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On the Temperature Dependence of Enzyme-Catalyzed Rates
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Pudney, E. J. Parker, and L. A. Schipper
Biochemistry, 55:1681-1688 (2016)

Jedna z kluczowych zmiennych okreslajacych szybkosé kazdej reakcji jest temperatura. W przypadku
uktadow biologicznych wptyw temperatury jest powigzany z niezliczonymi (i czesto przeciwstawnymi)
wptywami, na przyktad, katalizy enzymatycznej, stabilnosci biatek i regulacjt zaleznej od temperatury.

Szybkosé dowolnej reakcji chemicznej jest funkcjg temperatury (T) i réznicy energii pomiedzy reagentami a
stanem przejSciowym, tzw. energii aktywacji (E.). Arrhenius jako pierwszy sformalizowat te zaleznos¢ w XIX
wieku (nha podstawie obserwacji empirycznych) swoim stynnym rownaniem (rownanie Arrheniusa)

k(T)=Aexp(—E_/RT)

gdzie k jest statg szybkosSci a R stata gazowa. Na poczatku 29 wieku rozwdj teorii stanu przejsSciowego
(TST) przez Eyring’a, Polanyi’ego i innych doprowadzit do sformutowania rownania Eyring’a na state
szybkosci reakcji pierwszego i drugiego rzedu.

kT
k= E—;P— exp(—AG*/RT)

i

gdzie AG* jest zmiana energii swobodnej Gibbs’a miedzy reagentem(ami) i stanem przejSciowym, ks oraz h
to stata Boltzmann’a i stata Planck’a, odpowiednio, a K jest wspotczynnikiem przejsScia, zwykle dla prostoty
przyjetym za rowny 1. To doprowadzio do zrozumienia i sformutowania na gruncie mechaniki statystycznej
wyrazenia zaproponwanego przez Arrhenius’a. Rownania Arrhenius’a i Eyring’a sa zamieszczane w
nowoczesnych podrecznikach (bio)chemii i przedstawiajg bardzo dobry opis zalezno$ci od temperatruy
wielu proceséw chemicznych.
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Przewidywana zaleznos¢ od temperatury szybkosci reakcji enzymatyczriej wedtug réwnania Eyring’a
(fioletowy, rownanie *).

Obserwowane zaleznosci od temperatury szybkosci reakcji enzymatycznej sa czesto takie jak pokazuje
wykres pomaranczowy. Taka zalezno$¢ przewiduje rownanie ** wyprowadzone w modelu MMRT
(macromolecular rate theory, teoria szybkosci makromolekularnej). Optymalna temperatura w modelu
MMRT jest pokazana przez pionowa kropkowana linie.
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Na wyktadzie 6 zetkneliSmy sie z paraboliczng zaleznoscia energii swobodnej Gibbsa denaturacji biatek
od temperatury, AG(T). Tu mamy paraboliczna zaleznos¢ AG*(T). W obu przypadkach paraboliczne
aleznosci od temperatury wynikaja z réznicy ciepta wiasciwego miedzy odpowiednimi form

biatka/lenzymu.

Na podstawie badan kalorymetrycznych Privalov ustalil, Ze cieplo wlasciwe w stalym ci$nieniu rozwinietej formy biatek
jest wieksze niz formy zwinietej. Zakladajac, ze Ac, jest niezalezne od temperatury, mozemy przewidzieé istnienie formy

zdenaturowanej przez zimno.

Wyprowadzenie wzoru na zalezno$¢ Gp-Gy od temperatury:
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Pojemnosé cieplna (ciepto witasciwe)

Pojemnos$¢ cieplna lub pojemnos¢ termiczna to fizyczna wtasciwos¢ materii,
zdefiniowana jako iloS¢ energii ha sposéb ciepta, ktéra ma zostaé dostarczona do
uktaduu, aby spowodowaé jednostkowa zmiane jego temperatuiy. Jednostka
pojemnosci cieplnej w uktadzie Sl jest dzul na kelwin (J/K).

