Enzymatische Katalyse

Kapitel 6

Prinzipien und
Mechanismen der
enzymatischen Katalyse

weiters:
Kapitel 7 (Enzymkinetik, Inhibitoren, Messung der Aktivitit eines Enzyms)
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Enzymatische Katalyse

Eine chemische Reaktion verlauft “freiwillig*, wenn sie zu einem
Zustand niedrigerer freier Energie fithrt = wenn AG negativ

AG=AH -T* AS (Gibbs sche Gleichung)

Reaktion zu Produkt, wenn AH negativ oder T*AS positiv genug

AG? ... “freie Standardenthalpie“ einer Reaktion.

AG" ... “freie Standardenthalpie* einer biochemischen Reaktion (pH 7 !)

Bsp:  ATP+H,0 <> ADP+P, AG” =-30.2 kJ/ mol
Fumarat + H,0 <> Malat AG” = -3.1 kJ / mol
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Enzymatische Katalyse

Reaktion verlauft solange bis Gleichgewicht erreicht,
d.h. bis Hin- und Riickreaktion S < P gleich schnell.

Lage des Gleichgewichts abhéngig von AG" zwischen S und P.

AG"=-RThh K,

[C][D]
[A][B]

AG=AG” +RTIn

genauer [A]? etc.

Beispiel Fumarat: AG?” = -3100 J/mol = - 8.315 * 298 * In K| R =8.315 J mol! deg!

In K, =-3100 /-8,315 * 298 = 1.25 T=298 deg
K. =3.49
o _ [Malat),, 349
- [Fumarat],, B 1
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Enzymatische Katalyse

Bsp: K, =1

Substrat Produkt

System im
Gleichgewicht

Gleichgewight

keine Nettoreaktion



Enzymatische Katalyse

Bsp: K, =1

Substrat Produkt

Gleichgewight




Enzymatische Katalyse

Bsp: K., =3

Substrat Produkt

Fumarat + H20 < Malat
AGO‘ = -3.1 kJ / mol

Produkt




Enzymatische Katalyse

Fliessgleichgewicht

exergonische Reaktion

—— —‘ endergonische Reaktion

=
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Enzymatische Katalyse

Enzyme beschleunigen chemische Reaktionen

k, k., (sec)
Hydrolyse von Phosphat-Estern Phosphatase / alk. Phosphatase  10-13 14
Glucose + ATP — Glc-1-P / Hexokinase 10-13 1.3*10-3

Ethanol + NAD" — Acetaldehyd + NADH / Alkoholdehydr. 6*10-12 3*10°°

CO, + H,0 - HCO; + H* /  Carboanhydrase 102 10°

Enzyme erlauben den Ablauf chemischer Reaktionen
unter physiologischen Bedingungen (T, pH, Milieu)
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Enzymatische Katalyse

Enzyme haben keinen Einflufl auf Gleichgewicht einer Reaktion

konnen aber endergonische mit exergonischen Reaktionen koppeln,

sodal} energetisch ungiinstige Reaktionen ablaufen konnen.
Besonders wichtig z.B. Beim Aufbau von Biomolekiilen.

Kopplung mit Hydrolyse von ATP o. GTP

Enzvme wirken spezifisch

Im Hinblick auf das Substrat,
auf die Art der katalysierten Reaktion,
auf die Stereochemie der katalysierten Reaktion.

Geometrische Substratspezifitit oft nicht absolut.
(ADH, Hexosaminidase)
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Enzymatische Katalyse

Endergonische
Reaktion

Exergonische
Reaktion




Enzymatische Katalyse

Enzymklassen

1 Oxidoreduktasen katalysieren biologische Oxidationen und Reduktionen
A"+B— A+PB = Ubertragung von Elektronen

(Oxidasen, Reduktasen, Peroxidasen, Dehydrogenasen)
Bsp:
Monoamin-Oxidase: R-CH,-NH, + O,+ H,O — R-CHO + NH; + H,0,
Peroxidase: H,0, +2e- + H* - 2H,0
(Elektronen von e-Donator, vielfaltig z.B. Cytochrom c; Glutathion)

2 Transferasen Gruppeniibertragungen
A+ B-X —> A-X+B (Glykosyltransferasen, Aminotransferasen, Kinasen)

Kinasen ubertragen Phosphat von ATP auf diverse Substrate (Glucose, Proteine ...)
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Enzymatische Katalyse

Enzymklassen

3 Hydrolasen Spaltung von Bindungen unter Anlagerung von Wasser
A-B+ H,0 — AH + BOH (Esterasen, Lipasen, Glycosidasen, Peptidasen)

4 Lyasen Hinzufigen von Gruppen zu Doppelbindungen bzw.
Eliminierung von Gruppen unter Bildung

Xy einer Doppelbindung (H,O, NH;, CO,)

A—B <~ A=B + XY

CH,080H
CH,050,H COO0H HO /J_ o,

COOH ] ’
Hir 0 O 0.
) -~ . ,) 0 -~
“on Y b _Gl/ S CN
HO " HMNCOCH,

'y o n
ou HNCOCH: | .

