ENZYME

Tell 1: Grundlagen und
Substratbestimmungen




Metastabiler Zustand

Beispiel:
Glucose-6-Phosphat + H,O —— Glucose + Pi
< = [Glc6P] [H,0] e sl
=TGP R

= Gleichgewicht stark auf Seite von Glc + Pi

 AG, = -4.02 kcal mol! (Exergonische Reaktion)

— Reaktion lauft freiwillig ab!

ABER: Beim Losen von GIc6P in Wasser passiert aber
scheinbar nichts!




Vorrausetzungen
fur den Ablauf einer Reaktion

Zusammenstold der Molekle:
® Raumlich richtig !

® Energiereich genug !

Energiezufuhr (Temperaturer-
hohung) steigert die Reaktions-
geschwindigkeit !

Aktivierungsenergie
die Energie, die man einem System
zufihren muf3, damit die Reaktion

_ messbar schnell ablauft
notwendige

Energie




Energieprofil
(unkatalysierte Reaktion)




Energieprofil
(enzymkatalysierte Reaktion)

EAB = Enzym-Substrat
Komplex

ECD = Enzym-Produkt
Komplex

A+B+E < EAB < ECD < C+D+E




Enzymkatalysierte Reaktionen

benotigen geringere Aktivierungsenergie, well:

® Nahrungseffekt
raumlich richtige Ausrichtung der Substrate durch
Bindung an Enzym

Milleueffekt
optimale Bedingungen fur Reaktion am Enzym (pH,
Solvatisierung, etc)

Konformationsstreckungseffekt
durch Substratbindung Gestaltdnderung des Enzyms
(Ubergangszustand)




Enzymkatalysierte Reaktionen

® Gleichgewicht
Ein Enzym verandert die Geschwindigkeit einer Reaktion
In Richtung des Gleichgewichts.
Das Gleichgewicht selbst kann aber nicht verandert
werden!
Wenn das Gleichgewicht einer Reaktion stark auf einer
Seite liegt spricht man von einer nicht umkehrbaren
Reaktion.

Hin- und Ruckreaktion
Ein Enzym kann eine Reaktion in beide Richtungen
beschleunigen. Die Reaktion lauft aber immer in Richtung

Gleichgewicht ab.




Was sind Enzyme

Enzyme sind Biokatalysatoren, die die Aktivierungs-
energie einer Reaktion herabsetzen konnen!

Unterschiede zu anderen Katalysatoren sind:

® Spezifitat
far die Substrate (Gruppen) und Reaktionen
¢ Kapazitat
sehr hohe Effizienz (Beschleunigung bis zu 10%4-fach)
® Regulation
Aktivitat kann an Umweltbedingungen angepasst
werden.




Regulation von Enzymen

® Proteinsynthese und Proteinabbau
Neusynthese des gewilnschten Enzyms;
Aktivierung oder Deaktivierung von Genen

® Konformationsanderung
(a) Allosterische Effekte
Effektoren (Inhibitoren oder Aktivatoren) binden an
regulatorisches Zentrum des Proteins




Allosterische Effekte




Regulation von Enzymen

® Proteinsynthese und Proteinabbau
Neusynthese des gewilnschten Enzyms;
Aktivierung oder Deaktivierung von Genen

® Konformationsanderung
(a) Allosterische Effekte
Effektoren (Inhibitoren oder Aktivatoren) binden an
regulatorisches Zentrum des Proteins
(b) Kompetitive Hemmung
,2Konkurenz“ um das aktive Zentrum

® Chemische Veranderung
Phosphorylierungen (Protein-Kinasen) oder
Dephosphorylierungen (Phosphatasen)




Eintellung von Enzymen

. Oxidoreduktasen
Transfer von H, O oder e- von einem Substrat auf ein anderes

. Transferasen
Transfer von chem. Gruppen zwischen Substraten

. Hydrolasen
hydrolytischer Abbau

. Lyasen
nicht-hydrolytische Spaltung von Bindungen

. Isomerasen
Intramolekulare Umlagerungen

. Ligasen
Knipfung von kovalenten Bindungen unter ATP-Verbrauch




Benennung von Enzymen

Beispiel:

