3. Badanie kinetyki enzymow

Przy statym stzeniu enzymu, a przy zmieni@ym st pocatkowym stzeniu substratu, zmiany
szybkdci reakcji katalizy, wyraonej jako liczba moli substratu przetworzonego @nfstce czasu,
maozna przedstawiw postaci krzywej hiperbolicznej (rys. 1).
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Rys. 1. Zalenasé szybkeci reakciji enzymatycznej w funkcjpatnia substratu

Przy matych stzeniach substratu niektéreasteczki enzymu nie twogzkompleksu z substratem,
co powodujeze enzym nie wykazuje swojej maksymalnej aktysandatalitycznej. Maksymain
szybka¢ reakcji osaga dopiero przy wyszym sgzeniu substratu, kiedy wszystkie asteczki
enzymu leda tworzye kompleks enzym — substrat. Catlkowite wysycenieyenz substratem
powoduje,ze dalsze zwikszanie stzenia substratu nie me juz wptyna¢ na zwekszenie szybki
reakcji: reakcja przebiega ze gtahaksymalg szybkdacia Vyax.

Fakt ten ttumaczy sj zgodnie z modelem zaproponowanym w 1913 rokuzpkzéMichaelisa i M.
Menten, powstawaniem kompleksu enzym - substratkcie katalizy enzymatycznej. Najprostszy
model, ktory thumaczy kinetykwielu enzymow, wyglda nastpujaco:

kl k2
E + S<—k—’ES—> E+P 1
-1

Enzym (E) 4czy sk z substratem (S) twage kompleks ES; reakgjcharakteryzuje stata szybian
ky. Istniep dwie maliwe drogi rozpadu kompleksu ES. o on dysocjowado E i S ze stat
szybkdaci k.1 lub maze sk przeksztatcd tworzc produkt (P) ze stalszybkaci k.

Szybka¢ reakcji enzymatycznej (katalizy) jest rowna ilosawi stzenie kompleksu ES i stalej
szybkaci ko:

V = kox[ES] (2)
Szybkaé¢ powstawania kompleksu (ES) = Ky x[E]x[S] (3)
Szybkai¢ rozpadu kompleksu (ES) = K1 X[ES] + X[ES] = (k1+ky)X[ES] (4)

Birgs i Halden w 1925 roku po raz pierwszy wprowhdzatozenie wysgpowania stanu
stacjonarnegow przebiegu reakcji enzymatycznej. Badacze cizditoze istnieje taki moment
reakcji, w ktorym szybk& tworzenia kompleksu ES réwna sumie szybkéri jego rozpadu na
produkt (P) i substrat (S), co jest rownawa z warunkiem niezmienéa stzenia kompleksu ES.
Szybka¢ powstawania kompleksu ES = szybkoozpadu kompleksu ES gsit

kix[E]X[S] = (K1tko)X[ES] (5)
Szybka¢ pocatkowa reakcji zalkey od szybkdci rozpadu kompleksu ES .(kky), od stzenia
kompleksu oraz szybkoi jego powstawania (ki dlatego stata rownowagi takiego uktadu waa
sie wzorem (6) i nosi nazgwstatej Michaelisa(Ky).



[E]x[S]  ky+k

czyli
_ [E]x[S]
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Stezenie enzymu (E) w powgzym wzorze jest steniem enzymu wolnego, niezyganego w
kompleksie, czyli rowne catkowitemu (patkzowemu) stzeniu enzymu (B pomniejszonemu o
stezenie kompleksu ES. Mma wic napisa:

[Elc= [E] +[ES] ==> [E] = [E]c-[ES] (8)
Czyli

([Elc - [ES])*[S]
[ES]=—+ 9)
M
Szybka¢ reakcji enzymatycznej zate gtdwnie od sfzenia kompleksu ES i szybka tworzenia
sie z niego produktu i wynosi (rownanie 2):

V = kx[ES]
Przeksztatcag rownanie (9) - obliczamy [ES] - i podstavgi@jdo réwnania (2) otrzymujecsi
[S]
= K X[E]cX——=——
V= kyx[E]cx 5]+ Ku (10)

gdzie:k, = keat, zdefiniowane jako stata katalityczna

Maksymalr szybka¢ reakcji Vinax uzyskuje si wtedy, kiedy wszystkie miejsca enzymyg s
wysycane przez substrat, to znaczy, kiedy [Sla>&zyli [S]/([S]+Kwm) jest bliskie 1. Sid:

Vmax = KoxEc (11)

W wyniku podstawienia réwnania (11) do réwnania)(b@rzymuje s¢ rébwnanie Michaelisa-
Menten:
[S]

— (12

ST+Ry ()

Rozwigzaniem réwnania (12) jest krzywa przedstawionaysanku 1.