Chondroeitin sulfate C
CH,OS0,H
COOH ' CH,080,H COOH HO g

™
SO0 H{V ”\> e O o - H-oH
— d (O - 0 H-QH + ['H’.';’ H p=
HO HMTOCH,
H- Ol @KU

OH HNCOCH,



Enzymatische Katalyse

Fortsetzung Enzymklassen

S Isomerasen Intramolekulare Umlagerungen
(Isomerasen, Epimerasen, Mutasen)
XY Y X
A—B <~ A—B
UDP-Glucose-4-Epimerase
UDP-Galactose <« » UDP-Glucose
6 Ligasen Verbindung zwischen 2 Substraten unter gleichzei-
tiger Spaltung energiereicher Verbindungen (ATP)
(Bildung von C-C, C-S, C-O, und C-N Bindungen)
A+B — AB
/_\

ATP ADP+ P,
! Aminosaure + tRNA + ATP — Aminoacyl-tRNA + AMP + P-P

DNA-Ligasen
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Enzymatische Katalyse

Enzymnamen: Trivialnamen (Pepsin, Emulsin, Lab-ferment, Invertase ....)
Systematischer Name (eigene Kunst)

E.C.-Nummer

Der Name eines Enzyms z.B. Hexosaminidase, Kathepsin etc. steht oft fiir mehrere Proteine
eines Organismus, welche gleiche Reaktion katalysieren (“Isoenzyme*).

Verschiedene Arten haben gleichartige Enzyme mit leicht unterschiedlichen Peptidketten
(homologe Enzyme)

Enzyme Commission Number 3.4.21.1 ... Chymotrypsin

= E.C. Nummer 3 ... Enzym-Hauptklasse
4 .... Unterklasse (Peptidase)

21 .. Unterunterklasse (Serinproteasen)
1 ... Willkiirlich Seriennummer

Gibt aber nicht Organismus an !
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Enzymatische Katalyse

Enzyme senken die Aktivierungsenergie AG*

Unkatalysierte Reaktion Enzymatisch katalysierte Reaktion

D) Transition
‘8, state
=
= 1
= .
k2 AG
= |
s AN s
[, | Substrate Substrate

[ it Product T T i eProduct

Reaktionskoordinate Reaktionskoordinate

(Fortschritt der Reaktion)
Bei Senkung der Akt.en. um 5.71 kJ - mol-! wird

v=Fk-: [S] Einheiten ? Reaktion um 10er-Potenz beschleunigt
Bei 2 Substraten: V=~£L - [S;] - [S,] Urease: ca. 80 kJ - mol!
_ AGj: k ... Geschwindigkeitskonstante
. e kg ... Boltzmannkonstante
= . e

h ... Plank’sches Wirkungsquantum
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Enzymatische Katalyse

Modell der Enzymreaktion
Allgemeine Form:
E+S< ES&EP« E+P
Zu Beginn der enzymatischen Reaktion (wenn kaum P vorhanden)

E+S<o ES—>E+P

1. Schritt: Bildung eines Enzym-Substratkomplexes

2. Schritt: Umwandlung von Substrat in Produkt

3. Schritt: Dissoziation des Enzym-Produktkomplex
& -

E+S <« ES ... Exergonischer Vorgang
“Bindungsenergie*




Enzymatische Katalyse

1. Schritt: Bildung eines Enzym-Substratkomplexes

Emil Fischer: h

Substrate

Schliissel-Schlof Modell . =5
:lf \III"\I\ Avtive site (’—\ \\
I'll\ \'. / ‘\\M_J,rﬂ\\___“. ]
\ a p B / ES complex
3 < Enzyme P4
\‘“-\_\_\_\___\____/
Daniel Koshland: m
Induced Fit Modell
Substrate
. ——
Konformationsianderung 7
des Enzyms gemeint; [:' ""L\\\ ~)
es kommt aber auch zur \ b ) ol
Konformationsdnderung N\ Enayme s

des Substrates.



Enzymatische Katalyse

Substratbindungsstelle — Active site

Ribonuclease
mit Substrat




Enzymatische Katalyse

Substratbindungsstelle — Active site

®

Active site meist hydrophobe Tasche auf Oberfliche

Nach Bindung von Substrat (fast) wasserfrei

Wichtige Aminosiauren oft von ganz verschiedenen
Teilen der Primarstruktur.

MRFFLILAFY W'l'-'-'i'l'v"‘.ll.?‘ DDI&'.'I.’ETTD EEMELFYOVE
LWSGEHFCEE BLIBEONYVE AAHCYETRIG VRLGEHWIKY
LEGMEGF IHa AKIIFMPEYN RO
AAYETIELFT APPAAGTECL [5
LOAFVLREAE CHASCPAKIT RS
GOPVVERGOL OGVVEEGHGD
DTIAANE

In der Primb sk
von Trypsin

Lysozym
(spaltet die glykosidische Bindung von
GlcNAc in Peptidoglykanen)

*HaN— l lﬁ ﬂ& |-coo-

1 35 b2 62, 101108 129
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Enzymatische Katalyse

Mechanismen der enzymatischen Katalyse

Entropieverkleinerung (Translations- und Rotationsentropie)
geht einher mit Orientierungs- und Nachbarschaftseffe

Senkung der Entropie durch
Verkleinerung der Moglichkeiten zur
Bewegung und Drehung

Fiir alle Zweisubstrat-Reaktionen von Bedeutung
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Enzymatische Katalyse

