Enzyme und Vitamine

Es sind bis heute ca. 4000 Enzyme bekannt. Der Name eines Enzyms wird aus drei Teilen gebildet:

1. Namen des/der Substrate

2. Typ der katalysierten Reaktion

3. Suffix "-ase"

Die Enzyme werden in sechs Hauptklassen (mit jeweils 1-17 Unterklassen) eingeteilt:

	Oxidoreduktasen
	Enzyme, welche die Oxidoreduktion zwischen einem Substratpaar katalysieren (früher Dehydrogenasen, Oxidasen, Reduktasen, Oxygenasen (führen Sauerstoff ins Substrat ein)).

	Transferasen
	Enzyme, die eine Gruppe (die kein Wasserstoff ist) zwischen einem Substratpaar transferieren, also gruppenübertragende Enzyme.

	Hydrolasen
	Enzyme, welche Ester-, Ether-, Peptid-, Glykosid-, Säureanhydrid-, C-C- oder P-N-Bindungen hydrolytisch spalten. Ihr Name entsteht aus dem Namen des Substrates durch Anhängen von "-ase".

	Lyasen
	Enzyme, die vom Substrat Gruppen über einen nicht-hydrolytischen Mechanismus abspalten (durch Eliminierungsreaktionen) und dabei eine Doppelbindung hinterlassen oder die Anlagerung einer Gruppe an eine Doppelbindung katalysieren. Zu dieser Klasse gehören auch Enzyme, die Gruppen an eine Doppelbindung anlagern (Umkehrung einer Lyasereaktion).

	Isomerasen
	Enzyme, welche die Umwandlung optischer, geometrischer oder sonstiger isomerer Verbindungen katalysieren. In diese Klasse gehören auch die Epimerasen.

	Ligasen
	Enzyme, welche die Bindung zwischen zwei Substraten in gekoppelter Reaktion mit der Hydrolyse einer Diphosphat-Bindung von ATP oder einem anderen energiereichen Triphosphat katalysieren. Ligasen werden auch als Synthasen oder Synthetasen bezeichnet.


 

	Amylasen
	Stärke-spaltende Enzyme

	Lipasen
	Fett-spaltende Enzyme

	Proteasen
	Protein-spaltende Enzyme



Enzyme sind sogenannte Biokatalysatoren; sie setzen die Aktivierungsenergie herab und beschleunigen so die Reaktion, d.h. den Umsatz der Substrate. Die katalytische Wirkung der Enzyme beruht auf dem aktiven Zentrum. Wird es zerstört bzw. verändert, z.B. durch eine Denaturierung, die zu einer Konformationsänderung führt, so geht die katalytische Wirkung für diese Reaktion verloren. Die Aminosäure-Sequenz (=Primärstruktur) bleibt allerdings trotz der Denaturierung erhalten.

Enzyme bewirken eine Erhöhung der Reaktionsgeschwindigkeit in einer für den Stoffwechsel und die laufende Energiegewinnung erforderlichen Größenordnung. Dabei wird jedoch das chemische Gleichgewicht nicht verschoben, und das theoretische Gleichgewicht niemals erreicht (die Reaktionsprodukte werden praktisch immer durch eine Folgereaktion verbraucht oder ihre Konzentration wird durch Diffusion und Abtransport ständig niedrig gehalten (Reaktionsketten, Reaktionszyklen). Dadurch verläuft eine Reaktion innerhalb einer Zelle auch überwiegend unidirektional.


