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Enzyme — Mechanismen und Kinetik

Allgemeine Betrachtungen:

Biokatalysatoren

Enzyme (katalytisch aktive Proteine)

Ribozyme (katalytisch aktive RNA)

Reaktionstyp

1-Wirk_'~r{ft‘£_|t5' 2-Oxoséure + NADH+H™ ‘:/Q>: 2-Hydroxysaure + NAD™ (Red Kti Hvdrol
spezifita edoxreaktion, Hydrolyse,
* * Substrat | [ G .
m m el oem Isomerisierung...)
2. Substrat- R rel. kgt K (MM)
spezifitat oo CHs 100 0,09 Unterscheidung auch
. -H 60 3.2 zwischen strukturell
=C -CH>-CHs 50 0.6 L
! CHeCHACH p 19 dhnlichen Substraten
-CHz-CH(CHs) 0,02 3.6
T 00~ oo™ o0~ Stereospezifitat: L-Lactat
spezifitat P I Lk . .
HO—E—H 0=CI H—f—HO bei Tieren, D-Lactat bei
CH; CH; CH, bakterieller Milchs&ure-
L-Lactat Pyruvat D-Lactat girung
1a L-Lactat-Dehydrogenase 1b D-lactat-Dehydrogenase
Unterschiede zu chemischen Katalysatoren:

1) Sehr hohe Reaktionsgeschwindigkeiten (Faktor 10%-1012 scheller als unkatalysiert
2) Milde Reaktionsbedingungen (< 100°C; Atmospharendruck, neutraler pH-Wert)
3) GroRere Reaktionsspezifitat (Substrate und Produkte ohne Nebenprodukte)

4) Regulationsmoglichkeit (z.B. allosterische Kontrolle, Nicht-Substrat-Kontrolle)

J. Koolman und K-H R6hm, Taschenatlas Biochemie des Menschen, Thieme

Enzyme — Mechanismen und Kinetik

Enzymklassifizierung nach Reaktionstyp (EC-Nummer):

Klasse

Reaktionstyp

wichtige Unterklassen

1 Oxidoreduktasen

Ared +Box -——<>——‘ Ared +Box

Dehydrogenasen
Oxidasen, Peroxidasen
Oxygenasen

2 Transferasen

A-B+C === A+B-C

(C1-Transferasen
Glycosyltransferasen
Aminotransferasen
Phosphotransferasen

3 Hydrolasen

A+H0 === A-H+B-OH

Esterasen
Glycosidasen
Peptidasen
Amidasen

4 Lyasen (,Synthasen®)

A+B === A-B

C-C-lyasen
C-O-Lyasen
C-N-lyasen
C-S-Lyasen

5 Isomerasen

A === N

Epimerasen
cis-trans-lsomerasen
Intramolekulare Transferasen

6 Ligasen (,Synthetasen®)

A+B+ATP === A+B+ADP+P;

C-C-ligasen
C-O-Ligasen
C-N-Ligasen
C-5-Ligasen

J. Koolman und K-H R6hm, Taschenatlas Biochemie des Menschen, Thieme

Ubertragung von Elektronen bei
Redoxsystemen (immer mit
Coenzym)

Ubertragung von Gruppen
(immer mit Coenzym)

Ubertragung von Gruppen mit
H,O als Akzeptor (statt Coenzym)

Spaltung/Bildung chemischer
Bindungen, wobei C=C-Bindungen
entstehen oder verschwinden

Umbau eines Molekdls bei Erhalt
der Summenformel

Knipfen chemische Bindungen
(endergon, daher ATP notig)




Enzyme — Mechanismen

Aktivierungsenergie - Wiederholung aus Biochemie I:

