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Gli enzimi

Proprieta degli Enzimi

1) Potere catalitico
2) Specificita di reazione

3) Regolazione



Gli enzimi

Gli enzimi sono distinti in seil classi:

1) Ossidoreduttasi
2) Transferasi

3) ldrolasi

4) Liasl

5) Isomerasi

6) Ligasi
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Gli enzimi sono
distinti sulla base
dell’attivita catalitica e
cioe delle reazioni che
essi catalizzano

Catalizzano delle reazioni di
el ] ossidoriduzione, per esempio:

CHa- CH COOF NAD* =—= CH3z-C- COG NADH +H"
© Lattato L

OHQ J deidrogenasi o
Lattato Piruvato

Catalizzano il trasferimento di
gruppi contenenti C, N o P,
per esempio:

N H,0
e D\ g
CHso -(?H - COCF THF é CIJH2- COoGr
Serina idrossimetif
OH NH3+ transterasi N 3+

Serina Glicina

Catalizzano la scissione dei
legami mediante I'addizione di
acqua, per esempio:

NHyCNHy 4+ H0 —— CO, + 2NHg
0 A P Ureasf
.4_,\-(' /u
Urea \—" /
S

3. Idrolasi

Catalizzano la scissione dei
4, Liasi legami C-C, C-S e di certi
legami C—N, per esempio:

CHz-C % CO0~ - 5
[ Piruvato
(@] decarbossilasi (@]

CH3-CH + CO,

Acetaldeide

. Catalizzano la racemizzazione di
5. lsomerasi isomeri ottici o geometrici,
_— per esempio:

(( “cHg
'~00C-CHo-C-CoA —
o

Metilmalonil
CoA mutasi

Piruvato

~00C-CH,CHy-C-CoA

Metilmalonil CoA Succinil CoA

Catalizzano la formazione di
6. Ligasi legami tra carbonioe O, So N,
accoppiata all’idrolisi di fosfati

B N
T ad alta energia, per esempio:

- -"‘\,I "\_II
CHg-C- COO™ + €O, ——> ~00CCH,-C-COO™
Piruvato Il
?arbossﬂas:' @)

Ossalacetato

. ¥
Piruvato ATP ADP + P,
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CLASSIFICATION OF ENZYMES

A systematic classification of enzymes has been developed by
International Enzyme Commission.

This classification is based on the type of reactions catalyzed
by enzymes.

There are six major classes.

Each class is further divided into sub classes, sub sub-classes
and so on, to describe the huge number of different enzyme-
catalyzed reactions.
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ws’ id;
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Each enzyme is represented by 4
numbers as per enzyme commission

First number
ST class
indicates

Second

number > subclass
indicates

Third number Sub-
indicates subclass

Fourth Serial

number number in
indicates that class

e.g. lactate dehydrogenase (1.1.1.27)
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— L’ enzima che catalizza la reazione:

ATP + D-Glucosio — ADP + D-Glucosio-6-fosfato

e’ noto come

ATP:D-Glucosio-6-fosfotransferasi

ed 1l suo numero di classificazione e:
EC:2.7.1.2

ma il suo nome comune e esochinasi.
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Gli enzimi

Classi enzimatiche e principali sottoclassi

1. Ossidoreduttasi

Deidrogenasi

Ossidasi

Reduttasi

Perossidasi
Catalasi
Ossigenasi
Idrossilasi

3. Idrolasi
Esterasi
Glicosidasi

Petidasi

Tiolasi
Fosfolipasi
Amidasi
Deamidasi
Ribonucleasi

5. Isomerasi
Racemasi
Epimerasi

somerasi
Viutasi (non tutte)

2. Transferasi

Transaldolasi

e tranchetolasi
Acil, metil, glucaosil
e fosforibosil
transferasi

Inasi
Fostomutasi

4. Liasi

Decarbossilasi
Aldolasi

Deidratasi
Sintasi
Liasi

6. Ligasi

Carbossilasi
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COFATTORI ENZIMATICI