Chemische Gleichgewichte und Energetik (kurze Wiederholung):
Für chemische Reaktionen gilt das Massenwirkungsgesetz (MWG).
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Keq ist ein Maß für die Affinität des Substrates zum Protein (Enzym). Je größer Keq, desto leichter läuft die Reaktion von links nach rechts ab. Reaktionen mit Keq > 1 bzw. DG < 0 (DG=delta-G) laufen freiwillig ab, d.h. Energie wird an die Umgebung abgegeben. In solch einem Fall leistet die Reaktion Arbeit, und Energie wird frei, es handelt sich um eine exergone Reaktion. Benötigt die Reaktion von außen zugeführte Energie, um ablaufen zu können, liegt eine endergone Reaktion vor. Bei exergonen Reaktionen hat DG ein negatives Vorzeichen, weil in einer Übereinkunft vereinbart wurde, daß die bei einer chemischen Reaktion abgegebenen Energiemengen negativ gezählt werden. Jede exergone Reaktion kann so lange ablaufen, wie die freie Energie noch abnehmen kann. Geht das nicht mehr, ist der Gleichgewichtszustand erreicht, der durch DG=0 charakterisiert wird. Die Richtung einer Reaktion hängt nach der Gleichung
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von den Konzentrationen der Stoffe ab; ist DG negativ, läuft die Reaktion von links nach rechts ab (=Hinreaktion). Ist DG positiv, erfolgt die Reaktion von rechts nach links (=Rückreaktion).

Wichtig: DG = DH - T * DS

Das bedeutet: Eine Abnahme der Enthalpie (Reaktionswärme; DH<0) und eine Zunahme der Entropie (molekulare Unordnung; DS>0) begünstigen den Ablauf einer Reaktion. Der Anteil der Reaktionsentropie an der Gesamtenergie ist gemäß T * DS von der Temperatur in Kelvin abhängig.

Chemische Energie: 1 kJ = 0,239 kcal; 1 kcal = 4,185 kJ

Chemische Energie kann leicht in Wärmeenergie umgewandelt werden, aber Wärmeenergie kann nicht in chemische Energie umgewandelt werden.

Aktivierungsenergie: Ist die Aktivierungsenergie groß, reagiert das System träge (da ja mehr Energie für diese Reaktion aufgewendet werden muß), ist sie klein, ist ein rascher Reaktionsablauf möglich.
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Der Nettobetrag der freien Energie DG ist vom Reaktionsweg unabhängig, ob katalysiert oder unkatalysiert. Das System reagiert mit oder ohne Katalysator bis zum Gleichgewichtszustand, aber niemals darüber hinaus. Eine Veränderung der Gleichgewichtslage ist durch Enzyme also nicht möglich, die Gleichgewichtskonstante bleibt immer unverändert. Auch in Gegenwart eines katalysierenden Enzyms kann eine chemische Reaktion nicht ablaufen, wenn sie aus energetischen Gründen unmöglich ist (man kann also nie durch Katalysatoren aus einer endergonen Reaktion eine exergone Reaktion bewirken).

Ein oft verwendetes Prinzip im Stoffwechsel ist die Zerlegung einer Gesamtreaktion (eben nach dem "Prinzip der Zwischenstoffkatalyse") in mehrere Einzelschritte. Ein Reaktionsteilschritt A, der endergon abläuft (also eigentlich nur in sehr geringem Maße), kann in einer Reaktionskette nur dann stattfinden, wenn der nachfolgende Reaktionsteilschritt B stark exergon ist, d.h. für die Gesamtbilanz (von A bis zum Produkt von B) muß DG < 0 sein, damit die Reaktion (von A bis zum Produkt von B) ablaufen kann.

	Ablauf: 
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Fließgleichgewichte ("steady state"):
Im Fließgleichgewicht herrschen konstante Konzentrationen der Zwischenprodukte einer Reaktionskette bzw. eines Reaktionszyklus. Das Fließgleichgewicht ist nur bei ständigem, gerichtetem Substanzfluß (und Energiezufuhr) durch das System möglich. Wird der Fluß unterbrochen, relaxiert das System zum stabilen Gleichgewicht und DG wird 0. Enzyme können die Lage eines chemischen Gleichgewichtes nicht verändern, sie können nur seine schnellere Einstellung katalysieren. Sie können aber (und das tun sie auch!) die Gleichgewichtslage eines Fließgleichgewichts beeinflussen. 

