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L’ equazione di Michaelis e Menten :

Vmax [S]
Vo =
Km + [S]
Sitrasformain: 1 _ Km
VA Vmax [3]
E polin:

1 _ 1 ., Km 1
— X
VA Vmax  Vmax ~ [S]

Questa e |I” equazione di Lineweaver-Burk

[S]
Vmax [S]
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Pendenza =K,/ V , .x

[S] = 0,5K)
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Inibizione enzimatica

Molte sostanze sono capaci di alterare |I” attivita
enzimatica, modificando il legame tra enzima e
substrato oppure influenzando altri parametri cinetici
(Vmax, Km..).

Queste sostanze sono definite inibitori.

Gli inibitori sono distinti In :

- competitivi
1) reversibili —— |- non competitivi
- Incompetitivi

2) Irreversibili
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v
i Gli inibitori competitivi inibiscono |I” enzima poiché
competono per il legame allo stesso sito, e cioe il

sito attivo.

INIBIZIONE REVERSIBILE

La Succinato deidrogenasi - un esempio classico di inibizione competitiva

Substrato Prodotto Inibitore
competitivo

COO™ COO™ COO™
GHy iy CH CH,
CH, v HC COO™

2H |
cOO™ cOO™

Succinato Fumarato Malonato
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Inibizione competitiva

Sito attivo
dell'enzima

\ T Substrato
%— Inibitore

[/\,,Q

Prodotti Substrato e
( inibitore
sono in grado

L'inibitore di legarsi
previene al sito attivo

il legame ’
del substrato ‘%
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(a) Competitive inhibition

L’ equazione di Michaelis e Menten in questo caso € :

V, — Vmax [ S]

 [S]+Km(1,[I1])
Ki
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Nell” inibizione competitiva :

1) Perundatovaloredi[ 1], V,
diminuisce;

2) Se[S]egrande, V,-V, .

3) V. nhonealteratada [l ];

1) Km e modificata



Gli enzimi

Un esempio di correlazione clinica :
I” avvelenamento da metanolo e I’ inibizione competitiva.

Metanolo Formaldeide Acido formico
CH,OH “——— CHO - HCOOH
Alcool deidrogenasi Aldeide mutasi
Eliminazione con le urine Danno alle cellule della retina,

del nervo ottico e del fegato

Etanolo Acido acetico
CH,CH,OH . CH3COOH

Alcool deidrogenasi
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Inibizione non competitiva 0 mista

Un inibitore non competitivo influenza I’ attivita
enzimatica legandosi ad un sito diverso da quello

a cul si lega il substrato.
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distorce

/ 'enzima
Sito g

dell'inibitore

-
A

Sito Il legame
attivo ‘ dell’'inibitore

&

Substrato e
inibitore possono
legarsi
simultaneamente

INn assenza

di inibitore

si formano

i prodotti ,\\ La presenza
dell'inibitore
riduce la velocita
di formazione
del prodotto
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(¢) Mixed inhibition
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Inibizione non competitiva 0 mista
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Inibizione non competitiva 0 mista :

1) E modificata la Vmax;
2) Non e modificata la Km;

3) Non viene aumentata |’ attivita enzimatica,
aumentando la[ S ].
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Inibizione iIncompetitiva

Un inibitore incompetitivo blocca I’ attivita di un enzima
legandosi ad un sito diverso da quello a cui si lega il
substrato.

L" inibitore incompetitivo si lega soltanto al complesso ES,
mentre |” inibitore non competitivo si lega sia all’ enzima
che al complesso ES.
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(b) Uncompetitive inhibition
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Nell” inibizione incompetitiva :
1) E modificata la Vmax;
2) E modificata la Km;

3) Non viene aumentata 1’attivita enzimatica,
aumentando la[ S ].
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Inibizione enzimatica

Molte sostanze sono capaci di alterare |I” attivita
enzimatica, modificando il legame tra enzima e
substrato oppure influenzando altri parametri cinetici
(Vmax, Km..).

Queste sostanze sono definite inibitori.

Gli inibitori sono distinti In :

- competitivi
1) reversibili —— |- non competitivi
- Incompetitivi

2) Irreversibili
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Inibitor1 irreversibili

Alcuni inibitori irreversibili sono farmaci importanti. La
penicillina agisce modificando covalentemente 1’enzima
transpeptidasi e in questo modo la sintesi della parete
batterica viene bloccata e 1 batteri tendono a morire.

L’aspirina agisce modificando covalentemente 1’enzima
cicloossigenasi riducendo la sintesi dei segnali
inflammatori
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Inibizione irreversibile

Gli inibitori irreversibili sono molecole che
si combinano covalentemente o distruggono
un gruppo funzionale dell’'enzima,
essenziale per la sua attivita catalitica.

