Introducción a las enzimas. Unidades de actividad.

La cinética de Henri-Michaelis-Menten. Determinación de parámetros.

Temario

Aspectos moleculares de las reacciones enzimáticas: sustrato, centro activo, enzimas como proteínas complejas, grupos prostéticos, coenzimas. Medida de la actividad enzimática: definición de unidades y métodos de medida.

Cinética de las reacciones enzimáticas: velocidad inicial de reacción (v0), dependencia de la velocidad inicial con la concentración de enzima y sustrato. Ecuación de Michaelis-Menten. Representaciones gráficas. Número de recambio, kcat. Constante efectiva kcat/Km. La constante de Michaelis (kM): supuestos fundamentales, ecuación y significado físico de los distintos parámetros cinéticos.  Transformaciones de la ecuación de Michelis-Menten; representaciones gráficas.
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Preguntas conceptuales

1. ¿Cuáles son los aspectos característicos de las reacciones enzimáticas? ¿Qué propiedades presentan las enzimas que las diferencian de otros catalizadores?

2. ¿Es cierto que todas las enzimas conocidas son de naturaleza proteica?

3. ¿Cuál es la diferencia entre el complejo activado y el complejo enzima-sustrato?

4.¿Qué tipo de interacciones se ejercen entre la enzima y el sustrato para formar el complejo ES?

5. ¿Qué es la constante de Michaelis? Porque es importante medirla?

6. Definan Ks y kcat.

7. Para una reacción monosustrato A ( B, defina las condiciones en que kM=Ks. Describa condiciones en las cuales esto no sea cierto.

8. ¿Cuál es la aproximación del estado estacionario y bajo que condiciones es válido?

9. ¿Cuál es el orden de reacción, con respecto al sustrato, de una reacción enzimática monosustrato?

10. ¿Bajo qué condiciones podemos asegurar que medimos velocidades iniciales? ¿Puede medirse velocidad inicial fuera de estas condiciones?

11. ¿Cómo varía la velocidad inicial para [S]<<kM y para [S]>>kM? ¿Qué utilidad tiene trabajar en estas condiciones?

12. ¿Cuál es el valor estimado de la concentración fisiológica de sustratos? Justifique.

13. Mencione un parámetro que mida las siguientes caracteristicas de una enzima: i. especificidad ii. Eficiencia de la catálisis iii. Afinidad por el sustrato

Problemas

1. Se estudió la actividad de la enzima D-gliceraldehído 3-fosfato desdhidogenasa de un organismo mesófilo y de otro hipertermófilo. Los resultados de tal estudio se muestran en el siguiente gráfico
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Podría explicar el comportamiento diferencial de ambas enzimas en función de la temperatura? Por qué la actividad de la enzima mesófila es mayor a 20 grados que la actividad de la hipertermófila?

2. Explique claramente el significado de los siguientes parámetros.

a. kcat 
b. Km

c. Kcat/Km

3 Esquematice la energía de activación para una reacción enzimática 
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Cuando se cumplen las siguientes condiciones:S>>>Km y S<<<Km.

4 En un experimento se modificó químicamente un sustrato para modificar las constantes de unión del mismo en una enzima específica. A continuación se mencionan las constantes que se modificaron selectivamente:

a. (G( de unión del sustrato

b. (G( de unión del sustrato y del estado de transición (ES*2)

c. (G( de unión del estado de transición

Para evaluar el efecto de tal procedimiento se midieron kcat, Km y kcat/km. Explique como se modificarán estos parámetros para cada uno de los casos expuestos.

5 La quimotripsina es una endopeptidasa que reconoce a aminoácidos aromáticos (Phe, Tyr y Trp). Se estudiaron distintos parámetros cinéticos de la quimotripsina en función de distintos sustratos. A continuación se muestran los resultados:

	Sustrato
	Kcat(s-1)
	Km(mM)
	Kcat/Km (s-1 M-1)

	Pep-Tyr-NH2
	0.17
	32
	5

	Pep-Tyr-Gly-NH2
	0.64
	23
	28

	Pep-Tyr-Ala-NH2
	7.5
	17
	440

	Pep-Phe-NH2
	0.06
	31
	2

	Pep-Phe-Gly-NH2
	0.14
	15
	11

	Pep-Phe-Ala-NH2
	2.8
	25
	114


Qué conclusiones puede sacar de tal estudio?

6 Se desea medir la actividad de una enzima tipo esterasa que actúa sobre butirato de etilo. Una forma de seguir el curso de la reacción es por medida del consumo de NaOH necesario para mantener el pH constante a 8.5. ¿Cómo definirían entonces una unidad arbitraria de actividad para esta enzima? Propongan otra forma de medir la actividad y definan otra unidad de actividad.

