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Prefazione

Non credo sia necessario spendere troppo tempo per sottolineare I'importanza
degli enzimi. La loro azione ¢ alla base di tutti i processi che concorrono a definire,
anche se nel senso pitt meccanicistico del termine, la vita cellulare. Nel nostro vivere
quotidiano, peraltro, la familiarita con queste importanti biomolecole, non fosse al-
tro che periloro nomi o per quello dei loro cofattori, ¢ in continua crescita: dagli en-
zimi che compaiono come “markers” nei referti analitici di controllo della nostra sa-
lute, a quelli che nei “bugiardini” vengono indicati come specifici bersagli di farmaci,
a quelli citati negli alimenti, nei prodotti per la cosmesi e perfino nei detersivi.

Ho speso la mia vita lavorativa occupandomi di enzimi, del loro isolamento, delle
loro caratteristiche strutturali, delle loro proprieta cinetiche e regolatorie, esaltan-
domi per la loro pur rara generosita nel rivelare segreti e, allo stesso tempo, e pitu
spesso, soffrendo perlaloro dispettosalabilita, le loro restrittive esigenze di microam-
biente o per la loro delicatezza funzionale, insomma, per la loro complessita. Tutto
cio ha permesso di potermi dedicare all’'insegnamento della Biochimica e dell’Enzi-
mologia dalla posizione privilegiata che sempre ha chiunque parli di cose che vive in
prima persona. Ci si rende in questo modo conto, trasmettendoli, dei limiti delle cer-
tezze della conoscenza, dei punti di criticita dell’insegnamento di discipline cosi va-
ste ed articolate, ma anche delle incongruita didattiche che sempre piu di frequente
accompagnano i nostri corsi d’insegnamento a livello universitario. Non ¢ infre-
quente cosi incontrare “carri che precedono i buoi”, con passeggeri che avanzano
fintanto che si viaggia in discesa, ma che non sono in grado di governare il viaggio alla
prima difficolta. Troppo spesso si saltano i preliminari, le tanto vituperate cono-
scenze di base o la noiosa terminologia, per rincorrere, piu che per tuffarvisi, argo-
menti avanzati piu attraenti, dai quali sembra poi degradante tornare all’ABC. Un at-
teggiamento che riflette, sia pure con concreto distacco, il tanto comune pensare del
prevalere dell’indagine applicata rispetto a quella di base.

L’idea di questo mio lavoro ¢ nata dalla constatazione, verificata durante la plu-
riennale esperienza di docente a studenti dei Corsi di Laurea in Scienze Biologiche
e in Chimica, della esigenza di un testo che presenti in modo non dispersivo quelli
che sono gli ineludibili concetti di base per lo studio della funzione enzimatica. I di-
versi aspetti della cinetica enzimatica sono cosi affrontati con una impostazione foca-
lizzata alla analisi delle proprieta catalitiche e regolatorie degli enzimi, evitando vo-
lutamente di indugiare su aspetti di metodologia biochimica, la cui necessaria sintesi
(ameno dellastesuradi “manuali”) € spesso fonte di banalizzazione delle problema-
tiche sperimentali che tali sistemi richiedono per essere studiati in modo adeguato.

L’obiettivo che mi prefiggevo nel momento in cui mi decisi a mettere in bella co-
pia le mie lezioni, era quello di avviare lo studente che affronta una disciplina come
la Biochimica ad uno “studio ragionato” della biocatalisi. Cio vuol dire affrontare lo
studio di una reazione catalizzata da un enzima utilizzando tutto il bagaglio di cono-
scenze che, almeno su carta, uno studente d’istruzione superiore dovrebbe posse-
dere (concetti e strumenti di matematica, fisica e chimica). Il testo quindi si prefigge
di accompagnare passo dopo passo lo studente nell’analisi di sistemi, a volte artico-
lati, a volte semplificati al limite del banale, ponendo attenzione nel definire accura-
tamente, a costo di pedanteria, modelli e limiti di applicazione dei medesimi.

Gli argomenti trattati e la loro successione non sono che lo sviluppo di una parte
del Corso diinsegnamento di Enzimologia a cui per anni mi sono dedicato e partico-
lare attenzione ¢ posta, affrontando i diversi argomenti, nel garantire, oltre ad una
omogeneita di linguaggio e di simbologia, anche il richiamo frequente di concetti di
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base per lo studio delle reazioni enzimatiche. Cio ¢ favorito dall’inserimento nel te-
sto di una brevissima parte iniziale (palesemente, ma anche dichiaratamente non
esaustiva della materia) di richiamo di concetti di termodinamica nonché di cinetica
chimica.

Nella trattazione si sottolinea costantemente I'importanza della definizione dei
modelli adottati e dei loro limiti nella interpretazione dei risultati di studi cinetici di
reazioni enzimatiche. Facendo uso di “note” e di “box esplicativi”, ma anche di un breve
capitolo di “Appendice’, I'analisi € presentata accompagnando il lettore nella risolu-
zione, tappa dopo tappa, delle diverse equazioni che descrivono il comportamento
dei sistemi presi in esame.

Sempre in Appendice é riportato un contributo del collega Prof. Paolo Parenti
della Universita di Milano Bicocca, che ringrazio di cuore per la sua generosa dispo-
nibilita, in cui il lettore trova una incisiva, chiara, ed istruttiva revisione storica dei me-
riti reali e presunti degli scienziati che, a cavallo dei due passati secoli, hanno aperto
la strada alla moderna enzimologia.

Il testo “Enzimi in azione: fondamenti di cinetica e regolazione delle reazioni enzimatiche’
intende rivolgersi prioritariamente a studenti universitari (Biologia, Chimica, Farma-
cia, Biotecnologie) che affrontano lo studio di materie biomolecolari, per le quali la
conoscenza pit o meno approfondita della funzione degli enzimi ¢ elemento indi-
spensabile. Esso puo tuttavia essere, a mio avviso, un utile ausilio anche per coloro
che, in diversi ambiti, si dedicano o intendono dedicarsi piu specificamente a studi
enzimologici.

