4. Badanie kinetyki enzymoéw — czeg$¢ 11

Przy stalym st¢zeniu enzymu, a przy zmieniajagcym si¢ poczatkowym st¢zeniu substratu, zmiany
szybkosci reakcji katalizy, wyrazonej jako liczba moli substratu przetworzonego w jednostce czasu,
mozna przedstawi¢ w postaci krzywej hiperbolicznej (rys. 1).
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Rys. 1. Zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej w funkcji stezenia substratu

Przy matlych stezeniach substratu niektore czasteczki enzymu nie tworzg kompleksu z substratem,
co powoduje, ze enzym nie wykazuje swojej maksymalnej aktywnosci katalitycznej. Maksymalng
szybko$¢ reakcji osigga dopiero przy wyzszym stezeniu substratu, kiedy wszystkie czasteczki
enzymu beda tworzy¢ kompleks enzym — substrat. Catkowite wysycenie enzymu substratem
powoduje, ze dalsze zwigkszanie st¢zenia substratu nie moze juz wptyna¢ na zwiekszenie szybkosci
reakcji: reakcja przebiega ze stala, maksymalng szybkoscia.

Fakt ten thumaczy si¢, zgodnie z modelem zaproponowanym w 1913 roku przez L. Michaelisa i M.
Menten, powstawaniem kompleksu enzym - substrat w trakcie katalizy enzymatycznej. Najprostszy
model, ktory thumaczy kinetyke wielu enzymow, wyglada nastepujaco:

E+S ==ES——E+P (1)

Enzym (E) taczy si¢ z substratem (S) tworzac kompleks ES; reakcje charakteryzuje stala szybkosci
k;. Istnieja dwie mozliwe drogi rozpadu kompleksu ES. Moze on dysocjowa¢ do E i S ze stalg
szybkosci k, lub moze si¢ przeksztalcac, tworzac produkt (P) ze stalg szybkosci k.

Reakcje enzymatyczne stanowig zwykle ztozony uktad, sktadajacy si¢ z kilku posrednich reakcji o
r6znych statych szybkos$ci k. Szybko$ci poszczegdlnych przemian (roéwnanie 1) przedstawiaja si¢
nastepujaco:

Vi =k x[E]x[S] 2
V2 =Ikox[ES] ©)
V3 =ksx[ES] )

Birgs 1 Halden w 1925 roku po raz pierwszy wprowadzili zatozenie wystgpowania stanu
stacjonarnego w przebiegu reakcji enzymatycznej. Badacze ci zalozyli, ze istnieje taki moment
reakcji, w ktorym szybkos¢ tworzenia kompleksu ES réwna sie sumie szybkosci jego rozpadu na
produkt (P) 1 substrat (S), co jest rOwnowazne z warunkiem niezmiennosci stezenia kompleksu ES.

Kompleks ES tworzy sie z szybko$cig Vi, a rozpada z szybkoscig V, 1 V3. W stanie rownowagi
mozna przyjac, ze Vi = V, + V3. Stad:

kix[E]x[S] = (katks)*[ES] Q)



Szybkos¢ poczatkowa reakcji zalezy od szybkosci rozpadu kompleksu ES (k,tks), od stezenia
kompleksu oraz szybkosci jego powstawania (k;) i dlatego stata rownowagi takiego uktadu wyraza
si¢ wzorem (6) i nosi nazwg¢ statej Michaelisa (Ky).

_ktk, _ [E]X[S]
TS ©

Stezenie enzymu (E) w powyzszym wzorze jest stezeniem enzymu wolnego, niezwigzanego w
kompleksie, czyli rowne poczatkowemu stezeniu enzymu (E,) pomniejszonemu o stezenie
kompleksu ES. Mozna wigc napisac:

[E] = [Ep]-[ES] @)

Szybkos¢ reakcji enzymatycznej zalezy glownie od stezenia kompleksu ES i szybkos$ci tworzenia
si¢ z niego produktu i wynosi:

V =V;=k3x[ES] ®)
Przeksztatcajac i podstawiajac odpowiednio rownania (7) i (8) do réwnania (6) otrzymuje sig:

