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Rownanie Michaelisa-Menten

Powszechnie gtosi sie, ze Michaelis i Menten wykonali pomiary predkosci poczatkowej w funkcji zmiennego
stezenia sacharozy i dopasowali swoje dane w oparciu o zatozenie, ze wigzanie sacharozy jest w rownowadze z
enzymem oraz postulat, ze szybkos¢ reakciji jest proporcjonalna do stezenia sacharozy kompleks enzym-
substrat. Badali oni jednak i opisali kinetyke enzymatyczng w catym zakresie przebiegu reakciji.
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Jesli chemiczna transformiacja, ES - EF, jest kKrokiem limitujgcym szybkosc catej
reakcji i jest zasadniczo nieadwracalna, c¢czyli gdy ks > k; i k., - 0, to powyzsze
rownanie upraszcza sie do postaci podanej przez Michaelisa i Menten



Mikroskopowy model kinetyki enzymatycznej,
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Sekwencja czasowa zdzizen pomiedzy kolejnymi formacjami produktu w miejscu enzymu; zacienione

obszary reprezentujg kempleksy enzymatyczne, a strzatki wskazujgq dysocjacje substratu uwalniajacego
kompleks, S lub produistu, P.

t,= (t,+t,)
1

n, t,, t: i t; sa zmiennymi stochastycznymi i zaktada sie, ze sg niezalezne w dtugim przedziale czasu, zmienne
te mozna przedstawi¢ za pomoca ich wartosci oczekiwanych

Rodney Gentry, Ligiang Ye, and Yale Nemersont, Biophys. J., 69:356-361 (1995)



Definicje:

T, - Sredni czas gdy miejsce aktywne enzymu jest puste (vacancy time);

T: - Sredni czas trwania kompleksu ES (residence time);

N - Srednia liczba aktow wigzania substratu pomiedzy aktami powstania produktu;
T, - Sredni czas pomiedzy utworzeniem kolejnych produktéw;

T,=N(T,+T,)

Szybko$é reakcji v wynosi:

1 1 P p 1 prawcopodobieistwo,
V= = = N\ ]_—70 == ~7 ze kompleks ES jest
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| jeszcze trzy definicje:
R. - szybkos¢ dostarczania substratu do enzymu (czyli czestosé ich dyfuzyjnych zetknie();
Pon - prawdopodobienstwo, ze dyfuzyjne spotkanie substrat-enzym spowoduje utworzenie

kompleksu (zwykle Pon<1);
T. - Sredni czas pomiedzy kolejnymi zderzeniami enzym-substrat (collision time);
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Jednokierunkowe state szybkosci modelu reakcji mozna odwrotnie wyrazi¢ w postaci parametru
modelu mikroskopowego jako:

k,=R_-P

o on

k=(1-P,) T,
Ky,=P, T

Zatem wspotczynnik , efektywnosci katalitycznej”, Kca/Kw jest w rzeczywistosci |Ioczynem
wydajnosci enzymu po skompleksowaniu z substratem, P,, tatwosci, z jakg enzym wiaze
substrat, Pon, Oraz szybkosci dostarczania substratu, R., co z kolei odzwierciedla szybkosé
dyfuzji substratu i jegc stezenie:
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X. Sunney Xie

Aktywnos¢ katalityczna enzymow od dawna rozumiano w
kategoriach mechanizmu Michaelisa-Menten: stibstrat S wiaze
sie odwracalnie z enzymem E, tworzac kompleks enzym-
substrat ES, ktory ulega jednoczasteczkowemu rozldadowi,
tworzac produkt P, regenerujac pierwotny enzym [ .
Postep w spektroskopii | manipulacji pojedynczych
czasteczek umozliwit badanie reakcji enzymatycznych na
poziomie pojedynczych czasteczek, rodzac tym sarmym
miedzy innymi pyianie, czy rowranie Michaelisa-Menten
pozostaje acdekwatnym opisem kinetyki pejedynczych
czasteczek.
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Single-Molecule Enzymatic [Dynamics
H. Peter L.u, Luying Xun, and
SCIENCE, 282:1877-1882 (1992)