Réwnanie Lineweavera-Burka (13) jest przeksztakmanivzoru Michaelisa Menten:

1
1o Km (13)
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Rys. 2. Krzywa Lineweavera-Burka



Przeksztatcenie to ma na celu uzyskanie réwnanigdnej postaci linii prostej (y = ax + h).
Warté Ky/Vmax () i 1/Vinax () 31 wielkosciami statymi, std zalenosé 1/V (y) od 1/[S] (x) jest
linig prost, ktérej nachylenie okéta zawsze stosunekyVmax (Wspotczynnik regresji a) i ktora
przecina 8 y (czyli 1/V) w punkcie wyznaczagym 1/Vmax

Zadaniem niniejszego d&weiadczenia bdzie wyznaczenie parametrow kinetycznych n{y
Kcat = VmadEc, Ku 1 KealKnm) W ukfadzie enzym — substrat. Stosowana édadczeniu metoda
polega na spektrofotometrycznym pomiarze szybkdydrolizy substratu ptnitroanilidud,L-
argininy), ktérej miag jest przyrost absorbancji uwalnianego chromofpraifroaniliny).

Odczynniki i sprzt laboratoryjny:
1. Spektrofotometr UV-Vis
2. Kuwety plastikowe
3. Roztwor podstawowy byetej s-trypsyny (7 mg w 1 m 1 mM HCI z dodatkiem 20 mM
CaCl, pH 3,0)
4. Roztwor substratu chromogeniczneg@-n{troanilidu benzoiliop,L-argininy) (stzenie
roztworu podstawowego 5 mginbMSO)
5. Bufor weronalowy o stzeniu 40 mM z dodatkiem 20 mM CaGpH 8,3)
6. Roztwor NPGB p-guanidynobenzoesagi-nitrofenylu) (0,8 mg zwizku rozpuszczonego w
mieszaninie ziwonej z 10QuL DMF i 400uL acetonitrylu)
7. Bufor 50 mM Tris/HCI zawieragy 20 mM CaCJ oraz Tritonu X-100, pH 8,3
8. Pipety miarowe automatyczne 20-200i 500-5000uL

Wykonanie déwiadczenia:

Metodyka wyznaczania parametrow kinetycznych w diila enzym — substrat.

Wyznaczenie parametrow kinetycznych substratowmbgenicznych obejmuje napljace etapy:
enie parametrow kinetycznych substratow chromogenith obejmuje nagbujace etapy:

1. Wyznaczenie gtenia aktywnej formy enzymu.
2. Wyznaczenie gtenia roztworow substratow.
3. Wyznaczenie parametréw kinetycznych.

1.1. Wyznaczenieggenia aktywnej formy enzymu

Wyznaczanie gtenia bydécej s-trypsyny przeprowadzagspoprzez miareczkowanie jego centrow
aktywnych substratem wybuchowym (ang. burst Kkisetisubstrate), jakim jest NPGB
(p-guanidynobenzoesapi-nitrofenylu). Wprowadzenie trypsyny do buforu zavajcego NPGB,
powoduje gwattowny przyrost absorbancji (,wybuch rnipd). Podczas reakcji hydrolizy
katalizowanej przez byelta S-trypsyre, uwolniony zostajep-nitrofenol (barwazétta), ktérego
absorbancja mierzona przy dhégofali Ao, = 410 nm jest proporcjonalna deznia enzymu.