. AQ
C=Ilim —
1 AT—)O l_kT

Ekwipartycja energii: Twierdzenie o ekwipartycji energii stwierdza, ze czasteczki w rownowadze
termicznej maja te sama Srediig energie zwigzana z kazdym niezaleznym stopniem swobody ich
ruchu i ze energia na kazdy stopien swobody wynosi %2 kT na czasteczke (*2 RT na mol).

Dla trzech translacyjnych stopni swobody, co napotykamy na przyktad w idealnym gazie
jednoatomowym, mamy (3/2) kT na czgsteczke lub (3/2)RT na mol.

W przypadku gazéw wieloaiomowych wzrost energii wewnetrznej zwigzany z ogrzewaniem takich
gazow dodaje energie do rotacyjnych i byé moze wibracyjnych stopni swobody. Kazdy mod
wibracyjny otrzyma kT/2 dla energii kinetycznej i KT/2 dla energii potencjalnej.

wikipedia

http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/Kinetic/eqpar.html



Pojemnosé cieplna (ciepto wiasciwe) makromolekut:

Energia wewnetrzna uktadu jest podzielona na mody translacyjny, rotacyjny, wibracyjny i elektronowy.

Pojemnosc¢ cieplna C jest formalnie zmiana energii wewnetrznej wiaz ze zmiana temperatury i jest miara
zdolnosci absorpcji energii w modach translacyjnych, rotacvinych, wibracyjnych i elektronowych.

W przypadku systeméw znajdujgcych sie w wodzie o biologicznie istotnych temperaturach (-20 < T < 100 ° C)
mody elektronowe powyzej stanu podstawowedo 53 generainie niedostepne, a zatem mody elektronowe nie
przyczyniaja sie w tym kontekscie do pojemnosci ciepinej.

Eksperymentalnie wykazano, ze najwiekszy udziat w pojemnosci cieplnej ztozonego biatka w wodzie ma
liczba dostepnych modéw wibracyjniych.

Zmiana pojemnosci ciepinej, AC,, dla uktadu makrcczgsteczkowego znajdujacego sie w rownowadze miedzy
dwoma stanami jest wowczas w nhajwiekszym stophiu spowodowana zmiang czestotliwo$ci modéw
wibracyjnych czgsteczki miedzy obydwoma stanami.

Najprostszy przyktad makroczasteczkowego Ac, mozna zobaczy¢ w wiazaniu biatko-ligand: forma apo biatka
(Papo) jest czesto bardziej elastyczna (tj. ma wiecej modow wibracyjnych o niskiej czestotliwosci) niz postac
zwiazana z ligandem (ktéra ma zwiekszona sztywnos$¢ i mniej trybéw niskiej czestotliwosci). Jesli wezmiemy
pod uwage wktady od samego biatka, Ac, dla takiej interakcji jest na og6t ujemne.
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reaction coordmate

Wzrost szybkosci reakcji enzymatycznej z temperaturg obserwowany az do pewnej temperatury optymalnej
(Topt) jest powszechnie przypisywany klasycznemu zachowaniu sie zgodnemu z przewidywaniami teorii
Arrhenius’a, a obriizenie szybkosci reakcji po przekroczeniu T, jest przypisywane denaturacji biatka i/lub
agregacji. Ta interpretacja utrzymuje sie, mimo ze wielu badaczy zauwaza, ze denaturacja nie jest
wystarczajaca, aby wyjasnié spadek szybkosci enzymatycznej powyzej Topt.

Centralng czescia MMRT jest obserwaqa ze reakcje katalizowane enzymatycznle zachodza przy znaczacych
wartosciach AC,*, kiére sa nha ogot ujemne. Oznacza to, ze pojemnosé cieplna (C,;) kompleksu enzym-substrat
jest na ogdi wieksza niz C, kompleksu enzym-stan przejSciowy. Zgodnie z klasycznym opisem katalizy
enzymatycznej, ujemna warto$¢é AC,* jest wynikiem stosunkowo stabego wigzania enzymu z substratem i
bardzo Scistego ze stanem przejsciowym. Czyli, to zmiana pojemnosci cieplnej zwigzana z kataliza
enzymatyczna (AC%) i jej wplyw na zalezno$¢ temperaturowa AG* okres$la zalezno$¢é aktywnos$ci enzymu od
temperatury.