[S]

gdzie: k3 = keq, zdefiniowane jako stata katalityczna

Maksymalng szybko$¢ reakcji V. uzyskuje si¢ wtedy, kiedy wszystkie miejsca enzymu sg
wysycane przez substrat, to znaczy, kiedy [S]>>Ky, czyli [S]/([S]+Kwm) jest bliskie 1. Stad:

Vmax = k3 ><Ep (10)

W wyniku podstawienia réwnania (10) do réwnania (9) otrzymuje si¢ roOwnanie Michaelisa-
Menten:

IS
V= Voo K 88] (4

Rozwigzaniem rownania (11) jest krzywa przedstawiona na rysunku 2.
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Rys. 2. Wykres zaleznosci szybkosci reakcji V od stezenia substratu [S], dla enzymu zachowujgcego sie
zgodnie z kinetykq Michaelisa-Menten



Rownanie Lineweavera-Burka (12) jest przeksztalceniem wzoru Michaelisa Menten:
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Rys. 3. Krzywa Lineweavera-Burka

Przeksztatcenie to ma na celu uzyskanie rownania o ogolnej postaci linii prostej (y = ax + b).
Warto$¢ Ky/Vimax (2) 1 1/Vinax (b) sa wielko$ciami staltymi, stad zalezno$¢ 1/V (y) od 1/[S] (x) jest
linig prosta, ktorej nachylenie okresla zawsze stosunek Ky/Vimax (Wspotczynnik regresji a) 1 ktora
przecina o$ y (czyli 1/V) w punkcie wyznaczajacym 1/Vp,x.

Zadaniem niniejszego do$wiadczenia bedzie wyznaczenie parametrow kinetycznych (Viax,

kcat =

Viax’Eo, Km 1 ke Kv) W ukladzie enzym — substrat. Stosowana w doswiadczeniu metoda

polega na spektrofotometrycznym pomiarze szybkosci hydrolizy substratu (p-nitroanilidu-D,L-
argininy), ktoérej miarg jest przyrost absorbancji uwalnianego chromoforu (p-nitroaniliny).
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Spektrofotometr UV-Vis

Kuwety plastikowe

Roztwoér podstawowy trypsyny (7 mg w 1 mL 1 mM HCI z dodatkiem 20 mM CaCl,), (pH 3,0)
Roztwoér substratu chromogenicznego (p-nitroanilidu-D,L-argininy) (stezenie roztworu
podstawowego 2,5 mg/mL DMSO)

Bufor weronalowy o stezeniu 0,1 M z dodatkiem 20 mM CaCl,, (pH 8,3)

Roztwor NPGB (p-guanidynobenzoesan p’-nitrofenylu) (0,8 mg zwigzku rozpuszczonego w
mieszaninie ztozonej z 100 uL. DMF 1 400 pL acetonitrylu)

Bufor 0,1 M Tris/HCI zawierajacy 20 mM CaCl, oraz 0,005% Tritonu X-100, pH 8,3

Pipety miarowe automatyczne 20-200 uL i 500-5000 pL

Wykonanie do§wiadczenia:
Metodyka wyznaczania parametréw kinetycznych w ukladzie enzym — substrat.

Wyznaczenie parametrow kinetycznych substratow chromogenicznych obejmuje nastepujace etapy:
enie parametréw kinetycznych substratow chromogenicznych obejmuje nastgpujace etapy:

l.
2.
3.

Wyznaczenie stezenia aktywnej formy enzymu.
Wyznaczenie st¢zenia roztworow substratow.
Wyznaczenie parametrow kinetycznych.



1.1. Wyznaczenie stezenia aktywnej formy enzymu

Wyznaczanie st¢zenia bydlecej B-trypsyny przeprowadza si¢ poprzez miareczkowanie jego centréw
aktywnych substratem wybuchowym (ang. burst kinetics substrate), jakim jest NPGB
(p-guanidynobenzoesan p’-nitrofenylu). Wprowadzenie trypsyny do buforu zawierajacego NPGB,
powoduje gwaltowny przyrost absorbancji (,,wybuch barwy”). Podczas reakcji hydrolizy
katalizowanej przez bydlgca B-trypsyng, uwolniony zostaje p-nitrofenol (barwa zoétta), ktoérego
absorbancja mierzona przy dtugosci fali A,, = 410 nm jest proporcjonalna do stezenia enzymu.

