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DIE KINETIK DER ENZYMREAKTIONEN

Enzymreaktionen folgen den Gesetzen der Reaktionskinetik., wenn
man das Enzym als stochiometrische GroBe mit in den Reaktions-
ablauf aufnimmt. Um der Katalysatorfunktion gerecht zu werden.
muf} man einen Kreisproze3 formulieren:

Pl = B == He— H-P (1)

Das Enzym bildet mit dem Substrat einen kurzlebigen Komplex, der
bald wieder in freies Enzym und Produkt zerfillt. Spektroskopische
Untersuchungen lieen Emil Fischer sein Schliissel-SchloB-Prinzip
formulieren, das heute durch das «Induced-fit»-Modell (Koshland)
erweitert worden ist, da das aktive Zentrum nicht starr ist, sondern
sich flexibel dem Substrat anpassen kann

Enzym-Substrat-

Komplex

Substrat Produkte

@  |-6b

T—" ]
(—— Aktives Zentrum Enzym  Substrat Komplex

Kreisprozeli Schliissel-Schlofi-Prinzip

Abb. 30. Kreisprozell der Enzymreaktion

Michaelis und Menten formulierten 1913 die Reaktionsgleichung:
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Der Ubergang zwischen dem Enzym-Substrat- und dem Enzym-Pro-
dukt-Komplex kann vernachldssigt werden. Aufbau und Abbauge-
schwindigkeit des Enzym-Substrat-Komplexes sind im Flielgleich-
gewicht gleich, wobei zunéchst vorausgesetzt wird, dall folgende Be-
ziehung gilt: k, < k.

k.i*[E]"[S]+ k_o-[E]-[P] = k_,-[ES] + k., [ES] (3)

[E] = Konzentration an freiem Enzym

[E;] = Konzentration des gesamten Enzyms

[ES] = Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes
[Es] — [ES] = E = freies Enzym

[S] = Konzentration des Substrats

[P] = Konzentration des Produkts

ko1, k_1, k.2, k_s, = Geschwindigkeitskonstanten

Durch Umformung erhilt man den Ausdruck:
[E]- (ko1 [S] + k_o-[P]) = [ES]-(k_; + k,5). 4)

Da zu Beginn der Reaktion die Konzentration des Produkts ver-
schwindend klein ist, kann sie vernachlédssigt werden:

[E]l-(k.1-[SD) = [ES]-(k_y t+ k,») (5)
oder durch Umformung:
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Durch Einsetzen erhilt man
Eol — [ESD =[S
([E] — [ES]) - [S] _ K )

ES

wobei die Michaelis-Konstante Ky; dem Quotienten aus (k_; + k. o)
durch k_, gleichzusetzen ist.

Zu Beginn der Reaktion (s.0.) entspricht Ky praktisch dem Quotien-
ten aus k_, durch k,,, der Dissoziationskonstanten des Komplexes.
Nach [ES] aufgelost, ergibt sich die Gleichung:

_ [Ee]-[S]
B (8)
Die Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substrat-Komplexes ist
[E,] - [S]
v = k.o [BS] = kyo'——. ©)

Ky +I51



Die Gesamtreaktion lduft mit maximaler Geschwindigkeit ab, wenn

das Gesamtenzym in den Enzym-Substrat-Komplex eingegangen ist,
d.h. wenn [E,] = [ES] gilt:

Vo o=nk e Bl = ko IES]. (10)

max

Setzt man in die Gleichung (9) anstelle von &, - [E,] die GroBe V.
ein, so erhilt man die Michaelis-Menten-Gleichung:

Vmax  15]

Max

I
Ky +[S] G

Dies bedeutet in Worten, dall die Reaktionsgeschwindigkeit einer
Enzymreaktion bei optimaler Enzymkonzentration von der Substrat-
konzentration abhéngig ist (s. Steuerung durch die Subsiratkonzen-
tration, Kapitel 8.1).

Die Michaelis-Menten-Gleichung entspricht in graphischer Darstel-
lung einer Hyperbel.

Aus den Zusammenhingen der Gleichung (11) und aus der schema-
tischen Darstellung der Funktion ergibt sich, daB die Michaelis-
Konstante Ky gerade der Substratkonzentration entspricht, bei der
die Reaktion mit halbmaximaler Geschwindigkeit ablduft. Der Ky-
Wert (Mol 171 ist eine weitere charakteristische Grofe fir ein
Enzym (s. Kapitel 7.1). Ein kleiner Ky-Wert bedeutet, dal} ein Enzym
bereits in Gegenwart geringer Substratkonzentrationen mit maximaler
Geschwindigkeit arbeitet. In einem solchen Fall reagiert das Enzym-
system unter physiologischen Bedingungen stets so schnell wie mog-
lich. Bei einem Enzym mit hohem Ky-Wert ist die Reaktionsge-
schwindigkeit iiber weite Bereiche der Substratkonzentration variier-
bar.