Biochemistry, 55:1681-1688 (2016)



Jednym z badanych enzyméw byta barnaza:

Barnaza: (nazwa bierze sie od ,,BActerial” ,,RiboNucleASE”)
to biatko bakteryjne sktadajace sie ze 110 aminokwasow i
wykazujgce aktywnos¢ rybonukleazy. Jest syntetyzowany i
wydzielany przez bakterie Bacillus amyloliquefaciens, ale
jest Smiertelny dla komarki, jesli ulega ekspresji bez
inhibitora barstar. Inhibitor wigze sie z miejscem aktywnym
rybonukleazy i je zamyka, zapobiegajac uszkodzeniu przez
barnaze RNA komorki po jego syntezie, ale przed
wydzielaniem. Kompleks barnazalbarstar znany jest z
niezwykle szybkiego wigzania biatko-biatko, z szybkoscia
108s*M™,

Wyznaczono aktywnos¢ enzymu barnazy i jej mutanta A43C/S80C na fluorogennym substracie
nukleotydowym w funkcji temperatury. Otrzymane state szybkosci reakcji fitowano do réGwnania

kT AH+AC,|T-T, A S} +AC,InT—InT,|

Ink=In P BT R

Fitowania byty przeprowadzone z temperatura referencyjng réwna Top: — 4.

wikipedia

ACS Chem. Biol., 8:2388-2393 (2013)



Wyniki badan zaleznosci wydajnosci katalizy od temperatury dla dobrze zbadanego enzymu barnazy i jego
stabilizowanego podwdjnego mutanta A43C/S80C. Dla obu, kinetyka Michaelisa-Menten i szybkos$ci rozwijania
z temperatura zostaty dobrze udokumentowane.

Krzywizna widoczna na wykresie In(kca) w funkcji T dla typu dzikiego barnazy mozna zracjonalizowaé jako
potaczenie zachowania podobnego do Arrheniusa w temperaturach ponizej 312 K (Top:) 1 denaturacji powyzej
312 K (punkt srodkowy temperaturowego rozwijania termicznego, T, dla barnazy wynosi 326 K).

Jednakze nie moze to wyjasniaé krzywizny A43C/S80C, ktéry zawiera stabilizujace wigzanie disiarczkowe i ma
zwiekszona Tn (331 K). Chociaz mutant ten zostat ustabilizowany, krzywizna In{k..)) w zaleznosci ed tempera-
tury pozostaje i nie ma wzrostu Top:.

Niepowodzenie modelu podrecznikowego (Arrhenius + denaturaciaj w wyjasnieniu Ty A43C/S80C mozna po
prostu rozwiazaé, bioragc pod uwage ujemnag wartos¢ AC*; dla katalizy.
1/Temperature x 1,000 (K")
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szybkosci temperatury dla barnazy typu dzikiego i 8 RMSE = 0.185
A43C/S30C daje podobne, duze i ujermne wartosci J05-
AC*, odpowiednio -4,6 £ 0,8 i -5,3 £ 0,4 kJ mol* K™, £ -
Zauwazamy, ze te duze, ujemne wartosci AC*,
odnosza sie do uktadu reakcyjnego jako catosci, b
ktéry obejmuje zaréwno reagenty, jak i enzym. B e P T
Nie spodziewalibysmy sie tak duzych wartosci Temperature (K)

wytacznie dla prostych reakcji organicznych.
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ACS Chem. Biol., 8:2388-2393 (2013)



1/Temperature x 1,000 (K")
3.57 3.33 3.13 2.94
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Wptyw AC*, na temperaturowg zalezno$¢é szybkosci reakcji - schematyczne przedstawienie zaleznos$ci
miedzy temperatura i szybkoscia modelowane za pomoca réwnania

