Biomérnoki miiveletek és folyamatok 2. eléadas: Enzimkinetika
Kornyezetmérnoki MSc

Enzimkinetika

Az enzimes reakcié sebességének leirasa, jellemzé paramé-
terek azonositasa. Ha:

E+S — E+P

A sztdéchiometriahoz mindegyiket mél-ban vagy grammban
kellene kifejezni. De: az enzimpreparatum sohasem tiszta.

Ezért az enzimek mennyiségét a hatasuk alapjan adjuk meg:
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Enzimkinetika

Egy egyséq (Unit) az az enzim mennyiség, amely 1 imol

szubsztratot alakit at vagy 1 mol terméket képez 1 perc
alatt adott reakcio kériilmények kézott.

Sl rendszerben: 1 Katal: 1 mol szubsztratot alakit at 1 s alatt.
Ez hatalmas egység, praktikusabb a nanoKatal = 10-° Kat

Fajlagos aktivitas: E/mgq, E/ml
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2. el6adas: Enzimkinetika

Michaelis-Menten kinetika

k, k,
E+S — ES =— E + P
k, k.,

Kiindulasi feltételezések:
> K, =0 (a masodik lépés irreverzibilis)
> az els6 1épés gyorsan egyensulyra jut =
RAPID EKVILIBRIUM: k,S.E =k, (ES)

Egyensulyi allanddja: g =Xa - SE
© ko (ES)
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> az ES komplex stabil, az EP komplex elhanyagolhat6

Michaelis-Menten kinetika

k, k,
E+S — ES — E + P
k, kK,

> egy aktiv centrum, egy szubsztrat
> (S) >> (Ey)) vagyis E;/S << 1

dp

anyagmérleg az enzimre: E_ = E + (ES)

e = Tolabain] = W )
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> aktivitas helyett koncentracié hasznéalhaté

a ,minket érdekl6” reakciésebesség: v =— = k, (ES)
dt
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2. el6adas: Enzimkinetika

Michaelis-Menten kinetika

. vV _ k,(ES
Osszuk el a két egyenletet: V- K (ES)
E, E+(ES) \
k S.E S
Helyettesitsiik be: K, = — = / k,—E
' Tk @) V_ K
E, g+5p
KS
S /
Rendezziik at: vV - K _ S
kZEo 1+i Ks +S
KS
Vmax = kZEo

dP
mert V= m =k, (ES) volt
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Michaelis-Menten kinetika

Ebbél az sebességi egyenlet:

V=V__ ——— avagy = ’

XKS+S Vmax 1+S

(Wl bl . s . - 5
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Maud Menten Leonor Michaelis
1879-1960 1875-1949

Michaelis, L., Menten, M. (1913) Die kinetik der invertinwirkung,
Biochemische Zeitung 49, 333-369
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Briggs-Haldane kinetika

k, k,
E+S —ES — E + P

k., k,
Ugyanazok a diffegyenletek, de a feltételezés: (kvazi) allandé-
sult &llapot = steady state |
dS
5 - kES+k, (ES) d(ES)/dt =0
d(ES)

=k,ES-k_, (ES) -k, (ES) (S) >> (Ey) vagyis Ey/S << 1
K{ES > k{(ES) ill. K{ES > k,(ES)

dt

¥ . e . . ,
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Briggs-Haldane kinetika

Egy révid atmeneti szakasz
(pre-steady state) utan csak
nagyon lassu a véltozas
(kvazi steady state).