Michaelis-Menten Diagramm
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Bei den Substratkonzentrationen A und B liegen noch freie aktive
Zentren im Enzymkomplex (oder unbesetzte Enzyme) vor. Bei C ist
die Sattigung - und damit vpn. - erreicht, so dass eine weitere
Steigerung der Substratkonzentration (D) nicht mehr zu einer héheren
Reaktionsgeschwindigkeit flhrt.



e UNd Ky an einer Hyperbel nur schwer ablesbar sind, haben
Lineweaver und Burk eine andere Methode zur Bestimmung vorge-
schlagen. Die reziproken Werte von v und [ S], gegeneinander aufge-
tragen, ergeben in graphischer Darstellung eine Gerade, deren Schnitt-
punkte mit den Achsen den gesuchten Werten entsprechen.
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Lineweaver-Burk-Diagramm
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Die Richtigkeit des Lineweaver-Burk-Diagramms 148t sich durch Um-
formung der Michaelis-Menten-Gleichung beweisen :

1 Ky + [S] K; [ 1
= M et e T it 3 ( I 2}
L I:“‘r’ITIIH..\' : IS] anﬂx_ [S] V]nﬂ..\'.

Wird nun eingesetzt:
1 |

a) 1y =0 = Koy = (s] oder Ky = — [8],

b) 1/[S] = 0 ljv = 1/V.___oderv = V

miax max *

so kann man die Schnittpunkte mathematisch ableiten.



Grundlagen zur Messung von Enzymaktivitaten

lo
Lichtquelle * |::> —= Photozelle
C

Lambertsches Gesetz: Ein monochromatischer Lichtstrahl der Intensitat I
wird beim Durchtritt durch ein absorbierendes Medium der Dicke d exponentiell
in seiner Intensitat geschwacht (Messung gegen eine Vergleichskivette).

| l lo
| = lpe™ © In— = kd ; -In— = kd; 2,303log— = kd

lo lo I

Beersches Gesetz: Die Intensitdt eines monochromatischen Lichtstrahls wird
exponentiell mit der Konzentration ¢ des absorbierenden Mediums geschwécht.

_k’
| = | e

Gewohnlich werden beide Gesetzmassigkeiten als Lambert-Beersches Gesetz
zusammengefasst.

l, E =c¢cd .

log — = ¢cd e =
I 2,303

Der Ausdruck log lo/ 1 wird Optische Dichte (OD), Absorbance (A) oder
Extinktion (E) genannt.



E steht mit der Durchléssigkeit "Transmittance” T = (1 / lp) eines
durchstrahlten Mediums in folgendem Zusammenhang:

E=1logl/ Thzw.E=-1logT.

Der molare Extinktionskoeffizient gy, einer Substanz ist numerisch gleich der E
einer 1 M-L6sung (1 mol/L; 1 mmol/mL) bei 1 cm Lichtweg. Da E keine
Dimension tragt gilt fir den molaren Extinktionskoeffizienten ¢ :

E
[M*em™]; [L mol™ cm™]

cd

und fur den milimolaren Extinktionskoeffizienten:

E

10° mmol/L cm

Zunachst kann man auf der Grundlage des LB-Gesetzes Konzentrationen
absorbierender Lésungen bestimmen (Colorimetrie). Man misst E und kann bei
bekanntem € und d die Konzentration ¢ einfach berechnen. Man kann auch ¢
einer Substanz bestimmen indem man E bei unterschiedlichen Konzentrationen
misst und € berechnet.

Bei der Messung von Enzymaktivitdten wird die Anderung von E in der
Zeit (AE/min) bestimmt und die entsprechende Konzentrations-anderung in
der Zeit berechnet.

Durch Auswertung von AE/min auf dem Schreiberpapier kann bei bekanntem &
der an der Reaktion stéchiometrisch beteiligten Substanz die Enzymaktivitét als
pmol Substratumsatz pro min einfach bestimmen werden. Hierbei wird i. A.
mit dem mM Extinktionskoeffizienten gerechnet, weil Gblicher Weise im
Konzentrationsbereich von 1umol/ml (1 mmol/l) gemessen wird.

AE/min = gcd



Beispiel Bestimmung der POx Aktivitat mit ABTS.

Hierbei wird nicht die Absorptionsdnderung des Substrates/Produktes direkt
gemessen sondern mit einer Indikatorreaktion gekoppelt, die im sichtbaren
Spektrum gemessen werden kann. Das Chromogen ABTS (2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure)) wird mit Peroxidase und H,O, in einen
Farbstoff (ABTS') umgesetzt, dessen Absorption bestimmt wird. Diese
Umwandlung muss stochiometrisch zur primédren Reaktion erfolgen und die
Hilfsenzymmenge darf nicht die Reaktion (der POx) begrenzen. In diesem Fall
ensteht durch die Oxidation von einem mol D-Glucose 2 mol ABTS", d.h. man
muss diese 1:2 Stochiometrie bei der Berechnung der Konzentrationsdnderung
beriicksichtigen.

(1) D-Glucose + O, > 2-Keto-D-Glucose + H,0,

(2) 2 ABTS + H,0,+2H" — > 2ABTS' + 2H,0
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Michal et al. (1983) geben fur ABTS den molaren Extinktionskoeffizienten wie
folgt an:

€a20 = 43,2x 10° [L mol™ mm™]
bezieht man auf den Lichtweg von 1 cm (statt 1 mm) ergibt sich :

€100 = 43,2x 10°[L mol™* cm™]




D.h. das Vorliegen von 1 mol/L (Immol/ml) ABTS" ergibt eine Extinktion von
43,2 x 10°.

