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Enzimkinetika Enzimkinetika

Az enzimes reakcio sebességének leirasa, jellemzdé paramé-

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

szubsztratot alakit at vagy 1 Jlmol terméket képez 1 perc
alatt adott reakcio korilmények kbzott.
E+S o E+P

A sztdchiometridhoz mindegyiket mél-ban vagy grammban Sl rendszerben: 1 Katal: 1 mol szubsztratot alakit at 1 s alatt.

kellene kifejezni. De: az enzimpreparatum sohasem tiszta. Ez hatalmas egység, praktikusabb a nanoKatal = 109 Kat
Ezért az enzimek mennyiségét a hatasuk alapjan adjuk meg: 1 U = 16,67 nanoKatal
Fajlagos aktivitas: U/mg, U/ml

.!;EE BME Alkalmazott Biotechnolégia és Flelmiszertudomany Tanszék haolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
Enzimkinetika Michaelis-Menten kinetika
LT
Kérem, hogy jegyezzétek fel azoknak a diaknak a sorsza- E+S T ES . E + P
1 -2

mat, amit mar tanultatok mashol! (PI. fizkémbdl, reakcidkine-
tikaként.) Kivancsi vagyok a hatarra, amitél kezdve Gjat mon-
dok.

Késobb Slidoval elkérem a szamokat.

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

Egyensdlyi allandéja: g =X - S
Tk

i ;
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Michaelis-Menten kinetika Michaelis-Menten kinetika

k, k, Osszuk el a két egyenletet: v = K, (ES)
E+S — ES — E + P E, E+(ES)

k, k,
> egy aktiv centrum, egy szubsztrat Helyettesitsik be: K, = ko, = S.E kziE
N Py P p . s k (ES) V= K,
» aktivitas helyett koncentracié hasznalhat6é 1 E S
> (S)>>(E,) vagyis E,/S<<1 © B+ E

) . . » . dp
a ,minket érdekl6” reakciésebesség: V = . =k, (ES)

anyagmérleg az enzimre:  E_=E + (ES)

i ;
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Michaelis-Menten kinetika

Ebbdl a sebességi egyenlet:

S
S A% K
V = V Vi - - 5
- Ks S - max 1+i
K

gia és Elelmiszertudomény Tanszék
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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

tudomany Tanszék

Briggs-Haldane kinetika

k.

k
E+S —=BS —= E + P
k, k.,
Ugyanazok a difegyenletek, de a feltételezés: (kvazi) allando-
sult allapot = steady state |
ds
- kES*k, (ES) d(ES)/dt =0
d(ES) _ 4 sk, (ES) - k. (ES)
(S) >> (Ep) vagyis Ey/S << 1
P k{ES > k4(ES) ill. k;ES > ky(ES)
T k, (ES)
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Briggs-Haldane kinetika

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

(kvazi-steady state). pre-Lst |

Briggs, G. E., and Haldane, J. B. (1925) A Note on the Kinetics of Enzyme Action, Bio-
chem J 19, 338-339.

Briggs-Haldane kinetika

K, =&k, +ky/k;
Michaelis allandé

o 3
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Diszkusszio

Michaelis-Menten Briggs-Haldane

V=V L V=V_. S
max Kh +S Km +S
K :& Km=7k_l+kz
Tk k,
Km=Ke+£
Tk
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Diszkusszié Hiperbola
AP S
i derékszogl hiperbola: V=V  ——
KS + S Vmax
Vew=E, B
A \
S>>
Telirési wml}r(‘ értelmes tartomany Vinax
O-rendii kinetika —/
Vi oo 2 S E, S K
2 4 S << K|
: Linedris tartomidny
/‘I'/'andﬂkimd = - y=ﬂ
P VE(V/K)S kataht_nfu_s gffektlyltas = x
! 1 latszolagos elsérend sebességiallando specfitasi allando v = VmaxS + KsVnax = KsVmax __ KsVmax |,
- " S+Ks S+K, M
Em=§ S sia és Elgfmiszertudomany Tanszék
Reakcidsebesség Paraméterbecslés 1
A M-M és B-H egyenletekben a V mindig a kezdeti reakciése- " re—— S
bességet (V, — t=0-ra extrapolalt sebesség) jelenti. dﬁ - gmnss AP Viat=8, ~S+K,ln'e
t ot
; S,-S
P F 0 Vo Ko 23, S, 18S,-S V.
0 Sy Gk P/ T N S
In—= 1 5 t °S K, t K,
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Paraméterbecslés 1 Paraméterbecslés 2

Linearizalt abrazolast hasznalunk, mert:
» Hiperbolikus regressziot szamolni gép nélkil munkaigényes
» Az enziminhibiciénal +informaciét ad.