Durch die Beschleunigung einer Reaktion stellt sich ein neues Fließgleichgewicht mit anderen stationären Konzentrationen und Flußgeschwindigkeiten ein. Wichtig zu wissen ist in diesem Zusammenhang, daß ein geschlossenes System, das im Gleichgewicht ist, keine Energie für die Erhaltung dieses Gleichgewichtes benötigt. Es kann allerdings auch keine Energie aus diesem System gewonnen werden. Aus diesem Grund ist das chemische Gleichgewicht sozusagen "arbeitsunfähig". Damit es Arbeit leisten kann, darf es nicht im Gleichgewicht sein, sondern es muß ständig ein Gradient herrschen, so daß das System immer das Bestreben hat, ein Gleichgewicht zu erreichen; es befindet sich dann im Fließgleichgewicht. Demzufolge muß das System, um eben dauernd Arbeit leisten zu können, auch dauernd im Fließgleichgewicht erhalten werden. Und genau das ist der Fall beim lebenden Organismus; dabei ist die Tatsache, daß der lebende Organismus ein offenes System repräsentiert, die unerläßliche Bedingung für seine dauerhafte Leistungsfähigkeit.


Einige Begriffe und Definitionen:

	Enzymaktivität
	Die Fähigkeit, als biologischer Katalysator chemische Reaktionen zu beschleunigen.

	Metabolite
	Zwischenprodukte des Stoffwechsels

	biologische Halbwertszeit
(Turnoverrate)
	diejenige Zeit, in der von einer bestimmten Substanz im Stoffwechsel die Hälfte umgesetzt, abgebaut oder ausgeschieden und durch Neusynthese ersetzt wird (nur bei Fließgleich-gewichtsbedingungen).

	Multi-Enzym-Komplex
	Funktionelle Einheit mehrerer Enzyme. Das Wirkungsprinzip eines Multi-Enzym-Komplexes beruht auf der Tatsache, daß die Zwischenprodukte einer Reaktion von Enzym zu Enzym "weitergereicht" werden, so daß das nächste Enzym nicht erst in der Reaktionslösung nach seinem Substrat "suchen" muß (wo isses denn, eben war's doch noch da?) und der Reaktionsablauf so beschleunigt werden kann.

	Multiple Enzymformen
	Diese Bezeichnung trifft auf alle diejenigen Enzyme zu, die die gleiche Reaktion katalysieren, sich jedoch in ihrer Struktur unterscheiden (z.B. durch Besitz eines Nichtproteinanteils). Damit lassen sie sich natürlich auch durch geeignete Methoden (z.B. Elektrophorese) voneinander trennen. Multiple Formen haben die gleiche Primärstruktur (außer den Isoenzymen, s. unten) oder sind Derivate einer gemeinsamen Vorstufe, unterscheiden sich jedoch durch andere Kriterien (Nichtproteinanteil, Konformation, Quartärstruktur).

	Isoenzyme
	Multiple Enzyme, die sich in ihrer Primärstruktur (AS-Sequenz) und weiteren Charakteristika (KM-Werte, Hemmbarkeit, Hitzestabilität) unterscheiden.

Anmerkung:
Die normalen multiplen Enzyme unterscheiden sich nicht in ihrer Primärstruktur!



Grundlegende Eigenschaften der Enzyme: 

1. Jede enzymatische Reaktion beginnt mit einer reversiblen Substratbindung. 

2. Enzyme können nicht das Gleichgewicht einer chemischen Reaktion beeinflussen; sie beschleunigen nur die Einstellung von Gleichgewichten, d.h. die Beschleunigung ist in beiden Reaktionsrichtungen gleich groß. 

3. Enzyme gehen unverändert aus der Reaktion hervor. 

4. Enzyme können in ihrer Aktivität reguliert werden. 

Das aktive Zentrum ist derjenige Teil eines Enzymmoleküls, der für die katalytische Wirkung direkt verantwortlich ist (es können mehrere aktive Zentren an einem Enzymmolekül vorhanden sein); außerdem ist es der Ort der Substratbindung. Das aktive Zentrum kann ein Teil des Proteins selbst sein oder durch ein Coenzym (Nichtprotein-Charakter) repräsentiert sein. Coenzym und Apoenzym (allein nicht wirksames Enzymprotein) bilden gebunden das Holoenzym (das gesamte, aktive Enzym).