Ever-tiuctuating single enizyme molecules: Michaelis-Menten equation revisited
Brian P. English, Wei Min, Antoine M van Oijen, Kang Taek Lee, Guobin Luo, Hongye
Sun, Binny J Cherayil, S C Kou, and

Nature Cheni. Biol., 2:87-94 (2006)

Single-Molecule Michaelis-Menten Equations
S. C. Kou, Binny J. Cherayil, Wei Min, Brian P. English, and
J. Phys. Chem. B 109:19068-19081 (2005)
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Oksydazy cholesterolowe to enzymy bakteryjne, ktore katalizuja pierwszy etap

N rozktadu cholesterolu. Sa to flawoenzymy zawierajace kofaktor redoks,
~ NH dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD).
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Oksydaza (|| v\
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HO (COx)’ EFAD E-FADH,
(Fluorescent) \\—/(Nonfluorescent)

H,0, <« 0,
SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)
Oksydaza cholesterolowa jest enzymem dwusubstratowym (cholesterol i tlen

czasteczkowy) i dziata 7gc;dnie z mechanizmem ping-ponga, a kazda reakcje
poiéwkowa dobrze opisuje mechanizm Michaelisa-Menten.
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Miejsce aktywne oksydazy cholesterolowej (COx) z Brevibacterium sp. (E)
obejmuje dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD). Struktura krystaliczna COx
pokazuje, ze FAD jest niekowalencyjnie i SciSle zwigzany ze Srodkiem
biatka i otoczony hydrofobowa kieszenig wigzgca cholesterol, ktéra w
przeciwnym razie jest wypetniona 14 czgsteczkami wody. FAD jest
naturalnie fluorescencyjny w swojej utlenionej formie, ale nie w postaci
zredukowanej. Umozliwia to obserwacje obrotéw enzymoéw poprzez
monitorowanie fluorescencji ich miejsc aktywnych.




Rownowaga redoks pomiedzy FAD i FADH,.

FAD {forma catkowicie utleniona lub forma chinonu) przyjmuje dwa elektrony i dwa
protony (zysk netto dwdéch atomow wodoru), aby staé sie FADH. (forma
hydrochinonu). FADH: mozna nastepnie utlenié do czesciowo zredukowanej formy
(péichinonu) FADH, przekazujac jeden elektron i jeden proton. Semichinon jest
nastepnie ponownie utleniany poprzez utrate elektronu i protonu i powraca do
poczatkowej formy chinonu (FAD).

http:/len.wikipedia.org/wiki/File:FAD_FADH:_equlibrium.png



(A) Obraz fluorescencyjny (8 um na 8 pm) pojedynczych czasteczek COx unieruchomionych w
warstwie zelu agarozowego o grubosci 10 pm z 99% roztworem buforowym (pH 7,4). Emisja
pochodzi z aktywnego miejsca fluorescencyjnego FAD, ktére jest SciSle zwigzane ze Srodkiem
COx. Zdjecie to wykonano w ciggu 4 minui za pomoca odwréconego mikroskopu
fluorescencyjnego, skanujac rastrcwo probke skupiona wiazka lasera o mocy 500 nW przy 442
nm. Kazdy indywiduainy pik jest przypisany pojedynczej czasteczce COx. Powstaje wskutek
emisji FAD (przy 520 nm). RGznice w intensywnosci pomiedzy czasteczkami wynikaja z ré6znych
gtebokosci potozenia w preparacie i odstepstw od potozen ogniska padajacej wigzki Swiatta.

Pojedyncze czasteczki COx zamknieto w zelu agarozowym zawierajacym 99% wody, bez
zauwazalnej dyfuzji translacyjnej, ale swobodnie obracaty sie w zelu. W przeciwieinstwie do
czasteczek enzymoOw, mate czasteczki substratu (cholesterolu i tlenu) podlegaja zasadniczo
swobodnej dyfuzji translacyjnej w zelu. Przy stosunkowo duzej ilosci cholesterolu (0,2 mM) i
tlenu (roztwér nasycony, 0,25 mM) w zelu, pojedyncza emisja FAD wykazuje zachowanie typu
on-off (nastepny slajd).