- Bezeichnung fiir Ubergangszustand

X
T Freie Aktivierungsenthalpie
AGH e
- L. S -
A+B Geschwindigkeitsbestimmender Schritt
A Greaktion ist der Zerfall des Uberganszustands.
P+Q Reaktionsgeschwindigkeit ist *
ro ortior%al zu: ° e"AG /RT
Reaktionskoordinate prop ’
S
4 X# o s
nicht katalysiert sih. GescPwmdl.gkI)(el'FsErhoh.ung durch 0 —AAG /RT
ORrRgaNIRE AAG" ., ergibt sich aus:
AG* durch den
Katalysator) >
X + 4 B}
G katalysiert AAG ;= 5,71 kl.mol"> 10-fache Erh6hung
AAG:lEKat =34 kl.molt  10°-fache Erhohung
A+B = P+Q (Bruchteil der Energie einer kovalenten Bindung)

Reaktionskoordinate

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH

Enzyme — Mechanismen
Katalysatoren beschleunigen Reaktionen durch

Verringerung der Energie des Ubergangszustands!

Welg.he molekularen Prozesse verringern AG
des Ubergangszustands?

1. Saure- und Basenkatalyse

2. Kovalente Katalyse

3. Metallionenkatalyse

4. Nachbargruppen- und Orientierungseffekte

5. Stabilisierung des Ubergangszustandskomplexes




Enzyme — Mechanismen E

ad 1) Saure-/Basenkatalyse:
Beispiel Keto-Enol-Tautomerie

Keto Ubergangszustand Enol
(a) Nicht katalysiert E|t A [ R 1|=.
B |c=o c=0" | — (“:—o—H
Carbanlon—a.rtlger Uk?ergangszustand CCHz s CH,
hat hohe freie Energie = langsam | e
H H'
(b) Allgemeine Saurekatalyse F|€ NN _]f ?
C=0+ H—A — | C=0%-H**-A® T» C—O0—1I + A~
Protonierung reduziert C(LH CHd (|LH lf‘HzO
. et Ao H+ g
Carbanion-Charakter > I|{ L LA
Reaktionsbeschleunigung —
(c) Allgemeine Basenkatalyse If N ff *f
C=0 ———— | C=0" C—0—H
- . [ f
Ahnlicher Effekt wie Sdurekatalyse (|3Hz CH} gt é‘sz
durch Deprotonierung 1|1 I:I‘\+ ol
(+ : H H*
s Ba+ |[— +
B - . B* B
Enzyme — Mechanismen TU

ad 1) Sdure-/Basenkatalyse:

Die Aminosauren E, D, K, R, C, H, S, Y haben pK-Werte im oder nahe des physiologischen
Bereichs und fungieren daher als Sdure- und/oder Basekatalysatoren.

Amino acid General acid form General base form
residues (proton donor) (proton acceptor)
Glu, Asp R—COOH R—COO~
H A
Lys, Arg R—'ﬁ H R—NH,
R—C=CH R—C =C\ H
His HN\ yNII HN\ le
C C
H H
Ser R—OH R—0O~
7\ VAN
Tyr R— )—OH R~ 0"
\"._/ A :-’!

Enzyme kdnnen MEHRERE katalytische Gruppen mit unterschiedlichen pK-Werten um
ein Substrat anordnen - konzertierte Sdure-Base-Katalyse (d.h. beide Mechanismen
gleichzeitig)
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ad 1) Sdure-/Basenkatalyse:

Beispiel RNase-A-Mechanismus 000 s
(Enzym im Verdauungssystem) PN
Konzertierte Sdure- = Vgl
Basenreaktion !%/' <A

o D HO—CH, .0.

His 119

1. His 12 als Base, das erleichtert
Angriff auf benachparten P, His 119
unterstiitzt durch Protonierung der
Abgangsgruppe den Bruch der
Bindung.