7 Se quiere medir la actividad de la enzima hexoquinasa, que cataliza la reacción:

         Mg+2

Glucosa   +   ATP  


      glucosa-6-P   +   ADP





    hexoquinasa

El método utilizado consiste en medir la formación de glucosa-6-P a través de su oxidación instantánea, según la siguiente reacción:

G-6-P deshidrogenasa


Glc-6-P   +   NADP+   


    6-P-gluconato + NADPH + H+ 


Como NADPH muestra absorción de luz UVa 340nm ((340=6.3x106 cm2/mol), se puede seguir entonces el curso de la reacción por espectrofotometría UV. Se preparó una mezcla de reacción con concentraciones saturantes de todos los sustratos. La reacción se inició con agregado de hexoquinasa directamente en una cuveta de cuarzo (1 cm de paso de luz). Se obtuvieron los siguientes datos:

	Tiempo (min)
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	A340
	0.054
	0.177
	0.302
	0.422
	0.548
	0.670


a. ¿Cuál fue la velocidad inicial de reacción?

b. Calculen las unidades internacionales (UI) de hexoquinasa que hay en 1 ml de mezcla de reacción.

c. Definan otra unidad arbitraria de actividad enzimática de hexoquinasa y calculen según ella las unidades de enzima presentes en 1 ml de mezcla de reacción.

8 La creatina quinasa cataliza la siguiente reacción:


creatina  +  ATP   

   Creatina-P  +  ADP

kM (creatina): 1.6x10-2 M





Mg+2
a. De acuerdo al valor de la constante de equilibrio de la reacción, a pH 8.0 y 25º C, un 87% de la creatina se encuentra como creatina-P. Si a la mezcla de esta reacción se agrega la enzima (sin cambiar las otras condiciones), ¿podrían decir qué porcentaje de creatina-P habrá cuando se alcance el equilibrio?

b. Si luego de alcanzado el equilibrio se agrega creatina-P radioactiva (32P), ¿se incorporará 32P en el ATP?

9 La enzima (-galactosidasa cataliza la hidrólisis de (-galactósidos (derivados de galactosa en configuración beta). La reacción natural catalizada es:


(-D-galactopiranosil (1-4) (-D-glucopiranosa 

D-glucopiranosa + D-galactopiranosa

Dado que resulta un tanto complicado seguir el curso de la reacción a través de la detección de sustratos o productos de la reacción natural, se reemplaza la sacarosa por un sustrato artificial, el o-nitrofenil-(-D-galactopiranósido (ONPG, PM = 318 g/mol). La hidrólisis de ONPG produce D-galactosa y o-nitrofenol (ONP). ONP absorbe luz a 420 nm, en solución alcalina.


El ensayo de actividad de (-galactosidasa se realiza en buffer fosfato de potasio 50 mM pH 6.6 que contiene Mn+2 0.1 mM (cofactor). La reacción se lleva a cabo a 37 ºC y se inicia con el agregado de la muestra con enzima. La producción de ONP se determina colorimétricamente; se toman 0.7 ml de la mezcla de reacción y se descargan sobre 0.35 ml de Na2CO3 1M (¿Para qué?). Luego de 10 min se puede medir A420. La ley de Lambert-Beer es válida para [ONP( entre 0.02 y 0.3 mM en el tubo de colorimetría. El coeficiente de absortividad de ONP a 420 nm es 4500 M-1cm-1.


Se define la Unidad enzimática de (-galactosidasa: 1 UG como la cantidad de enzima que produce un cambio de absorbancia a 420 nm en el tubo de colorimetría de 0.1 por minuto, cuando la reacción se lleva a cabo a 37 ºC y [ONPG( = 1.5 mg/ml, al comienzo de la reacción.


Para determinar la actividad de una preparación de (-galactosidasa, se hicieron los siguientes ensayos:


Primer prueba: volumen de reacción = 10 ml, [ONPG( = 1.5 mg/ml. Se inició la reacción con 10 µl de preparación enzimática. A los pocos segundos, la primer muestra de la mezcla de reacción tomó coloración amarilla muy intensa cuando se la agregó sobre Na2CO3 1M (es decir A420 fue > 1.0).