Viele Coenzyme sind Derivate von Vitaminen. Das Coenzym wird oftmals auch als Nichtproteinanteil bzw. prosthetische (hinzutretende) Gruppe bezeichnet. Das aktive Zentrum eines Enzyms bestimmt die Art der enzymatischen Umsetzung des Substrats. Da die Enzyme wirkungsspezifisch sind, werden in der enzymatischen Umsetzung auch die Reaktionsprodukte bestimmt (an einem Substrat können ggf. verschiedene Enzyme ansetzen, die jeweils eine andere Umsetzung katalysieren).

Das aktive Zentrum hat keine ganz starre Konformation, sondern nach der Theorie von Koshland (1953) hat es eine sogenannte induzierte Paßform (--> "induced fit"-Theorie). Das bedeutet, daß sich durch die bindenden Kräfte die Konformation sowohl des Enzyms als auch des Substrats ändert und sich die beiden Komponenten dabei in ihrer Konformation sozusagen etwas "entgegenkommen", damit sie richtig zusammenpassen. Die dreidimensionale Bindung im aktiven Zentrum erfolgt durch ionische Wirkungen (teilweise auch unter Mitwirkung von Metallkationen), hydrophobe Bindung oder Wasserstoffbrückenbindungen und ist sehr spezifisch.

Enzyme sind hochspezifisch; sie sind substratspezifisch (nur ein bestimmter Ausgangsstoff wird umgesetzt), stereospezifisch (nur D- oder L-Form wird umgesetzt) und wirkungsspezifisch (Katalyse nur einer bestimmten Reaktion). 

· Substratspezifität: 

Die auffallendste und wichtigste Eigenschaft der Enzyme ist ihre ausgeprägte katalytische Spezifität, d.h. die Fähigkeit, nur mit einem bestimmten Substrat zu reagieren. 

· Gruppenspezifität (Wirkungsspezifität): 

Manche Enzyme reagieren mit mehreren (meist chemisch ähnlichen) Substraten in analoger Weise (Ethanol und höhere Homologen), doch sind in solchen Fällen die Reaktionsgeschwindigkeiten für die ähnlichen Substrate beträchtlich niedriger. 

· Optische Spezifität (Stereospezifität): 

Diese Spezifität besagt, daß von zwei optischen Isomeren nur eines umgesetzt wird. Ebenso entsteht aus einer inaktiven Vorstufe bei enzymatischer Bildung einer optisch aktiven Verbindung nicht das Racemat (beide möglichen optischen Verbindungen im Verhältnis 1:1), sondern ein optisches Isomeres.


Mechanismus der Enzymkatalyse:
Wichtig: Die Fähigkeit von Enzymen, die Aktivierungsenergie herabzusetzen, beruht auf der Tatsache, daß das aktive Zentrum eines Enzyms nach der Bindung der Substrate eine zum Übergangszustand komplementäre Struktur hat. Die Wirkungsweise von Enzymen besteht außerdem im wesentlichen in der Bildung einer sehr reaktionsfähigen, aber kurzlebigen Enzym-Substrat-Zwischenverbindung (Enzym-Substrat-Komplex, ES-Komplex). Das Substrat befindet sich in dieser Verbindung im aktiven Zentrum des Enzymmoleküls. Dabei bedarf es nur einer Ladungs- bzw. Elektronenverschiebung, um die betreffende Reaktion auszulösen. Nach erfolgter Umsetzung eines Substratmoleküls werden die gebildeten Reaktionsprodukte sofort vom Enzym abgelöst und das aktive Zentrum wird für weitere Umsetzungen der gleichen Art freigegeben (Geschwindigkeit zwischen 102 und 107 Substratmoleküle pro Minute pro aktives Zentrum).

Die Enzymaktivität wird gemessen, um quantitative Vergleiche anstellen zu können. Man bestimmt dazu entweder das Verschwinden eines Substrates oder das Entstehen eines Produktes in Abhängigkeit von der Zeit. Die zur Zeit gültige, neueste Einheit ist Katal:

1 Katal = 1 kat --> Stoffumsatz von 1 mol pro Sekunde

Früher gab es die internationale Einheit (unit, U), die auch heute noch oft verwendet wird. Hierbei wird die Enzymaktivität als Umsatz von 1 mmol pro Minute gemessen.

