Cinetica enzimatica

parole chiave:

equazione di velocita

stato stazionario
K

m



Decorso di una reazione catalizzata da enzimi.

equilibrio

tratto logaritmico

tratto lineare

concentrazione dl prodotto

tempo {mn)
d|P]
La velocita v (in mM/min) V = i ¢ costante per un certo periodo
poi varia ad ogni 1stante fino ad essere pari a zero (equlibrio).



I1 decorso della reazione € influenzato da vari fattori
chimico-fisici:

1. la concentrazione iniziale di substrato
2. la concentrazione di enzima

3. la concentrazione di prodotto

4. la temperatura
5

6

1l pH del mezzo
la forza ionica

Occorre semplificare 1l sistema per discriminare 1’effetto
di ogni fattore sulla velocita della reazione



Utilizzare la velocita iniziale e condizioni controllate di
temperatura (misure termostatate), di pH (presenza di un sistema
tampone) e di eventuali cofattor1 inorganici consente di ridurre a
due le variabili in grado d1 influenzare la velocita di catalisi:

1. Concentrazione di substrato

2. Concentrazione di enzima



concentrazione dl prodofto

Concetto di velocita iniziale, v,

d[P]
di,

pendenza della retta tangente
al tempo zero la curva del decorso
della reazione

V, =

tempo {mn)



Dipendenza della velocita iniziale dalla concentrazione di
reagente A di una generica reazione non catalizzata ¢ di
substrato S di una reazione catalizzata da enzima
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Cinetica enzimatica.

S1 occupa di1 quantificare gl effetti
de1 fattor1 che influenzano la
velocita della reazione sviluppando
opportune equazioni di velocita



Victor Henri (1903) deriva la prima equazione cinetica per una
reazione enzimatica assumendo che:

1. Le concentrazioni di enzima € substrato siano in equilibrio con
la concentrazione del complesso

ki
E+S§ ¢ T > ES

—1

2. Il prodotto s1 forma dal complesso ES

k)

ES > F+ P



3. Pertanto la velocita di1 formazione del prodotto ¢
direttamente proporzionale alla concentrazione del
complesso:

_d|P]
dt

= K, [ES]

V

4. Inoltre: sia |S]>> [E]

5. sia [P] = 0 per cui vale la velocita iniziale



Derivazione dell’equazione di Henr.

S1 considerino le seguenti espressioni:

 _ | ES]

1
(s v
5], =[£]+[ 5] o

dove K, ¢ la costante di associazione, [E], [ 'enzima totale ed [ E]
[’enzima libero



poiche [S] >> [E] la quota d1 substrato legata al
complesso ES ¢ trascurabile. Pertanto [S] ¢ la
concentrazione totale di substrato presente
all’1mnizio della reazione:



v, = k[ ES]

v, k|ES]
[E], [E]+[ES]

v _ RK[E|S] _ kK[S]

[£], [E]+K[E][S] 1+K,[S]

_ kK, [E],[S]

e 1+K,[S] )




L’equazione di velocita di Henr1 (1903) spiega le
osservazioni sperimentali

K'[S]
) 1+K,|S]

Yo

5]
v, = velocita iniziale

K’ = costante che dipende dall’enzima e include K,

K, = costante di associazione

[S] = concentrazione di substrato



Nel 1913 Michaelis e Menten
derivano una versione modificata
dell’equazione di Henr1.

< 5
JI(“I -

Leonor Michaelis, Maud Mentan,
1875-1949 1879-1960




Derivazione secondo Michaelis e Menten

v k[ES]
[£:] [E]+[£S]

S1 considera la costante di dissociazione




k| E], 5]

K;+|[S]

V, =

quando [S] € molto grande rispetto al parametro K¢ questo
diventa trascurabile rispetto ad [S] e la velocita iniziale
tende ad un valore limite

k|E] [S] _K[E][S]

K;+|[S] }{<+

chiamiamo k,[E] ;. velocita massima, V, . Pertanto:

V e [S]
o~ K +[S]

VO -

=k E],




La concentrazione di S alla velocita massima
¢ detta concentrazione saturante (tutte le
molecole di enzima sono impegnate con il
substrato, non esiste enzima libero; si dice
che I’enzima e saturato dal substrato).



