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Gli enzimi sono le proteine! che catalizzano?
le reazioni chimiche che avvengono nei
sistemi biologici

lcon I'eccezione dei ribozimi (RNA catalitici)

2Un catalizzare € una sostanza che promuove una reazione chimica senza
subire alcuna modificazione permanente



Proprieta generali delle reazioni
catalizzate dagli enzimi

- Elevate velocita di reazione (105-1012 volte
maggiori rispetto a quella delle reazioni non

caTaszaTe)

» Avvengono in condizioni pit moderate
* Maggiore specificita di reazione

* Sono spesso soggette a regolazione
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e Gli enzimi sono stereospecifici

e Sono selettivi riguardo I'identita chimica
del loro substrati (specificita geometrica)

Il grado di specificita geometrica puo tuttavia
variare considerevolmente
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Table 10.1 Selected attributes of industrial enzymes, as compared to those of
proteins used for healthcare purposes

Industrial enzymes Medical/diagnostic proteins
Produced in large quantities Produced in 5;|11a]] quantities
Partially purified at best Extensively purified
Economic considerations critical Economic considerations are of

secondary importance to functional
excellence of product

Function: catalytic Function: various (hormones, growth
factors. cytokines, other regulatory
factors. blood factors, vaccines,
antibodies, enzymes)

Source: mainly microbial and Source: mainly human or animal and
recombinant recombinant products

Mainly secreted into the extracellular  May be intracellular or extracellular
medium by producer strains




TS

Modello Chiave-serratura
(Fisher 1894)
Adattamento indotto
(Koshland 1958)




I catalizzatori aumentano la
velocita della reazione abbassando
I'energia di attivazione

A xT ¥
| AAGT
Non Cﬂtﬂ"{?—f‘ (la riduzione
del AGT ottenuta

con il catalizzatore)

Catalizzata

A+B = TP+Q

Coordinata di reazione



I catalizzatori non
modificano gli equilibri
chimici delle reazioni



(a) No enzyme

—— PN . P,

Substrate Transition state Products
(metal stick) (bent stick) (broken stick)

Free energy, G

(b) Enzyme complementary to substrate

Free energy, G

(c) Enzyme complementary to transition state

é,

Free energy, G
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Reaction coordinate



Substrato

©)

Comp_lesso
enzima-
substrato
(ES)

Stato di
transizione

Avanzamento della reazione——

Prodotto
(P)




Meccanismi di catalisi:
1) Catalisi acido-basica

e La catalisi acida generale € un processo in
cul Il trasferimento temporaneo di un
protone da un acido abbassa l'energia
libera dello stato di transizione di una
reazione

e Si parla di catalisi basica generale se la
velocita di reazione viene accelerata dalla
sottrazione temporanea di un protone da
parte di una base



Amino acid

General acid form

General base form

residues (proton donor) (proton acceptor)
Glu, Asp R—COOH R—COO~
H e
Lys, Arg _+11>TI H R—NH,
Cys R_ S H R_ S B
R—C=CH R— /C = C\H
-
His HN\ /NH HN\ /NI
C C
H H
Ser R—OH R—O~




L'attivita di questi enzimi e
fortemente influenzata dal pH

10g VO
10g VO

2 4 6 6 8 10
pH pH

Pepsin Glucose 6-phosphatase
(a) (b)
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Meccanismi di catalisi:
2) Catalisi covalente (nucleofilica)

La catalisi covalente coinvolge la
formazione di un legame covalente
transitorio tra I'enzima e il substrato

AB >A+B

H,O

A-B+X: >A-X+B->A+X: +B



Aatalict ~ArvialAantAa fAa miai~alanfilinana)
waldadliol uouvaiccl il \U | bICUIIIIba}
0y _ it
O O O O