Cloprateine
St d0anos sotianto dala sorultura aexa

Eteronrcteine:

Colaliore pld gssore:
un coenzmd INAD, NADP* ADP
W GrU0pe prostahoa IFMN FAD!
uwro inne metalico (et K Ca
ione matallico
gruppo prostelico

' (legato cavalentemente)
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Cofattori enzimatici o coenzimi

Coenzimi
Coenzima Vitamina Reazione mediata

Biotina Biotina Carbossilazione
Cobalamina Cobalamina (B;,) Achilazione
Coenzima A Pantotenato Trasferimento di acile

Coenzimi flavinici Riboflavina (B,) Ossido-riduzione

Acido lipoico Trasferimento di acile

Coenzimi nicotinamminici Nicotinammide Ossido-riduzione
Piridossalfosfato Piridossina (Bg) Trasferimento gruppi amminici
Tetraidrofolato Acido folico Trasferimento gruppi ad un C
Tiamina pirofosfato Tiamina (B,) Trasferimento gruppo carbolinico

Gli enzimi sono da considerarsi come proteine coniugate
se la loro attivita catalitica dipende da un coenzima.
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Cofattorli

Coinvolto come cofattore in 200 processi enzimatici
Fattori trascrizionali (proliferazione cellulare)
Risposta immunitaria

F e Sintesi collagene (idrossilazione lisina e prolina)
Amplifica I'attivita’ leucocitaria

Forma metallo enzimi (ossidasi) essenziali
c u per il metabolismo energetico tessutale connettivale

Favorisce legami crociati nella genesi del collagene

Se, Mn, Mg




MITOCONDRI
+ Ciclo dei TCA
* Ossidazione degli acidi grassi
+ Decarbossilazione del piruvato
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\ \ CITOSOL
\ * Glicolisi
- Via del’HMP
« Sintesi degli acidi grassi

Gli enzimi

Gli enzimi devono

essere localizzati

rispetto alle strutture
della cellula per definirne :
bene la funzione ! NUCLEO

« Sintesi di DNA
e di RNA

LISOSOMI
+ Degradazione di
biomolecole complesse
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Inattivazione
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Gli enzimi

Complementarieta geometrica ed elettronica

" Substrato

Enzima




Gli enzimi

Liniversits

Stereospecificita

Enzima
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Un’ enzima riconosce il suo substrato attraverso :
1) Una complementarieta geometrica
2) Una complementarieta elettronica

3) Una stereospecificita



Gli enzimi

Teoria dello stato di transizione

Il punto della reazione corrispondente al
picco di massima energia libera e definito

“ Stato di transizione “

(Henry Eyring 1930)
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Gli enzimi

Stato di transizione

AG*

Y
A

AGreazione

Coordinata della reazione

Coordinata della reazione
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Che cosa e il AG* di attivazione?

Che cosa e il AG della reazione ?

Che cosa rappresentano?
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Gli enzimi

Definizioni

AG* = Variazione energia libera di attivazione

(Variazione dell’energia del substrato rispetto
a quella contenuta nello stato di transizione)

AG = Variazione energia libera della reazione

(Variazione dell’energia dei prodotti rispetto
a quella contenuta nei substrati)

AGY = Variazione energia libera standard biochimica

(apH 7.0,25° C e aconcentrazioni 1M di reagenti e
prodotti)
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Gli enzimi

Stato di transizione

AG*

Y
A

AGreazione

Coordinata della reazione

Coordinata della reazione
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Il AG*si riferisce alla capacita catalitica di un enzima e quindi €
correlato alla velocita di trasformazione del substrato in prodotto.

La domanda da fare € : una reazione con quel valore di AG*in
quanto tempo avviene?

Il AG si riferisce all’equilibrio chimico della reazione ed ¢ correlato
al destino della reazione.