Il messaggio che mi auguro possa arrivare € che ’analisi di un modello non deve
essere un momento di disperazione, come accade a molti studenti che relegano disci-
pline diverse in comparti diversi e a tenuta stagna, ma il momento di operare una sin-
tesi delle proprie conoscenze e di dimostrare la capacita di una loro integrazione.
L’auspicio ¢ I'acquisizione della consapevolezza che arrivare in fondo all’analisi di
uno schema di reazione pit 0 meno complesso, come quelli che s’incontrano nello
studio di una reazione enzimatica, significa aver compreso il sistema nei suoi dettagli,
nei suoi punti di forza, ma anche nei suoi limiti. Questo € importante quando dallo
studio “accademico” si passa allo studio che punta alla crescita delle conoscenze ed,
in successione, alla innovazione nel proprio campo d’indagine professionale.

Umberto Mura
Giugno 2020
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Cinetica enzimatica

3.1/ Reazioni enzimatiche con un solo substrato

3.1.1 Introduzione all’analisi cinetica di una reazione
enzimatica

Credo sia opportuno ricordare che lo studio delle reazioni catalizzate da enzimi
ha avuto impulso solo dopo che Eduard ed Hans Bukner dimostrarono nel 1898
che era possibile riprodurre con un lisato cellulare la fermentazione alcolica anche
in assenza di cellule di lievito e che fu soltanto nel 1902 che Adrian John Brown
propose che la reazione catalizzata da un enzima doveva prevedere la formazione di
un addotto con il reagente (che nella cinetica enzimatica viene indicato con il ter-
mine “substrato”) che si sarebbe quindi scisso per dare prodotti.

Il primo scienziato a dare una soluzione quantitativa per via analitica all’equa-
zione cinetica di una reazione enzimatica fu Victor Henri (1903) che considerando
valida I'assunzione di Brown di formazione del complesso ES ricavo, applicando
alla reazione le leggi dell’equilibrio chimico, una equazione cinetica essenzialmen-
te identica a quella oggi ampiamente celebrata di Michaelis e Menten. Nonostante
Michaelis e Menten avessero riconosciuto a Henri il merito della scoperta, I’accor-
tezza di proporre misure di velocita al tempo zero e la piul intuitiva presentazione
dei loro dati li accredito, con la complicita di una comunita scientifica disattenta,
quali scopritori della equazione fondamentale della cinetica enzimatica, lasciando
che il nome di Henri venisse ingiustamente dimenticato (al riguardo caldeggio la
lettura dell’articolo di Paolo Parenti dell’Universita di Milano-Bicocca, riportato in
Appendice A).

Contrariamente a quanto avviene nello studio cinetico di una reazione chimica,
nel quale I'obiettivo primario & quello di definire i parametri caratterizzanti il pro-
cesso, nello studio di reazioni catalizzate da enzimi ’attenzione € principalmente
rivolta alla caratterizzazione del catalizzatore della reazione. Dai dati cinetici si
cerca quindi di definire per I’enzima, le caratteristiche di efficienza catalitica, di
specificita nei confronti di un particolare substrato o per una specifica reazione, le

3.1

3.2

33

Reazioni
enzimatiche con un
solo substrato
Reazioni
enzimatiche con due
substrati

La cinetica di enzimi
immobilizzati
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proprieta di stabilita in condizioni diverse (temperatura, pH, forza ionica); si inda-
ga inoltre per mettere in evidenza molecole apparentemente estranee al chimismo
della trasformazione, in grado di alterare (attivandola o inibendola) la capacita
catalitica dell’enzima. Tutto cio, per poter conoscere tutte le potenzialita di catalisi
e di suscettibilita alla regolazione e predire il comportamento dell’enzima in studio
sia nel naturale contesto metabolico da cui ¢ stato estratto, sia quale possibile agen-
te di catalisi in processi abiotici. Insieme a questo, ¢’é un altro obiettivo di rilievo
dello studio: la definizione del meccanismo d’azione dell’enzima. ’indagine cine-
tica, owvio strumento di eccellenza per raggiungere lo scopo, offre il vantaggio di
richiedere una relativamente modesta quantita di materiale. Cio non ¢ di seconda-
ria importanza, considerando che enzimi purificati da un sistema cellulare sono,
nella generalitd dei casi, materiale prezioso, di non sempre ampia disponibilita e
spesso facilmente deperibile.

Affrontiamo ora I’analisi cinetica partendo dalle osservazioni sperimentali che
normalmente emergono quando studiamo una reazione catalizzata da un enzima.

Consideriamo la reazione generica

Enzima
—_—
Substrato <«———  Prodotto

Una volta fissate le condizioni di reazione: pH, forza ionica, temperatura, con-
centrazione dell’enzima, ecc., lo studio consiste nel misurare la velocita di reazione
a diverse concentrazioni iniziali di substrato. Cio significa che per ogni concentra-
zione di substrato si seguira nel tempo o la di lui scomparsa o la formazione del pro-
dotto.

In studi di cinetica enzimatica si eseguono (quando ¢ possibile) misure di velo-
cita al tempo zero. Cio garantisce (entro certi limiti) che la concentrazione di enzi-
ma attivo, al momento della misura, sia quello nominalmente presente; non dimen-
tichiamo che molti enzimi non sono particolarmente stabili e quindi le misure di
velocita, qualora fossero eseguite a tempi relativamente alti, potrebbero venire fal-
sate da una pitt 0 meno pronunciata inattivazione del catalizzatore. Analogamente
il decorso della reazione potrebbe modificare alcune condizioni di saggio (es. pH)
cosi come potrebbe aversi un qualche effetto sull’attivita dell’enzima da parte del
prodotto di reazione. Infine, come specificheremo tra breve, misure di velocita al
tempo zero ci aiuteranno a semplificare lo schema di reazione permettendoci di
trascurare con buona approssimazione il contributo che nasce dalla reazione di
ritorno attraverso la quale il prodotto viene nuovamente trasformato nel substrato
di partenza.