Mechanismen der enzymatischen Katalyse

Desolvatisierung

Verlust des Hydratwassers bei Bildung des
ES Komplexes erhoht Reaktionsfahigkeit

Destabilisierung durch elektrostatische Abstossung

In hydrophober Bindungstasche kommen elektrostatische Krifte
zum Tragen. Entgegengesetzte Ladungen erh6hen Bindungsenergie.
Gleiche Ladungen fiihren zur Verformung des Substrates



Enzymatische Katalyse

Mechanismen der enzymatischen Katalyse

- Bevorzugte Bindung des Ubergangszustandes

Ein Teil der Bindungsenergie wird verwendet um Substrat
in den Ubergangszustand zu bringen.
Reaktionsweg ohne G0 ==l N
Enzym

Substrat Ubergangszustand ~ Produkt

“Enzym* komplementér
zu Substrat

Reaktionsweg mit
Enzym, das
komplementar zu
Ubergangszustand




Enzymatische Katalyse

Spezielle Mechanismen der enzymatischen Katalyse

Allgemeine Siure-Base Katalyse

allgemeine Saure = Substanz, die Proton abgeben kann
allgemeine Base = Substanz, die Proton aufnehmen kann

fithrt oft zu Verstiarkung der Aziditat oder Basizitit von H,O.

Glu, Asp

Lys, Arg

Cys

His

Tyr

R-COOH

Protonendonor
(Allgemeine Sdure)

R-COO

Protonenakzeptor
(Allgemeine Base)
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Ester-Hydrolyse

un-
katalysiert

Saure-
Katalyse

Basen-
Katalyse

allgemeine
Saure-
Katalyse

allgemeine
Basen-
Katalyse

INITIALER SCHRITT ZWISCHENSCHRITT PRODUKTE
Eyia, a2, foa,
Q' O: 0
E’*c'l, R cI: R g R
e ~.\.§/ R/]\-:./ . >O ?/
A 0 H
S +
5+ PN 5+ H H H
(a) unkatalysierte H H :
Reaktion
Bte ikl . H
7 o) o 1
o R
B -
C R c R :0
e TR e w .
R RO AT | Tore R™ >Q. |
s | O =8 H
O e >
H H
BT H
{(b) Saure-Katalyse
el .
o° 108 TN
54 || j 1 || 0
/,C‘\\_-./F'Il c R' o9 |
BN O R/ \‘xo./ R O_: H
3 AR
fo}] . H :0—H
O3 0
e O, _ 4
H H Hxa/H
(c) Basen- H\-- /H 5
Katalyse Q
H—A
2N H= —a-
Bma o2’ 2 A H—A
1 i ||
! ] R
B4 .t
G c_. R 10
R4 07 Rl \“Q./ R >QI |
.:.' . Ht H H
Q. | O
(d)allgemeine [~ " Ty H
Séure-Katalyse
bma s, w
'TT?, :(|): :
B "
B s~
B iR Cc. . R . 0
R” N B \xo/ 5 \0': |
e H/
o) 5 ) QEGIAY
/u""\..H‘ e H/ H—B :B-
(e) allgemeine “vig-

Basen-Katalyse




Enzymatische Katalyse

Speziellere Mechanismen der enzymatischen Katalyse

Kovalente Katalyse

Ester (z.B. an Serin), Schiff-Basen

oft mithilfe von prostethischen Gruppen

Metallionenkatalyse

Enzyme mit lose gebundenen Kationen (Ca?*, Mg2*, Zn?*),
Beitrag zur Substratbindung, Ladungsabschirmung
elektrophile Gruppe

Metalloenzyme mit festgebundenen Ubergangsmetallen
(Fe?*, Fe3*, Cu?*, Mn?*, Co3"...) fiir Redoxreaktionen

@



Enzymatische Katalyse

Mechanismen der enzymatischen Katalyse -
Zusammenfassung

Entropieverkleinerung (Translations- und Rotationsentropie)
geht einher mit Orientierungs- und Nachbarschaftseffekten
Destabilisierung durch elektrostatische Absto3ung

Desolvatisierung

Bevorzugte Bindung des Ubergangszustandes

Allgemeine Siaure-Base Katalyse

Kovalente Katalyse
Metallionen-Katalyse

@



Enzymatische Katalyse

Mechanismus der
Spaltung einer
Peptidbindung
durch
Chymotrypsin

Bildung des tetraedrischen
Ubergangszustandes

Wenn Chymotrypsin ein Substrat
gebunden und so den Michaelis-
Komplex gebildet hat, greift Ser
195 die Carbonylgrupee des zu
zerlegenden Peptides nucleophil
an, wobei ein tetraedrisches
Zwischenprodukt entsteht
(kovalente Katalyse)

Michaelis-Komplex

-"f.-’ I]II:'||:||]r||l||'E'

Asp Hig
I\\].Efy //" “«é-?
[ o H,,
Hag ,. Sor
N, 7—N > 195/
o---H"Nt :
—N: — CH,
Ny O
"TH—0
R\ R
N R
MN—=C
T
Feldeftfekt H &0
Palypeptid-
Substrat
Asp “His
\102/ /( 57
T ¢ CH,
HoOn A Sor
' R iy
O H—N s Q]gj
=
\:N 3 CH
S /
H 0
R = ‘ R
S "
N G
/ N
H 0
tetracdrisches
Lwischenprodukt

Angrifl

Tetraedrischer
Ubergangszustand mit
Oxyanion
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Enzymatische Katalyse

Stabilisierung des Ubergangszustandes bei Serinproteasen:

Oxyanion-Lach

O
[

HN;** H*N + NH--~0=(

.