S~ L { | \ [
CH,—C-£CH,~>C CH,— C=CH, CH;—C—CH,
o}
O
Acetoacetato Enolato Acetone
e RNH
OH™ 2 ~
OH
N CO, R . o H* o %W
i . <) { i
CHj—c—»::f'E:\—c;tf CH; —C=CH, CH,;—C—CH,
- o~ _
Base di Schiff
(immina)
>
H H
& \ l | |+ /
F 050 =— —N—(C—0H == —N=CC + OH™
/% ( ot ] \
r\' Base di Schiff
H—A
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.:"'_,1-_,| 'Enlrrl' nucleafilici |"|{-'.-' Grlppl' elevtrofilici
Forma H* Protoni
nuncleofilica
ROH — RO): + H'  Gruppo essidrilico e Tosi metalici
] ) + R'.
m_"l[—] # REE + H G[IIFD sl rilice "-.'.
) Atomo di carbonio carbonilico
RNHY & == RNH, + H' Grappoamminico R
I R

—t — P
+ Y + H° Gruppo imidazolica

+
=MH— Immina cationica (hase di Schiff)

X
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Chimotripsina
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3) Catalisi favorita da ioni metallici

His 64

&

Scheletro
del residuo 244

Meccanismi di catalisi:

His 96

Thr 19
/‘rﬂlu 106

Glu 117

¢

Zn2t
- H,O

Im—7Zn't— 0~ + Ht

|
Im H

Im = imidazolo

O
LN
|
H O
l

D

ff_
O—C
i N
H O

0
N

+ H—0—C
\

O



rossimita e orien

Gli enzimi che catalizzano O <>
Ve

. . -~ . . il
reazioni a piu substrati agiscono NN
mettendo | substrati in contatto tra S & 4
loro .

Gli enzimi legano i loro substrati !
secondo un orientamento ey 33 /
appropriato in modo da favorire la \

\(,_

reazione

Gli enzimi stabilizzano | movimenti
relativi traslazionali e rotazionali |

del loro substrati e dei loro gruppi

catalitici






Cu,Zn superoxide dismutases

CU2+ + OZ- — > CU+ + 02

Cut + O, + 2H* —> Cu?>* + H,0,

20, + 2H* —> 0, + H,0,

E. coli wt gito attivo visto di fronte

Glu 131




Cinetica enzimatica



1) Reazioni di primo ordine
A—B
V=d[B]/dt oppure V= -d[A]/dt
V= d[B]/dt = -d[A]/dt = k[A]
K= Costante di velocita st
Integrando In[A]./[A]=kt

oppure[A]/[Al=e-Kt
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[Al=[B]
V=d[A]/dt=-k, [A]+k , [B]
O:'kl[A]eq+k-1[B]eq

[B]eq/[A]eq:kl-/k--lzK-
(costante di equilibrio)



Reazioni di secondo ordine

ki
2AHB

V=d[B]/dt=k,[AT

(mol/L)s!



Initial velocity, V( (uM/min)

Substrate concentration, [S] (mM)



Concentrazione

[Elr




Cinetica della catalisi enzimatica
kl k2

E+S2ES2P+E
K 1

v=d[P)/dt= k,[ES]

d[ES]/dt=k,[EI[S]-K[ES]-K,[ES]



Cinetica della catalisi enzimatica
L’equazione di Michaelis-Menten

ki Kk
E+S2ES2P+E
K.
Se [S]>>[E] allora  d[ES]/dt=0 v,= k, [ES]

[E]l:= [E]+ [ES] oppure [E]=[E];-[ES]

d[ES)/dt=k,[E][S]-K ,[ES]-k,[ES]

K, [E][S] =k 4[ES] + k,[ES]

([El-[ESDISVIES]= (k1 kp)/k =Ky
KMIESI=([El+-[ES])[S]

[ESI=[EL[S) Ky*(S]

Vo=K,[E]{[S) Ky+[S]

Vmax=k,[E];

v.= Vmax[S]/ K,+[S] Equazione di Michaelis Menten

Se v.=1/2 Vmax allora Ku=[S]

v=d[P)/dt= k,[ES]
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K., for Some Enzymes and Substrates