Dalle misure di velocita al tempo zero (si misura la pendenza della tangente alla
curva di trasformazione di S al tempo ¢=0) (Fig. 3.1.1), si puo facilmente verificare
che, a parita di concentrazione di substrato Sy, la v ¢ proporzionale alla concentra-
zione di enzima [E7] presente nella miscela di reazione (miscela di saggio).

Se riportiamo in grafico le vy misurate a diverse concentrazioni di substrato e a
diverse concentrazioni di enzima avremo per molti enzimi una risposta come quella
descritta rispettivamente nei grafici di Fig. 3.1.2.

La velocita di reazione (vg) € proporzionale sia alla [E7] che alla [Sy]. Per quan-
to riguarda la dipendenza dalla [Sy], a diverse concentrazioni di enzima, ’anda-
mento che si osserva ¢ quello di una iperbole rettangolare il cui asintoto ad alte
concentrazioni di substrato ha un valore proporzionale alla concentrazione di enzi-
ma presente.
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[l Nota: Gli enzimi che mostrano un siffatto comportamento vengono general-
mente definiti come enzimi Michaelisiani o enzimi che obbediscono all’e-
quazione di Michaelis e Menten (vedi in seguito). Memori del contributo
di Henrl, noi ci riferiremo a tali enzimi definendoli enzimi di Henrli,
Michaelis e Menten e li indicheremo, piu brevemente, come enzimi-H-
M&M.

Quando andiamo a misurare la velocita di reazione a diverse concentrazioni di
enzima (Fig. 3.1.2b), possiamo osservare che la diretta proporzionalita tra v, e [E7] si
realizza in un intervallo pitt o meno ampio di concentrazione enzimatica, a seconda
della concentrazione di substrato a cui eseguiamo la nostra misura.

Tutte queste osservazioni dovranno essere soddisfatte dall’equazione cinetica.

Figura 3.1.1

Formazione del prodotto di
una reazione enzimatica
nel tempo. La velocita di
reazione misurata al tempo
zero (la pendenza della tan-
gente ala curvaa ¢=0) ¢ pro-
porzionale alla concentra-
zione di enzima ([L7]) pre-
sente.

Figura 3.1.2

Dipendenza della velocita
di una reazione enzimatica
dalla concentrazione del
substrato e da quella del-
I’enzima presente. Riquadro
A:velocita direazione al va-
riare della concentrazione
di substrato, misurata a di-
verse concentrazioni di en-
zimaj; riquadro B: velocita di
reazione al variare della
concentrazione di enzima,
misurata a concentrazioni
di substrato relativamente
basse ([Syl = ([S];) e relati-
vamente alte ([Sy] = ([S]o).
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Figura 3.1.3

Schema generale di una
reazione enzimatica ad un
solo substrato.

Figura 3.1.4

Schema generale di una
reazione enzimatica ad un
solo substrato valido per mi-
sure di velocita al tempo
zero.

3.1.2 L'equazione cinetica per un enzima semplice

Una volta accettata I'idea che la catalisi enzimatica evolva attraverso la formazio-
ne di un complesso tra enzima e substrato si consideri il modello interattivo piu
semplice (Fig. 3.1.3):

k k

+1 +2
E+S =<—= ES —= E+P
k—l k—2

L ed Ssiincontrano per formare attraverso una reazione reversibile un addotto
ES la cui velocita di formazione € caratterizzata dalla costante cinetica k,; e la cui
decomposizione ad E ed S liberi ¢ caratterizzata da una costante cinetica k;. Una
volta formatosi LS, la catalisi puo realizzarsi attraverso una serie di riarrangiamenti
strutturali e tappe intermedie fino a che il prodotto generato sulla matrice catalitica
viene rilasciato in soluzione. Nel modello semplice che stiamo prendendo in esame
tutte le tappe intermedie vengono considerate raccolte in un’unica tappa caratteriz-
zata da una costante cinetica k9, che vede ES evolvere a prodotti rigenerando enzi-
ma libero (£) che puo cosi ripartire con il successivo ciclo catalitico. La costante
cinetica ko ¢ quella che raccoglie in sé, tra le diverse fasi di riarrangiamento del
complesso, quella che ¢ la tappa lenta del processo, assumendo lei stessa il significa-
to di costante di velocita di catalisi e spesso indicata come k. Se ¢ facile accettare
I'idea di raccogliere in un unico evento la sommatoria dei riarrangiamenti struttura-
li che seguono la formazione di ES, meno intuitivo ¢ il passaggio di ritorno attraver-
so il quale la specie molecolare che chiamiamo prodotto di reazione (P) determina,
interagendo con £, la formazione di £S. Dovremmo infatti ammettere, per analogia
con il processo di andata, che Pformi con I’enzima un complesso EP (che non com-
pare nello schema) e che questo riarrangi a formare LS attraverso una serie di
tappe; il tutto caratterizzato da una costante cinetica complessiva k_g. Questo aspet-
to dello schema di interazione, tuttavia, non pone almeno per un tale modello
alcun problema se, come spesso accade, I’analisi cinetica viene condotta facendo
misure di velocita al tempo zero. In tali condizioni, cio¢ facendo misure limitata-
mente all’inizio del decorso della reazione, la concentrazione di prodotto formato ¢
infatti cosi bassa da permettere di trascurare la tappa di ritorno:

al tempo t= 0 siavra [P] = 0 e di conseguenza k_o[E][P] =0

lo schema di reazione risultera quindi ancor piu semplificato:

k“ R k+2 (kcat)
EF+S <——— ES ——> E+P
k—l

Per trovare I’equazione cinetica che descrive il processo definiamo alcune utili
condizioni.
L’equazione generale che esprime la velocita di formazione del prodotto di rea-
zione sara:
v, = k.o [ES]
0= 2 (eq. 3.1.1)
In cui vy si riferisce alla velocita di reazione estrapolata al tempo zero.
Per I’enzima totale (£7) e per il substrato inizialmente presente (Sy) varranno i
seguenti bilanci di massa:
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[E;]=[E]+[ES]
[So1=[S1+[£S]

nel caso del substrato tuttavia, essendo [S,]> [E;]> [ES] potremo ragionevol-
mente considerare