Una classe speciale sono gli inibitori suicidi;
sono in grado di interagire con il sito attivo
dell'enzima trasformandosi in un composto
altamente reattivo che si combina
irreversibilmente con I'enzima. Vengono
chiamati anche inattivatori basati sul
meccanismo.
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Inibitori irreversibili

Inibitore Formula Origine Meccanismo
Come il DFP

. 2 (particolarmente
Parathion i p Sintetico attivo su
S acetilcolinesterasi
di insetti)

N-tosil-L- :
fenilalanina § Reagisce con
clorometil Sintetico I'His-57 della
chetone X chimotripsina
(TPCK) o

Inibisce gli
T S CH Penicillum Shizifnl gella
Penicillina | ? P h— sintesi della
e cH; parete
Ghs batterica

gs © 2001-2006 ver 3.0 Misure con biomarcaton 11
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Inibitori irreversibili

Inibitore Formula Origine Meccanismo

Complessa gli
. Mandorle ) .p .g.
Ione cianuro ioni metallici

amare :
nelle proteine

Inibisce gli
enzimi con
serina nel sito
attivo

Diisopropil
fluorofosfato Sintetico
(DFP)

Sarin Sintetico Come il DFP

Frutto del

Come il DFP
calabar

Fisostigmina

gs @ 2001-2006 ver 3.0 Misure con biomarcaton 11




Gli enzimi

Agenti nervini

Agenti organofosforici inibitori irreversibili delle
acetilcolinesterasi caratterizzati da wuna estrema
rapidita di azione.

SOMAN (Codice NATO GD) SARIN (Codice NATO GB)

TABUN (Codice NATO GA) VX
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GAS NERVINI

Sono inibitori irreversibili delle AChEsterasi

Sono tra i piu potenti agenti tossici sintetici
conosciuti

Sono letali a dosi al di sotto del milligrammo

Sintomatologia identica a quella degli
organofosforici, ma con evoluzione molto rapida e
prognosi infausta
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Gli enzimi possono essere distinti in :
1) Enzimi non regolatori

Seguono la cinetica di Michaelis e Menten !
1) Enzimi regolatori o allosterici

Non seguono la cinetica di Michaelis e Menten !
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Meccanismi di controllo dell” attivita enzimatica

1) Controllo della quantita di enzima sintetizzato
(induzione o repressione);

2) Modificazioni covalenti
(fosforilazioni, ADP ribosilazioni, uridinilazione);

3) Regolazione allosterica,;

4) Proteolisi.
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Enzima sequestrato
in un organello
subcellulare

Reticolo endoplasmatico

Degradazione delle proteine
(ubiquitina, proteasoma)
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Meccanismi di controllo dell” attivita enzimatica

1) Controllo della quantita di enzima sintetizzato
(induzione o repressione);

2) Modificazioni covalenti
(fosforilazioni, ADP ribosilazioni, uridinilazione);

3) Regolazione allosterica,;

4) Proteolisi.
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NUCLEUS

1 > b d b
transcriptional

control

RNA
processing
control

CYTOSOL

3
RNA
transport
control

degradation
control

protein

activity

control
6

m—*-

From The Art of MBoC?® @ 1995 Garland Publishing, Inc.
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Amino acid residues known

Covalent modification to accept covalent modification

Box—>2" 5 Bna Tyr, Ser, Thr, His

Phosphorylation

Adenylylation

UTP PP, 0
W/ I
S~ L, 1':;.;:—1;'—0—0}12 5 Uridine

Uridylylation ] k/ >
H

/
H'\S{ i/ H

OH OH

NAD nicotinamide

E A " " ! Arg, Gln, C
LNz - -» LNz r'g, n, 5,
0. 4 ys

diphthamide (a modified His)
ADP-ribosylation

S-adenosyl- S-adenosyl-
Methylation methionine homocysteine

~ A
. =>

Enz
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Ser*  OH OH Ser!
side | | side
chain CH, CH, chain

Phosphorylase b
(less active)

phosphorylase phosphorylase
ynospnacase + 8 ase
phosphatase kinase

® ®

0 0
AN /
CH, CH,

Phosphorylase a
(more active)
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Modificazioni covalenti