1. Lineweaver-Burk linearizalas 1/
iNv=-1/S
l = L + EIIL
t V Vmax Vmux R
Y 5078 ooy P
In 3 7 vagy t o
-1/K,,

Foster-Niemann médszer
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Az L-B linearizalas gyengeje:

nem-ekvidisztansak a pontok

1000 ‘oom 000 200 ) w0 som 5000 700 B0

BME Alkal Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Linearizalasok SV
2. Hanes-Langmuir linearizalas
S-S } KN
'.-"' m’ ¥ max
s_K, 1
E=-_m 4 3 K, S
Vv Vv \%4
nox nox
3. Eady-Hofstee linearizalas VIS Viax/K
v/S —v
— _ \%4 tgo=-1/K,
V= Vmax ng 1

BME Alkalmazott Biotechnolég

Az enzimkoncentracié hatasa
Ha Vax = Ko.Eg, akkor: k, meghatarozasa:

Vimaxs=K2Eo3

Viao=KEo;

4;01 tg o= k,
//—-“__

Ky, S Eoir Eo,, Eos Eo

igy mériink enzim aktivitést, nagy S koncentraciénal!

slido

Kérem, irjatok be azon didk sorszamait (vesszékkel
elvalasztva), amiknek az anyagat mas targybol mar
tanultatok!

@ Start presenting to display the poll results on this slide.

A kinetikai paraméterek

Vimax - N€M maximum, hanem limit —  hatarsebesség

Nem enzimtulajdonsag, mert fligg Eq-tol:  Vip=ky . Eg—
= AKTIVITAS
A k, enzimtulajdonsag = turnover number, valtasszam [s] —
az enzimmolekula atalakitasi frekvencidja
Kiterjesztés minden enzimre és minden kinetikara:
Keat [ s77]: €gy enzimmolekula atalakitési frek-
vencidja S-telités esetén: egy enzimmolekula
idéegység alatt hany molekula szubsztratot
alakit at.

Vmax= kcal . EO

16gia és Elelmiszertudomany Tanszék

A kinetikai paraméterek: K, K,

» az enzim affinitasa a szubsztrathoz

» az él6 sejtben kozelitéleg ennyi az S koncentraci6, mert igy
Onszabalyozo, és van tartalék kapacités is.

> Valtozott a Kg — Inhibitor? Aktivator?

» Enzimanalitika:

Ha aktivitast mérek:
S>>Kg v=v

S-re érzéketlen

max

ha szubsztratkoncentra-
ciét mérek:

AV,

S =Kg linearis tartomany

S-re nagyon érzékeny
|

il
Hﬂ!ii;; BME Alkalmazott .F
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A kinetikai paraméterek

k4 107-10"0 dm®mol-'min-' [max. érték (10'") a kis
molekulak diffuziésebessége]

k, 102108 min’

k,  50-107 min”

K 10 - 10 mol/dm?

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

'm

Enzyme Substrate Ky (M) ket (571 Kot/ Kpy (M7 57)

i 9.5X 1073 14X 10* 15X 10*

Carbonic anhydrase Co, 1.2X107? 1.0 X 108 83X 107

HCO; 26X1072 40X 10* 15X 107

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

Chymotrypsin N-Acetylglycine ethyl ester 44 X107 5.1X1072 12X 107"
N-Acetylvaline ethyl ester 88X 1072 LTX 107! L9

N-Acetyltyrosine ethyl ester 6.6 X107 19X 10? 29X10°

Fumarase Fumarate 50X%10°¢ 80X 102 1.6 X 10

Malate 25X 107 9.0 X 10* 3.6X107

Urease Urea 2.5X107? 10X 104 40X 10

Kear:0-amilaz: 500 s, glikoamildz: 160 s, glikoéz-izomeraz: 3 s

Keat €rtékek

molccular Festrietion metabolic
switches  enymes cnrymes

T T T T T T T T T T T T T
(TSI T R [T [ U1 3 1 1o [LCENS TV (T T L [

cat (571

Kot als6 hatéra metabolikus en-

| zimeknél

71 = " . s 7 3
K gy 21087 2 15| Legtobb enzim e két széls6
K., M 107M] gset kozott

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

2
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Fajlagos aktivitas és valtasszam

Ez a kett6 hasonlit egymasra, mert:

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

dbs  umdlS
sec-dbE ~ sec-pumol E

valtasszam =

Ha az enzimpreparatum tiszta, nincs benne ballaszt
anyag, akkor a ketté kb. egyenlé.

any Tanszek

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és El

Fajlagos aktivitas és valtasszam

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

Ms= 60000 Da 1 U/mg Kea=? s
1U_lpmo]S U ~ 1pmolS
~ 1min /mg_lmin-lng
mivel
1 1
ImgE= 0000 mmolE:m pmol E
1 yumol S 1 yumol S
1U/mg = = =1s1= keat

605-61—0pm01E 1s-1umolE
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Reverzibilis reakciok

Alap: minden enzimes reakcio reverzibilis — egyensulyra vezet.
Sokszor ez az egyensuly erésen eltolodik az egyik oldalra — pl.
a biopolimerek hidrolizisénél (amilazok, proteinazok), mas-
hol viszont kdzel 50-50%-0s (példaul a glikoz izomeraz reak-
cid)

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

reverzibilis reakciot két ellentétes egyiranyu folyamat leirasa-
bol allitjuk éssze.