La domanda da fare e: una reazione con quel valore di AG avviene
sempre? E’ spontanea?
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0ssigeno
e Energia liberata durante la

reazione
|

energia posseduta dai pmdotu’

e —




L’energia libera complessiva della
reazione (I’energia dei reagenti meno
I'energia dei prodotti) & uguale nella
reazione catalizzata e nella reazione
non catalizzata.
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Energia libera
di attivazione

Gll enzimi (non catalizzata)

Stato
di transizione

A

Stato iniziale
(reagenti)

—
O©
N’
©
B
)
=
)
o
o
)
c
W

Energia libera
di attivazione
(catalizzata)

Stato finale
(prodotti)

Avanzamento della reazione — 3
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Un modello rappresentativo del funzionamento di un’enzima

Stato di
transuznone

Complesso

enzima-
substrato '
(ES) | Prodotto
(P)

Avanzamento della reazione —»
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Come e possibile incrementare la velocita di una reazione?

Orngnal pal

Energia di
attivazione

afferanza
L' di Enetgia

frareagent!

e prodotti
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Stato di transizione ()

S
Stato
basale

O
&
—
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€2

Stato
basale

Coordinata di reazione




Gli enzimi

Stato di transizione (i
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Coordinata di reazione
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Un enzima provoca un aumento della velocita
della reazione catalizzata poichée abbassa
Il livello di energia dello stato di transizione.

Questa energia e definita :
“ Energia di Attivazione “

ed il valore di AG#

e definito come variazione dell” energia di attivazione
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Gli enzimi abbassano I’ energia di attivazione
IN una reazione catalizzata e stabilizzano lo
stato di transizione.

L a stabilizzazione dello stato di transizione e ottenuta
attraverso interazioni deboli che si formano tra enzima
e substrato.

Le interazioni deboli sono:
1) Legami idrogeno

2) Interazioni idrofobiche
3) Forze di Van Der Waals
4) Interazioni elettrostatiche
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Un modello rappresentativo del funzionamento di un’enzima

Stato di
transuznone

Complesso

enzima-
substrato '
(ES) | Prodotto
(P)

Avanzamento della reazione —»
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La stabilizzazione dello stato di transizione si realizza
attraverso la “ complementarieta “ tra enzima e stato
di transizione.

Le interazioni deboli, che si formano tra enzima e
substrato nello stato di transizione, forniscono energia

per la diminuzione dell’ energia di attivazione.
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(a) Senza enzima

Energia libera, ¢

Substrato Stato di transizione Prodotti
(barretta di metallo) (barretta piegata) (barretta rotta)

(b) Complementarita tra enzima e substrato

/ Magneti
' 4 ) ——
=

-~
O
-
BT
S

ES

(c¢) Complementarita tra enzima e stato di transizione

Energia libera, (7

Coordinata di reazione
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Coordinata di reazione
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Le interazioni deboli che si formano tra enzima e
substrato nello stato di transizione producono tutta

I energia di legame (AGg ) necessaria per la catalisi e la
specificita enzimatica.

Questa energia e fondamentale per superare tutte le
barriere fisiche e termodinamiche che si oppongono
alla reazione.



EIR:
WS
\‘ = - [ ] -
Liniversiti G I e n m
et Stech I Z I I
del Sannio

| fattori che si oppongono alla catalisi enzimatica sono:
1) Entropia

2) Solvatazione

3) Distorsione

4) Allineamento tra molecole
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Substrate (and enzyme) are free The highly ordered, low-entropy complex
to undergo translational motion.
A disordered, high-entropy situation

Figure 14.4(a) Formation of the ES complex results in
entropy loss. The ES complex is a more highly ordered,
low-entropy state for the substrate.