2. Cyclisches Intermediat wird
hydrolisiert. His 12 fungiert dabei als
Sdure und His 119 als Base.

'0—]|_’—0—

| 23 -cyclisches Nucleotid
(8]

OH

CH, O

Base
H H
H H

(o]

Enzyme — Mechanismen TU
ad 2) Kovalente Katalyse (nucleophile Katalyse)
Voribergehende Bildung einer kovalenten Enzym-Substrat-Bindung
Beispiel: Decarboxylierung von Acetoacetat:
CO, B ut
CO /(') C»O (0]
Nicht katalysierter CHS_('%_»E@_(/’\ L, CHS—(|::Q3H2 L_, CHa_g_CHa
Mechanismus (Enolatbildung) \(_)
Acetoacetat Enolat Aceton
RNH,
OH— 2 RNH, )
OH
R H 0 R_.. +
Katalysierter (durch primares Elﬁl/ ye f i Ell\T/ " \ﬁ/
Amin*) Mechanismus CHB—C—’/C;L?—("/q CH,—C=CH, CH,—C—CHj
o
Schiff’'sche Base

*2.B. Lysin-Rest im aktiven
Zentrum des Enzyms o

HsN
2\/\/\‘)kOH

NH3

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH
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ad 2) Kovalente Katalyse (nucleophile Katalyse)
Gute Nucleophile/Abgangsgruppen:
0
Serin OH
NH2 Nucleophile
Form
0 ROH = R:a_: + Hydroxylgruppe
Cystein HzN\_)J\OH
@ RSH S RS: + Sulfhydrylgruppe
NH. RNH; _ RNH, + Aminogruppe
Lysin
OH R R
o] —== ’}——i :
M + NH S~ o N: + Imidazolgruppe
g N
Histidin
/CH
H.N"  ~COOH

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH
Enzyme — Mechanismen TU

ad 3) Metallionen-Katalyse - Metalloenzyme

e Metalle bei Metalloenzymen fest gebunden als Cofaktoren
 meist Ubergangsmetalle (Fe2*, Fe3*, Cu?*, Zn?*, Mn?*, Co?*)
* Metallionen oft eher strukturelle als katalytische Bedeutung fiir Enzyme

* Metallionen sind auf 3 Arten an katalytischen Prozessen beteiligt
e Bindung an Substrate um sie in eine geeignete Konformation zu bringen

* Reversible Anderungen des Oxidationszustandes der Metallionen vermitteln Redox-Reaktionen

e Elektrostatische Stabilisierung oder Abschirmung negativer Ladungen

* Oft fungiert das Metallion dhnlich wie ein Proton und neutralisiert negative Ladungen

¢ Die Ladung eines Metallions macht seine koordinativ gebundenen Wassermolekiile acider;

damit kdnnen diese selbst bei saurem pH als nucleophile OH" lonen agieren.
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ad 3) Metallionen-Katalyse - Metalloenzyme
Beispiel Carboanhydrase: CO, +H,0 =2 HCO;™ +H*

/ "N
—\ Thr 199 Im—Zn’t+-0+ C
His 64 ”‘.\ ‘,E-IU 106 llm }|I C(”) nucleophiler Angriff von OH™
\— 1 WL (polarisiertes H,0) auf CO,
Im 0
Im—Zlnz-t---O-— c’i
B O

Im
i e b A
Im—Zn“~—~ O + H* + H—O0—C
| Nom
Im H 0

Im = Imidazol

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH

Ablésung von HCO3™ und
k—llg() Bindung eines neuen H,0

Enzyme — Mechanismen

ad 4) Katalyse durch Nachbargruppen- und Orientierungseffekte

Beschleunigung der Reaktion findet statt, da Enzym zwei Reaktionspartner in
geeigneter Nahe und Orientierung zusammenbringt (,pseudo-intramolekulare

Reaktion“)
0 )
1% ﬂ I

CE 13_ CII';_C +

1_ p-Nitrophenylacetat \ . p-Nitrophenolat

NH

Intermolekulare Reaktion:

—NH N-Acetylimidazolium

Produktbildung begleitet von hohem Verlust von Entropie. Dies erhoht
Aktivierungsenergie fiir Bildung des Ubergangszustandes.

