
Cine%ca	enzima%ca	



La cinetica delle reazioni 
 
 Conce,	chiave	

	
•	L'equazione	di	Michaelis-Menten	è	quella	di	una	curva	iperbolica	che	me;e	in	relazione	la	velocità	
iniziale	di	una	reazione	(V0)	con	la	velocità	massima	(Vmax)		e	con	la	costante	di	Michaelis-Menten	(KM)	
per	un	parAcolare	enzima	e	un	dato	substrato.	
	
•	La	costante	di	Michaelis-Menten,	KM,	rappresenta	la	concentrazione	di	substrato	necessaria,	affinché	la	
reazione	abbia	velocità	pari	a	metà	della	velocità	massima	(velocità	semi-massimale).	
	
•	La	velocità	massima,	Vmax,	può	essere	raggiunta	solo	quando	tu;o	l’enzima	presente	in	soluzione	è	
legato	al	substrato	(condizione	di	saturazione).	La	Vmax		dipende	dalla	concentrazione	dell’enzima	in	
soluzione	[E]T	secondo	la	relazione:	

Vmax	=	kcat	[E]T		
	
dove	kcat	è	la	costante	cataliAca,	o	numero	di	turnover,	una	proprietà	cineAca	intrinseca	dell’enzima	che	
esprime	il	numero	di	molecole	di	substrato	converAte	in	prodo;o	da	una	molecola	di	enzima	nell’unità	
di	tempo,	quando	l’enzima	è	saturo.	
	
•	Il	grafico	di	Lineweaver-Burk	può	essere	uAlizzato	per	presentare	i	daA	cineAci	e	per	calcolare	i	valori	di	
KM	e	Vmax.	



CINETICA	ENZIMATICA	
La	cine%ca	enzima%ca	è	lo	studio	delle	velocità	di	reazione	
catalizzate	da	enzimi.	

Il	suo	studio	consente	di	individuare	il	meccanismo	di	catalisi.	

Meccanismo	cine+co	

In	condizioni	di	velocità	iniziale,	[P]	~	0,	
quindi	possiamo	trascurare	la	reazione	
che	dai	prodoW	porta	ad	ES:	



La curva di Michaelis-Menten 

L'equazione	di	Michaelis-Menten	me;e	in	relazione	la	velocità	di	formazione	
(iniziale)	del	prodo;o	V0	con	la	concentrazione	del	substrato	[S].		



La	costante	di	Michaelis-Menten,	KM,	rappresenta	la	concentrazione	di	
substrato	necessaria,	affinché	la	reazione	abbia	velocità	pari	a	metà	

della	velocità	massima	

La	costante	di	Michaelis-Menten	è	una	grandezza	caraHeris%ca	di	ciascun	enzima.	
	
Essa	indica	quan%ta%vamente	l'affinità	tra	un	enzima	e	il	suo	substrato:	più	basso	
è	 il	valore	di	KM	e	più	bassa	sarà	 la	concentrazione	di	 substrato	che	permeHe	di	
raggiungere	un	valore	di	velocità	di	reazione	pari	alla	metà	della	velocità	massima,	
il	che	indica	un’alta	affinità	dell'enzima	per	il	substrato.	
	
Viceversa,	 un	 alto	 valore	 di	 KM	 indica	 che	 sarà	 necessario	 più	 substrato	 per	
raggiungere	una	velocità	di	reazione	pari	alla	metà	della	velocità	massima,	
il	che	significa	una	minore	affinità	dell'enzima	per	il	substrato.	

KM	



Vmax, Costante Catalitica/Numero di Turnover  

Per	esempio	una	soluzione	10-6	M	di	anidrasi	carbonica	catalizza	la	formazione	di	
0,6	M	H2CO3	al	secondo,	se	l’enzima	è	completamente	saturato	col	substrato	
(CO2).	Per	cui	kcat	è	6	x	105/s.	Questo	numero	di	turnover	è	uno	dei	più	elevaA	che	
si	conosca.	Ogni	reazione	catalizzata	avviene	in	un	tempo	approssimaAvamente	
uguale	a	1/kcat,	che	per	l’anidrasi	carbonica	corrisponde	a	1.7	microsecondi	(μs).	Il	
numero	di	turnover	della	maggioranza	degli	enzimi	nei	confronA	dei	loro	substraA	
fisiologici	è	compreso	tra	1	e	104	(vedasi	tabella).	



La	curva	di	Michaelis-Menten,	un’iperbole	reHangolare,	descrive	l'andamento	della	velocità	di	una	reazione	
catalizzata	da	enzimi,	al	variare	della	concentrazione	del	substrato.	
Questa	equazione	è	generalmente	valida	per	gli	enzimi	non	allosterici.	
	
