Biomérnoki miiveletek és folyamatok 3. eldadds: Enzimkinetika
Biomérnoki BSc

Enzimkinetika

Az enzimes reakcio sebességének leirasa, jellemzd paramé-
terek azonositasa. Ha:

E+S o E+P

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

Ezért az enzimek mennyiségét a hatdsuk alapjan adjuk meg:
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Enzimkinetika

Egy egyséqg (Unit) az az enzim mennyiség, amely 1 pmol
szubsztratot alakit at vagy 1 pfimol terméket képez 1 perc
alatt adott reakcié kérilmények kézott.

Sl rendszerben: 1 Katal: 1 mol szubsztratot alakit at 1 s alatt.
Ez hatalmas egység, praktikusabb a nanoKatal = 10° Kat
1 U = 16,67 nanoKatal

Fajlagos aktivitas: U/mg, U/ml

ia és Elelmi iny Tanszék

Michaelis-Menten kinetika

Kk, k,
E+S — ES — E + P
k, k,

Kiindulasi feltételezések:
» k, =0 (a masodik Iépés irreverzibilis)
» az els6 |épés gyorsan egyensulyra jut =
RAPID EKVILIBRIUM: k,SE =k, (ES)

Egyensdilyi allandéja: g = k,_SE

k, ~ (ES)

» az ES komplex stabil, az EP komplex elhanyagolhaté
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Michaelis-Menten kinetika

kl k2
E+S — ES — E + P
k, k,

» egy aktiv centrum, egy szubsztrat
» aktivitas helyett koncentracié hasznalhaté
» (S)>>(Ey) vagyis Ey/S<<1

dt

anyagmérleg az enzimre: E_=E + (ES)

3. eloadas: Enzimkinetika

dP
a ,minket érdekl6” reakciésebesség: V =— =k, (ES)
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Michaelis-Menten kinetika

Osszuk el a két egyenletet: VY _1G(ES

any Tanszék

E, E+(ES) \
k S.E/ S
Helyettesitsik be: K, = —L = kq?E

Michaelis-Menten kinetika
Ebbdl a sebességi egyenlet:
S
S A" K

V= Vmax avagy —.  — —SS
Ks + S max 1 +

KS
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3. eloadas: Enzimkinetika

Més M

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

k1 kz
E+S — ES == E + P

k, k,
Ugyanazok a difegyenletek, de a feltételezés: (kvazi) allando-
sult allapot = steady state |
ds
- kES*k, (ES) d(ES)/dt =0
UES) sk, (B5) -k, (55)

(S) >> (Eo) vagyis Ey/S << 1
k{ES > k4(ES) ill. k{ES > ky(ES)

ott Bi ogi és]f i any Tanszék

Briggs-Haldane kinetika

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

st |

0 E ido

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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A Briggs-Haldane kinetika numerikus szimul&cioja

001e
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Briggs-Haldane kinetika

_RES _y S K, =k, +ky)/k
max i i A A
K, +S K, +S Michaelis allando
ia és Elelmi iny Tanszék
Diszkusszié
Michaelis-Menten Briggs-Haldane
V= Vmax i V= Vmﬂx S
K, +S K, +S
K = k_ K, = k_ +k,
: k, k,
K, =K + k,
Tk

ia és Elelmi iny Tanszék
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3. eloadas: Enzimkinetika

Diszkusszi6
S

derékszogi hiperbola: V=V _ ———
K,+S

v
Vinax =K2Eo
T o =
X S>>K,
Telitési tartomdny
O-rendii kinetika
'] I}’
S v SFK|E, S
2 4 S << K
: Linedris tartomidny
/:Mmdﬂkinni g - L
U V=V, /K)S kataht_nfu_s faffektlyltas =
1
! 1 latszélagos els6rendi sebességi dllando SpeCfItaSI allandé
- 13
Kn=§ S &

Hiperbola

Vimax

értelmes tartomdny

a
y=-—

X
VonaaS + KoV = KeVinax __ KoV,
S+K, T

V= S+K,

logia és Plelmiszertudomany Tanszék

Reakcidsebesség
A M-M és B-H egyenletekben a V mindig a kezdeti reakciése-
bességet (V, — t=0-ra extrapolalt sebesség) jelenti.

S P
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Paraméterbecslés 1

E= Ku+8S /\
5,5
i t 23. 5. 18.-S V.