Miareczkowanie roztworu bydlecej B-trypsyny przeprowadza si¢ w jednorazowych kuwetach
polistyrenowych, zawierajacych 1,5 mL buforu weronalowego. Do 5 kuwet pomiarowych dodawa¢
20 uL NPGB, a nastgpnie 50 puL roztworu podstawowego trypsyny. Dokona¢ pomiaru przyrostu
absorbancji p-nitrofenolu przy dlugosci fali 410 nm. Po zakonczeniu pomiardéw, korzystajac z
prawa Lamberta Beera, obliczy¢ stezenie trypsyny. Odpowiedni wzdér po uwzglednieniu
rozcienczen przedstawia si¢ nastgpujaco:

C =iz 1820 [moliam?
AA — $rednia warto$¢ absorbancji
Przy obliczeniach przyja¢ warto$¢ molowego wspotczynnika absorpcji p-nitrofenolu jako 16595
dm’xmol ' xcm™.

1.2. Standaryzacja roztworu podstawowego substratu

2,5 mg substratu chromogenicznego (p-nitroanilidu-D,L-argininy) rozpusci¢ w 1 mL
dimetylosulfotlenku (DMSO). Nastepnie rozcienczy¢ roztwor podstawowy 2, 5, 10 i 20 razy. Z
kazdego rozcienczonego roztworu substratu pobra¢ 20 pL 1 doda¢ do jednorazowej kuwety
polistyrenowej zawierajacej 1,5 mL buforu 0,1 M Tris/HCI zawierajacego 20 mM CaCl, oraz 0,005%
Tritonu X-100, pH 8,3. W kolejnym etapie do kuwety doda¢ 20 puL roztworu podstawowego trypsyny.
Reakcj¢ hydrolizy prowadzi¢ do momentu uzyskania statej wartosci absorbancji przy 410 nm, trwa
to zwykle kilkanascie minut. Stezenie substratu obliczy¢ zgodnie z prawem absorpcji Lamberta-
Beera, stosujac molowy wspotczynnik absorpeji dla p-nitroaniliny wynoszacy 9800 M~ xcm™.

1.3. Procedura wyznaczania parametrow kinetycznych

Do kilkudziesigciu jednorazowych kuwet polistyrenowych i zawierajacych 1,5 mL buforu 0,1 M
Tris/HCI zawierajacego 20 mM CaCl, oraz 0,005% Tritonu X-100, pH 8,3, doda¢ po 20 pL roztworu
substratu o odpowiednim stezeniu, a nastgpnie 20 pL roztworu enzymu o dobranym wczesniej
stezeniu (stezenie podane przez prowadzagcego ¢wiczenia). Objetos¢ dodawanego substratu i
enzymu jest zawsze stata i wynosi 20 pL.

Kuwete pomiarowa umie$ci¢ w spektrofotometrze i zarejestrowaé warto§¢ absorbancji w
nastepujacych odstepach czasu: 0 sekund, 60 sekund, 120 sekund i 180 sekund. Na podstawie
zmierzonych wartos$ci absorbancji wyznaczyé w oparciu o rOwnanie regresji liniowej poczatkowe
szybkos$¢ hydrolizy substratu (rys. 4).
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Rys. 4. Wyznaczanie poczgtkowych szybkosci hydrolizy (V)
Otrzymane wartosci poczatkowych szybkosci hydrolizy (V) wyznaczone przy zmieniajagcym si¢
stezeniu substratu, wyrazone w jednostkach absorbancji na minute (A/s), korzystajac z prawa

Lamberta Beera, przeliczy¢ na warto$ci poczatkowych szybkosci hydrolizy wyrazone w mol/s.

Dla wyznaczonych wartosci V i [S] obliczy¢ 1/V oraz 1/[S] 1 wyniki umiesci¢ w tabeli:

Yy X
\Y% 1/V [S] 1/[S]

Na podstawie danych zawartych w tabeli narysowa¢ krzywa Lineweavera-Burka stanowigca
graficzne rozwigzanie rdwnania (12). Wyznaczy¢ rownanie regresji liniowej, gdzie a = Ky/Vimax 1
b = 1/Viax, a nastgpnie obliczy¢ V. 1 Ky, oraz znajac stezenie enzymu (Eg), obliczy¢ wartos¢
Keat = Vimax/Eo oraz wartos¢ statej specyficznosci ke,/Kyv.