"H. Peter Lu, Luying Xun, X. Sunney Xie, SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)
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Obserwacja w czasie rzeczywistym pizemian enzymatycznych pojedynczej czasteczki COx
katalizujgcej utlenianie czasteczek cholesterolu. Panel ten pokazuje czesé trajektorii
intensywnosci emisji zargjestrowang w czasie 13,1 ms na kanat. Poziom tla wynosi ~50
zliczen na kanat (nie jest odejmowany). Trajektorie rejestrowano przy stezeniu cholesterolu
wynoszacym 0,2 mM i stezeniu hasyconego tlenu wynoszacym 0,25 mM (stezenia substra-
tow sa o szes¢ rzeddw wielkosci wyzsze niz stezenia enzymu). Emisja wykazuje stochasty-
czne zachcwanie polegajace na miganiu, gdy FAD przetgcza sie miedzy stanami utleniony-
mi (fluorescencyjrymi) i zredukewanymi (niefluorescencyjnymi), przy czym kazdy cykil
wiaczenia i wytaczenia odpowiagda obrotowi enzymatycznemu. Czas witaczenia i wytaczenia
emisji odpowiada ;,,czasowi oczekiwania” odpowiednio na reakcje redukcji i utleniania FAD.
W przypadku pojedynczej czasteczki reakcja chemiczna zachodzi w skali czasu subpikose-
kundowej i nie mozna jej tu okresli¢ w czasie. Jednak czas potrzebny na dyfuzje, aktywacje
termiczng lub jedno i drugie, zanim nastgpi takie zdarzenie, jest zwykle znacznie dituzszy.
Dtugos¢ trajektorii jest ograniczona przez fotowybielanie poprzez fotoutlenianie z udziatem
tlenu singletowego lub absorpcje w stanie wzbudzonym. Na tej trajektorii zarejestrowanych
jest ponad 500 cykli wigczenia i wylgczenia.

"H. Peter Lu, Luying Xun, X. Sunney Xie, SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)
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"H. Peter Lu, Luying Xun, X. Sunney Xie, SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)



Budowanie diagramow
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Po lewej: Zarejestrowana trajektoria wtaczania i wyigczania flucrescencji FAD w trakcie dziatania jednej z
molekut oksydazy.

Po prawej: Najprestsza metoda analizy rejestrowanych trajektorii jest sporzadzenie rozktadéw czestosci
wystepowania odpowiednich wartosci czasdw “on” {pokazane na rysunku) i czasow “off”. Rozkiady sporzadza
sie z rejestrowanych trajektorii po usunieciu szumow.

Dane rejestrowane:

ton czas wtaczenia fluorescencii, zdefiniowany jako czas pomiedzy wejSciem w stan Swiecenia, a wyjSciem do
stanu nieSwiecacego (on-time).

torr czas wytaczenia fluorescencji, zdefiniowany jako czas pomiedzy wejSciem w stan nieSwiecgcy, a wyjsciem
do stanu swiecgcege {off-time).

Pomiar czasow t.. i t.+ odseparowuje od siebie obie potowki reakcji i jednoznacznie okresla statystyke
pojedynczych zdarzen reakciji.

Chcemy powigzaé rozktad czaséw wigczenia fluorescencji z parametrami charakteryzujacymi kinetyke reakciji.

"H. Peter Lu, Luying Xun, X. Sunney Xie, SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)



C) Rozktad czasow wigczenia
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"H. Peter Lu, Luying Xun, X. Sunney Xie, SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)



Kiedy etap chemiczny jest etapem ograniczajacym szybkos¢, mozemy napisac:

k
E-FADeS $" E-FADH,+P

Stan ten nie jest catkiem osiagalny przy wysokim stezeniu cnolesterolu, aie jest osiggalny
przy wysokim stezeniu substratu 5-pregenu-3b-20a-diciu, nochodnej checiesterol.
Analiza diagramu ponizej daje z zaniku monoeksponencjalnego,  Kkc.=3.920.5 s™.
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Rozktad w czasie czasOw oczekiwania na reakcje czasteczki COx ze zmodyfikowanym
substratem cholesterolowym.