- Entropia traslazionale = Liberta di
muoversi nelle tre dimensioni

- Entropia rotazionale = Liberta di
ruotare secondo qualsiasi asse che
attraversa la molecola
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©
v 1 - Perdita di molecole di acqua

@ @ y - Complesso piu reattivo

Solvation shell

Desolvated ES complex

Figure 14.4(b) Substrates typically lose waters of hydration
in the formation in the formation of the ES complex.
Desolvation raises the energy of the ES complex, making it
more reactive.
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14.3 How Does Destabilization of ES Affect \(-{._;; \\'
Enzyme Catalysis? U

- Interazioni con cariche
dello stesso segno

- La reazione rimuove
lo stress di queste tensioni

Electrostatic destabilization
in ES complex

(c) Electrostatic destabilization of a substrate may arise from
juxtaposition of like charges in the active site. If charge
repulsion is relieved in the reaction, electrostatic destabilization
can result in a rate increase.
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Gli enzimi

Allineamento e
adattamento indotto

FIGURA 5.11

La variazione conformazionale dell’esocinasi indotta dal
glucosio

Modello del glucosio libero e della forma non legata dell’esoci-
nasi (a) e della conformazione dell’esocinasi legata al glucosio
(b). In questo modello, detto space-filling, ogni circolo rappre-
senta il raggio di van der Waals dello specifico atomo nella strut-
tura. Il glucosio & in nero ed ogni dominio & ombreggiato in mo-
do differente.

Riprodotto per concessione di Bennet, W.S. e Huber, R. CRC Rev.
Biochem. 15:291, 1984. Copyright (1984) CRC Press, Inc.
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Meccanismi di catalisi
1) catalisi acido-base
2) catalisi covalente

3) catalisi da ioni metallici
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Gli enzimi

Catalisi acido-base

velocita della reazione (BY) alterns aumentera la
lella reazione

R.l R 3
H—C—0—C—0"

|
R* H—Iilll I

4

Prodotti
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Catalisi acido-base

Residui Forma acida generale Forma basica generale
amminoacidici (donatore di protoni) (accettore di protoni)

Glu, Asp R— COO H R— COO

Lys, Arg

Cys
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Catalisi acido-base




Gli enzimi

Liniversits
dugli- Stach

i Sannio Catalisi covalente

Catalisi covalente: alcune reazioni enzimatiche devono gran parte dell'aumento
della loro velocita alla formazione di legami covalenti fraE ed S

Fosforil enzima

X= centro nucleofilo che
attacca un centro
elettrofilo

Acil enzima

HOCH, HOCH,
O Q)

~
O1 4 OH + X
HO N Y HO N X
on @

Glucosil enzima
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LA CATALISI COVALENTE

Decarbossilazione dell’acetoacetato:

CO,

< A i

CH3—C~=CH,=-C |:CH‘,,—C=CH3 CH;—C—CH;,
' 1

Acetoacetato Acetone

O

CH;—CG—CH,—C
- - \’)\_

Base di Schiff

(immina)
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Elettrofili e Nucleofili

Elettrofilo: Si definisce elettrofilo un atomo, uno 1one o una molecola
elettron-deficiente che mostra affinita per una coppia elettronica e che
percio cerchera di legarsi ad un nucleofilo (o base di Lewis).

Nucleofilo: Si definisce nucleofilo un atomo, 1one o molecola che
possiede una coppia di elettroni che pud impegnare nella formazione di
un legame chimico per reazione con un elettrofilo (o acido di Lewis).
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Nucleofilia Nucleofili

Eir', HO™. RO™, CN°, Ny

NH,, CI°, FF RCOO"

H.0. ROH

RCOOH
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Gli elettrofili

Queste specie chimohe, cariche 2 no
sono chiamate eletirofile
« H*, CI*. 1", NO.*. BF H-l-
SONO specie povere di eleliront che
cercano i comare 12 loro carenza di

eletlrand
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Catalisi da 1oni metallici

NAD Alcol deidrogénasi

H* + NADH (citosol)

—H
CH’ﬁ ACETALDEIDE
0
Acetaldeide
deidrogenasi

(Mitocondri)

CH,C—0O
1 ACETATO

0
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catalisi favoritada ioni metallici: alcuni enzimi richiedono ioni metallici per

svolgere la loro massima attivita catalitica
|'alcol deidrogenasi epatica

NAD" NADH + @9
A

CHyCH,OH < CHyCHO

una parzialéxarica positiva indotta sull'atomo
di carbonio carbonilico