Quando [S] € uguale al valore di K la velocita e pari a
meta della velocita massima. Quindi K ¢ la
concentrazione di substrato che da la velocita
semimassimale

Vmax [S ] . Vmax K S Vmax % Vmax

Vo =

CKo+[S] Kg+Kg 2K 2



[’equazione di Henr1 e 1’equazione di Michaelis € Menten sono
due versioni di una stessa relazione tra velocita iniziale e
concentrazione di substrato. La prima puo essere facilmente
convertita nella seconda e viceversa.

o kK, [E ]T [S ] Equazione di Henri
’ 1+ K, [S]

Dividendo per K, si ottiene:

_k[E][S]

- +1s]

a

Yo

1 C .
Ma « hon ¢ nient altro che K

a



Rappresentazione grafica dell’equazione di Henri-Michaelis-Menten

I cerchi rappresentano misurazioni di velocita alle corrispondenti
concentrazioni 1niziali di substrato ossia 1 valori delle pendenze
ottenute dai corrispondenti tracciati



L’equazione di velocita di Briggs e Haldane (1925)

Se la reazione da prodotto con velocita costante, ossia

Vo = k2 [ES ]= costante

come s1 puo osservare dal decorso della reazione,

o d[ES]
allora si1 puo scrivere: = ()

dt




Rappresentazione dello stato stazionario
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Derivazione secondo I’'ipotesi dello stato stazionario
Condizioni iniziali: [S]>>[E]; [P]=0

1. Scrivere le equazioni di formazione e di scissione di ES:

d|ES],

=k [£]s]
4 [55 L _ i [ESTek[ES]

2. Eguagliare le equazioni

k|E]S|= &, |ES]+ k. [ES]



3. Sostituire e arrangiare:

& ([£], ~[£S])[S] =K., [ES]+ k. [£S]

k|ES[S]+ &, [ES]+ &, [ES|= K [, [S]

k|E] [S]
£S5 )= k. +k, +k[S]



4. Dividere numeratore ¢ denominatore per k,:

[E][S]
[ES|=
k_ +k, N [ S]

1

e sostituire 1l valore di [ES] nell’equazione di velocita:

Vv, = K, [E]T [S] Equazione di Briggs e Haldane,
ko, +k, n [ S] una terza espressione della stessa
k, relazione trovata da Henri e da

Michaelis e Menten



L’equazione di velocita di Henri-Michaelis-Menten assume una
nuova forma, piu generale

_ Kk t+k
k,
definizione di Haldane (1930), e ricordando che Vo =k [E ]T

chiamando K, costante di Michaelis-Menten, per

’equazione  ,, — k 2 [E ]T [S ] diventa:
"k, +k, s]
_I_

1

V o [S]
K, +|S]

V, =

m

Equazione di Henri-Michaelis-Menten



Se effettivamente k, << k_, s1 ricade nell’1ipotesi di Henri-
Michaelis-Menten:

k) [E]T [S] _ ks [E]T [S] _ ky [E]T [S]

k_lk:rkz [s] liF[S] Kg +[S]

Vo—




Rappresentazione dell’equazione di1 Henri-Michaelis-Menten

Vs [5]

V, =

K, +|[S]

max

La K, ¢ numericamente equivalente alla K



I1 valore K, corrisponde alla concentrazione
approssimativa del substrato in condizioni fisiologiche

Vo




I1 valore della K, suggerisce 1l grado di affinita dell’enzima per il substrato

Interattivo

file: eq06 Michaelis[1]



Significato di £,

k, indica il numero di molecole trasformate in prodotto

da un singolo enzima quando e saturato da substrato,

- ha le dimensioni di un tempo (sec™);

- oscilla tra 10% e 107

- e detta anche costante catalitica (k,,, ) o numero di
turnover (talora indicato con k, )

- il reciproco equivale al tempo di un ciclo catalitico



Costanti catalitiche di alcuni enzimi

enzima substrato k, (sec!)
(molecole di S/molecola
dienzimain 1 s)
Catalasi H,0, 40.000.000
Anidrasi carbonica  HCOy 400.0000
Acetilcolinesterasi  acetilcolina 14.000
Fumarasi fumarato 800




S1 racconta che nel 1934 1l dr. Lineweaver, vedendo 1’equazione

...avesse pensato che si poteva trasformare I’equazione in
una forma piu pratica.