Consensus Sequences for Protein Kinases

Protein kinase Consensus sequence and phosphorylated residue*

Protein kinase A X<R<(R/K)=X-(S/T)-B
Protein kinase G ~X=R—(R/K)-X~(5/T)-X~
Protein kinase C —(R/K)=(R/K)=X~(S/T)-B—(R/K)—~(R/K)-
Protein kinase B “X=R=X=(S/T)=X~K~
Ca”'/calmodulin ~B-X-R-X-X~(S/T)-X-X-X-B~
kinase |
Ca®'/calmodulin ~B-X=(R/K)-X=X~(5/T)-X-X-
kinase ||
Myosin light chain “K<K<R=X-X-5-X-B-B
kinase (smooth muscle)
Phosphorylase b kinase K-R-K-Q~1-5-V-R
Extracellular signal- ~P-X-(S/T)-P-P-
regulated kinase (ERK)
Cyclin-dependent —X~(S/T)-P-X~(K/R)-
protein kinase (cdc2)
Casein kinase | —(Sp/Tp)-X=X~(X)-(5/T)-B
Casein kinase || =X=(5/T)=X-X~(E/D/Sp/Yp)-X-
3-Adrenergic receptor —(D/E),~S/T)=X=X-X~-
kinase
Rhodopsin kinase
Insulin receptor kinase X-E~-E~-E~Y-M-M-M-M~K-K-S~-R-G
D-Y-M-T-M-Q-I-G-K-K-K-L-P-A-
T-G-D-Y-M-N-M-S-P-V-G-D-
Epidermal growth factor EmEmEmE=YmfmEml=V-
(EGF) receptor kinase

Sources: Pinna, L.A. & Ruzzene, M.H. (1996) How do protein kinases recognize their
substrates? Biochim. Biophys. Acta 1314, 191-225. Kemp, B.E, & Pearson, R.B. (1990)
Protein kinase recognition sequence motifs. Trends Biochem. Sci. 15, 342-346. Kennelly,
P.J. & Krebs, E.G. (1991) Consensus sequences as substrate specificity determinants for
protein kinases and protein phosphatases Biol. Chem. 266, 15,565-15,658,

*Shown here are deduced consensus sequences (in roman type) and actual sequences from
known substrates (italic). The Ser (S), Thr (T), or Tyr (Y) residue to undergo phosphorylation is
in red; all amino acid residues are shown as their one-letter abbreviations (see Table 5-1).

X represents any amino acid; B, any hydrophobic amino acid; Sp, Tp, and Yp, already
phosphorylated Ser, Thr, and Tyr residues.




Gli enzimi

Limiversiti

St Modificazioni covalenti

Phosphorylation
sites on
glycogen
synthase g 3;{]

Kinase

Glycogen synthase
sites phosphorylated

Degree of
synthase
inactivation

Protein kinase A
Protein kinase G
Protein kinase C
Ca®"/calmodulin kinase
Phosphorylase b kinase
Casein kinase I

Casein kinase I

Glycogen synthase
kinase 3

Glycogen synthase
kinase 4

1A, 1B, 2, 4
1A, 1B, 2

1A

1B, 2

2

At least 9 sites

o
3A, 3B, 3C
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Regolazione allosterica

COO~
H.N—C—H

| L-Threonine

threonine
1 dehydratase

H3N—?—H
Ve H—(II—CH;; L-Isoleucine
CH,

|
CH,
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5o Regolazione allosterica

@ Substrate

@ Positive modulator

Less-active enzyme

More-active enzyme

Active
enzyme-substrate
complex
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Regolazione allosterica
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Proteolisi

REGOLAZIONE ENZIMATICA

Attivazione degli zimogeni

Precursore inattivo (zimogeno o proenzima)

Taglio proteolitico

Enzima attivo

ATTIVAZIONE IRREVERSIBILE!
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Proteolisi

Chymotrypsinogen
(inactive)

245
ltr_vpsin

-Chymotrypsin
(active)

245

chymotrypsin

Serl4-Argld
+ Thrl47-Asn148

a-Chymotrypsin
(active)

113 16 146 149 245

L(!'u Ill} Tgfr Alla

A

Trypsinogen
(inactive)

1 6 7
-~ i —
Val-(Asp),—Lys—Ile—

enteropeptidase
Val-(Asp),—Lys
Trypsin
(active)

245
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L Proteolisi

REGOLAZIONE ENZIMATICA

Attivazione degli zimogeni
Es: attivazione del chimotripsinogeno

Chimotripsinogeno (zimogeno inattivo)

pancreas I s [ ] W7 s

di uno specifico legame peptidico
alivello di Arg™

l'l‘aglio da parte della tripsina

n-Chimotripsina (enzima attivo)

[t | ] |

Autodigestione a livello di Len'?,

Intestino tenue Tyr'4%, e Asn'* da parte

della mchimotripsina

—» O

Thr Asn

«-Chimotripsina (enzima attivo)
Leu lle

L o] 10