Ink=In —
h RT R

ky T AH§O+AC§(T—TO)+A5§O+AC§ InT-InT,

5 H A7 &l ¥
przy zatozeniu réznych wartosci AC,. ACS Chem. Biol., 8:2388-2393 (2013)
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Korelacja miedzy T, i AC*, dla enzyméw badanych w ACS Chem. Bici., 8:2388-2393 (2013), wynikajaca
ze stosowania rOwnania

k,T AH:+ACHT-T,| AS:+AC:InT—InT,|
Ink=In — Ty =
h RT R

w analizie kinetyki. taczgc w jednej analizie wartosci AC*, otrzymane dla r6znych enzyméw nalezy
zmieni¢ jednostki na J g™t K™ przez podzielenie przez M: enzymu (liczba modéw wibracyjnych dajacych
wkiad do AC*, w biatkach jest, jak wykazano w innych badaniach, liniowo skorelowana z M,). Linia ciagta
reprezentuje cdopasowanie réwnania

AH: +R1T

! :i T, opt
P T, —T
opt 0

do danych z uzyciem T, = 306 K. Stupki btedéw, jesli sa widoczne, reprezentujg SE w AC*,/M,. Réwnanie
na AC*, otrzymuje sie z przyréwnania dk/dT=0 (gdzie k(T) to réwnania Eyring'a z wprowadzong
wielkoscia AC*, pokazane na poprzednim slajdzie).

ACS Chem. Biol., 8:2388-2393 (2013)



Wprowadzenie wyrazu AC,* do réwnania Eyring’a ma istotne implikacje dla przewidywanej zaleznosci
szybkosci katalizowanej enzymatycznie od temperatury, gdyz wprowadza to silng zalezno$é¢ AH* i AS* od
temperatury.

ok T AS, +ACH(InT—InT,) _AH§0+AC§(T—T0]
k=_"B" , R e RT
h

1 I 1 FHln T o
kkyT AH;+AC,|T—T, JASi+AC (InT ~InT,
h RT R

Ink=In

Konsekwencja jest to, ze AG* jest zakrzywione jako funkcja temperatury i krzywizna jest okresiona przez
wielko$¢é AC,* (aby to zilustrowaé¢ Rysunek A pokazuje wynik przyjecia ACp*= —-3.0 kJ mol*-K™).

AG'=AH; +ACH T—T/|-T|AS; +AC(InT~InT,||

A AS* =0 AH?* =0\ .o
= : Pt (A) Temperaturowa zalezno$¢ AG* (oS y po

= i /’ lewej stronie) jest pokazana w kolorze
g T F200 zielonym. Indywidualne wktady do AG* od
= : A-Tast = ~T[aS] +Ack(nT — InT,)]  entalpii | etropii sa pokazane w kolorach
i 6‘*\ £ / 4o ( czerwonym | niebieskim, odpowiednio (oS y po
G} NN ) ‘ prawej stronie).
g s Nl

’/"’\\\ Lo Pionowe linie kropkowane pokazujq

/ \ __ ) temperatury, dla ktérych AS*=0i AH* = 0.

AH* = AH7 + ACT (T —To)
280 300 320 40 AG* ma minimum gdy AS* = 0. Warto$¢ AC,*

przyjeto —3.0 kJ mol™-K™,

Biochemistry, 55:1681-1688 (2016)
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(C) Temperaturowa zaleznos¢ szybkosci reakcji, In(szybkos$¢) wedle modelu MMRT (kolor pomarainczowy,
lewa 0$ y) iand indywidualne wkiady dec in(szybko$¢) pochodzace od entalpii (~AH*/RT) i entropii (AS*IR), linie
czerwona i niebieska, odpowiednia (prawa o$ y). Pionowa kropkowana linia pokazuje Topc and — AH* = RTp.

Wynika z tego, ze dla AC,* < 0, szybko$¢ reakcji katalizowanej przez enzym poczatkowo rosnie ze wzrostem
temperatury. Wzrost zachodzi do osiagniecia temperatury optymalnej (To) po czym szybkos$¢ reakcji spada,
w przeciwienstwie do przewidywan prostej kinetyki Arrheniusa i Eyringa.

Wzrost szybkosci reakcji ze wzrostem temperatury az do osiagniecia Top: Wynkia z cztonu entalpowego
(-AH*IRT). Jednkze, znaczenie tego cztonu jest powoli zmniejszane przez czton entropowy (AS*/R) co w
temperaturach powyzej Top: prowadzi do zmniejszenia szybkosci reakcji.