1 U = 16,67 nkat; 1 mkat = 60 Enzymeinheiten

Die Standardbedingungen zur Messung der Enzymaktivität sind:
25° C, Einhalten des pH-Optimums, Durchführung bei Substratsättigung

Bei Molekülen, an denen mehr als eine Bindung angegriffen werden kann, tritt an die Stelle des Ausdrucks 1 mmol bzw. 1 mol Substrat der Ausdruck 1 mmol bzw. 1mol Äquivalent (also die Zahl der gespaltenen Bindungen und nicht die Zahl der gespaltenen Moleküle).

spezifische Aktivität: Bezeichnet die Enzymeinheiten pro mg bzw. kg Protein. Die spezifische Aktivität ist ein direktes Maß für die Reinheit eines Enzyms.

Molekulare Aktivität: Auch als Wechselzahl bezeichnete Zahl der Substratmoleküle (oder der äquivalenten Gruppen), die in einer Minute bzw. einer Sekunde vom aktiven Zentrum eines Enzymmoleküls (bei optimalem Substratangebot) umgesetzt werden. Die Wechselzahl wird berechnet durch [image: image4.png]i
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in Mol. Die Konzentration der Enzymaktivität in Lösung wird in Einheiten pro Volumen (U/l usw.) angegeben.

Anmerkung:
Die Gesamtreaktion der Enzym-Substrat-Reaktion ist prinzipiell umkehrbar.


Regulation der Enzymaktivität:
Allosterische Regulation:
Die katalytische Aktivität mancher Enzyme kann durch reversible Anlagerung eines allosterischen Effektors (sog. Modulator oder Regulator) erfolgen. Diese Effektoren treten nicht mit dem aktiven Zentrum des Enzyms in Wechselwirkung, sondern werden an einem räumlich entfernten (allosterischen) Zentrum gebunden. Dies führt zur Beeinflussung der Raumstruktur (Tertiärstruktur) des Enzyms. Die Effektoren können also allosterisch aktivierend oder hemmend wirken. Allosterische Enzyme bestehen immer aus zwei oder mehr Untereinheiten. Durch die Änderung der Tertiärstruktur des Enzyms wird natürlich auch die Konformation des aktiven Zentrums beeinflußt; daraus resultiert...

...entweder... Änderung der Reaktionsgeschwindigkeit: Die max. Reaktionsgeschwindigkeit (vmax) wird größer oder kleiner; "V-Typ"

...oder... Änderung der Affinität des Enzyms zum Substrat: Die Michaeliskonstante (KM) wird größer oder kleiner; "K-Typ"

Chemische Modifikation (syn.: Interkonversion):
Bei dieser Modifikation wird eine niedermolekulare Nicht-Proteinverbindung reversibel kovalent an das Enzymprotein gebunden. Hierdurch kann das Enzym chemisch modifiziert und so in seiner Aktivität verändert werden. Die Interkonversion ist eine schnelle, kurzfristige Regulationsmöglichkeit ganz entsprechend einem "EIN-" oder "AUS-" Schalten des betreffenden Enzyms. 

Limitierte ("begrenzte") Proteolyse:
Manche Enzyme werden in Form inaktiver Vorstufen (= Proenzyme) bereitgestellt. Erst am Wirkungsort werden sie durch chemische Veränderungen in die aktive Form überführt. Die Aktivierung besteht häufig in der Abspaltung eines Peptidbruchstücks (z. B. bei Verdauungsenzymen).

Biosynthese bzw. Abbau:
Durch Steigerung oder Hemmung der Enzymsynthese kann die Enzymaktivität reguliert werden (die Enzyme müssen aufgrund ihrer Thermolabilität ständig neu synthetisiert werden!).


Hemmung enzymatischer Reaktionen:
Zahlreiche Heilmittel und gewerbliche Gifte entfalten ihre Wirkung durch Hemmung bestimmter Proteine. Hemmungen dienen außerdem der Regulation von Enzymaktivitäten. Es soll deshalb noch kurz auf die verschiedenen Hemmungsmechanismen eingegangen werden:
Nichtkompetetive Hemmung (reversible Reaktion):

Der Inhibitor lagert sich außerhalb des aktiven Zentrums in reversibler Bindung an das Enzym oder an den Enzym-Substrat-Komplex an. Die dadurch bedingte Abnahme der Bildungs- und Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substrat-Komplexes (vmax) führt zu einer Hemmung der Enzymaktivität, ohne daß jedoch die Bindungsverhältnisse zwischen Enzym und Substrat direkt beeinflußt werden. Die Michaelis-Konstante KM bleibt daher gleich, die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax verringert sich.