"H. Peter Lu, Luying Xun, X. Sunney Xie, SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)
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Rozkiad k., uzyskany z rozkladow czasu oczekiwania na reakcje 33 czasteczek COx w tej samej probce.
Obserwacja wielu wartoSci k., 0 pewnym rozkladzie prawdopodobienstwa nazywamy statycznym
nieporzadkiem. Nalezy zauwazy¢, ze K., to czas usredniony dla calych trajektorii (10 do 20 minut).
Wyniku tego nie inozna uzyska¢ w tradycyjnych eksperymentach z reakcja enzymatyczna w probowce

— one daja jedng wartos$¢ Kk.,.

"H. Peter Lu, Luying Xun, X. Sunney Xie, SCIENCE, 282:1877-1882, (1998)



Analiza eksperymentow z pojedyncza czasteczka enzymu.

Rownanie Michaelisa-Menten dla prostej reakcji enzymatycznej:

kl kcat
E+S —~ ES 5 E+P
K,
Bardziej dokfadna forma, bioragc pod uwage ping-pongowy charakter reakcji oksydazy:
k k i
1 . {4
E+S < [ES] 5 E°+P E> s E
k—1
| wreszcie forma odpowiednia do obserwacji pojedynczej czasteczki oksydazy w doswiadczeniu
Xie:
k{ k k
1 i i
E & [ES] 5" E°+P E° 5 E

7

K-



J Phys Chem B 2005 109:19068-19081.:

Aby wyprowadzi¢ réwnania szybkosci opisujace odpowiednia kinetyke Michaelisa-Mentena dla
pojedynczej czasteczki, stezenia w rOwnaniach na poprzednim slajdzie zastepuje sie
prawdopodobienistwami P znalezienia danej pojedynczej czasteczki enzymu w stanach E, ES i E°,
co prowadzi do rownania (réwnanie mistrzowskie reakcji enzymatycznej):

dP.(t) ) - ‘ |
dEt :—k1PE(t)+ k"lpEs(t)
dP.,..(t)
;Z< }-_:l'((l)P[(ﬂ—(k_l.{_ kcat)PES<t)

Rozwigzanie musi spetnia¢ warunki poczatkowe Pg(0)=1, Pes(0)=0 i Pe-(0)=0 dla t=0, oraz ogdlne
ograniczenie:

1

Pg(t)+ Pgg(t)+ PEO(t>

Px(t) jest prawdopodobienstwem, ze enzym jest w formie X w chwili t.



Stata szybkosci dla zajScia kroku reakcji “do przodu”, ki°, jest traktowana jako stata szybkosSci
pseudopierwszego rzedu, ktdora mozna zapisac jako ki°=ki[S], ze stezeniem [S] przyjetym jako
niezalezne od czasu (state). Zatozenie to jest rozsadne, gdyz zasadniczo nie nastepuje
wyczerpanie substratu przez pojedyncza czasteczke enzymu, a [S] mozna uznac za stata,
Innymi stowy: w przypadku reakcji pojedynczego enzymu dowolne praktyczine [S] jest
perfekcyjnie state!