Biochemistry, 55:1681-1688 (2016)
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Przyktady fitowania réwnania (*) do danych doswiadczalnych opublikowanych
w pracach:

(1) Peterson, M. E., Daniel, R. M., Danson, M. J., and Eisenthal, R. (2007) The
dependence of enzyme activity on temperature: determination and validation
of parameters. Biochem J 402, 331.

(2) Peterson, M. E., Eisenthal, R., Danson, M. J., Spence, A., and Daniel, R. M.
(2004) A new intrinsic thermal parameter for enzymes reveals true temperature
optima. J. Biol. Chem. 279, 20717-20722.

A. Kwasne fosfatazy (APaza) to rodzina enzymow, ktore
niespecyficznie katalizuja hydrolize monoestrow i hezwodnikow
kwasu fosforowego w celu wytworzenia nieorganicznego
fosforanu przy optymalnym pH wynoszacym od 4 do 7.

B. Deaminaza adenozyiy jest enzymem bioragcym udziat w
metabolizmie puryn. Jest niezbedna do rozktadu adenozyny z
pozywienia i do obrotu kwasow nukleinowych w tkankach.

C. Beta-laktamazy (B-laktamazy) to enzymy wytwarzane przez
bakterie, ktére zapewniajg wielolekoopornosé¢ na antybiotyki
beta-laktamowe, takie jak penicyliny, cefalosporyny, cefamycyny,
monobaktamy i karbapenemy (ertapenem).

Biochemistry, 55:1681-1688 (2016)



Viscosity Dependence of Some Protein and Enzyme Reaction Rates:
Seventy-Five Years after Kramers

i i i H.A K , B [ ion in a field of f d th
gilgm'; éﬁ;%i&d@gini 6K1- (Bzré%a)m difusion model of chemical reaciions, Physica 7 264-304 (1940)
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Reaction coordinate

Teoria szybkosci Kramersa jest kamieniem miiowym w badaniach reakcji chemicznych, ale nadal
istnieja watpliwosci dotyczace podstawowego zrozumienia szybkosci reakcji duzych czasteczek w
fazie skondensowanej, w lepkim $rodowisku. Badania eksperymentalne teorii Kramersa opieraja sie
na pomiarach zaleznosci szybkosci reakcji skalowania odwrotnosci lepkosci rozpuszczalnika, ktéra
czesto jest utozsamiana ze wspétczynnikiem tarcia objetoSciowego w oparciu o proste zaleznosSci
hydrodynamiczne. Oprécz trudnosci w wyodrebnieniu szczegotow prefaktorow z danych
eksperymentalnych, nie jest jasne, dlaczego w wielu badanych reakcjach obserwuje sie znaczne
odchylenia ich szybkosci od liniowego zwiazku z odwrotnosScia lepkosci, k « n™.

W pracy tej opisano wptyw tarcia rozpuszczalnika generowanego przez glicerol na szybkos¢ trzech
réznych reakcji biatkowych, m. in. indukowanego guanidyng rozwijania cytochromu c.



Aby okreslié, jak bardzo szybkos¢ rozwijania biatka odpowiada przewidywaniom wzoru Kramersa, zmierzono
stata szybkosci rozwijania cytochromu c przy 3, 8 M GdnHCI w obecnhos$ci zmiennego poziomu gliceryny.
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Rozwijanie struktury cytochromu c w 15 mM buforze
fosforanowym (pH 7) po dodaniu 3,8 M GdnHCI.
Pokazano przyktady krzywych postepu reakcji po
mieszaniu

(a) w spektrometrze zatrzymanego przeptywu i

b) manualnym mieszaniu przy wskazanych
wartosciach lepkosci. Linie ciagte przechodzace przez
dane reprezentuja dopascwania dwuwyktadnicze,
gdzie mniejsza faza stanowiaca -10% catkowitej
amplitudy jest uwzgledniona w celu poprawy jakosci
dopasowan.

(c) Staia szybkosSci gtéwnej fazy rozwijania w funkcji
lepkosci rozpuszczalinika. Linia ciggta to dopasowanie
do réwnania 2 z parametrami dopasowania C = 1,3x
10°¢cPs* n=24,0=53%20.4cP,i AG =10.4 kcal
mol™. Stupki btedéw wygenerowano w wyniku
wielokrotnych powtdérzen eksperymentow.