Kompetetive Hemmung (reversible Reaktion):
Weisen Substrat und Inhibitor eine ähnliche chemische Struktur auf, können sie miteinander um das aktive Zentrum des Enzyms konkurrieren (...Substratverdrängung, Reaktionsblockade). Die maximale Reaktions-geschwindigkeit bei Substratsättigung verändert sich dabei nicht. Allerdings wird die Affinität zwischen Enzym und Substrat herabgesetzt, so daß höhere Substratkonzentrationen zur Erreichung der maximalen Geschwindigkeit notwendig sind. Die Michaelis-Konstante wird also vergrößert. Dies erklärt sich daraus, daß die Geschwindigkeitskonstante (k+1), also die Konstante der Hinreaktion, aufgrund der Hemmung abnimmt (k ist ein Proportionalitätsfaktor, der den relativen Anteil der wirksamen Zusammenstöße der an der Reaktion beteiligten Reaktionspartner bestimmt). In der Gleichung zur Michaelis-Konstanten wird dadurch der Nenner kleiner, und die Michaelis-Konstante KM wird größer. Die Endprodukte einer Reaktion können in ähnlicher Weise hemmen (s. Produkthemmung, Rückkopplungshemmung [= feed back inhibition]).

Produkthemmung (syn.: "negative Feedback-Hemmung", neg. Rückkopplung):
Die Produkte enzymatischer Reaktionen haben eine unterschiedlich ausgeprägte Strukturverwandtschaft mit dem Substrat. Daher können sie, genau wie das Substrat, an das aktive Zentrum gebunden werden und so den Umsatz weiterer Substratmoleküle hemmen. Dies ist unter physiologischen Bedingungen dann der Fall, sobald das Reaktionsprodukt nicht weiter umgesetzt wird (z. B. durch eine Folgereaktion). Es gibt zwei Formen der Produkthemmung: 

· sog. allosterische Produkthemmung (Produktanlagerung am allosterischen Zentrum, dadurch Konformationsänderung des aktiven Zentrums; siehe oben unter "allosterische Regulation".) 

· sog. isosterische, kompetetive Produkthemmung (KM wird größer, Prinzip wie kompetetive Hemmung, siehe dort.) 

Unkompetetive Hemmung (syn.: gemischte Hemmung):
Der Inhibitor reagiert nur mit dem Enzym-Substrat-Komplex, so daß die maximale Geschwindigkeit (vmax) sowie die Michaelis-Konstante KM in gleichem Maße abnehmen (das Verhältnis KM/vmax bleibt aber gleich!). Es liegt also eine Kombination aus kompetetiver und nicht-kompetetiver Hemmung vor.

Irreversible Hemmung:
Die Inhibitoren inaktivieren das Enzym, indem sie an eine funktionelle Gruppe des Enzyms kovalent binden. Eine Ausnahme bilden hier einige Metallionen, die aufgrund ihrer starken Ladung die Struktur des Enzyms irreversibel verändern (s. in diesem Zusammenhang das Kapitel "Chelat-Komplexe" der Chemie).

Biogene Enzyminhibitoren:
Diese Inhibitoren sind Enzymhemmstoffe mit Proteincharakter, die mit dem Enzym einen inaktiven (reversiblen) 1:1 Komplex bilden.