Segunda prueba: volumen de reacción = 5 ml, [ONPG( = 1.5 mg/ml. Se diluyó la preparación enzimática 1/10 en buffer de reacción, y se inició la reacción con 2 µl de la dilución. Los resultados fueron:

	t (min)
	0
	1
	2
	3
	4
	5

	A420
	0.059
	0.370
	0.690
	0.828
	0.895
	0.930


Tercer prueba:
volumen de reacción = 5 ml, [ONPG( = 1.5 mg/ml Se diluyó la preparación enzimática 1/100 en buffer de reacción, y se inició la reacción con 5 µl de la dilución. Entonces, se obtuvo:

	t (min)
	0
	1
	2
	3
	5
	6
	8
	10

	A420
	0.062
	0.138
	0.222
	0.291
	0.380
	0.423
	0.451
	0.462


a. ¿Porqué se hicieron estas tres determinaciones de actividad sobre la misma muestra?

b. ¿Cuál es la actividad de la preparación enzimática? 

c. ¿Cuántas UG se usaron entonces para la prueba 3?

10 Se ha medido la actividad de una preparación de invertasa en 10 ml totales de una mezcla de reacción con sacarosa 0.1 M y buffer acetato 0.02 M, pH 4.77 (kM = 0.061M). Al cabo de 20 minutos se han hidrolizado 18 µmoles de sustrato. ¿Cómo explican que hasta ese momento la velocidad de reacción se haya mantenido constante, a pesar que se consumió sustrato? Justifiquen su respuesta con datos cuantitativos.

11 Se quiere medir los parámetros cinéticos de la enzima invertasa de un extracto de levadura comercial. Esta enzima cataliza la siguiente reacción:

sacarosa  +  H20 

  glucosa  +  fructosa

Para ello se realizó el experimento diagramado a continuación:

	Mezcla de reacción
	1
	2
	3

	Buffer HAc-NaAc 0.02 M , pH 4.77
	2 ml
	2 ml
	2 ml

	Sacarosa 0.5 M
	-
	-
	2 ml

	Sacarosa 0.05 M
	2 ml
	4 ml
	-

	Extracto enzimático
	0.4 ml
	0.4 ml
	0.4 ml

	H20
	5.6 ml
	3.6 ml
	5.6 ml



Las tres mezclas de reacción se incubaron a 20° C tomándose muestras de 1 ml a 2, 5, 7 y 10 min de iniciada la incubación. Sobre las muestras se determinó la cantidad de µmoles de sacarosa transformada en 10 ml de mezcla de reacción. Los resultados figuran en la tabla a la izquierda.

a. Calculen vmáx y kM a partir de un gráfico 1/v0 en función de 1/[S].

b. Calculen las unidades de invertasa contenidas en los 0.4 ml de extracto enzimático, de acuerdo a una unidad de actividad enzimática que deben definir previamente.

12 Los siguientes datos se midieron para la reacción S           P catalizada enzimáticamente:


a. Determinar vmáx y kM.
b. ¿Cuál sería v0 si [S] = 2.5x10-5 M? ¿Y para [S] = 5.0x10-5 M? ¿Y si en cambio [S] = 2.5x10-5 M pero la concentración de enzima es el doble de la original?

c. ¿Cuál es la proporción de enzima libre cuando [S] es 1.0x10-2 M? ¿Y cuando [S] es 6.25x10-6 M?

e- La velocidad dada en la tabla se determinó midiendo la concentración de producto acumulado en un período de 10 min. ¿Es válida la suposición de que estos valores de v representan las velocidades iniciales en todo el rango de [S] utilizado?

13. La siguiente tabla muestra los resultados obtenidos al determinar KM y vmax para 3 isoenzimas. En todos los casos se utilizaron las mismas condiciones de reacción (pH, T, fuerza iónica). En todos los casos el volumen final de la reacción fue de 10 ml y se agregó enzima hasta una concentración final de 1x10-11 M.

	Isoenzima
	KM (mM)
	vmax (µmol/min)

	A
	2
	4

	B
	0.5
	0.8

	C
	0.1
	0.35


a. En base a estos datos, ¿cuál isoenzima tiene mayor afinidad por el sustrato? Justifiquen.

b. ¿Cuál de las tres isoenzimas tiene mayor número de recambio?. Fundamenten.

14 Una enzima microbiana se uso en un extenso trabajo de mutagénesis dirigida con el objeto de modificar sus propiedades cinéticas. A continuación se muestran los distintos reemplazos ensayados y las modificaciones en kcat y en Km. La columna “Mutante” indica el aminoácido original, su posición y el aminoácido que lo reemplaza.