Warto$é n jest tu znacznie wieksza niz wartosci utamkowe
(1) podane wczesniej dla réznych reakcji biatkowych, w
tym fatdowania peptydu tworzgcego helise, asocjaciji i
dysocjacji ligandéw, katalizy enzymatycznej i wydzielania
komoérkowego oraz reakcji przeniesienia elektronu, co
sugeruje znacznie wieksze nadmierne ttumienie rozwijania
cytochromu c.

Biochemistry, 54:4453-4461 (2015)



Kinetic Solvent Viscosity Effects as Probes for Studying the Mechanisms

of Enzyme Action

Giovanni Gadda, and Pablo Sobrado
Biochemistry, 57:3445-3453 (2018)
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Niniejsza praca koncentruje sie na wykorzystaniu kinetycznego wptywu lepkosci rozpuszczalnika
(KSVEs od kinetic solvent viscosity effects) do badania reakcji enzymatycznych. Technika ta jest
fatwa do wdrozenia i wykorzystuje analizy kinetyczne w stanie ustalonym w celu sprawdzenia, czy
wigzanie substratu jest kontrolowane przez dyfuzje i czy uwalnianie produktu jest etapem
ograniczajacym szvbkos¢ cyklu katalitycznego. Ponadto KSVE moga zidentyfikowaé etapy
izomeryzacji wazne dla katalizy. Zastosowanie KSVE w potaczeniu z innymi technikami, takimi jak
efekty izotopow kinetycznych, efekty pH i mutageneza ukierunkowana, moze dostarczy¢
szczego6towego obrazu mechanizmu dziatania enzymu. Przedstawiamy podstawowa teorie, wazne
rozwazania eksperymentalne i potencjalne wyniki oraz pokrotce omawiamy niektore przyktady z
literatury. Przedstawiono takze wyprowadzenie réwnan istotnych dla analizy danych.



MIKROLEPKOSC | MAKROLEPKOSC ROZPUSZCZALNIKA

Lepkosé rozpuszczalnika w roztworach wodnych mazna zwiekszy¢ przez dodanie
dodatkéw, przy czym najskuteczniejsze sa zwiazki polihydroksylowane. 1stnieje wazne
rozroznienie pomiedzy mikrolepkoscia rozpuszczalnika i makrolepkoscia. Mikrolepkosé
rozpuszczalnika definiuje sie jako opdr ruchu czasteczki w roztworze i jest istotnym
parametrem fizyko-chemicznym w réwnaniu Stokesa-Einsteina. Makrolepkosé
rozpuszczalnika okresla wolng objetos¢ dostepna dla czasteczki poruszajgcej sie w
roztworze. Ogolnie rzecz biorgc, w eksperymentach z KSVE stosuje sie stosunkowo mate
dodatki, takie jak glicero!, glukoza lub sacharcoza, w ceiu zwiekszenia mikrolepkosci
rozpuszczalnika. \W przeciwienstwie do tego, dodatki polimerowe, takie jak Ficoll-400 lub
glikol polietylenowy (PEG), sa zwykle stosowane w celu zwiekszenia makrolepkosci
rozpuszczalnika i moga byé stosowane jako kontrole dla KSVE, aby jednoznacznie
wykazag, ze obserwowany efekt lepkosci rozpuszczalnika wynika z proceséw dyfuzyjnych,
a nie efektow zattoczenia molekuiarnego. Zgodnie z tym badania wykazaty, ze dodatki o
zwiekszone] masie czgsteczkowej w mniejszym stopniu zmniejszajg skutecznosé
katalityczna enzymow i spowalniaja dyfuzje ligandow i procesy zwijania.
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Autorzy rozwazaja schemat reakcji enzymatycznej w postaci:

Ky Ks Ks

k, ki

I stwierdzaja, ze dla tego schematu reakc;ji:
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Poréwnajmy to z zapisami z wykladu poprzedniego:
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Uwaza sie, ze dyfuzja substratu | produktu do i z enzymu przy tworzeniu i rozpadzie
komplekséw ES i EP jest odwrotnie proporcjonalna do tarcia wywieranego przez
lepkosc rozpuszczalnika

