζυµο της αµινοµεταφοράσης της ορνιθί-
νης. Το ένζυµο αποµονώθηκε από κύτταρα που αναπτύ-
χθηκαν σε θρεπτικά µέσα µε έλλειψη PLP καθώς επίσης
σε θρεπτικά µέσα που περιείχαν PLP. Μετρήθηκε η στα-
θερότητα του ενζύµου µε επώαση στους 37οC και προσ-
διορισµό της εναποµένουσας ενζυµικής δραστικότητας.
Αποκτήθηκαν τα παρακάτω αποτελέσµατα.

(α) Γιατί κατά τη διάρκεια της επώασης ελαττώνεται
η ποσότητα του ενεργού ενζύµου;
(β) Γιατί ελαττώνεται πιο γρήγορα η ποσότητα του εν-
ζύµου που προέρχεται από κύτταρα µε έλλειψη PLP;

Άσκηση πολυµέσων

17. ∆εν δηµιουργούνται ίσα όλα τα σηµεία των δεδοµένων. Ο συ-
νεργάτης σας στο εργαστήριο, ο οποίος είναι και συ-
στηµατικός και οικονόµος, αποφασίζει να κάνει µια σει-
ρά από ενζυµικούς προσδιορισµούς σε συγκεντρώσεις
υποστρώµατος των 1, 2, 4, και 8 µΜ. ∆ιαφωνείτε και ζη-
τάτε να κάνει τα πειράµατα σε [S] = 1, 4, 16, και 100 µΜ.
Να δοκιµάσετε και τις δύο σειρές των πειραµάτων χρη-
σιµοποιώντας το εργαστήριο προσοµοίωσης της ενζυµι-
κής κινητικής στο Conceptual Insights / Steady-State
Enzyme Kinetics. Ποιος είχε την καλύτερη ιδέα και για-
τί;
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