
Gli enzimi e l’inibizione 
enzimatica.



Catalisi enzimatica

La velocità di una reazione è 
descritta dall’equazione di 
Arrhenius:

k = Ae-Ea/RT

in cui
A è il fattore pre-esponenziale
R è la costante dei gas
T è la temperatura
Ea è l’energia di attivazione (G+)

G+ = H+ - TS+



I MECCANISMI CATALITICI UTILIZZATI 
DAGLI ENZIMI

Un enzima abbassa l’energia di attivazione sia 
abbassando l’energia dello stato di transizione che 
aumentando l’energia dello stato di partenza mediante 
la capacità di formare un complesso enzima-substrato

1. Legame preferenziale dello stato di transizione
2. Effetti di prossimità e orientamento
3. Catalisi acido-base
4. Catalisi covalente
5. Catalisi da ioni metallici
6. Catalisi elettrostatica



CLASSIFICAZIONE DEGLI ENZIMI

• Ossidoreduttasi
– Reazioni di trasferimento di elettroni

• Transferasi
– Reazioni di trasferimento di un gruppo da una molecola ad un’altra

• Idrolasi
– Reazioni di idrolisi (scissione di un legame utilizzando una molecola 

d’acqua)

• Liasi
– Reazioni non-idrolitiche di rimozione o addizione di gruppi

• Isomerasi
– Reazioni di spostamento di un gruppo all’interno di una molecola

• Ligasi
– Reazioni di sintesi di un legame utilizzando ATP

• Translocasi
– Traslocazione attraverso una membrana



Cinetica enzimatica

Equazione di Michaelis-Menten

Parametri cinetici: KM, Vmax, kcat e kcat/KM
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Parametri cinetici

• KM

– Concentrazione di substrato alla quale la velocità della reazione è metà 
della Vmax. 

– Paragonabile alla KD dell’equilibrio 𝐸 + 𝑆 𝐸𝑆

• Vmax

– Velocità massima raggiungibile quando l’enzima è saturato (tutto l’enzima è 
in complesso ES)

– Dipende dalla concentrazione di enzima 

• kcat

– Numero di turnover: numero di molecole di substrato trasformate nell’unità 
di tempo

– È definita da Vmax/[E] quindi è indipendente dalla concentrazione di enzima

• kcat/KM

– Rapporto tra frequenza di catalisi e affinità per il substrato, definisce la 
costante di specificità

– Esprime l’efficienza catalitica dell’enzima



Saggi di attività enzimatica

• Misura della formazione del prodotto o del consumo 
del substrato

• Come?
– saggi continui

– saggi discontinui

– saggi accoppiati

• Con quali tecniche?
– spettrofotometria

– spettrofluorimetria

– … dipende dalle caratteristiche del substrato/prodotto



• Interazione delle macromolecole con la radiazione 
elettromagnetica

E = h = hc/

• Nella regione UV-Vis si osservano transizioni di 
elettroni degli strati esterni delle molecole

Tecniche spettroscopiche



Diagramma degli stati energetici molecolari



Spettroscopia di assorbimento UV-Vis 

• Legge di Lambert e Beer

A = log I0/I =  c l
– A è l’assorbanza

  è il coefficiente di estinzione molare

– c è la concentrazione

– l è il cammino ottico

– I0 e I sono l’intensità della luce incidente e trasmessa

• Cromofori nelle proteine
– Amminoacidi aromatici (Trp, Tyr, Phe) assorbono a circa 280 nm

– Cofattori e gruppi prostetici



Spettroscopia di Fluorescenza

• La fluorescenza è un processo fotofisico per cui si ha l’emissione di luce
dovuta alla transizione di elettroni da un livello energetico maggiore ad 
uno minore

• La lunghezza d’onda della radiazione emessa ha valori maggiori rispetto 
a quella assorbita (shift di Stokes) perchè parte dell’energia viene 
dissipata sotto forma di calore

• Fluorofori nelle proteine
– Triptofano e tirosina

– Fluorofori derivanti da modificazioni post-traduzionali (GFP e 
varianti)