0 ' W idé

Briggs, G. E., and Haldane, J. B. (1925) A Note on the Kinetics of Enzyme Action, Bio-
chem J 19, 338-339.
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Briggs-Haldane kinetika
d(ES
(dt ) - k,E.S-k_(ES)-k,(ES)=0
kE.S=(k_ +k,)(ES)
k, E.S
ES)= 1> =
)= ]
r'd
<
_k,ES _ S K, =&, +ky)/k
K +S ™K +S Michaelis allandé
m m
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2. el6adas: Enzimkinetika

Diszkusszio

Michaelis -Menten

Briggs-Haldane

V = Vmaxi V= Vmaxi
K_+S K_+S
K :& Zk_1+k2
s kl m kl
K =K, +%
kl

Diszkusszio

AP S
v derékszogl hiperbola: V=V _ ———
K_+S
Vmax _kZEO
Vmu ---------------------------------
N S>K,
Telitési tartomdny
O-rendii kinetika
A 7 SFK'[E, S
2 7 S << K,
/ H Linecris tartomdny
/(andﬁkin(d (™ K litik Hekiivits
: V=(Vmax/Ks)S ata |t| US,e e, t|V|ta;S =
: specfi(ci)tasi allandé
: . 12

3
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1. Lineweaver-Burk linearizalas

1/v—-1/S
V Vmax Vmax %

Linearizalt abrazolast hasznalunk, mert:
» Hiperbolikus regressziét szamolni gép nélkil munkaigényes
> Az enziminhibicional +informacioét ad.

1V

-

Reakciosebesség
A M-M és B-H egyenletekben a V mindig a kezdeti reakciose-
bességet (V, — t=0-ra extrapolalt sebesség) jelenti.
S
o
e [
Vo=(ds/dt), o
Yoo
@
' Vo= (dP/dt) g
&
MW t 13
Linearizalasok

1K,
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Linearizalasok

2. Hanes-Langmuir linearizalas
Siv-S

K
E:m+1|3’
vV V V

noax  mx

3. Eady-Hofstee linearizalas Vnax
VIS - v a

v=v -K
max

4
mg

Vmax/ Km

V/S

T . )
izl BME Alkalmazott Biotechnolgy

Az enzimkoncentracid hatasa

Ha v, = Ko.Eg, akkor:

Vv Vmaxs=K:Eo3

41:;02
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A Kkinetikai parameéterek

V... : nem maximum, hanem limit —  hatarsebesség

max *

Nem enzimtulajdonsag, mert fugg Eq-tol: V=K, . Eg—
= AKTIVITAS

A k, enzimtulajdonsag = turnover number, valtdsszam [s] —
az enzimmolekula atalakitasi frekvenciaja
Kiterjesztés minden enzimre és minden kinetikara:

k.ot [ S7]: €egy enzimmolekula atalakitasi frek-

Vo= Kear - Bo| vencigja S-telités esetén: egy enzimmolekula
idéegység alatt hany molekula szubsztratot
alakit at.
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A kinetikai parameéterek: K, K|

» az enzim affinitdsa a szubsztrathoz
> az él6 sejtben kdzelitéleg ennyi az S koncentracio, mert igy
jOl szabalyozza a sebességet
> Valtozott a Kg — Inhibitor? Aktivator?
» Enzimanalitika:
A\

2. el6adas: Enzimkinetika

Vmax
ha aktivitast mérek: y
S>>KS V=Vmax AV,
ha szubsztratkoncentra- J
ciot mérek: AV
S<<Kg lineéris tartomany K
”’I"”‘_"_ BME Alkal E E S
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A kinetikai paraméterek

K, 107-10"° dm3mol-'min-' [max. érték (10"") a kis
molekulak diffiziésebessége
k, 102106 min
k,  50-107 min
K, 10%-102 mol/dm3
TABLE 13-1. THE VALUES OF Ky, k.., AND ki, /K, FOR SOME ENZYMES AND SUBSTRATES
Enzyme Substrate Ky (M) key (7Y Koyt /Ky (M1 57Y)
Acetylcholinesterase Acetylcholine 9.5 X 1073 1.4 X 104 1.5X 108
Carbonic anhydrase CoO, 1.2 X 1072 1.0 X 108 8.3X 107
HCO; 2.6 X 1072 4.0X10° 1.5 X107
Catalase H,0, 25X 1072 1.0 X 107 4.0 X 108
Chymotrypsin N-Acetylglycine ethyl ester 44 X 107! 5.1 X102 1.2X 107!
N-Acetylvaline ethyl ester 8.8 X 1072 1.7 X 107! 1.9
N-Acetyltyrosine ethyl ester 6.6 X 1074 1.9 X 102 29 X108
Fumarase Fumarate 50X 108 8.0 X 102 1.6 X 108
Malate 25X 107 9.0 X 102 3.6 X 107
Urease Urea 25X 1072 1.0 X 10¢ 40X 10°
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Kot €rtékek