Das Vorliegen einer Konzentration von 1 mmol/L (1 umol/ml) ergibt daher ein
¢ von 43.2 [L mmol™ cm™] oder [ml pmol™* cm™]!

Gemessen wird die Extinktionsdnderung pro Zeiteinheit (AE/min). Daraus wird
die durch die Reaktion bewirkte Konzentrationsdnderung und damit die
Reaktionsgeschwindigkeit des gewdhlten Zuckersubstrates bei einem
Testansatzvolumen von 1 ml berechnet.:

A
A
0.96 7
Substrat
0.1 l
I I I >

0 0.5 1.0 15 t [min]

AE/min 0,86/min
V =—— = = 0,01 pmol/min
exd 2x43,2x1

(der Faktor 2 kommt aus der Stéchiometrie 2 Molekiile ABTS pro oxidierter
Glukose. Siehe oben)

Diese Berechnung ist unabhéngig vom eingesetzten VVolumen ggf. Verdiinnung
der Enzymstammldsung (Myzelextrakt) und gibt die Enzymmenge in dem 1 mli
Testansatz an.

Die Aktivitat der Pyranose-Oxidase wird in einem Reaktionsgemisch aus Puffer
mit ABTS, Peroxidase, Enzyml6sung und Substrat bestimmt. Die Farbreaktion
des Testansatzes wird bei 30°C und 420 nm im Photometer gemessen und die
Extinktions-Zunahme mit einem Schreiber detektiert.
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Die katalytische Aktivitat des Enzyms wird durch die Einheit ,,Unit (U)“
angegeben. Eine Unit entspricht der Enzymmenge, die einen Umsatz von 1
pumol Substrat pro Minute katalysiert.

Die Spezifischen Aktivitdten der Pyranose-Oxidasen kdnnen nach Einbeziehen
des Proteingehaltes aus der Volumenaktivitét errechnet werden.

Die Volumenaktivitdt U/ml wird nach folgender Formel Dberechnet:

AE * Vicivette
U/ml = t = AE * V.
S*VProbe*d S*t*Vp*d
AE t™: Extinktionsanderung min™
g: Extinktionskoeffizient
VKivette- Gesamtvolumen der Kivette: 1 ml
Vprobe: Probevolumen: 0,1 ml
d: Schichtdicke der Kivette: 1 cm

enaTs (420 nm) = 43,2 ml ~ pmol™ « cm™

Pro Mol H,0, werden 2 Mole ABTS oxidiert! = U/ml= AE /t * 1/8,64

Die spezifische Aktivitat berechnet sich aus der Volumenaktivitét dividiert
durch die Proteinkonzentration.
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ABTS-Testansatz zur Bestimmung der Pyranose-Oxidase Aktivitat:

e ABTS (2,56 mM) 780 pl
e  Peroxidase (1mg/ml) (Eis!) 20 pl
e  Enzymlosung (Eis!) 100 pl
e inangegebener Reihenfolge in Klvette, mischen

Start mit:
e  Substrat-Ldsung (30°C) (Start der Reaktion) 100 pl

Ldsungen fur Enzymbestimmung bei pH 7,0:

100 mM KH,PO, (pH 7,0) zur Verdinnung

2,56 mM ABTS-Ldsung in 100 mM KH,PO, (pH 7,0)
Peroxidase (1 mg/ml) in 100 mM KH,PQO, (pH 7,0)

25 mM Glukose-Losung (50 ml) in 100 mM KH,PQO, (pH 7,0)

Ldsungen fir Enzymbestimmung bei pH 9,0:

100 mM TrisHCI-Puffer (pH 9,0) zur Verdiunnung

2,56 mM ABTS-Ldsung in 100 mM TrisHCI-Puffer (pH 9,0)
Peroxidase (1 mg/ml) in 100 mM TrisHCI-Puffer (pH 9,0)

25 mM Glukose-L6sung (50 ml) in 100 mM TrisHCI-Puffer (pH 9,0)

Substratkonzentrationen:

Glukose: 2.5, 1.25, 0.625, 0.313, 0.156, 0.078, 0.039 mM/Klvettenansatz

Xylose oder Sorbose: 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313, 0.156 mM/K{vettenansatz

Enzymkonzentrationen: ca. 25 und 50 mU/Klvettenansatz

Die Reaktion wird bei 7 Substratkonzentrationen und zwei Enzym-
konzentrationen gemessen. Fir jede Probe wird eine Doppelbestimmung
durchgefihrt, so dass insgesamt 28 Messungen aufgenommen werden,

Die AE/min Werte werden auf Substratkonzentration/min umgerechnet und in
einem Michaelis-Menten- und einem Lineweaver-Burk-Diagramm aufgetragen.
Fur jede Enzymkonzentration werden eigene Diagramme angefertigt.

Die daraus bestimmten K, und v.x-Werte werden verglichen.