– Sonde fluorescenti che possono essere coniugate alla proteina

• La fluorescenza è sensibile al microambiente in cui si trova il 
fluoroforo



• Si definisce RESA QUANTICA

Q
quanti di fluorescenza emessi

quanti assorbiti
=

  



• La resa quantica è indipendente dalla lunghezza d’onda 
di eccitazione

• A basse concentrazioni del fluoroforo l’intensità della 
fluorescenza (If) è proporzionale alla concentrazione:

I
f
= 2.3I

0
e
l
cdQ

c è la concentrazione del fluoroforo
d è il cammino ottico
 è il coefficiente di estinzione molare del fluoroforo
I0 è l’intensità della radiazione incidente

Brillantezza =  Q

Spettroscopia di Fluorescenza



SELETTIVITA’ DEGLI ENZIMI

• Chemioselettività: specificità per il substrato, attività verso 
uno specifico tipo di composto (gruppo) chimico

• Regioselettività: capacità di discriminare tra gruppi funzionali 
identici che fanno parte della stessa molecola

• Enantioselettività: capacità di discriminare tra singoli 
enantiomeri o gruppi funzionali identici legati ad un centro 
prochirale. 

La selettività dipende: dall’enzima
dalla struttura del substrato
dalle condizioni di reazione



Reazione catalizzata dall’enzima aconitasi

Basi molecolari della capacità di un enzima di 
discriminare gruppi funzionali identici legati ad un 

centro prochirale

Se la molecola di substrato 
interagisce in tre punti con 
gruppi complementari 
particolari sulla superficie 
asimmetrica dell’enzima, allora 
i due atomi/gruppi X non 
possono più essere equivalenti.



L’enzima aconitasi discrimina i due gruppi CH2COO-



Valutazione della purezza chirale di prodotti e substrati 
per reazioni catalizzate da un enzima enantioselettivo

L’enantioselettività viene valutata misurando:
- il rapporto enantiomerico E = (kcat/KM)S/(kcat/KM)R
- l’eccesso enantiomerico ee (ee% = (S-R)/(S+R)*100)



Alcuni enzimi mantengono attività catalitica in 
solvente organico

Gli enzimi sono in grado 
di mantenere la loro 
attività in solventi 
organici perché 
mantengono un sottile 
guscio di molecole di 
acqua. 
Gli enzimi conservano lo 
stato di ionizzazione 
esistente prima del 
trasferimento in 
solvente organico 

memoria del pH



Inibizione reversibile
competitiva             non competitiva



Inibizione irreversibile: inibitori suicidi o 
basati sul meccanismo

Gli inibitori suicidi sono molecole 
che vengono ‘attivate’
dall’enzima durante il ciclo 
catalitico diventando così in 
grado di inibire l’enzima stesso. 
L’intermedio E-I può ripartirsi 
attraverso due vie, che portano 
all’inibizione transiente o 
irreversibile.
Il parametro per valutare 
l’efficienza di un inibitore 
suicida è il rapporto

molecole di prodotto/eventi di inattivazione

K3 + K4

K5



Come individuare un’inibizione irreversibile?

L’attività dell’enzima incubato con l’inibitore diminuisce nel tempo: il saggio 
di attività enzimatica viene eseguito dopo aver incubato l’enzima con 
l’inibitore per tempi crescenti



Un bersaglio per inibitori enzimatici: 
gli enzimi della sintesi e del 

metabolismo del tetraidrofolato (THF)

DHFR

Vitamina B9



Principali addotti ad un atomo di carbonio 
del tetraidrofolato



Metabolismo cellulare del THF:
sintesi di nucleotidi e ammino acidi



Biosintesi del tetraidrofolato



I SULFAMIDICI
Inibitori competitivi della sintesi dell’acido folico

• Competizione con l’acido p-aminobenzoico
(p-ABA) per la 7,8-diidropterina nel sito 
attivo della Diidropteroato sintasi
(DHPS)

• Dimostrazione di inibizione competitiva 
da misure cinetiche. 