Im Michaelis-Komplex liegt der trigonale Carbonyl-Kohlenstoff des zu spaltenden Peptides nicht
in der fiir die Bindung im Oxyanion-Loch notwendigen Konformation vor (/inks). Im
tetraedrischen Zwischenprodukt ist der Carbonylsauerstoff des zu spaltenden Peptides (das
Oxyanion) in das Oxyanion-Loch eingedrungen und bindet an die Geriist-NH-Gruppen von
Gly193 und Ser195. Die daraus resultierende Verzerrung der Konformation erlaubt es der NH-
Gruppe jener Peptidbindung, die der zu spaltenden vorgelagert ist, eine Wasserstoffbriicke mit
Gly193 zu bilden. In Summe binden Serinproteasen daher bevorzugt das tetraedrische
Zwischenprodukt = den Ubergangszustand.

@



Enzymatische Katalyse

Bildung des Acyl-Enzym-
Zwischenprodukts

Das tetraedrische Zwischenprodukt
zerfillt unter Deprotonierung von
N(3) des His 57 in das Acyl-Enzym-
Zwischenprodukt (allgemeine
Saure-Katalyse)

Die austretende Aminogruppe (R’-
NH,, der neue N-terminale Teil der
geschnittenen Polypeptidkette) 16st
sich vom Enzym ab und wird durch
Wasser aus dem Losungsmittel
ersetzt.

Asp His
\10z/ &
| p CH,
HQC'\.C_ Ser
X __pg—N1 k- 195
0- \—3
—N, /CF{Q
‘H Acyl-Enzym-
R‘\ | |/R Zwischenproduks
N C
/ A\
H (6]
}\‘ R'NH,
Hgoﬂ
Asp His
\10/ %
I 2 CH,
HQC\C 4 \ Ser
.- N NG
0- \_3
—N CH,
\ /
\ 0
H | R
\0/_‘\0/
/ %
H (]

&



Enzymatische Katalyse

Asp His
oz &
Hz(I:‘\. £ CH2
C AN Ser
\:N":) CH,
D boxyl h H o
ecarboxylierungsschritt
y & ‘.‘\ P
. : o 0—0
Die Decarboxylierung lauft im v \6\_
Wesentlichen als Umkehrung der vorigen
Schritte ab, also unter Freisetzung des l
Carboxylat-Produktes (dem neuen C- i St
terminalen Teil der geschnittenen \195) 57
Polypeptidkette) und Regenerierung des - (':\ L0 CHy
2
Enzyms. & /§ i
SR 195
- @
=—=N CHz
. /
"H—O0
+

Neues C-terminales Ende /o—c

&



Enzymatische Katalyse

CH,
HC~ £ Ser
O gl 195
- - H
—N CH,
5| /
A

His
h /(i_sz
Q%V

CH,
HgC\’P > Ser
e O B
LN, CHy
W,
H-"70

wLadungs-Relais-System*™

allgemeine Siure-Katalyse

®

: v
MKFFLILAFY mv-wgm ODRIVGEYTC EEMBLFYOVE
LHSGEHFCGE BLIBEOWYVE AMHGYKTRIG VRLGEHMIKY

LEGNEGFTRA AKIIFMPKYN RO
AAVETIELFT APPSAGTECL [S)
LOAFVLREAE CHASCPAKIT RS
COFVVERGIL QGVVEmGEHGD
DTIA&KS

DHDIML. TELSSPANIN

@



Enzymatische Katalyse

Spezifitiat verschiedener Serinproteasen wird durch Substratbindungsstelle

bestimmt.
Trypsin Chymotrypsin ~ Elastase
I o
e o7l Subtilisin

ASp 182

Weiters:

Aspartatproteasen (saure Proteasen): Pepsin, HIV-Protease
Metalloproteinasen

Cysteinproteasen: Bromelain, Papain, Kathepsin




Enzymatische Katalyse

Aufkliarung des Reaktionsweges
bzw.

Identifikation der Aminosiauren im aktiven Zentrum.

Kovalente Bindung von irreversiblen Inhibitoren
X-Ray von Enzym-Substrat-Komplex
NMR von Enzym und Substrat in Losung

“Site-directed* Mutagenese



Enzymatische Katalyse

Co-Faktoren

Co-Faktoren konnen auftreten als:

Coenzym

Prostethische Gruppe: kovalent an Enzym gebunden , z.B. Biotin, Ham ...

(Metallionen)

Beispiel fiir kovalente Katalyse
mithilfe eines Co-Faktors:

CO, — Ubertragung
mittels Biotin

(Gluconeogenese
Fettsaure-Synthese)

: losliche Co-Substrate, z.B. NAD+, Coenzym A ...