Ky Ks Ks
E+S < ES & EP - E+P

K, Ky

To sprawia, ze state szybkosci ki, k2 i ks zalezg od iepkosci rozpuszczalnika. Na przyktad:
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Stad wniosek autordow:
ke | = kikoks e Kk,
ka n K3 (K +ks)+ksks k. +k,+k/]

Zauwazmy, ze autorzy ignoruja zaleznosc ks od lepkosci w kea/ K. Uwzgledniajg jg
w wyrazeniu na Kear. Z niezaleznosci ki" - ni k2" - n od lepkosci mamy:

kin, = ki'n kon, = kin
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Kiksks
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Zatem (kcat/Km>n jest liniowa funkcja R
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Autorzy rowniez rozwazali schemat reakcji enzymatycznej w formie:

ki Ky __Ks
E+S « ES - EP _ E+P

K,
dla ktorego mamy:
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(Kear)o

dla obu schematow reakcji.

Mozna réwniez rozwazac
(kcat>r/
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Wykresy (KcalKm)ol(Kcat/ Km)n W funkcji nre dla (A) nieodwracalnej i (B) odwracalnej reakcji
enzymatycznej. Ogolny opis analityczny nachylenia podano w przypadku b, przy czym przypadKki
a i c reprezentuja reakcje kontrolowane odpowiednio przez dyfuzje substratu i etap chemiczny.



Kinetic and Structural Characterization of Trypanosoma cruzi
Hypoxanthine—Guanine—-Xanthine Phosphoribosyltransferases and

Repurposing of Transition-State Analogue Inhibitors

Kayla Glockzin, Kathleen M. Meneely, ..., Thomas D. Meek,* and Ardala Katzfuss*
Biochemistry 2023, 62, 2182-2201

Fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowo-ksantynowe (HGXPRT) to enzymy transferazy
katalizujace tworzenie monofosforanéw inozyny, guanozyny i ksantczyny z 5-fosfo-D-rybozo-1-
pirofosforanu (PRPP) i zasad nukleinowych: hipoksantyny (Hx), guaniny (Gua) i ksantyny (Xan),
odpowiednio. Enzymy te stanowia obiecujace cele w leczeniu zakazenia chorobhga Chagasa (CD),
wywotywana przez pasozyta Trypanosoma cruzi, ktory jest przenoszony na zwierzeta i ludzi przez wektory-
owadzie i wystepuje tylko w obu Amerykach (gtéwnie na obszarach wiejskich Ameryki Lacinskiej, gdzie
bieda jest powszechna).

Wptyw lepkosci na kinetyke TCHGXPRT byt okreslany przez pomiary predkosci
poczatkowej przy zmieniajacej sie lepkosci wzglednej (). Mieszaniny reakcyjne
zawierajace 0, 4, 8 lub 12% (v/v) gliceryny (mikirowiskozogen; n.. = 1-1.45) albo 0,
0.5, 1, lub 2% (wlv) PEG10000 (makrowiskozogen; n.. = 1-1.46) byty uzyte aby
wyznaczy¢ ich wptyw na szybkosci poczatkowe. Wartosci lepkosci kinematycznej,
Nuinematic BYtY Mierzone przy uzyciu lepkosciomierza kapilarnego Cannon-Fenske.
Dynamiczne lepkosci n byty otrzymane z pomnozenia lepkosci kinematycznych
przez gestosc rozpuszczalnika. Unormowane parametry kinetyczne, tj.

(k /Km>0 lub (kcat)O
(kcat/Km)n (kcat)n

byty analizowane tak samo jak opisano w Biochemistry, 57:3445-3453 (2018).
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Trypanosoma cruzi

Triatomine Bug Stages

Centers of Disease Control and Prevention. o
DPDx is a website developed and maintained
by CDC'’s Division of Parasitic Diseases and Malaria. @

Triatomine bug takes a blood meal

(passes metacyclic trypomastigotes in feces,
trypomastigotes enter bite wound or
mucosal membranes, such as the conjunctiva)

ODPDx

Mammalian Stages

e Metacyclic trypomastigotes
penetrate various cells at bite
wound site. Inside cells they

transform into amastigotes.

| _&

Metacyclic trypomastigotes

=\
in hindgut/

Amastigotes multiply
by binary fission in cells
of infected tissues.