[Sol=T5]

E necessario ora esplicitare il termine [ES]. Per fare cio si pud procedere (come
proposto da Henri e poi da Michaelis e Menten) ammettendo che la formazione
del complesso LS sia caratterizzato da un equilibrio rapido, poco influenzato dalla
evoluzione a prodotti (Analisi del modello con ES all’equilibrio), oppure, in modo
meno restrittivo, considerando il complesso ES in condizioni di stato stazionario.
Consideriamo i due casi.

3.1.2.1 Analisi del modello con ES all’equilibrio

Facendo riferimento allo schema di reazione di Fig. 3.1.4, se ammettiamo che
I’equilibrio di formazione del complesso ES sia tanto rapido da non essere influen-
zato dalla evoluzione a prodotti, ¢ come dire che ko < k—l; una restrizione che
dovrebbe porci qualche dubbio se ¢ vero (come ¢ vero) quanto abbiamo finora
detto sulla straordinaria capacita catalitica degli enzimi. Per numerosi enzimi, infat-
ti, questo tipo di analisi ¢ inadeguato a descrivere il processo e si procede, come
vedremo tra breve, attraverso una analisi pill rigorosa.

Proseguendo con I'analisi del sistema all’equilibrio, ammettendo che ko <k
potremo riscrivere lo schema di Fig. 3.1.4, sostituendo alle due costanti cinetiche,
k. € k_; la costante di equilibrio di dissociazione del complesso K

ks N k+2
E+S < ES > L+P

k, <LELIS]
[£5]

Tenendo conto del bilancio di massa dell’enzima [E] = [Ey] — [ES], potremo
esplicitare la [ES]

(LE71-[EST)[S]
[£S]

[E7][S]

ES1=
3] Kg +[5]

Sostituendo [ES] nella equazione generale della velocita (eq. 3.1.1) avremo:

L _halEAS]
T Kg+ls] (eq.3.1.2)

Abbiamo cosi ricavato I’equazione cinetica che, rappresentando lo schema di
reazione considerato, ci permette di interpretare le osservazioni sperimentali.
L’equazione ottenuta ¢ quella di una iperbole rettangolare, nella quale compaiono
due grandezze che possiamo variare a nostro piacimento nella sperimentazione (la
concentrazione del substrato e quella dell’enzima totale), e due grandezze, la Kg e
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la k.0, che sono parametri intrinseci e peculiari della reazione e dell’enzima che
stiamo studiando. In particolare la Ky ¢ il parametro che da la misura della stabilita
del complesso ES e quindi dell’affinita tra £ ed S mentre la k9, da la misura della
velocita con cui il complesso ES evolve a prodotti. Ricordiamo che questa ¢ la tappa
cineticamente limitante il ciclo di catalisi.

Il prodotto ko[ E7]€ indicato normalmente con V,,,,, cosi che I'eq. 3.1.2 si tradu-
ce nella classica equazione di H-M&M:
VoIS YV,

max max

CKg+[S] K
[S] (eq. 3.1.3)

Yy
1+

La V,,,, € 'asintoto cui la v, tende all’aumentare della concentrazione del sub-
strato e rappresenta la velocita massima teoricamente ottenibile ad una fissata con-
centrazione di enzima.

[s] _[s]_

lim —=——====1 = vy,=V,,.
[s)=[S ]+ Ky [5]
In altre parole la V,,,, ¢ la velocita di reazione che ci aspettiamo quando tutto
I’enzima ¢ saturato dal substrato, il che significa che esso ¢ presente esclusivamente
sotto forma di complesso LS:

[ES]=[Er]

Una tale condizione si realizza ad una concentrazione di substrato infinitamen-
te alta. E evidente che la V,,,, per quanto sperimentalmente irraggiungibile, potra
essere determinata utilizzando le misure di velocita ottenute a concentrazioni di
substrato finite.

La costante di velocita k,» (k,,), che dimensionalmente € espressa di norma

come sec '1,

(-] Nota: .
Vmax = k{at [ET] = kcat = Vmax = M L = 866_]
: [E;] L sec moli

viene spesso indicata come “Numero di turnover”; in tale caso la k,, ¢ definita
come il numero di molecole di substrato trasformate ogni secondo da una moleco-
la di enzima. La k,, ¢ un parametro che esprime quanto ¢ efficace ’enzima quale
catalizzatore della reazione, cio¢ quanto ¢ abile ad abbassare I’energia di attivazione
della reazione.