W konsekwencji, rownania z poprzedniego slajdu staja sie uiktadem liniowych réwnan
rézniczkowych pierwszego rzedu i jako takie moga byé dajac Pe(t), Pes(t),
I Peo(t). Znajac Pe:(t), rozkiad prawdopodobienstwa czaséw oczekiwania f(t), ktdry jest
znormalizowany zgodnie ze standardowym réwnaniem

Q0

[ £(t)de=1

0
otrzymuje sie iiastepujaco:

1. Prawdopodobienstwo, ze przemiana enzymatyczna E-FAD-S w forme E-FADH; + P zajdzie
miedzy chwilg tit + At jest réwne f{t)At;

2. f(t)At jest tym samym co prawdopodobienstwo, ze enzym wejdzie w stan E° miedzy czasem t

and t + At, a to prawdopodobienstwo jest rowne APe-(t). Z trzeciego rownania na poprzednim
slajdzie mamy: 8Pe(t)= KcaPes(t)At. Zatem, w granicy infinitezymalnych At:

f(t):dPE"(t)/dt:kcatPES<t)



Zastosujemy metode Eulera do naszego ukiau rownan rézniczkowych:

d Pg(t)
dt

=—Kk{Pg(t)+ k_, Pggl(t)

d Pps(t)

ey =—(k_,+k

1P, (t)+ kP, (t)

cat.

dP..(t) \
(;t T Kcat ‘PES (t>

Rozwigzari poszukujemy w formie:
> MV 270 T QRNRSY . ) ; — At _ At
P(t)=yge"' s Plt)=yge"; PEO(t)—YEoe ;

Wstawiamy preporiowane rozwigzania to uktadu rownan i postepujemy dalej
zgodnie ze starndardowa metoda rozwigzywania uktadu liniowych réwnan
rézniczkowych pierwszego rzedu o statych wspétczynnikach. Szczegéty
postepowania pokazaliSmy na Wykiadzie 2.



Jako rozwigzanie dla:

otrzymamy:

rcat?

A=[k [ST+k_ +k o 14—k [ STk o5 B=—(k [S]+K_, +k . ]/2;

tak wiec nasz wynik koncowy ma postac:

- k’ikcats
fl)= a5l

znaczenia uzytych symboli powinny by¢ jasne ze schematu reakcji:

(A+B)t

(B—A)t)

e —e

kl kcat 0 0 k6
E+S « [ES| 5 E°+P E° 5 E

k 1



J Phys Chem B 2005 109:19068-19081, cd.

Wykresy f(t) w funkcji ¢ dla ustalonych wartosci [S] (0.005 mM), k, (107 M1 s) i k., (250 s1) przy
trzech réznych wartosciach k_; (0, 50, and 2000 s.) Te wartoSci k., sa reprezentatywne dla reakcji
w ktorych (i) dysocjacja ES do E i S nie zachodzi (panel gérny), (ii) szybkoSci katalizy i dysocjacji
sq poréownywalne (panel Srodkowy) oraz (iii) stala szybkosci dysocjacji ES do E i S jest znaczaco
wieksza niz stala szybkosci katalityczna, co prowadzi do stanu ustaionego tworzenia ES (dolny
panel).

40 1 T 1 x
30 £.=0 \
20 -

(1)

{] 1 1 1 1
000 005 010 015 0.20 0.25
t(s)



J Phys Chem B 2005 109:19068-19081, cd.

Pierwszy moment rozktadu f(t):

~[tf(t)dt

daje Sredni czas oczekiwania na reakcje, dajgcy powiazanie z wynikami eksperymentow na
zespole czasteczek w roztworze. Odwrotnosé (t) moze by¢ interpretowana jako sredniz szybkosé
reakcji. W ogdlnosci bierze sie to z rwnowaznosci usredniania po czasie i po zespole. Mamy

Sl
<t> J't c:z;[ J(e\A+B)t (B=A)t )dt
co prowadzi do:
1 (A*-B? | k(S]kg, K..[S]

(*)

(t) 2Bk k,[S] k,[S]+k_j+k_, [S]+K,,

Poréwnanie z rOwnaniem Michaelisa-Menten daje
| AR | vV 1

"/max cat<t> ’ EO <t>
Jest to satysfakcjonujgcy wynik, wskazujgacy, ze pierwszy moment f(t) rzeczywiscie odzwierciedla
klasyczne réwnanie Michaelisa-Mentena, niezaleznie od tego, czy w obliczeniu prawdopodobien-
stwa pojedynczej czgsteczki zastosowano przyblizenie stanu ustalonego. Réwnanie (*)
traktujemy jako jednoczasteczkowe réwnanie Michaelisa-Menten.