Intramolekulare Reaktion:

Entropieabnahme hat bereits bei der Bildung des Enzym-Substratkomplexes
stattgefunden. Dieser Schritt wird oft von einer sinkenden Enthalpie getrieben
(durch elektrostatische WW). ?

i

C Cc

{ N —=F NL 3
NH _NH

Modellreaktionen Vergleich Inter/Intra
Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH
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ad 4) Katalyse durch Nachbargruppen- und Orientierungseffekte

Durch die Bindung der Substrate fordern Enzyme die von ihnen katalysierte Reaktion
auf folgende Arten:

1) Bringen Substrate mit katalytischen Gruppen, oder mehrere Substrate miteinander
in Kontakt

2) Binden Substrate in der richtigen Orientierung

3) Geladene Gruppen kénne dabei helfen den Ubergangszustand der Reaktion zu
stabilisieren (elektrostatische Katalyse).

4) Enzyme schranken die Translations- und Rotationsbewegungen ihrer Substrate und
katalytischen Gruppen ein (wichtig fiir den Ubergangszustand)

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH

Enzyme — Mechanismen TU

ad 5) Katalyse durch Stabilisierung des Ubergangszustands

Die vorhergehenden Mechanismen 1) bis 4) erklaren nicht das volle Ausmal der
beobachteten Geschwindigkeitssteigerungen - weiterer Mechanismus:

Ein Enzym kann den Ubergangszustand der katalysierten Reaktion mit hoherer Affinitit
binden als die Substrate oder Produkte.

Je fester ein Enzym den Ubergangszustand
seiner Reaktion im Verhaltnis zum Substrat
bindet, desto hoher ist die Konzentration des
Ubergangszustands und damit proportional
die Geschwindigkeit der katalysierten
Reaktion relativ zur nicht katalysierten.

EP

Reaktionskoordinate

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH




Enzyme — Mechanismen
Beispiel Lysozym — katalysierte Reaktionen
* Dieses Enzym zerstort bakterielle Zellwdnde.

* Hydrolysiert die p- 1,4 Bindungen zwischen A-Acetylmuraminsdure (MurNAc) und
N-Acetylglucosamin (GIcNAc)

Lysozym-

«CH,OH CH,0H Spaltstelle
H A5
H

OH
3
H
/ = / ~
CH,CHCOO CH,CHCOO
NAM NAG NAM

NA

© 2010 Wilsy-VCH, Wemheim

V et - Lehrbuch der Biochemie
ISBN: 978-3-527-32667-9 Fig-11-16

Enzyme — Mechanismen

Beispiel Lysozym - Katalysemechanismus

— Saurekatalyse
— kovalente Katalyse
— Basenkatalyse

Polysaccharid-
substrat

fr

HOCH, HOCH,
\ * - --_/l
\ ii/“ : 1

OII H Bindung
R
‘._ (i)
OR’ OR’ CH,—Asps2 CH,— Asph2
H—(IZ—O—R" + H" = H (|:—5—R" “j&"“
| [ allgemeing 7 /e BN allgemeine i
R R H kS:‘ure- — OH H . Basen- & ]/
alyse 3 N H katalyse
Acetal " |
l¥> R"OH H R
R R
o* 0 _
(": e (|:+ HOCH, g
P ~ U~ o' \’
R H HAa Ny HOCH, H H
- —H . or H,CH o ”
resonanzstabilisiertes Carbokation N H /
(Oxoniumion) H B
H.O _ Oxoniumion o, .0 0
(Ubergangszustand) L
H CH,—Asp52 Asp52
OR’
| 3
H—C—0H
| kovalente
R Katalyse
Halbacetal

D 2010 Wiley-WCH, Weinheim
foet - Lehrbuch der Sl:ther\t
ISBN 978-3-517-32667-9 Fig-11-20