3.1.2.2 Analisi del modello con ES allo stato stazionario

Sempre facendo riferimento allo schema di Fig. 3.1.4, affrontiamo il problema
della definizione dell’equazione cinetica con minori restrizioni. Abbandoniamo la
limitazione imposta dall’esigenza di uno stato di equilibrio per la tappa di formazio-
ne del complesso ES ed applichiamo per la specie ES la condizione di stato staziona-
rio. Una tale condizione si realizza quando, pur non trovandoci in condizioni di
equilibrio chimico, la concentrazione del complesso ES rimane costante; dal
momento che ci troviamo sempre davanti ad un processo dinamico, la condizione
di stato stazionario si realizza quando la velocita di formazione di ES a partire da E
ed S ¢ uguale alla sua velocita di scomparsa, vuoi rigenerando il substrato da cui si &
formato, vuoi evolvendo verso la formazione del prodotto di reazione. La Fig. 3.1.5,
descrive gli eventi che possiamo aspettarci durante il processo di catalisi.
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(mM)

Concentrazione

Y

(ms) (min)

Tempo

Sul grafico sono riportate in ordinata le concentrazioni dei diversi componenti
il sistema di reazione ed in ascissa i tempi di reazione a partire dal tempo zero, I'i-
stante in cui avviene il mescolamento fisico dei reagenti. Si notera come la scala dei
tempi sia interrotta per consentire la rappresentazione di eventi rapidi ed eventi
relativamente piu lenti, che possiamo ipotizzare si realizzino dal momento del
mescolamento dei reagenti. Nel momento in cui enzima e substrato vengono a con-
tatto, dobbiamo aspettarci una rapida diminuzione della [£], un equivalente rapido
aumento della [ES] ed un altrettanto rapido, anche se trascurabile, calo della [S]
(ricordiamo al riguardo che la concentrazione del substrato ¢ comunque di almeno
2-3 ordini di grandezza superiore alla concentrazione dell’enzima). In questa prima
fase, cosi detta di “pre stato stazionario”, la concentrazione di prodotto aumenta
molto lentamente tendendo ad un valore di incremento costante quando la con-
centrazione di ES tendera a stabilizzarsi. La velocita misurata in queste condizioni
quella che definiamo vy; essa rimarra costante (per un tempo pitt o meno lungo a
seconda della reazione e dell’enzima) fintanto che ES rimarra in condizione di sta-
zionarieta. Quando la [S] si abbassa a seguito della reazione, la [ES] comincera a
scendere: siamo nella condizione di poststato stazionario, nella quale ¢ verosimile
che le assunzioni di ininfluenza del processo di ritorno non siano piu accettabili.

Nella condizione di stato stazionario varra quindi che la velocita netta di forma-
zione di ES sara zero e cio¢:

velocita formazione di ES = velocita di scomparsa di ES
per cui

ky1 [E[S]= (k_y +kyo ) [ES]

Abbiamo quindi una relazione che ci permettera di esplicitare la [ES], alternati-
va a quella che definisce I’equilibrio termodinamico della reazione di formazione
del complesso.

[E]LS]
k| + ke
k

+1

[ES]=

Se consideriamo il bilancio di massa per 'enzima: [E] = [E7] - [ES] ed indichia-
mo:

m =K,
1
ki (eq. 3.1.4)

Figura 3.1.5

La concentrazione dei di-
versi componenti di una
reazione enzimatica in fun-
zione del tempo. Si noti: i)
I'interruzione della scala
temporale utile per rappre-
sentare nel grafico siail de-
corso della tappa veloce
(formazione di ES), che
quello della tappa lenta
(formazione del prodotto);
ii) 'interruzione sulla scale
delle concentrazioni utile a
rappresentare i diversi com-
ponenti il sistema, presenti
a concentrazioni significati-
vamente diverse. La condi-
zione definita di “stato sta-
zionario” , si realizza nel-
I'intervallo di tempo (deli-
mitato dalla freccia bi-
fronte) in cui la concentra-
zione del complesso ri-
mane costante . Si noti che
in tale condizione [P] au-
menta linearmente con il
tempo (v = vy = d[P]/dt =
costante).
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Figura 3.1.6

Confrontodella V,,, e della
Kjjadue diverse concentra-
zioni di enzima ([E]; e
([E7]o=2[E7]). Definite le
condizioni di saggio (tem-
peratura, pH, forza ionica,
.. ecc.), ko e Ky sono pro-
prieta intensive caratteristi-
che dell’enzima nei con-
fronti dello specifico sub-
strato. Nelle stesse condi-
zioni, la V,,,,, appare come
una proprieta estensiva
della reazione enzimatica,
dipendente dalla concen-
trazione enzimatica.

potremo scrivere:

S
[ES]= [ET ] L
[S]+ KM

Sostituendo [ES] nell’equazione cinetica generale (eq. 3.1.1) e ponendo ko[ E7]
= Viuax» Otterremo una equazione che, a meno del termine K); che sostituisce Kg, ¢
assolutamente identica alla eq. 3.1.3:

Vmax [S] j— Vmax
KM +[S] KM

[S]

Uy =
1+
(eq. 3.1.5)

Alla costante K,; & stato dato il nome “Costante di Michaelis”. Dimen-
sionalmente la Kj;, ¢ una concentrazione di substrato; essa ¢ definibile operativa-
mente come quella concentrazione di substrato cui corrisponde un valore di velo-
cita (vg) pari alla meta del valore della V,,,, (Fig. 3.1.6).

Come si vede dall’equazione infatti, se poniamo

Voax _ Y,

max — max [S]
2 K, +[s]

vy = = KMz[S]

[S]

La Kj; ¢ quindi un indice di affinita tra £ ed S; pit bassa ¢ la Kj;, minore sara la
concentrazione di substrato per raggiungere una velocita pari alla meta della V.
Dal punto di vista analitico sappiamo anche che:

ko tky
M k+1
solo quando: k. <k
k
K, = e R K,
ki (costante di dissociazione di ES)