Pyruvate

Enzym O\\ /0_
| C
Biotin | —— é=0 +
| |
C CH
2N B | 2 CH
9] 0 C
P
o Mo
activated Oxalacetate
co,

Enzym

Biotin

@



Enzymatische Katalyse

Co-Faktoren, ihre Funktion und Herkunft

Thiamin-Pyrophosphat
Flavinadenin-Dinukleotid
Nikotinamid-Adenin-Dinukl.
Coenzym A

Pyridoxylphosphat

Coenzym Bl 2
Biotin
Tetrahydrofolate

Porphyrinring + Me**
(Ham, Chlorophyll) ,

Aldehyde

e
Hydrid-Ion (e’)
Acyl-Gruppen

Amino-Gruppen

Methyl-Gruppen
Cco,
C, Gruppen

()2, e-

Thiamin (Vitamin B,)
Riboflavin (Vitamin B,)
Nikotinsaure (Niacin)
Pantothensaure

Pyridoxin (Vitamin By)
Vitamin B,
Biotin

Folsaure

@



Enzymatische Katalyse

Anzahl

Ein., erst., allein

Zwei., zweit..., doppelt di...

Drei...

Vier...
Funf...
Sechs...
Sieben...
Acht...
Neun...
Zehn...

Anhang: Vorworter fiir Zahlen

griechische Vorsilben lateinische Vorsilben

mono..., protos prim..., unus, simplex

sekund..., bi..., duo..

duplex
tri... tert..., tri..., tres...
tetra... quart...
penta... quint...
hexa... sext...
hepta... sept...
okta... okt...
nona..., ennea... non...
deka... dezi...

&



Enzymkinetik

Kapitel 7

EnzymKinetik
Inhibitoren

Messung der Aktivitat eines Enzyms

@



Enzymkinetik

Kinetik ist die Betrachtung des zeitlichen Verlaufes (vulgo
der Geschwindigkeit) einer Reaktion und des Einflufies
verschiedener Parameter darauf.

Unimolekulare Reaktion (Isomerisierung, Hydrolysen, radio.Zerfall)
AP v=A[P]/t

v= k- [A] Reaktion 1. Ol’dllllllg k .... Geschwindigkeitskonstante

Bimolekulare Reaktion
A+B—> P+Q

v= k- [A] - [B] Reaktion 2. Ordnung

oder
A+A—> P (z.B. Dimerisierung)

&



Enzymkinetik

Unimolekulare Reaktion
AP v=A[P]/t
v= k- [A] Reaktion 1. Ordnung

Annahme: k=0.01 s’!

c=100mM =" =" = = = .o

@



Enzymkinetik

Unimolekulare Reaktion
AP v=A[P]/t
v= k- [A] Reaktion 1. Ordnung

Annahme: k=0.01 s’!

.l .n---..n : -I = . B}
C=100mM l.---.n.l--. = - = CZZOmM
- l..l:l..-..-l i =
= | a" =" . o
i .lI..I.nI } [ . u
vo=0.01 * 100 =1 mM/s vy =0.01 *20=0.2 mM/s

@



Enzymkinetik

[P]

Zeitverlauf und Geschwindigkeit einer Reaktion 1. Ordnung

A\

_d|P]

= k- [A]
dt

L

N\

Zeit

V, ... Anfangsgeschwindigkeit

[S]

@



Enzymkinetik

[P]

Zeitverlauf und Geschwindigkeit einer enzymkatalysierten
Reaktion

Zeit o)

[S]

@



Enzymkinetik

Enzvmkinetik nach Michaelis und Menten

stimmt ganz am Anfang, wenn noch kaum P vorhanden

und daher keine Ruckreaktion

ky k,
E+S «— ES — E+P
k_y

‘ Maud Menten

o e
T T
Leonor Michaelis

&




Enzymkinetik

Steady state (yummy!)

[S]

99 -

Konzentration
(z.B. mM fur S und P)

A
I

[ES] «<—— = Kkonstant

0
Pre-Steady state (yuck !) Zelt (sec) @KU




Enzymkinetik

Enzvmkinetik nach Michaelis und Menten

Annahme des Reaktionsverlaufes:
k2
ES — E+P

Folgerung:

[I Problem: [ES] ist nicht meBbar, aber es gilt: [E ] = [E] + [ES]

&



Enzymkinetik

kl k2
E+S — ES — E+P
k-l
Im Steady state ist Bildung gleich dem Zerfall von ES, d.h. [ES] konstant
I11 ki [E] - [S] =k, [ES] +k_; - [ES]
ki - [E]-[S] = (ky*k,)-[ES]
k,+ k
Bl - sy
ky
[E] - [S] = K- [ES] Michaelis-Konstante:
[E] - [S] P LS
[ES




Enzymkinetik

Ubertrag: E] - [S] = K,, - [ES] Michaelis-Konstante:
. — Ky =
([EJ-[ES]) - [S] = Ky - [ES] kq

[E] - [S]/[ES]-[S] =Ky
ES] 1
[EJ] - [S]/[ES] = [S] + Ky, ,

E] - [S S
v qEs) - [ELCISL o 1S

[S] + Ky Y [S] + Ky,




EnzymKinetik

Situation: Gleiche [E ], aber verschiedene [S]

N R & e = 0.
'-..I.. - .-I ' i,
-.l-.I .-.l Y - "® . Y
.- :I..I'.l- . ] '. u
-'-l...I-.- = .. . .- =
Produkt entsteht aus ES - [ES] immer < [E,], aber abhéngig von [S] und K,
.o =" .=.0. e " = 0.
.---I.- - m N . i,
--.I-Ol .-.I —~7® - "o . O
.- :I..IO.I. . [ .. n
-Q-IO..I-.- = .. . .- =
vo= k, - [ES]