(wyprowadzenie pokazuja dwa kolejne slajdy, potrzebne sa catki typu | t.ex }\t dt ; catkujemy przez czesci. Te
metode pokazano na Wykiadzie 2. Na nastepnym slajdzie stosujemy ja‘'w pra tyce Drugl slajd pokazuje powrét od
parametrow A i B do statych szybkosSci.)
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Wyprowadzenie: 1 _ (A*-B°) _

k,|S]

(t) 2Bk,k,[S] [S]+K,,

KiRooelSIT  aemt  (Boai
— ca + -y s ’
(=" {t(e |dt
KiKeal S 1 (a+B)t 1 (B-a)t| o [ 1 (a+B)t 1 (B—A)t
T p e L’: N w S £ v
24 || a+B® BLAS )'0 )t A Ee B-A°
_ kik,lS 1 rasB) 1 B-aj Ky Koapl S| 1 (A+B) 1
- 2A fdt(mBe B-A° 2A (A+B)29 (B-A)?
A kl’\caf[s ( 1 + 1 :klkcat[s] 1 . 1
2A° | (A+BP (B-A) 2A  |(A+B)* (B—A)
\__ kx kcat[s] (B_A)z_(A+B)2_k1kcat[S] ZB(_ZA) 2Bk1kcat[s]
2A  (A+B)*(B-AY 2A (A*-B?/ (A*—~B*)
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Przepisujemy ostatni wynik z poprzedniego slajdu:

<t>:— 2Bklkcat[s]
(Az_Bz)z
AE\/(k1[5]+k—1+kcat)2/4_k1[S]kcat; ]35_(k1[8]+k-—1+kca[ /2;
A=k [S]+k_ +ke 1A=k, [S] kg || B*=lk,[S]Hk_ +k o145

A’ B*=—k[S|k_
2Bk,[S]==2k,[S]|lk,[S]+k_ ,+k_|12=—k{[S]'—k k_,[S]—k,k_[S]

\: 1 “cat

cat

<l">: _ kcat(_krlz[s]‘ _k] k—l [S]_klkcat[s]) — kcat<k%[s]z+k1 k—l[S]-l-klkcat[S])
| k__ kl[’sjkcat>2 k?[s]Zkgat

Ky [S]+k 4k,
- kySTk

1 _ kl[S]kcat — kcat[S]
(t) k,[Sl+k_,+k_, [S]+K,,

cat
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Wykres 1/(t) (lub rdwnowazny mu V/[E]+) jako finkcja [S] dla parametrow uzytych do otrzymania
wykresu pokazanego na sSrodkowym panelu slajdu 23 jest przedstawiony ponizej. Wykazuje on
charakterystyczny hiperboliczny przebieg klasycznej nasycajacej sie krzywej Michaelisa-Menten.
Fakt, ze 1/(t) obliczone z rOGwnania (*) na slajdzie 24, zgadza sie dokfadnie z réownaniem Michaelisa-
Menten podkresla spojnos¢é pomiedzy kinetyka pojedynczej czasteczki i kinetyka usredniona dla
zespotu.

I(2 ------------- AR § M ¥ <
200 ST 1200 <
'T; f"/ —
oIl &
v k2 .
i ‘“*‘“'/Z 1100 2.
|
]
/ *
ﬂ | - I . L ) . n
0 K, 100 200 300

[S] (uM)

Nalezy jednak podkreslic¢, ze f(t) dostarcza wiecej informacji niz tylko pierwszy moment, takich jak momenty
wyzsze i istnienie potproduktéw. Jest to szczegdlnie prawdziwe w przypadku istnienia dynamicznego
nieporzadku, ktéregodoktadne omowienie wykracza poza zakres niniejszego Wyktadu.

Uwaga: k. nha powyzszym Rysunku odpowiada k.. na pozostatych slajdach.
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