	klinische Anmerkung:
Besonders die Messung von Enzymaktivitäten in Blut, Plasma, Serum oder anderen Körperflüssigkeiten erlaubt oft Aussagen über die Erkrankung bestimmter Organe und auch über den Schweregrad ihrer Schädigung. Unter physiologischen Bedingungen sind die Zellenzyme in nur sehr geringer Aktivität im Serum nachweisbar. Erst bei einer Schädigung eines Organs treten die zellgebundenen Enzyme in höheren Konzentrationen im Blutplasma auf, wobei sich ihre Aktivitätssteigerung proportional zur Schädigung des betreffenden Organs verhält. Enzyme, die ein kleines Molgewicht aber eine hohe intrazellulärer Konzentration haben, erscheinen bei Schädigung der Zelle schneller und in höherer Konzentration im Blutplasma als Enzyme, deren Molgewicht groß und deren intrazelluläre Konzentration gering ist. Weiterhin lassen sich Enzyme aufgrund ihrer großen Empfindlichkeit und Spezifität auch als "Marker" bei immunologischen Reaktionen einsetzen.



Temperatur- und pH-Abhängigkeit enzymatischer Reaktionen:
Die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen wird neben der Enzym- und Substratkonzentration noch von der Temperatur und dem pH-Wert des Lösungsmittels beeinflußt.

Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt zunächst mit steigender Temperatur zu (steigende Temperatur entspricht erhöhter kinetischer Energie der reagierenden Moleküle). Nach Erreichen eines Temperaturoptimums sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit jedoch meist rapide. Dies läßt sich dadurch erklären, daß die Enzyme als thermolabile Proteine bei Temperaturerhöhung zunehmend denaturieren (die Proteinkonformation wird verändert und damit auch das aktive Zentrum). Bei längerer Versuchsdauer tritt bereits bei 30° C eine beträchtliche Denaturierung ein. Das Temperaturoptimum eines Enzym liegt umso niedriger, je länger die Versuchsdauer gewählt wird.

Das pH-Optimum ist die H+-Konzentration, bei der die Aktivität des Enzyms am höchsten ist. Oft ist dies nur ein sehr scharf begrenzter Bereich auf der pH-Skala, da das Enzym einerseits bei hohen H+-Konzentrationen einer sog. Säuredenaturierung unterliegt.Durch Anlagerung von Protonen an basische Gruppen des Enzyms oder Protonenabgabe des Enzyms an bestimmte Kationen
(= negativ geladene Teilchen) in der Lösung ändern sich die Ladungsverhältnisse und damit auch die Bindungsverhältnisse. Außerdem wird aus diesem Grund die optimale Wechselwirkung von Enzym und Substrat beeinflußt.

Das normale pH-Optimum liegt im Neutralbereich, allerdings gibt es Ausnahmen (wie sollte es auch anders sein!): 

	· lysosomale Enzyme: 
	pH-Optimum bei 5-6

	· Leberarginase: 
	pH-Optimum bei 9



Theorie von Michaelis und Menten (1913):
Nun wird es etwas schwierig, und deshalb haben wir diesen Abschnitt genau wie das Kapitel zur Atmungskette konzipiert:
Alles, was man unserer Erfahrung nach zu diesem Thema (für die Biochemie I - Klausur) wissen sollte, ist folgendes:
Die Michaelis-Menten-Konstante KM hat die Dimension einer Konzentration (mol/l).

Natürlich wissen wir, es ist nicht das, was man als ein fundiertes biochemisches Grundlagenwissen bezeichnen kann, und deshalb geht es im Anschluß für diejenigen, die es interessiert (interessiert es überhaupt jemanden), auch gleich etwas ausführlicher weiter. Die Theorie von Michaelis und Menten basiert auf einer recht einfachen enzymatischen Reaktion, nämlich der Hydrolyse von Rohrzucker in Glucose und Fructose. Diese Reaktion wurde sowohl experimentell und theoretisch untersucht, um anschließend eine wichtige Beziehung daraus abzuleiten, die ziemlich genau auf die meisten enzymatischen Reaktionen anwendbar ist. Die theoretische Behandlung geht dabei von folgender Reaktionsfolge aus:

[image: image5.png]E +S<L>ES<L>EP<L>E +P+ P




Dabei gilt:   [image: image6.png]k3
*ky *





Erläuterungen:
	E
	=
	Enzym

	S
	=
	Substrat

	ES
	=
	Enzym-Substrat-Komplex (wer hätte das gedacht?)