Enzyme Substrate K., (mm)
Catalase H,0, 25
Hexokinase (brain) ATP 0.4
D-Glucose 0.05
D-Fructose 1.5
Carbonic anhydrase HCO3 26
Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
N-Benzoyltyrosinamide 2:8
(B-Galactosidase D-Lactose 4.0
Threonine dehydratase L-Threonine 5.0



E’ possibile definire la costante catalitica di un

enzima, K., come:

K. =Vmax/[E];

cat
Questa costante misura la velocita del processo
catalitico (il numero delle molecole di substrato
trasformate in un secondo) ed e detta anche
numero di turnover



Turnover Numbers (k.,;) of Some Enzymes

Enzyme Substrate koot (s71)
Catalase H,0, 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO;3 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 140,000
3-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800
RecA protein (an ATPase) ATP 0.4



Enzymes for Which k_,./K,, Is Close to the Diffusion-Controlled Limit (102 to 10° m~!s71)

kcat Km kcat’Km

Enzyme Substrate (574 (m) (M~ 's7Y)
Acetylcholinesterase Acetylcholine 1.4 x 10* 9 x107° 1.6 x 10°
Carbonic anhydrase CO, 1% 10° 1.2x 1072 8.3 x 107
HCO; 4 x 10° 2.6 x 102 1.5 x 107
Catalase H.0, 4 x 107 1.1 4 x: 107
Crotonase Crotonyl-CoA 5.7 x 10° 2 x 1072 2.8 x 103
Fumarase Fumarate 8 x 107 5 x 107° L6 s e
Malate 9 x 107 25 x 10°° 3.6 x 107
-Lactamase Benzylpenicillin 20 % 1or 2se10re La T0P
Triose phosphate isomerase Glyceraldehyde 3-phosphate 43 x10° AT sule~ 2435107

Source: Fersht, A. (1999) Structure and Mechanism in Protein Science, p. 166, W.H.

Freeman and Company, New York.
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]fyu

v®= Vmax[S]/ Ky+[S]
1/Vy= K/ Vmax[S] + 1/Vmay

1/V

maXx

Pendenza = K,,/V,

Max

<\ 0

1/[S]




E+S < =~ ES —— E+ P

2/ \e

(a) Competitive inhibition
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H  OH
LpA: ribonuclease substrate

0O

HO  OH
UpcA: comipetitive inhilitor of ribonuclease



(b) Uncompetitive inhibition






(¢) Mixed inhibition



No inhibitor
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MName Formula® Source Mode of Action
Cyanide Ch- Bitter almonds Reacts with enzyme metal ioms {i.e., Fe,
Zn, Cu); respiratory chain enzyimes
are primary targets (see Chapter 15)
Diisopropy ~ F - Synthetic Inhibits enzyvines with active site serine,
H I_. l;--' H o 0 0 o
fluorophosphate N I ST inclnding acetylcholinesterase
{DFP) /,DH—C]—P—D—JH
H3C '\F:H
o T
Sarin e F Synthetic Like DXFP
- I {nerve gas)
CH—O—P—CH,
H,C .”.
Physostigmine Iﬁ' ~H Calabar beans Like DFP
=g
[+ [
[
LHy CH,
Farathion S Synthetic Like D'FE, but especially inhibitory to
i {insecticide} insect acetylcholinesterase
CoHO—F=—0 M
= | =
yHO

N-Tosyl-L-phenyl-
alaninechloro-
methyl ketone
{TPCK}

Penicillin

=
1

!
QCH.,—CH—C—CH.,—Q
2 2

[H
|
[3=5—©—-qu
I
O
H“—Ll“,:[)
MNH i )
H_| _H/'“\_/"'H?
o — C
| | NCH,
D=0C=—N CH=—CO0

Synthetic

From Pewmicillininr

fungus

Reacts with His 57 of chymotrypsin

Inhibits enzymes in bacterial cell wall
synthesis (see Chapter 16)