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH

4 ‘Wasserbindung

0 H,0
"H, — Asps2

kovalentes
Zwischenprodukt

HOCH,




Enzyme — Mechanismen

Beispiel Serinproteasen — katalysierte Reaktionen

Chymotrypsin, Trypsin und Elastase sind
Verdauungsenzyme, die die Hydrolyse von Peptid-
(Amid-) bindungen katalysieren, aber mit

unterschiedlichen Spezifitdaten:

Chymotrypsin spaltet nach groien, hydrophoben

Resten,

Trypsin spaltet nach positiv geladenen Resten,

Elastase nach kleinen, neutralen Resten.

Diese 3 Enzyme haben strukturell unterschiedliche

.Spezifitdts-Taschen".

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH

Ny

zu spaltende Bindung

Glyl‘i“. zu spaltende Bindung
226 \
Ser 189
Chymotrypsin Lys

[cly
f 216

\ .
Gly » -
226 1,
zu spaltende Bindung
Asp 189
Trypsin

Ala

Oﬁ"Thr 216

/

Elastase

Enzyme — Mechanismen

TU

WIEN
Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH

Beispiel Serinproteasen — Katalysemechanismus

— kovalente Katalyse

— Basenkatalyse

— elektrostatische Katalyse

— Katalyse durch Stabilisierung des
Ubergangszustands

(1) Tetraedrisches Zwischenprodukt
entsteht durch kovalente Katalyse

e Ser 195 ist dafiir in idealer Position
(Nachbargruppen- und
Orientierungseffekte)

e H*wird auf His 57 Gbertragen (allg.
Basenkatalyse)

e Dieser Vorgang wird durch Asp102

Asp (His

()

3)
(4)
(5)

unterstitzt (elektrostat. Katalyse)
Acyl-Enzym Zwischenprodukt entsteht
durch allg. Saure-katalyse (H* von His
57). Dies wird durch
Polarisierungseffekte von Asp 102 und
His 57 unterstutzt (elektrostat. Katalyse)
Abgehende Aminogruppe wird durch
Wasser ersetzt

Tetraedrisches Zwischenprodukt
entsteht (Umkehr von Schritt 2)

Neuer C-Terminus der Peptidkette und
Regenerierung des Enzyms (Umkehr von
Schritt 1).

ey

Tetraedrisches Zwischenprodukt

Asp His
\oz/ A \102/ 5
I o CH, I o CH,
HOsge i Ser R T Ser
A "N s \195/ N N1 \\ Qgrgy
o NI N
=—N: CHy —N*D CH,
e . “u d
”-_‘” Nucleophiler o .
) ~ Angriff i S e I >
R\ F
Substrat 4/ e
Polypeptid 5 - H
I =-U Tetraedrisches Zwischenprodukt
Enzym-Substrat-
Komplex 2
A
L Asp His
Asp His \1_22/ 57
102/ 57 g
\“T" & cH, o 70 e
HyC~, & = 3 AR H Ser
- TUHL /x Ser \ NT N 195
% NT > Q?y 1 o0 \ .
\_ s 3 Ex._ CH,
—N— CH !
" {)/ Al Neuer N-Terminus o9
E 1 UNH der gespaltenen R | f
’ [ I Polypeptidkette
-
Acyl-Enzym-Zwischenprodukt
It
_ i ( His
i 5 oy A
\1_?5) én Haew 20 e
H,C~ £ [t S PP Ser
C - “Ho \\ Ser W N > Q‘I_L'y’
\b N 195, o Y | T
— i . = CH,
N*D CH, Sied)
\ 0;’ H—O0
Hw