molecular restriction metabalic
:i'l.'\itl.'l]L:h L'-Il/}'lll'l.i-“ L'I'I]"_‘.'I]1L=!i
‘I/"_I—LI?"ﬁ_A_I‘\\If—’_I T T T T __:_h-\ T
-5 04 1 1 el | 10 10 103 104 | XS 1 1n?
fat 151
K.q: @lsO hatara metabolikus en-
1 1 zimeknél
7 - - o . , ’ ””
K _17g i 21008 _ 13 Legtdbb enzim e két szélsé
K. IM  10°M| aget kdzott

Természetes enzimeknél: >10°
Mesterséges E-nél (DNA-zyme,
abzyme:<103)
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Reverzibilis reakciok

Alap: minden enzimes reakcié reverzibilis — egyensulyra vezet.
Sokszor ez az egyensuly erésen eltolédik az egyik oldalra — pl.

a biopolimerek hidrolizisénél (amilazok, proteinazok), mas-
hol viszont kézel 50-50%-0s (példaul a glikéz izomeraz reak-
cid)

glikéz — fruktoz
Mindkét kinetikai leirasban feltételeztik, hogy a k., = 0, ezért a

reverzibilis reakciét két ellentétes egyiranyu folyamat leirasa-
bdl allitjuk éssze.

e i e 2
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Reverzibilis reakciok

k, K,
E + S ES E+P
k-1 k-2
A két ellentétes iranyu reakcié egyensulyi allandéit félirva:
:&:—(ES) K :&:—(ES)
’ k, SLE P k,, PLE
A k6zos elemet kiemelve: k., (ES) k,
S = = P
-1 E +2
Az eredd egyensulyi _P_k, k, '
allandét kifejezhetjik: equilibium) — o 7. 5 ugyanaz!
Jezhel] S k_k,
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Reverzibilis reakciok

MI TORTENIK? ‘)
S>P vagy P>S @

MITOL FUGG?

Itt feltételezzlk az EP komplex |étezését:
k, k,
E+ S ES EP E+ P
k-1 k-2

Reverzibilis reakciok

Az ered6 sebesség a két folyamat kilénbsége:
\ = Velére - Vvissza = k2 (ES) - k-Z(EP)

Ezt az eddigiekhez hasonléan az enzim anyagmérlegével

netto

E, =E +(ES) + (EP)

osztjuk el:

Vel(’)’re —_ kz(ES) Vvissza _ k_2 (EP)

E, E + (ES) + (EP) E, E +(ES) + (EP)
ebbdl:

_ E k,(ES)-E k_,(EP)
E +(ES) +(EP)

Av

A d 24
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Reverzibilis reakciok
Behelyettesitve: Ay = Ymus(ES) =V, (EP)
E +(ES) + (EP)
. . S P
figyelembe véve, hogy: (ES)=E— (EP)=E—
Ks I<P
S P
VmaxsiE_VmaxPiE Vmaxs S_L
K K u
Av = : S 5 P azaz AV =
E+ > E+  E K |1+ 2 |+s
K K K
S p mp
Reverzibilis M-M egyenlet
i --:ii h BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Reverzibilis reakciok

Vi (s - KPJ
AV = P

:K ( P j+s ahol =5« azaz (S-S,) a

1+ “

mp

szubsztrat koncentracio eltérése az egyensulyitol.

(1 +KL] pedig analdg (1 + KLJ -vel, azaz P kompetitiv

mp I

inhibitorként viselkedik.
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et o . e ) ; )
Riian HEHEIINE  BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszek

R
| e es sennane
;g_ugauunn-urm

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 13