E utile ribadire che mentre la Vinax varia al variare della concentrazione totale di
enzima, la Kj; ¢ una caratteristica intrinseca dell’enzima nei confronti dello specifi-
co substrato. Cio € mostrato in Fig. 3.1.6, (v. anche Fig. 3.1.8) in cui le due iperboli
descrivono la velocita di reazione in funzione della concentrazione del substrato
alla concentrazione di enzima [Ey] e 2[E7].
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Enzima Substrato ogr (s7V) Ky (M)
cAMP _7

fosfodiesterasi cAMP 2 2x 10
ATP 2 x 107
Esochinasi D-glucosio 60 2 X 107
D-fruttosio 2 X 1073
L Gly-Tyr-Gly 1% 10? 1x107"
Chimotripsina N-benzoil-Tyr-ammide |1 X 102 2 X107
Lattico Lattato L% 10° 2 X 1072
deidrogenasi NAD* 1x107*
B-Galattosidasi D-lattosio 2 x 10 4 %107
B-Lattamasi benzilpenicillina 2 x10° 2 X107
Fumarato idrolasi  |fumarato 3 x 10° 4 X107
Ureasi urea 3 X 103 2 x107*
Acetilcolina esterasi |acetilcolina 4x10° 9% 107
cO 4 -3
Anidrasi carbonica HC%){ ; i 134 g i }8_2
Catalasi HyOq 8 X 10° 2 X107

Nella tabella di Fig. 3.1.7 sono riportati i valori di k., e di Kj; per alcuni enzimi.

Da essa si prende atto della varieta dei possibili valori che tali parametri possono
assumere. E necessario tuttavia essere particolarmente attenti nella lettura compa-
rata dei dati che la letteratura scientifica offre; oltre alla specificazione del substrato
su cui I’enzima agisce, il confronto dovrebbe tener conto di tutte quelle condizioni
che possono influire sulla reazione. Tra queste (pH, forza ionica, temperatura di
saggio ..ecc.) sono incluse, ovwiamente, la fonte da cui I’enzima ¢ stato estratto, il
suo grado di purezza, nonché la cura nel definire la sua concentrazione nominale
non solo in termini di proteina ma anche, e soprattutto, in termini di enzima attivo
presente. Si pensi al riguardo quanto il valore numerico della k,,; possa venire
direttamente influenzato dal valore della concentrazione effettiva di enzima attivo
presente nella miscela di reazione.

3.1.3 Determinazione dei parametri cinetici V5, € Ky

I parametri cinetici V,,,, e Kj; che compaiono nell’equazione cinetica, possono
facilmente essere determinati dall’analisi dei punti sperimentali per via computa-
zionale mediante una analisi di regressione non lineare dei dati; si andra cosi a defi-
nire la migliore interpolazione dei dati direttamente sulla funzione iperbolica.
Tuttavia proprio considerando le caratteristiche delle funzioni iperboliche ¢ possi-
bile analizzare i dati dopo aver trasformato I’equazione di una iperbole in quella di
una retta, sicuramente di pitt immediata analisi anche per via grafica. Di seguito
alcuni approcci metodologici di determinazione di V,,,, € Ky per via grafica.

Figura 3.1.7

Una raccolta di valori di &,
e Ky peralcuni enzimi. I va-
lori riportati sono solo indi-
cativi, dipendendo le mi-
sure da numerosi parametri
condizionanti la reazione.
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Figura 3.1.8

Grafico di Lineweaver-Burk
o dei “doppi reciproci”. Le
due rette si riferiscono a mi-
sure ottenute con due di-
verse concentrazioni di en-
zima ([Erl; e ([Eflg =
2[E7]1). La barra d’errore
riportata su ciascun punto
del grafico con [Ejp];, €
quello che risulta da un er-
rore percentuale costante
sulle misure di v.

3.1.3.1 Metodi grafici per la determinazione di V,,,, e Ky,

Il grafico cosiddetto dei “doppi reciproci”, proposto da Lineweaver-Burk (1934),
¢ il capostipite dell’approccio metodologico di determinazione per via grafica dei
parametri cinetici V., e Kj; basato sulla trasformazione della equazione di una
iperbole in quella di una retta.

Se partiamo dalla equazione cinetica di H-M&M (eq. 3.1.4) e ne facciamo il reci-
proco avremo:

1 [Ky |1, 1

Yy - Vmax E Vmax

(eq. 3.1.6)

Riportando in grafico il reciproco delle misure di velocita iniziale 1/v (si faccia
riferimento al grafico di Fig. 3.1.6) in funzione del reciproco della concentrazione
del substratol/[S], i punti sperimentali giaceranno su una retta (Fig. 3.1.8) dalla
cui analisi sara facile determinare i due parametri cercati

£,

206,

= .

Ky [S]

Infatti mentre 'intercetta con 'asse delle ordinate (1/[S] = 0 cioe [S]= %) for-
nira il valore del reciproco della velocita massima, la pendenza della retta (K,
/ Vimax) © ancor meglio il valore dell’intercetta sull’asse delle ascisse (—1/K};), per-
metteranno di determinare la Kj;. Come si puo osservare confrontando le due rette
riportate in Fig. 3.1.8, ¢ solo la V,,,,, ma non la K);, come ci si aspettava, a risentire
della diversa concentrazione di enzima presente nel saggio. Su una delle due rette
di Fig. 3.1.8 ¢ indicata la propagazione dell’errore sulle misure di vy, che si ha per
tale tipo di grafico. Come si puo osservare, la barra d’errore (che supponiamo
costante su tutte le misure) appare nel grafico dei doppi reciproci, asimmetrico
rispetto al punto e significativamente dilatato a basse concentrazioni di substrato. In
realta, confrontando questo metodo grafico con quelli che seguiranno, ¢ proprio la
diversa distribuzione dell’errore sulla funzione, I’elemento discriminante nella scel-
ta di un metodo d’analisi rispetto ad un altro.