Fructose + NADP* «& 5-Anhydro-D-Fruktose + NADH + H*

Bezeichnung
Fructose 5-Dehydrogenase
Fructose:NADP 5-Oxidoreduktase

Einteilung

EC-Nummer, hier EC 1.1.1.124
(Oxidoreduktase, wirkt an CH-OH Donoren, NAD oder NADP als

Akzeptor, Enzymnummer)




Analytisches Arbeiten
mit Enzymen

1. Enzymaktivitatsbestimmung

Bestimmung der Biologische Aktivitat
= Bestimmung der Enzymaktivitat

Daneben kann auch der Proteingehalt bestimmt
werden (z.B. mit Immunologischen Methoden)

2. Substratbestimmung

Bestimmung eines Analyten (eines Substrates)

mit Hilfe eines Enzyms
Das Enzym muld dazu aber kauflich erhéltlich sein,

oder selbst gereinigt werden.




Enzymreaktionen
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Allgemeine Uberlegungen 1

Vorraussetzungen

* Gleichgewicht der Reaktion
liegt auf Seite von C +D

o [Cosubstrat] > [Probe]
sonst kann nicht alles an
Probe verbraucht werden




Allgemeine Uberlegungen 2

Regeln

e v nimmt ab, wenn [c] kleiner
wird.

. _ e Wenn A+B mit C+D Im
Steigung =

/Geschwindigkeit Gleichgewicht, dann v =0
(kein Netto-Umsatz)

e Konzentration (Aktivitat) des
Enzyms andert v, hat aber
keinen Einfluf3 auf den
Endpunkt (AE bleibt gleich)




ENZYME

Tell 2: Enzymkinetik &
Enzymaktivitatsbestimmungen




Kinetik
unkatalysierte Reaktion

Wenn [S] >> [P] z.B. Hydrolyse von Saccharose in saurer Losung
(=)S=P (=)

v =-d[S] dtl =k x [F]
k....Geschwindigkeitskonstante




Kinetik
unkatalysierte Reaktion

Umformung der Grafik: Anfangsgeschwindigkeit
der Reaktion gegen die Substratkonzentration
linearer Zusammenhang !!



Kinetik
unkatalysierte Reaktion

v = -d[A] dtL = -d[B] dt = k x [A] [B]




Enzymkinetik
enzymkatalysierte Reaktion

sgeschwindigkeit in Abhangigkeit der Substratko

—

Sattigungsbereich

Ursache der Sattigungskinetik ??




Ursachen der Sattigung bel
enzymkatalysierten Reaktionen ??

E+SoOESo©oEPooE+P

Wenn [S] >> [E] sind alle Enzymmolekile mit Substrat
besetzt und eine hohere Umsetzungsrate v ist nicht mdglich




Michaelis-Menten-Gleichung
VmaX'[S:
Ku * [S

V =

[S] >> Ky, — Ku + [S] ~ [S]
die Gleichung genht tber in
Sattigung - v unabhangig von [S]

[S]<<Ky = Kw * [S] ~ Ky

Vimax - [S] —
KM

Linearitat - linearer Anstieg von v mit Zunahme von [S]




Berechnung des K,,-Wertes eines Enzyms




Ermittlung des Zahlenwertes K,,

[S] = Ky,

Vimax - [S] _ Vmax - [S]
[S]+[s] —  2[8]

bel v, .,/2 Ist die Substratkonzentration gleich K,
— grol3er Zahlenwert fur K, heif3t lockere Bindung von Substrat

an das Enzym:

= kleiner Zahlenwert fir KM heil3t feste Bindung von Substrat an
das Enzym




Verhalten verschiedener Isoenzyme
gleicher v_., bel verschiedenen Substrataffinitaten

maxX

Michaelis-Menten-Kinetik (V, . .=100mMol.s*)
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