I
<

hier fast schon: vy = &k, * [E,] = V.« hier: vy << v, @
KU



Enzymkinetik

Aus [ und IV wird:
[S]
[S] + Ky

\ J
h 4

Nahert sich 1
wenn [S] grof3

Vo Vo= ky [ES] = k- [E] -

V1 Vimax = K * [E{] gilt, wenn [S] = o0

Aus V und VI wird:
[S]
[S] + Ky

VII Vo©™ V

max



Enzymkinetik

Graphische Darstellung des Michaelis und Menten-Modells

Vmax
VO
(umol/
min)
Vmax
2

Kwu [S] (mMm)



Enzymkinetik

Praktische Aspekte der K,, - Wert Bestimmung

Aktivitatsbestimmung in 6 - 10 Ansdtzen mit unterschiedlichem [S]

Auswahl der Enzymdosis, v.a. kleinem [S] kritisch,
Ziel: bei allen Messungen V

Aufzeichnen des Ergebnisses: moglichst so wie auf Vorseite
Aber: Fehler nicht ganz vermeidbar !

Auswertung des Ergebnisses mit linearem Plot

&



Enzymkinetik

Ermittlung des K,; Wertes mit doppelt-reziprokem Plot
nach Lineweaver und Burk

1/V _
0

@



Enzymkinetik

K,;-Wert Bestimmung mit Hanes Plot

(Hanes-Woolf plot)
[S]/ Vv so-

60-

40-
y = 10.34x + 4.21
\ 20~

&



Enzymkinetik

K,,-Wert Bestimmung mit direktem linearen Plot

Nicht Stoff, ] o
aber eigentlich F:l‘.ate olf reanl:tion, : v /
tolle Sache v (M min) [ T rpax
Vi 7 7/ .
77 /
vy 7 |
f/ //? ] * ) _":- 'M
—

—_

1 23 4 5 5 7
Substrate concentration [S] (mM)

- [S] Quasi-statistische Auswertung,
Ausreisser gut erkennbar



Enzymkinetik

Quasi-statistische Auswertung,
Ausreisser gut erkennbar @KU



Enzymkinetik

Bedeutung und Anwendung Kinetischer Kennzahlen

- ° k2 + k_l
K,,-Wert: K, -
kl

- Vergleich verschiedener Substrate eines Enzyms
Aussagen iiber Stoffwechselwege

- Wenn k, = k_ oder k, > k_; dann ist Situation komplex

- Wenn k, <k, dann ist K, = K,
(wenn k, geschwindigkeitsbestimmend)

d.h. K,, ist ein MaB fiir die Kp =
Affinitit von Enzym und Substrat

&



Enzymkinetik

Die katalytische Konstante k_,,

E+S+«~—— ES «—— FP — E+P Vo—kz’[ES] )
k k
! ? Produkt
A\ (mol L1 s1)
v = k : E bZW. k — _Imnax
max cat [ t] cat [Et] (mol L)
~
Enzym
k..« = Wechselzahl / Turnover number (s!)
= mol Produkt / mol Enzym und Sekunde)
k
Kfat Katalytische Effizienz, wichtig wenn [S] << K,
m

&



Enzymkinetik

Die katalytische Konstante k_,,
als MaB fiir die Perfektion eines Enzyms

K., (sec?)

Katalase H,0, 40.000.000
Carboanhydrase HCOy 400.000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14.000
-Lactamase Benzylpenicillin 2.000
Fumarase Fumarate 800
DNA-Polymerase I 15

Lysozym Murein, Chitooligosacch. 0,5




Enzymkinetik

Einflul} anderer Parameter

Temperatur
Erhohung von v mit T, aber auch Beschleunigung der Denaturierung
(Verdoppelung pro ca. 10°C)

pH-Wert
Maximale Aktivitat in bestimmtem pH-Bereich
Individuell verschieden, von Mechanismus
abhangig

Papain Cholinesterase

|

ity

Trypsin

Relative activ

Daher immer Puffer verwenden

Puftferionen haben unterschiedlichen Einfluf} :
ev. Mischpuffer (Citrat-Phosphat von 3 — 8; Mcllvaing)__

Andere
Metallionen (zweiwertige), Inhibitoren @KU



Enzymkinetik

Sequentielle Reaktion -- geordneter Mechanismus
A

| b3

A+B — P+Q —

Bisubstrat-Reaktionen

mit

terniirem Komplex Sequentielle Reaktion -- “Random” - Mechanismus

Zuerst

“Ping Pong” - Reaktionen
A P B

ohne
ternarem Komplex l T l

_>o




Enzymkinetik

Lineweaver-Burk fiir Enzymreaktionen mit ternarem Komplex

gilt fiir geordneten
und
fiir ungeordneten
Mechanismus

1

Vo

N\

steigende

[So]




Enzymkinetik

Lineweaver-Burk fiir Enzymreaktionen

mit Ping-pong Mechanismus steigende
[So]
1 :
V, /
1 1
()



Enzymkinetik

Bedeutung der kinetischen Parameter von Bisubstrat-
Enzymreaktionen

Ky~ und v, -Werte haben fiir jeweils eines der beiden Substrate
dieselbe Bedeutung wie bei Einsubstratreaktionen, wenn
das jeweils andere Substrat in Sattigung vorliegt.