Sempre basato sulla trasformazione di una funzione iperbolica in quella di una
retta ¢ il metodo proposto da Hanes-Woolf (1932) per il quale, se moltiplichiamo
I’equazione dei doppi reciproci (eq. 3.1.6) per [S], avremo:

Ls] = Ku +L[ S]
Yo Vmax Vmax

(eq. 3.1.7)

Anche in questo caso, riportando [S]/vyin funzione di [S] otterremo una retta
(Fig. 3.1.9a) da cui potremo facilmente determinare i parametri cercati. La propa-
gazione dell’errore per un tale tipo di funzione si manifesta in modo pitt uniforme
per un ampio intervallo di punti della retta rispetto al grafico dei doppi reciproci.
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_K, [s]

In modo del tutto analogo, se moltiplichiamo I’equazione dei doppi reciproci
(eq. 3.1.6) per vy, come proposto da Eadie-Hofstee (1942-1959), avremo ancora,
riportando vy in funzione di vy/[S], I'equazione di una retta (eq. 3.1.7b, Fig.
3.1.9b) dalla cui analisi potremo facilmente ricavare i parametri cercati.

Yo
Ms)

v, =V,

(eq. 3.1.7b)

La propagazione dell’errore per tale tipo di grafico non ¢ immediata. Il fatto che
il termine vy compaia su ambedue gli assi fa si che la barra d’errore relativa al punto
si sviluppi sull’asse di connessione tra il punto medesimo e I’origine degli assi.

Infine, un metodo alternativo alla linearizzazione della funzione iperbolica, ¢ il
cosiddetto grafico lineare diretto proposto da Eisental-Cornish Bowden (1974).
Questo tipo di analisi sfrutta la proprieta della funzione iperbolica per la quale, le
rette passanti per i valori delle coordinate vy e [S] convergono in un punto (fuoco
dell’iperbole) le cui coordinate sono gli asintoti cui la funzione tende. Nel nostro
caso gli asintoti sono appunto, V,,,, € —Kj;. Per quanto concerne la propagazione
dell’errore sulla misura dei parametri cercati, si dovra procedere all’analisi dell’a-
rea di convergenza (piuttosto che al teorico punto di convergenza) che le diverse
rette andranno a definire in una analisi di punti sperimentali reali.

\/

(Sl

V,/[S]

Figura 3.1.9

Due metodi grafici di deter-
minazione della V.. e Ky
per un ezima H-M&M.
a) Metodo di Hanes-Woolf;
b) metodo di Eadie-Hof-
stee. Sulle rette sono indi-
cati i punti notevoli che for-
niscono i valori dei parame-
tri cinetici cercatinonché le
barre d’errore sui singoli
punti conseguenti ad un er-
rore percentuale costante
sulle misure di .

Figura 3.1.10

Grafico lineare diretto per
la determinazione della
Vinax € Kpp I due parametri
vengono determinati diret-
tamente dal grafico di vy =
f(IS]), individuando il
punto di convergenza delle
rette passanti per le coordi-
nate dei punti sperimentali
(v. testo).
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3.1.4 La costante di specificita k,¢/Ky

Come definire e come valutare I'efficienza catalitica di un enzima? Abbiamo gia
sottolineato al riguardo I'utilita del numero di turnover (k) ma ¢ evidente che tale
parametro € un buon indicatore di capacita catalitica nella particolare condizione
dettata da concentrazioni di substrato tecnicamente saturanti I’enzima (si ricordi
che la V,,,, € un valore di asintoto che tendera ad essere sottostimato sulla base di
una misura diretta di velocita di reazione sia pure ad elevata concentrazione di sub-
strato). D’altra parte sappiamo che € discriminante fra due enzimi a confronto,
catalizzanti la medesima reazione o anche fra due substrati diversi trasformati da
uno stesso enzima, il valore della Kj;. Tanto piu basso ¢ il valore della K, tanto piu
efficace ¢ il processo interattivo tra enzima e substrato a dare ES. E intuitivo che per
un enzima che catalizza una certa reazione, il rapporto tra le due grandezze k., e
Ky (k,qi/Kyr 0 in modo equivalente V,,,, /Ky definito come “costante di specificita”
(ky) , rappresenti un indice di efficienza catalitica. Piu ¢ elevato tale rapporto, vuoi
per una migliore capacita interattiva con il substrato (bassa Kj;) vuoi per un piu ele-
vato numero di turnover (k,,), pit 'enzima é cataliticamente efficiente.

La costante di specificita tuttavia non € solamente un utile indicatore di efficien-
za, bensi un ben definito parametro cinetico caratterizzante la reazione enzimatica.
Per interpretare il rapporto k.,/Ky; in termini cinetici, ¢ sufficiente metterci in
condizioni cosiddette subsaturanti, in cui

[S]< K,

per rendersi conto che I’equazione di H-M&M

V8]

max
0

K, +[S]

si riduce a

Vmax k{'at
vy =2 [§]= [ [ ][S]= k[Ep][S]
M M

Vediamo quindi che in queste condizioni la costante di specificita k;, non ¢ altro
che la costante cinetica di secondo ordine di una equazione che vede la velocita di
reazione direttamente proporzionale sia alla concentrazione dell’enzima (primo
ordine rispetto ad E) che a quella del substrato (1 ordine rispetto a S). Una condi-
zione, quella di subsaturazione, in cui I’enzima “opera” nelle condizioni piu sfavore-
voli allo svolgimento della sua azione catalitica.

Nella tabella di Fig. 3.1.11 sono riportati i valori della costante di specificita della
chimotripsina per alcuni substrati (esteri di amminoacidi), il cui confronto mostra
il progressivo avvicinamento a quello che é il substrato ottimale dell’enzima.

3.1.4.1 La perfezione catalitica

Per quanto abituati alla straordinarieta della efficienza catalitica che molti enzi-
mi sono in grado di esprimere, € lecito chiedersi quale sia il limite di efficienza per
un enzima nel catalizzare una reazione. La condizione di subsaturazione ¢ la condi-
zione ideale per individuare il limite alla efficienza di un catalizzatore e quindi alla
definizione di perfezione catalitica.