+
Neuer C-Terminus

der gespaltenan
Polypeptidkette

Aktives Enzym




Enzyme — Kinetik 2 Lineweaver-Burk___ TU
$ WIEN
Einsubstrat-Reaktionen 2
nach Michaelis-Menton, vgl. Biochemie | 8|
Hij
3
E
Direkte und linearisierte Auftragungen: s
Niichadin Nientsr:Gieiching ‘k 0 1/Substratkonzentration 1//A]
% Hanes
%
¢
v[A] + vK, = V [A] |:> &
s
eYn i [I\] ll\l: L:-}-l +.,'i<_m L Y Substratkonzentration [A]
v
Eadie-Hofstee-Diagramm Hanes-Diagramm q Eadie-Hofstee
apdeaniipnen
v VT VA E
Lineweaver-Burk-Diagramm 2l
Enzyme, H. Bisswanger, Wiley-VCH 0 Umsatzgeschwindigkeit/Sub: .mtkr\nzeuuuniuulr‘f[}\.i'\m_
Enzyme — Kinetik TU

Einsubstrat-Reaktionen:
Hemmtypen

unspezifische Hemmung <~ ~3 jreversible Hemmung

(V +Vo[IVKi AL

e K (1+[I/K) + [AJQ+[1)/ K,)

: -

vollstdndige Hemmung partieile Hemmu_ng-

w ' nicht kompetitiv. =~ «:— - partlell
VLAl nicht kompetitw
T Ko (4IVK) + (AIQ+IV K, u) (V +VLIVK AL
knmpetttlv \ unkompetltw " Ko, (T+IVK) + A HIVK,)

He Vi[A] partiell partiell
K, (1+[|]1Kg +[Al 2 [A](1+[I]fK_J kompetitiv unkompetitiv
K=Ky KoK, \ S v o = VeV IR, A
4 v D e Ko + [AIIHIVK,)
I= F_’_ ' rein ~gemischt* 1=A ™ 141K, A

R ; 4]
T Ko+ ANHIVKD " Ky (14K + AV K

Produkthemmung Substrathemmung
N £ o S RS 1| . S
K (1+PYKp) + [A] Kq + [AI1HAVK )

Enzyme, H. Bisswanger, Wiley-VCH




Enzyme — Kinetik lwrew

Einsubstrat-Reaktionen: Hemmtypen

Enzymreaktion —

] kompetitive Hemmung: nur E +1 = El
g
5 k unkompetitive Hemmung: nur EA + | = EAI
3
2 . .
2 nicht-kompetitive Hemmung:
¥ . .
alle gezeigten Reaktionen
Ky Dissoziationskonstanten des Substrats
K Hemmkonstanten
ky, k_q... Geschwindigkeitskonstanten

- katalytische Konstante

partielle kompetitive Hemmung: k, = k;

partiell unkompetitive Hemmung:
schraffierter Bereich entfdllt

partiell nicht-kompetitive Hemmung: k, > k;

Enzyme, H. Bisswanger, Wiley-VCH

Enzyme — Kinetik lwres

Bisubstrat-Reaktionen: die meisten (60%) biochemischen Reaktionen

Bei Bisubstrat-Reaktionen werden entweder (a) funktionelle Gruppen (Transferasen,
Hydrolasen), oder (b) Redoxaquivalente (Oxidoreductasen) zwischen 2 Substraten lGibertragen.

P-X+B <= P+B-X

lﬁ_l ;r_l
A +B =P+ Q konventionelle Schreibweise
Beispiele: (a)
O (0}
I Trypsin | B +
R,—C—NH—R, + H,0 —~— R,—C—O0~ + H,N—R,
Polypeptid
(b)
H Alkohol- ﬁ)

| dehydrogenase
| N
H i

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH




Enzyme — Kinetik

Bisubstrat-Reaktionen:

(1) Sequenzieller Mechanismus — geordnet:

A Q

A = Leitsubstrat, B = Folgesubstrat

Viele NAD- und NADP-bendtigenden
Dehydrogenasen (z.B. Lactat-Dehydrogenase) folgen