T e I T

S S L R
16

BME A Biotechnologia és Elelmi domény Tanszék

Paraméterbecslés 1

t
S (S O
o

Foster-Niemann médszer
17

iaésE Tanszék

BME Alkalmazott Bi

Paraméterbecslés 2

Linearizalt abrazolast hasznalunk, mert:
» Hiperbolikus regressziét szamolni gép nélkil munkaigényes

» Az enziminhibiciénal +informaciét ad.

1. Lineweaver-Burk linearizalas 1
1N —-1/S . \ te0=Kn/V ax
v v. V. o
} EAV/
1K, s

ia és Elelmi iny Tanszék
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Az L-B linearizalas gyengeje:
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Linearizalasok SV
o teu =N g,
2. Hanes-Langmuir linearizalas
S -8 .
.-"" Km/vmax
s_K, 1
— = 4 78 Km S
Vv Vv \%
nmx nox
VIS
3. Eady-Hofstee linearizalas Vmax/Km
VIS —v
V=V -K K f tga=-1/K,
max m S
20 V
BME Alkalmazott Biotechnol Vmax
Az enzimkoncentracié hatasa
Ha v, = Ko.Eg, akkor: k, meghatéarozasa:
A% Vimaxs=K2Eo3
Viao=KEo;
ﬁ;m tg O‘F k,
K S _ Eor Eo, Eos Eo
igy mériink enzim aktivitast, nagy S koncentraciénal! o
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A kinetikai paraméterek

V nem maximum, hanem limit —  hatarsebesség

max :
Nem enzimtulajdonsag, mert fiigg Eg-tol:  Vi=k, . Eg—

= AKTIVITAS
A k, enzimtulajdonsag = turnover number, valtdsszam [s'] —

az enzimmolekula atalakitasi frekvenciaja
Kiterjesztés minden enzimre és minden kinetikara:

Keat [ S77]: egy enzimmolekula &talakitési frek-

Vo= Keat - Bg vencidja S-telités esetén: egy enzimmolekula
idéegység alatt hany molekula szubsztratot
alakit at.

Biotechnologia és Elelmi domany Tanszék

3. eloadas: Enzimkinetika

A kinetikai paraméterek: K, K,

» az enzim affinitdsa a szubsztrathoz

» az él6 sejtben kozelitbleg ennyi az S koncentracié, mert igy
6nszabalyozo, és van tartalék kapacitas is.

> Véltozott a Kg — Inhibitor? Aktivator?

» Enzimanalitika:

Ha aktivitast mérek: S-re érzéketlen
S>>Kg V=V,

ha szubsztratkoncentra-
ciot mérek:

S=Kg linearis tartomany 2V

S-re nagyon érzékeny
|4

BME Alkalmazo = o S

A kinetikai paraméterek

k4 107-10"0 dm3mol-'min"' [max. érték (10") a kis
molekulak difflziésebességel]

ky 102108 min!

k,  50-107 min™

Kn 10%-102 mol/dm3

TABLE 13-1. THE VALUES OF Ky, Kc,ry AND k¢, /Ky FOR SOME ENZYMES AND SUBSTRATES

Enzyme Substrate Ky (M) ko () K/ Ky (M7 57)

95X 108 14X 104 15X 10¢

Carbonic anhydrase co, 12X 102 10X 108 83X 107

HCO; 26X 10 40X 108 15X 107

Catalase H,0, 25X 1072 10X 107 40X 104

Chymotrypsin N-Acetylglycine ethyl ester 44X 10 51X 102 12X 107
N-Acetylvaline ethyl ester 88X 102 17X 107 19

N-Acetyltyrosine ethyl ester 66X 107 19X 102 29X 10°

Fumarase Fumarate 50% 107 80X 102 16X 108

Malate 25% 107 9.0X 102 36X 10°

Urease Urea 25X 1072 10X 104 40X 10°

Kear:0-amilaz: 500 s, glikoamilaz: 160 s, glik6z-izomeraz: 3 s
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Koy Ertékek

molecular restriction metabol ic
switches  enzymes cnrymes

T T T T T T T T T T T T T
W05 04 1w0d e e 1 10 ITEER T (L [ [ (i

ket (5°1)

K.at @lsO hatéra metabolikus en-
zimeknél

Legtébb enzim e két szélsé
eset kozott

Természetes enzimeknél: >10°
Mesterséges E-nél (DNA-zyme,
abzyme:<109

71 -1
Ke Z107sM™ = 10's _ li
K M 107'M

2
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Fajlagos aktivitas és valtasszam

Ez a kett6é hasonlit egymasra, mert:

. y Unit umol S
fajlagos aktivitds = —— = ———
mgE min-mgE

dbS ~ pmélS
sec-dbE ~ sec-pumol E

valtasszam =

Az enzimmennyiség atszamolasaval 6sszehozhatok.

