
DETERMINANTI DI SPECIFICITA’DETERMINANTI DI SPECIFICITA’



Relazione tra Velocità e 
concentrazione del substrato

Vmax

A (S) alte, SATURAZIONE 
dell’enzima

Km



Modo più pratico per descrivere la cinetica:

Grafico degli inversi



• KM

• K

SIGNIFICATO DELLE 
COSTANTI CATALITICHE

• Kcat

• Kcat/KM



Significato della Km

• Dipende dalle costanti cinetiche:
Km  = (k2 + k-1)/ k1

• Se il limiting step è il secondo, allora k2 << k-1 e la KM si traduce
in k-1/ k1 , che viene detta Costante di dissociazione Kd.

• Può quindi essere vista come una costante di dissociazione apparente 
che misura il grado in cui l’enzima è legato al substrato

• A valori bassi, l’enzima si satura con poco substrato  (affinità elevata)

PER MOLTI ENZIMI, I CUI MECCANISMI SONO 
DIVERSI, QUESTO PRINCIPIO NON VALE



Rapporto kcat/Km
(costante di specificità)

• Dà una idea della efficienza relativa con cui
vengono trasformati substrati diversi
(specificità)

• Tiene conto della velocità di catalisi (kcat) e
dell’affinità tra E e S (K )

• Tiene conto della velocità di catalisi (kcat) e
dell’affinità tra E e S (Km)

• Dà una idea della efficienza catalitica
dell’enzima (enzimi “perfettamente” evoluti
hanno costanti cinetiche che si
approssimano alla diffusione)



Acetlicolinesterasi                                              9 x 10-5       1.4 x 104 1.6 x 108

Fumarasi                                                           5 x 10-6       8 x 102 1.6 x 108



GLI ENZIMI POSSONO ESSERE 
INIBITIINIBITI



Inibizione 
ReversibileReversibile



INIBIZIONE 
COMPETITIVACOMPETITIVA

Stessa Vmax
Aumento Km





INIBIZIONE 
NON COMPETITIVANON COMPETITIVA

Calo Vmax
Km Invariata 





LE SERIN PROTEASI COME 
MODELLI



Termodinamicamente favorita ma avverrebbe in 10-1000 anni

In presenza dell’enzima la reazione avviene in poch i ms





Questo meccanismo spiega 
l’attività catalitica della 

chimotripsina ma non la sua chimotripsina ma non la sua 
specificità !!



SPECIFICITA’ DELLA CHIMOTRIPSINA





Similitudine strutturale tra chimotripsina e tripsi na



La risposta sta nella tasca di 
specificitàspecificità



CARATTERISTICHE PER LA CATALISI CARATTERISTICHE PER LA CATALISI 
SERIN PROTEASICASERIN PROTEASICA

1. TRIADE CATALITICA

2. INCAVO 
OSSIANIONICO

4. TASCA DI
3. SITO DI LEGAME 

ASPECIFICO

4. TASCA DI
SPECIFICITA’





Queste interazioni non sono 
sufficienti a garantire la 

specificità di taglio di molte specificità di taglio di molte 
serin proteasi !!!!



Per molte altre serina proteasi i determinanti di s pecificità 
sono molto più complessi



Cascata coagulativa
Danno

tissutale

TF

FIXa FIX

FXIa FXI

FIX

trombina

TF/FVII

TF/FVIIa

VIA INTRINSECA
(PROPAGAZIONE)

FVIIa,
FIXa,
FXa

TF/FVIIa

FX FXa

PT TROMBINA

FX

FVIII

FV
FXaVIA ESTRINSECA

(INIZIO)

FVa
trombina

FXa trombina
FVIIIa



Blood Coagulation:Blood Coagulation:
A Highly Specific Proteolytic CascadeA Highly Specific Proteolytic Cascade





Cleavage Sites for Natural Thrombin Substrates

Fibrinogen A α       GGGVRGP R VVERH
Fibrinogen B β     NEEGFFSA R GHRPLDK
Factor XIII                     TVELEGVP R GVNLQQ
Factor VIII                       NSPSFIQI R SVAKKH
Factor VIII                      LSNNAIGP R SFSNQSR
Factor VIII                    QNFVTQSK R ALKQFRL
Factor VIII                    DEDENQSP R SFQKKTRH
Factor V                         RLAAALGI R SFRNSSLN
Factor V                        THHAPLSP R TFHPLRLSFactor V                        THHAPLSP R TFHPLRLS
Factor V                        DNIAAWYL R SNNGNRRN
Protein C                     DQGDQVDP R LIDGKMTR
Thrombin Receptor     ATNATLLDP R FLLRNPNDKYEPFWEDEEKNESGLTEY

VVYTDCTESGQNLCLCDGSNVCGQGNKCILGSDGEKNQCVTGEGTPKPQSHNDGDFEEIPEEYLQ

Hirudin



E
S1S2S3 S3’S2’S1’

P1P2P3



Kinetic studies to understand 
mechanisms of interaction



Competitive Inhibition
by PAB

Km increases

Km kcat
+

+

+



Non competitive
inhibition when using a 

macromolecular substrate





Extended interactions at exosites drive Extended interactions at exosites drive 
substrate affinity and contribute to substrate affinity and contribute to 
substrate specificity.substrate specificity.

Active site docking of macromolecularActive site docking of macromolecular
substrates significantly influences the substrates significantly influences the 
catalytic rate (kcatalytic rate (k catcat).).



Oligopeptidyl
Substrate

S S

Enzyme

Active Site Extended
Recognition
Site (Exosite)

Protein Substrate



Protein Substrate Recognition by Prothrombinase is a Protein Substrate Recognition by Prothrombinase is a 
MultiMulti--Step ProcessStep Process



Complex Assembly Selectively Increases Complex Assembly Selectively Increases 
Catalytic Efficiency for Protein Substrate CleavageCatalytic Efficiency for Protein Substrate Cleavage

1 ~0.9

1 12,640









Interazioni macromolecolari estese 
rendono conto di queste differenti 

specificitàspecificità

COMPLESSI MACROMOLECOLARI



ProthrombinaseProthrombinase

•• Coagulation enzyme complexes act on their proteinCoagulation enzyme complexes act on their protein
substrates with marked and distinctive specificity.substrates with marked and distinctive specificity.



So, the importance of cofactors



Intrinsic XaseIntrinsic Xase

ProthrombinaseProthrombinase