Wenn dies unmoglich ist:

[Sg] definieren und fiir A K,,,  (scheinbaren K,; bestimmen)

app

&



Enzymkinetik

Allosterie

Viele Enzyme weisen kompliziertere Kinetik auf,
da ,Modulatoren* ihre Aktivitat regulieren

£
g ‘.Iﬂl'l
2| positiver Modulator /'.
= i b
£ p:
= [ kein ; 3 :
{ Modulator / negativer Modulator
i /-’
_____________ Rk L 8
.z'/f ] 5
! I
// I I
‘i m '
I I
Iy i i
" ! 1
z"'i # i
I _'_,.l"-} i I
" ! I
1 i
Ku 'H"n-. ES] in mmol

Genaueres im Sommersemester



Enzymkinetik

Irreversible Inhibition von Enzymen

Beispiel: ,Vergiftung“ einer Esterase (z.B. Acetylcholinesterase)

aktives Serin (|3H(CH3)2 H,),
o)
CHOH+FF|>O —»—CHOPO + HF
0
CH(CH,), H,),
Diisopropylfluorophosphat (DFP) Blockiertes Enzym

Organophosphor-Inhibitoren wirken auf Proteasen u. Esterasen:

als Insektizide (E605)
Giftgase (DFP, Sarin, Tabun, VX* und Co.)
Naturliche Inh. (alfa1-Trypsininhibitor auf Elastase in Lunge)
[COPD]

* noch nicht Stoff




Enzymkinetik

Reversible Inhibition von Enzymen

Ohne Inhibitor

Mit kompetitivem Inhibitor

Mit nicht-
kompetitivem
Inhibitor

El
2.9
29 o .
o® ®e
o" oo

<@ ES ‘.4

' o 0ESI
@ @

°o®
E
g S

\
o
o ®

©
\

@



Enzymkinetik

Kompetitive Inhibition eines Enzyms

E+S—/ES—E+ P
+
I

® O

K “ " e ES
EI ‘ ¥' — P
L

[Ed = [E] + [ES] + [EI]
Vinax [S]
Vo=
[S] + Ky,
El
1]
o=1+—
K,




Enzymkinetik

Kompetitive Inhibition eines Enzyms

[I] =0
a =1 [1] = K,
] =2 K,

Mit steigender [S] néhern sich
Kurven einander an.

33
V... fir alle gleich.
25 %
2 Substrate konnen sich
! | | I I | gegenseitig kompetitiv
K,, 2K 4 K 6 K inhibieren.
M M M M [S] (Methanol / Athanol)

@



Enzymkinetik

Kompetitive Inhibition eines Enzyms

o =3
1/ _ o = 2
VO o =1
= Kkein Inhibitor
bleibt gleich
| | | | | | | |
K, wird scheinbar hoher 1/ [S]

@



Enzymkinetik

Andere Arten der Inhibition eines Enzyms

Nicht-kompetitive Hemmung

5  Eg
”&.-‘—»P

IV<\I.V<\I

* L» 0 inaktiv

™~
——y
-
E
et ]

[1l-Zunahme

o

Kein

N Inhibitor

0 1/18]

Unkompetitive Hemmung (ars pro arte)

L)

Enzym

[1]-Zunahme

O Substrat
e —\-— Oﬁ = Produkte “~_Kein
Inhibitor
ES-Komplex s
i
/ -~ < o
< i i1
Unkompetitiver = il ; i A
Hemmstoff P P Schnittpunkt = .vrm {1 + K }
Qs Rl
/

Inalktives Fnzvym

0 1/ [8]

@



Enzymkinetik

Messung der Enzymaktivitat

OH OH

OH _oH Lactase & Galaktose
OH -

&/ o (B-Galaktosidase) HO ik

HO O >

OH o ~\~OF

OH

Lactose HO 9 Glukose
HO OH

OH

® PP oo ® P D oo ® P D oo
°e % ©° % ®e % ©° % ®e % ©° %
LY oo o %g oo 9 LY oo o
& i:‘.ﬁ & E:‘.n & 5:.'.
Vs Y es Yoo
Zeit: 0 h Zeit: 1 h Zeit: 2 h

Ohne Enzym @KU



Enzymkinetik

Messung der Enzymaktivitat

:: S :: S \."‘
G G 0° 9§
b 231
3 RIre
%¢ %¢ °q
Zeit; Zeit: 1 h
Mit Lactase
Produkt
(Konz. oder
Menge)

Zeit




Enzymkinetik

Messung der Enzymaktivitat

Produkt
(Konz. oder
Menge)

PP oo ®0 0D ©°
’:? ::.o “.;..o’ ®
o % ® e 2
o :.‘z'- - “o%o. ® *
(6} @ (<)

%¢ °q e .:..

Zeit: 1 h Zeit: 2 h

Mit mehr Lactase
d (Produkt)
Enzymaktivitit =
d (Zeit)

Aber nur gewisse Zeit linear !

Zeit

@



Enzymkinetik

Messung der Enzymaktivitat

Die “Menge* eines Enzyms gibt man als Enzymaktivitit an.
Die Enzymaktivitat ist eine Reaktionsgeschwindigkeit.