BME Alkalmazott Bi 6gia és Elelmi iny Tanszék

Fajlagos aktivitas és valtasszam

Ha az enzim méltdmege 60000 és fajlagos aktivitasa 1 U/mg,
mekkora a Kg,,?

Ms= 60000 Da 1 U/mg Kea=? 87"
1U_1;1molS 1U _ 1pmolS
~ 1min /mg_lmin-lng
mivel
1 1
I1mgE= 0000 mmolE:m umol E
1 umol S 1 umol S
1U/mg = = =151 =kyy
605-iumolE 1s-1umolE
60
27
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3. eloadas: Enzimkinetika

Reverzibilis reakcidk

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 kdzel 50-50%-0s (példaul a glikéz izomeraz reak-
cio)

gliikéz — fruktoz

Mindkét kinetikai leirasban feltételeztiik, hogy a k., = 0, ezért a
reverzibilis reakciot két ellentétes egyiranyu folyamat leirasa-
bél allitjuk 6ssze.
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Reverzibilis reakcidk

Fizkém reakcidkinetika egymast kdéveté (konszekutiv) egyen-
sulyi reakciok leirasara:

k, K,
A+ B =D+ E
k., K,
k k
K, = 1 K, =2
k, Kk,
k .k
K .. =KK,=—1>2
equilibri um) T

ia és Elelmi iny Tanszék

Reverzibilis reakcidk

k, k,
E+S ES=—=E + P
k, k.,
A két ellentétes iranyd reakcié egyensulyi allandéit félirva:
K :&:LES) K :&:LES)
‘k, S " k, PLE
A kdz0s elemet kiemelve: K, o (ES) K,
S = =—2*P
k_, E k.,
Az ered6 egyensulyi _P_k,k,
allandot kifejezhetjik: equilibrium) ~ & T
jezhe] ! S k. k,
ia és Elelmi dny Tanszék »

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 10



Biomérnoki miiveletek és folyamatok
Biomérnoki BSc

Reverzibilis reakcidk

HALDANE leirasahoz:

_ktk ki Ky V. =k.E
Kms_ _k ! E + S=——ES E+P maxs 20
1 —
k, +k_, K, k, Vmaxp - *lEo
K., = .
-2
KI :L Kz = k2
k k

Ky
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Reverzibilis reakcidk

Végezzik el a kdvetkezd osztasokat:

Vmaxs - klkZEo és V‘mXP - k—Zk—lEo

K, k,+k, K, k,+k,

ms mp

- 2 -
= = =K., ugyanaz!
o VK. ko k,

maxp - ms

K, _ VauKu _ kk
\Y

mp

Egyensulyi allandéra ugyanazt kaptuk - HALDANE 6sszefliggés

ott Bi ogi és]f i any Tanszék

Reverzibilis reakcidok

MI TORTENIK? ‘)
S—-P vagy P»s @

MITOL FUGG? K., S, P értéke

Itt feltételezzik az EP komplex |étezését:
k; k,

E+S——=ES ——FP——E+P

k, k,

ott Bi ogi és]f i any Tanszék
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Reverzibilis reakcidk

Az eredd sebesség a két folyamat killénbsége:
Vneno = Velé’re - Vvissza = k2 (ES) - k-2(EP)

Ezt az eddigiekhez hasonl6an az enzim anyagmérlegével

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

osztjuk el:
Velsre — k,(ES) Vivissza — k_,(EP)
E, E+(ES)+(EP) E, E+(ES)+(EP)
ebbdl:
Av = E k,(ES)-E k_,(EP)
E +(ES) + (EP)
Biotechnologia és Elelmi domény Tanszék

Reverzibilis reakciok
Behelyettesitve : Ay = Youxs (ES) v, (EP)
E +(ES) + (EP)
. . S P
figyelembe véve, hogy: (ES)=E— (EP)=E—
K, K,
anxsiE _vman’LE Vs S_i
K, K K.
Av = ’S 3 P azaz AN=——7——~"—
E+>E+—E K, |1+ X |+s
K, K ’ K
s p mp
Reverzibilis M-M egyenlet
BME Alkalmazott Bi ogia és Elelmi iny Tanszék

Reverzibilis reakcidk

«q

P
X [ P ]+S ahol =S4 azaz (S-S,) a

szubsztrat koncentracio eltérése az egyensulyitol.

[1+ KP J pedig analég [HKL] -vel, azaz P kompetitiv
1

mp

inhibitorként viselkedik.
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