EA EAB-EPQ EQ

(2) Sequenzieller Mechanismus — zufallig:
Q

A B ¥

einem geordneten Bisubstratmechanismus mit dem
Coenzym als Leitsubstrat

Einige Dehydrogenasen und Kinasen folgen dem
zufélligen Mechanismus

EAB-EPQ
A B Substrate
PQ Produkte
B A &g @ E Enzym
EX, EXX  Enzym-Substrat/Produkt-Komplexe
Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH

Enzyme — Mechanismen TU

Bisubstrat-Reaktionen:

(3) Ping-Pong-Mechanismus: Funktionelle Grupp.e (x) wird durch Enzym vom
Substrat (Px) verdréngt = es entsteht das erste
produkt (P) und eine stabile intermedidre
Enzymform (Ex)

Px e B B,)f Funktionelle Gruppe (x) wird durch das zweite
Substrat (B) vom Enzym verdrangt = es entsteht das
zweite Produkt (Bx) und die freie Form des Enzyms

E  E-Px Ex-P Ex Ex-B E-Bx E
Beispiele: Trypsin, Transaminasen, einige
Flavoenzyme
A P B Q
konventionelle Schreibweise
E EA-E‘P E‘ E‘B-EQ E

A B Substrate

PQ Produkte

X Ubertragene funktionelle Gruppe

E Enzym

EX, E'X Enzym-Substrat/Produkt-Komplexe

Lehrbuch der Biochemie, D.Voet, J.G. Voet und C.W. Pratt, Wiley-VCH




Enzyme — Kinetik TU

Reaktionsgleichungen fiir Bisubstrat-Reaktionen:

1. Bindung in geordneter Reihenfolge (zuerst bindet A, dann B)
k
E+A<s— EA
-1
k

K
EA+B <—== EAB-EPQ =<~ EQ+P
—2 -3

k
EQ <= E+Q
—4

2. Bindung in zufalliger Reihenfolge (entweder A oder B bindet zuerst)

E + A k#l EA EA + B %A EAB-EPQ oder das gleiche Zufallsprinzip gilt
K. K., fur die Produktbildung (k, — kg),
k k entweder P oder Q wird zuerst
—_— 4 N
E+B - EB EB + A < EAB-EPQ abgeldst (hier nicht formuliert)
- —4

3. Bindung gemaR Ping-Pong Mechanismus
Ky <
E + A v EA
-1

K k
EA % EA-EP == E'+P

k
—2 -3
k Kk
E‘'+B % E‘B'EQ % E + Q
—4 k_5 Enzyme, H. Bisswanger, Wiley-VCH
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Analyse von Bisubstratreaktionen am Beispiel Zufallsmechanismus:

Enzyme, H. Bisswanger, Wiley-VCH

_ V [A] [B]
\"

— Gleichung fiir direkte Auftragung
KiaKme + KnglA]l + KialB] + [A][B]

(analog zu Michaelis-Menten)

d.h. keine gegenseitige Behinderung

Einfachster Fall: Kia = Kina; Kig = Kma von A oder B bei Bindung an E




Geordneter und Zufallsmechanismus Ping-Pong-Mechanismus

Enzyme — Kinetik

. . . . Gleich fiir die direkte Auf
Gleichungen fiir die drei Grundtypen von e VIAI[B]

Bisubstratreaktionen: " KK + K Al + Ko B+ TATB] "~ Kol AT+ Koy [BI + [ATE]

Gleichungen fiir das Lineweaver-Burk-Diagramm bei Variation von Substrat A:

