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Problema 24 Enzyme-substrate interaction

Il problema fa riferimento alle seguenti reazioni dove la proteina P si puo legare adue diversi
substrati L e MH" in modo indipendente senza cioé che la presenza di un substrato gialegato alteri
I’ affinita della proteina per I’ altro. Lareazione avviene apH 9,5.

LaK, dellaspecie MH* @ K, =10 . Le altre costanti sono K = 2,22 10* K,= 5,26 10°.
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a) Si mescolano uguali volumi di soluzioni 100 "M di P ed L, calcolare la concentrazione
al’equilibriodi P, L, PL elapercentuale di proteina P complessata.
Dopo il mescolamento della due soluzioni, la concentrazione iniziale di P ed L dimezza e diventa
¢ =5,00-10"> M. Avviene |a seguente reazione:

[PL]
[PI[L]
Le concentrazioni all’equilibrio sono [P] =[L] =c—x e [PL] =x quindi s ha:

( X % =K, X =Ky (¢ + X% — 2¢X) sostituendo si ha

C- X
x=2,22-10* (2510 1% + x* — 10x ) cioé  222-10°x*-3,22x+555-10°=0
Si ottienex =2,00-10°> cioé [PL]=200-10°M [P]=[L] =3,00-:10°M
[PL] _2,0040°
[P,] 50040°

P+L — PL dacuisricava K, =

Lapercentuale di proteina P complessata si ottiene da

=0,4 quindi 40%

b) Calcolarela% di legando M protonato apH 9,5
Avviene |a seguente reazione:

MH" — M+ H" alequilibriosiha K, :M dacui siricava MA1_[H]
[MH] [M] K,
[MH*] _10%° oo _ .+ [MHT] _
= =10 =4/10=316 uindi =316
[M] 107" V10 a [M]
dacui s ricavala% di legando M protonato
[MH"] _ 316

=0,76 quindi 76%

[M]+[MH*] 1+316

¢) Si mescolano uguali volumi di soluzioni 100 MM di Ped M apH = 9,5, calcolarela
concentrazione al’ equilibrio di P, M, MH", MH*P ela percentuale di proteina P complessata.

Dopo il mescolamento della due soluzioni, la concentrazione iniziale di P ed M s dimezza e diventa
p=m=5,00-10> M. Avvengono |e seguenti due reazioni:

M+ H — MH e MH* +P - MH'P
All’'inizio m 10°° 0 0 p 0
All’ equilibrio m-c 10°° C-X cX  pX X
Da calcoli svolti a punto b si ha [MH ] =316 quindi r(;—); =316
-4
Sostituendo i valori e svolgendo i calcoli sl ottiene: ¢ = %
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Dalla secondareazione si ricava: M: 2
[MH][P]
dacui s ottiene, sostituendo le concentrazioni al’ equilibrio: S S )
(c-x)(p- x)
Sostituendo il valore di ¢ si ottiene: —~ X =K,
158X0 " + x

C e 0%

Sviluppando i calcoli s ottiene:  3,16x*—3,24-10*x+0,79-108=0
Dacui s ottienex =4,00-10° ciod [MH'P] =4,00-10°M 40 ni

quindi [P] =1,00-10°M 10 nM

Siricavac=4,76 10> M

[M] =m-c quindi s ottiene [M] =0,24-10°M 2,4 mvl

[MH*] =cx quindi s ottiene [MH']=0,76-10°M 7.6 nM
[MH*P] _ 4,040°

Lapercentuale di proteina P complessata

- =080 quindi 80%
[Re] 500

d) Si mescolano 100 ni di proteina P 100 M, 50 i di legando L 200 M, 50 L. di legando M
200 M apH 9,5, calcolare la% di proteina P legatasolo al, soloaMH™ e ad entrambi. Calcolare
la concentrazione molare di tutte le specie presenti all’ equilibrio.

Si nota che nel volume finale di 200 i, le concentrazioni iniziali di proteina P, legando L e M sono
identiche a quelle proposte nei punti precedenti: 5,00 10> M (50 mM).

Inoltre le due reazioni dellaproteina P con il legando L ed M sono del tutto indipendenti, infatti il
legando MH" puo legarsi siaalaproteina P liberasiaaquellagialegatacon L.

Nello stesso modo il legando L pud legarsi siaalla proteina P liberasiaa quellagialegata con MH™.
In questo modo la percentuale di proteina P complessata con MH™ resta 80% come calcolato al
punto c. La percentuale di proteina P complessata con L resta 40% come calcolato a punto a.

80%

40% oL

Usando questi semplici ragionamenti siamo in grado di calcolare la percentuale di proteina P
presente all’ equilibrio nelle quattro forme P, MH*P, PMH"PL, PL e cosi pure per le concentrazioni

al’equilibrio nella soluzione finale.
P 12% P 6,0mM

/ \ / \MH*(?,G M === M (2,4nM)
8% PL MH*P  48% 40mM  PL MH*P 24 mM
MH*PL  32% MH*PL 16 mM
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