V s [S]
K, +[S]
1 K S] Kk, 1 1

m

v VST V(8] V. [S] 7,

max

V, =

ax

Equazione de1 doppi reciproci o di Lineweaver-Burk



1/v,

1.5



Reazion1 enzimatiche con piu di un substrato

Meccanismi sequenziali (s1 forma un complesso ternario)
Random
A
EA B
(7//’ \\§‘
EAB ————— E +P oppure

E
E+P+Q
b BB

Ordinato B
E+A — EA —— EAB ——— E+P + Q



Meccanismi ping-pong

Meccanismi non sequenziali (non si forma un complesso ternario)

P B
E+ A— EA— EP —= E — EB — E+Q



Enzimi con piu siti catalitici: enzimi allosterici

Il legame di una molecola di substrato facilita 1l legame del
substrato incrementando 1’affinita per 1 siti vacanti.

Il fenomeno prende anche 1l nome di cooperativita di legame o
cooperativita positiva

substrato

O

\_ @

enzima

‘

Esempio: Enzima con 4 catene polipeptidiche ognuna con un sito catalitico



Equazione di velocita per una cinetica sigmoidale:

, s
T

v, =

dove n € detto coefficiente
di Hill e:

K'=[S]

n
50

max

max

N | —
<

5],.

n non rappresenta il numero dei siti ma ’indice di cooperativita e assume
valori (anche non interi) compresi tra 1 e 1l n° dei siti.

Ad esempio, se n = 1.8 puo voler dire che I’enzima ha due siti con forte
cooperativita oppure 3 o piu con bassa cooperativita.

Se n < [ siparla di cooperativita negativa; la curva non sigmoidale né

iperbolica (raro)



Vantaggio di una cinetica sigmoidale

Qual e l'incremento di concentrazione di substrato se voglio portare un enzima
da una velocita pari al 10% della Vmax ad una pari al 90% della Vmax?
Riconsideriamo [’equazione di Henri-M-M.:

w __[S] __[S)K, _ [S]

- = = da cui: _
Voo K, +[S] 1+[S]/K, 1+[S]' B T
riarrangiata: [S]' — 4

[—v'
V' 10 1
Sl = = ——=0.11
5], 1-v' 100-10 9
v! 90 9 [5]90 0

i =—= sposta = -~ -3l

Sk =1 T T0me0 170 T ], o

Risposta: occorre un incremento di ben 81 volte



Ripetiamo applicando [’equazione di velocita sigmodale Yo —y'= [S]
Vmax K '—l_ [S]
K !
[S]IO =1 9
[S],, =¥9K"

Sk, J" 9K _ 19 e

(ST, n

Sen =3 =0 —3/81 =9

110

E’ sufficiente incrementare [S] di sole 9 volte!



Appendice



Derivazione dell’equazione di velocita allo stato stazionario considerando tutti gli intermedi

k I ey
E+S+ ,L ~ES < *EFP—;
5 |3 3

-1 =2 -3

~E+ P (1)

L'equazione di velocita di formazione del prodotto € la seguente:

v=k [EP]-k, [E][P] @

Per lo stato stazionario valgono le seguenti equazioni:

ES] ke E] ks [EP) (ks k) [ES) =0 @

d[EP]

o =k [ES]+k, [E][P]+(k, + k) EP] =0

considerando che:
|E], =[E]+[ES]+|EP]

[P]=0 (6)
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Isolando [S] si ha che:

v. =k klkl [E]r [S]
P Uk (ky ke + Ky )[S] kL kL, + ok + Kok,

Kk [E][S] K (ky+ks+k,)

=k _.
e [S] +(koik, + ks + koks ) ":%(_k-: +k; +k, )

5 = kcat [E]T [S]

" K, +[S]
dove:
k.k k.k.,+k k. +kk,
k s 2773 e K - -1""=2 -1""3 273
et k_, +k, +k, " k_,+k, +k,

(18)

(19)

(20)

(21)



Equazione di velocita in presenza di prodotto

Vinax 1S ] v [P]

max
VO — P

d KmP+[P]

s Tk, 4 [s]

m

Viewa = Ko |ES |-k, [E]P]

allo stato stazionario:

kL |ES]+ ky|ES] = ky[E]S]+ kL, [E]P]
seguendo la procedura gia descritta si ottiene:

Vinass [S] Vi p [P

max g _ | maxp
K g K mp
vnetm
ST Tl
K K



Caso 1n cui [S] non ¢ molto maggiore d1 [E]

[S]libero - [S]totale o [E S]

(L£], ~[£s))([s], - [£S])

ks = [ES]

Yo ([E]T + [S]T +KS)_\/([E]T + [S]T + K )2 _4[E]T [S]T

V s 2lE],
[S ]T - K 1 + [E ]T . .
Y S Vo vV equazione di Henderson (1973)

max max