Il	modello	cineAco	di	Michaelis	Menten	spiega	come	all'aumentare	della	concentrazione	del	substrato	disponibile	
per	una	data	quanAtà	di	enzima,	la	velocità	della	reazione	aumenA	in	modo	lineare	con	la	[S]	quando	questa	sia	
trascurabile	rispe;o	al	valore	Km.	In	corrispondenza	di	tale	valore	la	reazione	raggiunge	il	suo	valore	semimassimale	
(i.e.,	1/2	Vmax).	A	[S]	più	elevate,	la	velocità	della	reazione	tende	a	aumentare	in	modo	non-lineare	e	via	via	sempre	
più	lentamente	fino	al	raggiungimento	di	un	valore	massimo,	chiamato	velocità	massima	(Vmax).	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
In	questo	punto	è	presente	tanto	substrato	da	saturare	tu;o	l'enzima	presente	in	soluzione,	perciò	un'ulteriore	
aggiunta	di	substrato	non	servirebbe,	in	quanto	non	verrebbe	più	a;accato	da	enzimi,	che	sono	tuW	già	legaA	al	
substrato.	



Grafico dei doppi reciproci 
(di Lineweaver-Burk) 



Inibizione	e	regolazione	enzima%ca	
	



L'inibizione enzimatica 
 
 

Conce,	chiave	
•	Gli inibitori enzimatici interagiscono reversibilmente o irreversibilmente 
con un enzima alterandone i valori di KM e/o di Vmax	
•	Un inibitore competitivo si lega al sito attivo dell'enzima e fa aumentare 
il valore apparente di KM della reazione, lasciando inalterato il valore di 
Vmax	



Inibizione irreversibile: I veleni 
per il sistema nervoso 



I veleni 
per il sistema nervoso 



Inibizione irreversibile: gli antibiotici 



Meccanismo	di	azione	della	penicillina	

Meccanismo	per	la	resistenza	alla	penicillina	



Gli inibitori enzimatici dell'HIV 
inibitori	della	trascri;asi	inversa;	
inibitori	della	proteasi	(inibizione	reversibile);	
inibitori	della	fusione;	
inibitori	dell'integrasi;	
inibitori	del	co-rece;ore.	



Inibizione enzimatica competitiva 



Il controllo dell'attività enzimatica 
 

Conce,	chiave	
•	Gli effettori allosterici si legano agli enzimi costituiti da diverse subunità 
quali la aspartato transcarbamilasi, inducendo cambiamenti 
conformazionali cooperativi che alterano l'attività catalitica dell'enzima.	
	
•	La fosforilazione e la defosforilazione di un enzima come la glicogeno 
fosforilasi possono modificarne l’attività spostando l'equilibrio tra la 
conformazione più attiva (forma R) e quella meno attiva dell'enzima (forma 
T).	
	
•	Il taglio proteolitico controllato è un altro meccanismo covalente 
(irreversibile) per regolare l’attività di certi enzimi (zimogeni).	



Il controllo allosterico 
 

Forma	R	o	aWva	

Forma	T	o	inaWva	

Equilibrio	conformazionale	

L’enzima	allosterico	possiede	una	stru;ura	quaternaria	che	oscilla	tra	due	staA	conformazionali	definiA:	T	ed	R	(Teso	e	Rilassato),	in	
equilibrio	tra	di	loro.	Il	legame	di	un	ligando	(effe;ore	allosterico)	modifica	l'equilibrio	spostandolo	verso	la	forma	R	o	T,	chiamandosi	così,	
rispeWvamente,	aWvatore	o	inibitore	allosterico.	



La via di biosintesi delle pirimidine:  
l'inibizione retroattiva dell‘aspartato transcarbamilasi (ATCasi) 

La	curva	della	velocità	iniziale	di	reazione	in	funzione	della	concentrazione	del	substrato	degli	
enzimi	allosterici	ha	un	andamento	sigmoide	

CTP:	inibitore	allosterico		 ATP:	aWvatore	allosterico		



Il controllo per modificazione covalente: 
la fosforilazione 



Le	diverse	proteina	chinasi	riconoscono	specifiche	sequenze	consenso	
per	la	fosforilazione	di	specifiche	proteine	bersaglio		



La	regolazione	mediante	fosforilazioni	mul%ple	ad	opera	di	diverse	
proteina	chinasi	permeHe	un	controllo	molto	accurato	dell’a,vità	

enzima%ca	



L’a,vità	di	enzimi	
par%colarmente	

importan%,	come	la	
glicogeno	fosforilasi	
muscolare	(che	regola	

il	metabolismo	
glucidico),	è	

finemente	regolata	
mediante		

meccanismi	mul%pli:	
fosforilazioni,	
regolazioni	

allosteriche	ed	
una	cascata	

enzima%ca	innescata	
da	ormoni	



Attivazione del tripsinogeno a tripsina 



Alcuni	enzimi	ed	altre	proteine	sono	regola%	per	scissione	proteoli%ca	
di	un	precursore	enzima%co	(deHo	zimogeno	o	proenzima	nel	caso	

degli	enzimi)	



Esempi	di	zimogeni	
	

Zimogeni	pancrea%ci	
Chimitripsinogeno	

Tripsinogeno	
Proelastasi	

	
Prolipasi	(co-lipasi)	

	
Zimogeno	stomaco	

Pepsinogeno	
	

Zimogeni	del	sistema	di	coagulazione	
Protrombina	
FaHore	XI	

…	
Protransglutaminasi	(FaHore	XIII)	

	
	
	
	
	



La cascata della coagulazione del 
sangue 