	Mutante
	Kcat (s-1)
	Km(microM)

	Nativa
	310
	137

	His58Ala
	9.8
	134

	His58Tyr
	5.4
	139

	Glu72Ala
	300
	235

	Glu72Leu
	302
	278

	Glu72Asp
	310
	102

	Gly34Qln
	-
	-

	Thr98Ala
	310
	135


a. En base a estos datos, explique detalladamente el rol de cada uno de los aminoácidos mutados en la cinética y función de la enzima.

b. Que posición mutaría y que aminoácido elegiría para aumentar significativamente la Km de la enzima.

Justifique adecuadamente todas sus respuestas.

Ejercicios Adicionales

1 Para una reacción catalizada por una enzima micaeliana:

a. Dibujen cómo varía la velocidad de la reacción en función del tiempo (que datos necesitaría saber para contestar esta pregunta?)

b. Hagan lo mismo para la velocidad inicial en función de la concentración de sustrato.

Ahora, grafiquen velocidad inicial versus concentración de enzima.

2 Se estudió el efecto de la concentración de sustrato sobre la velocidad de una reacción enzimática. Se midieron las velocidades iniciales a distintas concentraciones de sustrato y concentración constante de enzima, en un volumen total de reacción de 10 ml. Se obtuvieron los siguientes resultados:

	Sustrato (M)
	v0 (µmol/min)

	5.0x10-2
	0.25

	5.0x10-3
	0.25

	5.0x10-4
	0.25

	5.0x10-5
	0.20

	5.0x10-6
	0.071

	5.0x10-7
	0.0096


Utilizando cálculos numéricos (no gráficos), digan:

a. ¿Cuáles son los valores de vmáx y kM?

b. ¿Cuáles son las velocidades iniciales para [S]=1.0x10-6 M y 1.0x10-1 M?

c. Calculen la cantidad total de producto formado durante los primeros 5 minutos para [S]=2.0x10-3 M. ¿Pueden hacer el mismo cálculo para [S]=2.0x10-6 M? ¿Porqué?

c. Supongan que la concentración de enzima en cada mezcla de reacción se incrementa 4 veces. ¿Cuál será el nuevo valor de kM? ¿y el de vmáx? ¿Cuál será ahora el valor de v0 para [S]=5.0x10-6 M?

3 El kM de cierta enzima por su sustrato es 1.0x10-5 M. La reacción sigue la cinética de Michaelis-Menten. Para una determinada concentración de enzima la velocidad inicial de reacción fue 37 µmoles/min, para una concentración de sustrato de 0.1 M. Sin embargo, a una concentración de sustrato 0.01 M la velocidad inicial de reacción es también 37 µmoles/min. Usando cálculos numéricos, demuestren porqué esta reducción de 10 veces en la concentración de sutrato no tiene efecto sobre la velocidad inicial de reacción.

4 Se quiere poner a punto un protocolo para estudiar la cinética de la enzima lactato deshidrogenasa. Esta enzima cataliza la reacción

Lactato + NAD

Piruvato + NADH

A 340nm la única especie química capaz de absorber luz es el NADH, de ahí que su incremento en el tiempo pueda ser tomado como proporcional a la disminución de Lactato. El coeficiente de absortividad molar para el NADH es 6220 M-1 cm-1. Para este estudio se utiliza una solución comercial de enzima que contiene 3 UI/ml de enzima. La mezcla de reacción contiene:

1ml de solución de enzima:

5 ml de solución de sustrato

4 ml de buffer

A distintos tiempos de reacción se toman distintas alícuotas de la mezcla de reacción. Sobre estas se mide su absorbancia a 340nm.

a. Si se utiliza una solución 1/100 de la enzima, prediga entre que tiempos, mínimo y máximo, podría medir la absorbancia de la solución (tenga en cuenta que las mediciones optimas de absorbancia se toman entre 0.2-0.8)

b. Que concentración de sustrato sería necesaria para que la velocidad estimada en el punto anterior sea una velocidad inicial? Cuál es la concentración en la solución stock de sustrato empleada para hacer la mezcla de reacción?

c. Calcule la velocidad máxima de dicha enzima en la mezcla de reacción.

5

La cinética de la enzima carboxipeptidasa se estudió usando como sustrato un péptido del cual, por acción de la enzima, se libera el aminoácido triptofano. La cinética de la enzima se estudio para distintas concentraciones de péptido a 25 C y ph = 7.5. Los datos de tal estudio se representaron en un grafico como se muestra a continuación:


a. Calcule Vmax y Km para la enzima

b. Calcule las concentraciones de sustrato para las cuales se obtiene una velocidad igual a 0.90, 0.50 y 0.20 de Vmax

c. Calcule 2 relaciones de concentraciones para la cual la velocidad inicial se duplica
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