Limitandoci agli enzimi descritti dall’equazione di H-M&M e nelle condizioni di
validita dello schema di Fig. 3.1.4:

k+1 k+2(kcat)
E+S —* ES ——— E+P

k

—1
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Substrato kea/ Ky (M's7))
N-Ac-Triptofano metil estere 4% 10°
N-Ac-Fenilalanina metil estere 4 % 104
N-Ac-Leucina metil estere 2 % 10%
N-Ac-Valina metil estere 2

N-Ac-Glicina metil estere 0,1

N-Ac-Etil estere 3 % 10°
N-Ac-Alanina ammide 4 % 10?
N-Ac-Glicinammide 30

abbiamo appena detto che in condizioni subsaturanti, lo schema di reazione &
adeguatamente descritto dalla relazione:

o =1k<_ [£](s]

M
. . . N L ko + ko .
da cui, esprimendo la Kj;in termini di costanti cinetiche K, =———= ed uti-
lizzando la notazione k.o = k.,(, potremo scrivere: kyy
kcal — k+2 — k+2 k+1 [EILS]
Ky Ky kgt ky
11 limite della costante di specificita per k.9 molto alti e cioé per ko >k | sara

uguale a k.

Il migliore catalizzatore immaginabile ¢ quello in cui la costante di specificita
cioe la costante cinetica nelle condizioni meno favorevoli al decorso della reazione
(bassa concentrazione di substrato), coincide con la costante di formazione del
complesso LS (k). Il valore limite cui puo tendere la k;; ¢ quello imposto dalla dif-
fusione delle molecole nel mezzo di reazione e non puod ovviamente essere superio-
re alla frequenza di collisione. Il limite imposto dalla diffusione per reazioni in solu-
zione acquosa & circa 10% — 10 M~Is™!, Basta guardare i dati della tabella di Fig.
3.1.12, per rendersi conto di quanto vicini sono alcuni enzimi a quella che possiamo
considerare la perfezione catalitica.

Enzima Substrato keat/ Kyt s
COq 6

Anidrasi carbonica HCé)g_ g i }86

cAMP fosfodiesterasi cAMP 1 % 107

Catalasi Hy0O9 4 % 107

B-Lattamasi Benzil-penicillina |1 x 108

Acetilcolina esterasi Acetilcolina 2 % 108

Trioso fosfato isomerasi Gliceraldeide 3P 2 x 108

Fumarato idrolasi Fumarato 6 x 108

Superossido dismutasi Ione superossido 7 % 10°

Figura 3.1.11

La costante di specificita
della chimotripsina per al-
cuni esteri e ammidi di am-
minoacidi N-acetilati. I va-
lori riportati sono solo indi-
cativi, dipendendo le mi-
sure da numerosi parametri
condizionanti la reazione.

Figura 3.1.12

Lista di alcuni enzimi ai li-
miti della perfezione catali-
tica. I valori riportati sono
solo indicativi, dipendendo
le misure da numerosi para-
metri condizionanti la rea-
zione.
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3.1.5 Le unita enzimatiche

Un problema connesso alla concentrazione nominale di un enzima presente in
una miscela di reazione, attiene alla sua natura proteica sia in termini di purezza
che in termini di stabilita. E infatti evidente che la contaminazione di altre proteine
o la inattivazione di una parte dell’enzima rende difficile esprimere la concentrazio-
ne enzimatica in termini es. di mg/L o moli/L di molecola proteica. E necessario
quindi fare riferimento esclusivamente alla attivita catalitica che il preparato enzi-
matico ¢ in grado di manifestare. Viene introdotto cosi il concetto di unita enzima-
tica come di seguito definito (International Union of Biochemistry 1964): si defini-
sce unita enzimatica “U” la quantita di enzima in grado di catalizzare la trasformazio-
ne di una micro mole di substrato al minuto in definite condizioni di saggio.

Da una tale definizione discende che il volume della miscela di reazione nella
quale viene valutata l'attivita enzimatica ¢ ininfluente sulla misura mentre, a parita
di altre condizioni, ¢ rilevante la concentrazione di substrato. Per quanto sia possi-
bile usare una qualunque concentrazione di substrato, sempre se chiaramente defi-
nita nella metodologia di saggio adottata, ¢ operativamente conveniente tentare il
piu possibile di svincolarsi dall’effetto della [S] ed eseguire misure in condizioni di
substrato saturanti (ordine zero rispetto ad S).

Connettiamo le unita enzimatiche alle misure di velocita della reazione cataliz-
zata dall’enzima
_dIS] _ dIP] _ ke[ BT]IS]
dt di Ky +[S]

Esprimendo [P] in micromolarita (pM) ed il tempo in minuti, le dimensioni di
U, Saranno:

LLM - ].LmO.lZ
min L min

moltiplicando per il volume di saggio V; (L)

wmoli

Vs(L)= Wmoli 1 saggio =U nel saggio

Lomin ° min
dividendo le Unel saggio per il volume di enzima usato nel saggio Vg

U nel saggio U

Vi L di preparato enzimatico

Piti recentemente é stata introdotta una nuova unita internazionale della attivita
catalitica (adottata ufficialmente nel 1999): il Katal (kat) (moli/secondo)

1 kat & quella quantita di enzima che converte 1 mole di substrato per secondo
in definite condizioni di saggio:

1 U =1/60 micro Katal.

3.1.6 Analisi di Henri-Michaelis-Menten (H-M&M)
per reazioni reversibili

Non sempre ¢ possibile analizzare una reazione catalizzata da un enzima con la
sicurezza di poter trascurare il processo di ritorno. Quando ad esempio il metodo di
dosaggio del prodotto di reazione ha una bassa sensibilita, il che richiede che una
certa quantita di prodotto debba formarsi per poter eseguire la misura, e la reazio-
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