- Direkte und lineare (Lineweaver-Burk, Hanes, 1 1 (] xm,,) 1 (1 K.,,H) Ko
. e qo S -—== sl L
Eadie-Hofstee) Auftragungen vV B/ vV [B] VIA]
. 1 (K + Kiaf‘mu)
. . . . . I’IIA] W IB]
- Gleichungen gelten fur Anfangsgeschwindigkeit
wenn [Produkt] = 0 (da nur Reaktionsrichtung Variation vunzubstmiﬁ = 2 x
. . . 1 1 mA mB iA 1 1 mA mB
S omh (e S g o mA it
Substrat = Produkt beriicksichtigt ist) i (I BTy )+ Vi8] ( + IM) ey ( + A )+ VIBI
Gleichung fiir das Hanes-Diagramm bei Variation von Substrat A:
[al. i1 Kia K [A] _ Kma |, [A] King
— == s b POy o S ol ) ()
vV (K“‘* S v R
- o 1A] Kmp
Sekundirdiagramme aus dem Lineweaver-Burk-Diagramm bei Variationvon | [+ a7 1+ B
Substrat A:
s KiaKup | Kina el . Kug 1 Variation von Substrat B:
St = — 4 i Ordinatenschnittpunkt = —— + — :
eigung VB v rdinatenschnittpun VIB] ' V Bl Kop ] Kia [B] Koa B] K.u (Bl (I £ Kma)
T (70 Nl ST ETRE TR T [A]

Variation von Substrat B:

Steigung = M + &-“— ;5 Ordinatenschnittpunkt = K : Gleichungen fiir das Eadie-Hofstee-Diagramm bei Variation von Substrat A:

G - 0 Vs
VIA] 0 VIAL ) (K +Ki,\f<m§)
A
Fiir Michaelis- und Hemmkonstanten beider Substrate gilt folgender Zusam- - |4 _v Fo B " Vv Kina
menhang: 14 Kmp  [A] (I + Kmn) 1+ Kmp 1Al (l o K"’")
K K [B] 1B] [B] [B]
A _ _md
Kg K
=2 il Variation von Substrat B:

Kn (1472 )
S A 2 S 1 . v Kup
'KmA

Kua ~ [B] Kma Kna 1Bl [ K
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Lineare Diagramme (fiir die Variation von Substrat A) sowie Sekundarauftragungen aus dem
Lineweaver-Burk-Diagramm fiir den Zufallsmechanismus, d.h. K, = K, a; Kig = K ,g:

Ordinaten- v
chnittpunkte= = K

Ordinaten- Steigungen =

Steigungen =
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Kma 1
'Klrvl]+ 1_< v V[S]B i V_
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Enzyme — Kinetik TU

Lineare Diagramme (fiir die Variation von Substrat A) sowie Sekundarauftragungen aus dem
Lineweaver-Burk-Diagramm fiir den geordneten Mechanismus, d.h. K, < K,»; Kig < K.,

Ordinaten-
schnittpunkte=

Ordinaten- KK + !‘AA./

K,
—mb
schnittpunkte=| V[B] v 1+
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Enzyme — Kinetik TU

Lineare Diagramme: Alle drei Mechanismen
lassen sich eindeutig unterscheiden!

Orcnaten-

Chnittpunide:
Stngungen

L
vie] 'V

v

Ping-Pong -
- Ordnate™ "
Lir ik i schnittpunkie= ;‘[h_"‘
- ) Orddinaten- ; = o
— o/ gchntpunkte =—F— 0/ 1A 1] [A]
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B 1/18] ey 1/[B]
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Enzyme — Mechanismen

3-Substrat Reaktionen: 14 Klassen von Mechanismen

ll(a)
@’
l1(b)
I
v
\Y
VI
VI
VI
IX
X
Xl
Xll
il
XV

Random Ter

Ordered Ter

Ordered Theorell-Chance Ter
Random AC* Ter

Random AC

Random A-Ter

Random (No EAC) Ter

Random AB Ter

Random BC (Equilibrium A) Ter
Random BC (Steady State A) Ter
Equilibrium Ordered Ter

Hexa Uni Ping Pong

Ordered Bi Uni Uni Bi Ping Pong
Ordered Uni Uni Bi Bi Ping Pong
Random Bi Uni Uni Bi Ping Pong
Random Uni Uni Bi Bi Ping Pong

* all ternary complexes present
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