Trypomastigotes @
canvinfect ather cells
and transform into
intracellular amastigotes
in new infection sites.

Epimastigotes

in midgut ‘
N

a blood meal
(trypomastigotes ingasted) /

e Triatomine bug takes /

Intracellular amastigotes
transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell

and enter the bloodstream.
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Infective stage
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Many mammalian species have been
recoghized as T. cruzi reservoir hosts.

5 Diagnostic stage

Choroba Chagasa -- choroba pasozytnicza wywotywana przez swidrowca Trypanosoma cruzi, przenoszona na cztowieka i zwierzeta przez
pluskwiaki z podrodziny Triatominae, z rodzaju Triatoma, Rhodnius, Panstrongylus. Choroba Chagasa wystepuje endemicznie w Ameryce
Potudniowej i Srodkowej (choruje kilkanascie milionéw ludzi, co roku umiera okoto 50 tysiecy). Spotykana jest niemal wytacznie na
obszarach wiejskich. Najczestszym rezerwuarem w naturalnym srodowisku sg oposy i pancerniki, rzadziej gryzonie, malpy oraz zwierzeta
domowe. Do zarazenia dochodzi gtdwnie przez dostanie sie wydalin krwiopijnego pluskwiaka przez uszkodzong skore cztowieka lub rzadziej
przez jego ukaszenie, takze spozycie pokarméw zanieczyszczonych wydalinami pluskwiakow, przetaczanie krwi osoby zarazonej, drogag
wertykalng z zarazonej matki na ptdéd oraz z mlekiem matki na niemowle.

https://medycynatropikalna.pl/



Dane dotyczace szybkosci poczatkowej zebrano przy nasycajacym stezeniu Hx (120 pM) i zmiennych stezeniach
PRPP (0-300 pM) lub przy nasycajacym stezeniu PRPP (1 mM) i zmiennych stezeniach Hx (4,7-150 pM), przy
statych stezeniach wiskozogenu (glicerol: 0, 4, 8 i 12% viv lub PEG1o000: 0, 0,5, 1 i 2% wiv). Mikrowiskozogeny,
takie jak glicerol, wptywaja na dyfuzyjne etapy katalizy, podczas gdy makrowiskozogeny, takie jak PEG 10000,
stuzg jako kontrola zapewniajaca, ze obserwowane efekty wynikaja z dyfuzji, a nie efektu cbhjetosci wytaczonej.

A 20- B 20-
-o— Glycerol -o- Glycerol
. —
& fi 1.5+ -y PEG10000 ______ 1.5 — PEG]OOOO ‘,,1';
o & -------------- -~ L/ “““““ -
xo' o © ’% __V—-
< X 1.0 [ S8 1.0 B—T¥ ¥ oY
O = )
S
~ 0.5 0.5
00 T T | v N B Lo 00 T [T T T T -1 7T T r 1 T 7
1.0 1.2 14 1.0 1.2 1.4
‘rfrel nrel
C 20- D 20-
-o— Glycerol -o— Glycerol
~ls15 T FEG, 5000 159 % PEG;pgq -
G 4 ¥/‘/' -
TS JAT . 5|3
~< - - — - (1] A 4 —¥
*§| ..{3.1.0 j T M i s e & 1.0 2 % <
=l =
l 0.5 0.5
00 I & I L I B 00 L] L] l L] T L] Ll ] L] L L] L] l L] L]
1.0 1.2 14 1.0 12 1.4
Nrel nrel

Wptyw lepkosci na kinetyke TCHGXPRT, wartosci (A) Kca/Keree i (B) Keat przy zmiennym stezeniu PRPP, i warto$ci
(C) Kcat!Kuix 1 (D) Kcat przy zmiennym stezeniu Hx w obecnosci gliceryny (niebieskie kétka). Referencyjne linie
przerywane (czarne) o nachylenie 1 sa pokazane na kazdym wykresie. Kinetyczne parametry nie zmieniaty sie

znaczaco przy roshacych stezeniach PEGio000 (Czerwone tréjkaty). Biochemistry 2023, 62, 2182-2201
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