• Dimostrazione della formazione del 
prodotto della reazione di inibizione: i 
prodotti della reazione pteroato + 
inibitore sono stati isolati da cellule di E. 
coli cresciute in presenza di inibitore 
marcato con 35S

L’inibitore può essere incorporato al posto 
del substrato e forma un prodotto inattivo.
Il prodotto inibisce la diidrofolato sintasi
(inibizione competitiva)

Prontosil



Inibitori competitivi della diidrofolato reduttasi 
(DHFR) sono utilizzati come antibatterici e 

chemioterapici

Bactrim
+



Metabolismo cellulare del THF:
sintesi di nucleotidi e ammino acidi



Gli anti-folati.
Una classe di farmaci usati nella terapia anti-cancro



Gli anti-folati: una classe di farmaci usati 
nella terapia anti-cancro

Gli anti-folati sono inibitori competitivi di diversi enzimi
DHFR: diidrofolato reduttasi sintesi THF
TS: timidilato sintasi sintesi timina
GARFT: glicinamide ribonucleotide formiltrasferasi sintesi purine



Omeostasi cellulare dei folati e degli anti-folati



Meccanismi di resistenza agli anti-folati



Saggio di inibizione dell’attività enzimatica
Saggio accoppiato

FolitixorinRED + NADP+ -> FolitixorinOX + NADPH





Il 5-fluorouracile: un inibitore suicida 
della timidilato sintasi



Il 5-fluorouracile: un inibitore suicida 
della timidilato sintasi



Meccanismo della reazione 
catalizzata dalla timidilato sintasi

Orientamento del substrato e del coenzima nel sito 
attivo della timidilato sintasi



	

TAS-102: un nuovo farmaco 
anti-tumorale

• Trifluridina (FTD): viene 
convertito in F3dTTP e 
incorporato nel DNA, è 
anche un debole inibitore
timidilato sintasi (TS), 

• Tipiracile: inibitore timidina 
fosforilasi (TP), l’enzima che 
catabolizza FTD


	Slide 1: Gli enzimi e l’inibizione enzimatica.
	Slide 2: Catalisi enzimatica
	Slide 3
	Slide 4: CLASSIFICAZIONE DEGLI ENZIMI
	Slide 5: Cinetica enzimatica
	Slide 6: Parametri cinetici
	Slide 7: Saggi di attività enzimatica
	Slide 8: Tecniche spettroscopiche
	Slide 9: Diagramma degli stati energetici molecolari
	Slide 10: Spettroscopia di assorbimento UV-Vis 
	Slide 11: Spettroscopia di Fluorescenza
	Slide 12: Spettroscopia di Fluorescenza
	Slide 13
	Slide 14: Basi molecolari della capacità di un enzima di discriminare gruppi funzionali identici legati ad un centro prochirale
	Slide 15: L’enzima aconitasi discrimina i due gruppi CH2COO-
	Slide 16
	Slide 17: Alcuni enzimi mantengono attività catalitica in solvente organico
	Slide 18: Inibizione reversibile  competitiva             non competitiva
	Slide 19: Inibizione irreversibile: inibitori suicidi o basati sul meccanismo
	Slide 20: Come individuare un’inibizione irreversibile?
	Slide 21: Un bersaglio per inibitori enzimatici: gli enzimi della sintesi e del metabolismo del tetraidrofolato (THF)
	Slide 22: Principali addotti ad un atomo di carbonio del tetraidrofolato 
	Slide 23: Metabolismo cellulare del THF: sintesi di nucleotidi e ammino acidi
	Slide 24: Biosintesi del tetraidrofolato
	Slide 25: I SULFAMIDICI Inibitori competitivi della sintesi dell’acido folico
	Slide 26: Inibitori competitivi della diidrofolato reduttasi (DHFR) sono utilizzati come antibatterici e chemioterapici
	Slide 27
	Slide 28: Gli anti-folati. Una classe di farmaci usati nella terapia anti-cancro
	Slide 29: Gli anti-folati: una classe di farmaci usati nella terapia anti-cancro
	Slide 30: Omeostasi cellulare dei folati e degli anti-folati
	Slide 31: Meccanismi di resistenza agli anti-folati
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34: Il 5-fluorouracile: un inibitore suicida della timidilato sintasi
	Slide 35: Il 5-fluorouracile: un inibitore suicida della timidilato sintasi
	Slide 36
	Slide 37