Miareczkowanie roztworu byeltej S-trypsyny przeprowadza ¢siw jednorazowych kuwetach
polistyrenowych, zawieragych 1,5 m buforu weronalowego. Do 5 kuwet pomiarowych dodawa
20 L NPGB, a nasgpnie 50 L roztworu podstawowego trypsyny. Dokdéngomiaru przyrostu
absorbancjip-nitrofenolu przy dtugéci fali 410 nm. Po zakiczeniu pomiardw, korzystgj z
prawa Lamberta Beera, obliczyskzenie aktywnej formy trypsyny. Odpowiedni wzér po
uwzgkdnieniu rozciéczea przedstawia ginastpujaco:

C =5 btss 1200 [moldm]
AA — érednia warté¢ absorbancji
Przy obliczeniach przy¢ wartai¢ molowego wspotczynnika absorpginitrofenolu jako 16595
dm’xmol*xcmi®,



1.2. Standaryzacja roztworu podstawowego substratu

Roztwér podstawowy substratu chromogenicznegenitfoanilidud,L-argininy) o s¢zeniu 5

mg/mL dimetylosulfotlenku (DMSO) rozciezy¢ 2, 4, 10 i 20 razy. Z kalego rozciaczonego
roztworu substratu pobt&20 L i dod& do jednorazowej kuwety polistyrenowej zawiecaj 1,5

mL buforu0,1 M Tris/HCI zawierajcego 20 mM CaGloraz Triton X-100, pH 8,3V kolejnym etapie do
kuwety doda 20 (L roztworu podstawowego trypsyny. Reakhbydrolizy prowadzai do momentu
uzyskania statej wargoi absorbancji przy 410 nntrwa to zwykle kilkanascie minut. Sezenie

substratu obliczy zgodnie z prawem absorpcji Lamberta-Beera, siosmjolowy wspoétczynnik
absorpciji dlg-nitroaniliny wynoszcy 9800 M'xcm™.

1.3. Procedura wyznaczania parametrow kinetycznych

Do 5 jednorazowych kuwet polistyrenowych zawigegch po 1,5 m buforu 0,1 M Tris/HCI z
dodatkiem 20 mM CagGloraz Tritonem X-100, pH 8,3dod& po 20 L roztworOw substratupf
nitroanilidud,L-argininy) o odpowiednim steniu. Do pierwszej kuwety doéaroztwoér
podstawowy substratu, do drugiej roztwdér subst@atuaotnie rozciéczony, do trzeciej 4-krotnie
rozcienczony, do czwartej 10-krotnie rozaezony, a do pitej 20-krotnie rozcigczony. Nasipnie
do pierwszej kuwety doda20 L roztworu enzymu o dobranym wenéej sezeniu (stzenie
podane przez prowagizegocwiczenia, np. 5-krotnie rozaiezony roztwor podstawowy). Kuwet
zawierajca bufor, substrat i enzym und@é w spektrofotometrze i zarejestrofvavartasé
absorbancji w nagpujacych odstpach czasu: 0 sekund, 60 sekund, 120 sekund i &i8ind.
Opisan procedue powtorzy dla pozostatych czterech kuwet.

Na podstawie zmierzonych wasth absorbancji wyznaczyw oparciu o réwnanie regres;ji liniowej
pocatkowe szybkeé¢ hydrolizy substratu (rys. 3).
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y =ax +Db,
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Rys. 3. Wyznaczanie pgtkowych szybkai hydrolizy (V)

Otrzymane wart&i pocatkowych szybkeci hydrolizy (V) wyznaczone przy zmienigym Sk
stezeniu substratu, wyr@ne w jednostkach absorbancji na méngd/s), korzystajc z prawa
Lamberta Beera, przeliceya wartdci pocatkowych szybkéci hydrolizy wyraone w mol/s.

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

y X
Y; 1V [S] 1/[S]




Na podstawie danych zawartych w tabeli narysowezyws Lineweavera-Burka stanoya
graficzne rozwgzanie rownania (13). Wyznaazydwnanie regres;ji liniowej, gdzie a 5y max i
b = 1/Vmax @ nasipnie oblicz¢ Vmax | Ky, 0raz znagjc stzenie enzymu (E), obliczy wartas¢
Kcat = Vma{Ec Oraz warté¢ statej specyficzrimi Keaf K.