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Reverzibilis reakcidok

Fizkém reakciokinetika egymast kdveté (konszekutiv) egyen-
sulyi reakciok leirasara:

K, K
A+ B C D +E
k., k,
k,
K, :li(il K, = ! 5
o .
k,k
K qitioriom = KKy = c lkz
Lk,

il
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Reverzibilis reakciok Reverzibilis reakciok
Kk, k,
E + S=——ES —E + P HALDANE leirasahoz:
k, K, . )
A két ellentétes iranyl reakcié egyensulyi allandoit f8lirva: K, =X l:lkil E S ES e p Vs = KEq
K = k*'l = —(ES) K :& = —(ES) K :AkZ +k—1 k. ks Vmaxp = k_lEO
Tk, SIE Tk, P ™
A kdzbs elemet kiemelve: k., ‘- (ES :ﬁp . Lk .. K,
k_, E k., "k, >k,
Az eredd egyensilyi P _kiuki \ K
allandot kifejezhetjiik: @M TS T koko, 1K P
haolégia és Elelmiszertudominy Tanszék ! x:ﬂ?:iﬁ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék b
Reverzibilis reakcidk Reverzibilis reakciok
E
Végezzilk el a kdvetkez6 osztasokat: MI TORTENIK? ‘)

S—>P vagy P>S @

Vmaxs = kIkZE‘o éS VmﬂXP — k—Zk—lEo — =
K, k,+k, K, Kk *k, MITOL FUGG? K., S, P értéke
Vmax:
L ! Itt feltételezzik az EP komplex Iétezését:
Vow  VooKn Kok «q Ugyanaz! eltételezzik az omplex |étezését:
k, k,
K.p 2
E+S ES ——FEP——E+ P
Egyensulyi allandéra ugyanazt kaptuk - HALDANE 6sszefliggés k, k,

gia & Elelmiszertudomany Tanszek
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Reverzibilis reakciok Reverzibilis reakciok
Az ered6 sebesség a két folyamat kiilénbsége: Behelyettesitve : Av = W
+ +
Vnello = Vel(’ire - Vvissza = k2 (ES) . kz(EP)
Ezt az eddigiekhez hasonléan az enzim anyagmérlegével S P
figyelembe véve, hogy: (ES)= Ef (EP) = EKf
. E, =E +(ES)+ (EP) : £
osztjuk el:
Velsre — k,(ES) Viissza — k_,(EP)
ebbdl: Av = SS 3 u azaz A4V = ]
Ay = Bk (ES) Bk, (EP) E+ > g+ P g K, |1+-2 |+s
E +(ES) + (EP) K, K, K,,
. Reverzibilis M-M egyenlet
:EE BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék iE BME Alkalmazott hnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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S P
Vmax s fs/_ VUmax P K_pt

Reverzibilis reakciok

Av =
S P
VS A8 o
Vimaxs _ k250 L Gatk_y)ky _k—p
D e p— v, 2 = =
Vmax P k,1ﬁ6 max P maxs Kp ke (ka k1) key
k_q1k_
VmaxsS ~ Umaxs kiklzP P
Av =
v P Vmaxss - Vmaxsﬁ
Ks(1+ K_p + Av = —Pq
(e h)es
K, = ee - Kake

]
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Reverzibilis reakcidk

P PSeq

p
—_— ) S—Seqgp—
Keq Peq s < “ PE“)

;
w(ieg)es

P
VmaxsS — vmaxSK_eq
P
Kil1+5)+S
S( Kp)

(S—Seq) =Peqg— P =Keg * Seq —P

Av = Av =

P =Keq Seq =S+ Seq = Seq(Keq+1) =S

_ Seq(Keq +1) = 5)

SKeq = SeqKeq — Seq + S
o Ymaxs\— k..

e
eq

;
(ieB)es

Av =

Av = 7
W) s

i BME Alkelmazott Biotechnolgia és Elelmiszertudomany Tanszék

Av =
K5(1+

Umaxs (S = Seq

Av =

i

S N
Vmax s (S*Seq *ﬂJrE)

;
wieg)es
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Reverzibilis reakciok

)(”K%,,)

i

Reverzibilis reakcidok

1
Vmax (S = Seq) (1 +K_eq)

;
w(ieg)es

A hajtéeré az a szubsztrat koncentracié eltérése (S -S.)| az
egyensulyitol.
A nevezében pedig az [

A reakci6 sebessége nem al-
landé, az egyensulyt kozelit-
ve lassul.

Av =

p
1+K7) tag az jelenti, hogy a ter-

mp

mék kompetitiv inhibitorként viselkedik (Id. a kbvetkezd fejezet-
ben).

40
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slido

Melyik levezetés melyik szakasza
volt a legkevésbé értheté/kovethet6?

(@ Start presenting to display the poll results on this slide. 41
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