Anders als in der Kinetik, betrachten wir Vv =A II(P)
hier die Menge an umgesetztem P oder S ! At

Einheiten fiir Enzymaktivitat:

> Willkiirliche “Konventionseinheiten* (z.B. 0.01 Abs / min)
> Internationale Einheit (international unit, IU, U) .... pumol/min
> Katal (SI Einheit, kat) ... mol/sec

&



Enzymkinetik

Messung der Enzymaktivitat

Temperatur, pH, lonenmilieu .... moglichst gut kontrolliert

Substratkonzentration .... moglichst hoch (Preis, Storungen)

Inkubationszeit ....> 10 min (Handling, Temperaturdquilibrierung)
< 30-120 min (Inaktivierung, Fadesse)

Enzymmenge (bzw. Enzymverdiinnung)
Ziel: gut meBbares Ergebnis, aber im v,-Fenster bleiben (Linearitdt)

Enzymdosis = Enzymmenge x Inkubationszeit



Enzymkinetik

Messung der Enzymaktivitat

Substratkonzentration und MeBbereich

1. Empfindlichkeit der Messmethode hoch,
damit linearer Bereich erfasst

2. [S] sollte Mehrfaches des K, betragen,
dann grosser linearer Bereich

Beobachtungs-

fenster
(z.B. Messbereich
des Photometers)

[Produkt]

S

-

[Produkt]

Zeit

Zeit




Enzymkinetik

Messung der Enzymaktivitit

Praxis

Linearitat der Messung fiir Enzymmenge (und Zgeff) tiberpriifen

Messung nur auswerten, wenn in line

Enzym-Probe verdiinnen, in diesen Bereich zu kommen

4tze gleich mit Verdiinnungsreihe

manchmal niederer MefBBwert
bei hoher Enzymdosis

[E]



Auswertung der Messergebnisse fiir Enzymaktivitit I

MESSUNG

Enzym
+

Substrat

Inkubation

[
»

+
Reagens

—
—>Iil—> Absorption

Produktmenge

— Units




Berechnung der Enzymaktivitat Ia

I I 20 min
Inkubati
100 uL LR — — A=0.8
Enzym +
+ 0.8 mL
100 pL Reagens
Substrat ? Units
? Produktmenge ——
? U/mL
Was uns hier feh]¢Ast ein Bezug zwischen der Absorption und der

1esen Bezug konnen wir durch Kalibration mit Produkt erhalten.

@



Berechnung der Enzymaktivitat Ib

Zur Kalibration machen wir einen Pseudo-Enzymansatz, de
1) nicht inkubiert wird

2) kein Enzym, sondern nur leeren Puffer
3) dafiir aber eine bekannte Menge des Produktsenthilt.

Das Produkt konnen wir anstelle des strates zufligen.

Puffer
+ C— 1

100 uL e
Produkt — A
+
Reagens
0.5 mM / 0.8
/
Produktlésungen
bekannter
Konzentration ?n

@



Berechnung der Enzymaktivitat Ic

Zufallig stimmt ein MeBBwert unserer Kalibrationsserie mit unserem
Enzymansatz iiberein und wir konnen uns hier das Interpoliere
Verwendung einer Gleichung ersparen.

D.h. wenn wir fiir unsere Kalibration eine 0.5 mM Prg
erhalten wir ebenfalls eine A = 0.8.

Aber wieviel davon haben wir eingesetzt ?

tlosung einsetzen,

Puffer
+ C— 1

100 uL e

Produkt — A
+

Reagens

0.5 mM / 0.8

7

Produktlésungen
bekannter
Konzentration 2n




Berechnung der Enzymaktivitat Id

Richtig, 100 pL
Ausgehend von 0.5 mM, heisst: 1L ... 0.5 mmol

konnen wir rechnen I mL ... 0.5 pumol =500 n
und 0.1 mL .. 50 nmol

D.h. in unseren Kalibrationsansatz haben
eine Extinktion von 0.8 erhalten.

tf 50 nmol Produkt getan und

Im Enzymansatz haben wir ehefifalls eine Extinktion von 0.8 erhalten, d.h.
unser Enzym hat 50 nmolgebildet.

Das hat es in 20
entstanden.

n getan, d.h. in 1 min sind jeweils 2.5 nmol Produkt




Berechnung der Enzymaktivitat Id

I I 20 min
Inkubati
100 uL e, — — A=0.8
Enzym +
+ 0.8 mL
100 pL Reagens
Substrat ? Units
50 nmol —_—
? U/mL

2.5 nmol Produkt pro min apsgedriickt in U sind 2.5 mU

Unser Ansatz enthielg2.5 mU an Enzym.

Da wir 100 p¥ Enzymlosung eingesetzt haben, enthélt 1 mL dieser Losung

e, d.h. die Losung hatte 25 mU/mL.

etzt ist Zeit, daran zu denken, ob die eingesetzte Losung vielleicht schon
eine Verdiinnung war.

&



Auswertung der Mellergebnisse fiir Enzymaktivitat 11

Inkubation
Enzym > » Absorpti
+ +
Substrat Reagens

Produktmenge @ ——— Units

Molarer Extinktionskoeffizient ¢

Lambert-Beer sches GesetzZ’A=e¢xcx d



Berechnung der Enzymaktivitat I1

20 min
Inkubation
100 L LR — — A=031
Enzym +
+ 0.8 mL
100 pL Reagens

Substrat
Produktmenge @ ——— Units

n=cxV
Beispiel NADH: ¢ = 6220 M-I¢

Frage:
- Wieviele U im Ansatz
- Wieviele U/mL, wenn Enzym
1:100 verdiinnt war ?