	P
	=
	Produkt

	EP
	=
	Enzym-Produkt-Kompplex

	k + 1
	=
	Geschwindigkeitskonstante (Gk) für die Synthese des ES-Komplexes

	k - 1
	=
	Gk für den Zerfall des ES-Komplexes in E und S

	k + 2
	=
	Gk für den Zerfall von ES in E und P (P1 und P2)

	k - 2
	=
	Gk für die Bildung von ES aus E und P


Keq ist die Gleichgewichtskonstante des Massenwirkungsgesetzes; für Geschwindigkeitskonstanten benutzt man ein "k". Dabei meint ein positiver Index (k+1) eine "Hinreaktion" (also von links nach rechts), ein negativer Index (k-1) eine "Rückreaktion" (also von rechts nach links). Aus Übersichsgründen wird oft statt der Aufteilung in k+1 und k-1 nur k1 auf einem in beide Richtungen zeigenden Pfeil notiert.

Die eigentliche Reaktion spielt sich am ES-Komplex ab; die Reaktionsprodukte P1 und P2 entstehen demnach also aus ES nach der Gleichung:

[image: image7.png]ES<®2 5E+ P+ D,




Die Begründer der Theorie haben hier angenommen, daß der geschwindigkeitslimitierende Schritt für die Gesamtreaktion der Schritt am ES-Komplex ist, was sich auch als richtig herausgestellt hat. Die Geschwindigkeit v ist der Konzentration des ES-Komplexex proportional:

[image: image8.png]v=rk,, *[ES]




Die maximale Geschwindigkeit ist dann erreicht, wenn die gesamte Enzymmenge Et (Et für Etotal) mit Substrat beladen ist:

[image: image9.png]Vinax = k12 *[E;]




Die Gleichung [image: image10.png]E+S«-1>ES



beschreibt die Entstehung des ES-Komplexes; die Bildungsgeschwindigkeit dieses Komplexes gibt die Gleichung [image: image11.png]dES
a C ky1 *[E]*([S]



wieder. Natürlich unterliegt der ES-Komplex auch einem Zerfall, der durch zwei Reaktionen charakterisiert wird: Die Umkehrreaktion der Bildung nach [image: image12.png]E+S«-1>ES



und die enzymatische Reaktion selbst nach [image: image13.png]ES<®2 5E+ P+ D,



. Die Kinetik der beiden Reaktionen gibt Gleichung [image: image14.png]I ok LBSI ko *TES)



  wieder, wobei dort die Bildung des EP-Komplexes und seine Dissoziation in der Konstanten k+2 zusammengefaßt sind.
Im Fließgleichgewicht ("steady state", stationärer Zustand) sind Bildungsgeschwindigkeit und Zerfall von ES gleich groß. Man kann als [image: image15.png]dES
a C ky1 *[E]*([S]



(Gleichung für die Bildungsgeschwindigkeit) und [image: image16.png]I ok LBSI ko *TES)



(Gleichung für den Zerfall) gleichsetzen und kommt so zu [image: image17.png]ko *[E1*[S]= k_{ *[ES]+ kp *[ES]=[ES1*(k_; + ko)



. Ist alles etwas kompliziert, aber man kann [image: image18.png]ko *[E1*[S]= k_{ *[ES]+ kp *[ES]=[ES1*(k_; + ko)



  umformen zu: [image: image19.png][EPS] ks thio _ o
= =Ky
[ES] ki



; in dieser Form kann man dann den Quotienten der Geschwindigkeitskonstanten durch KM ersetzen; diese "Konstante" KM bezeichnet man nach dem Begründer der Theorie als Michaelis-Konstante.
Wenn man nun noch einmal die Gleichung [image: image20.png][EPS] ks thio _ o
= =Ky
[ES] ki



betrachtet, wird man feststellen, daß die dortigen Konzentrationen mit Ausnahme der Substratkonzentration nicht direkt meßbar sind. Man kann sie aber durch die Reaktionsgeschwindigkeiten beschreiben, und zwar ersetzt man dazu in [image: image21.png][EPS] ks thio _ o
= =Ky
[ES] ki



[E] durch den Ausdruck ([Et] - [ES]), wobei Et wieder die gesamte Enzymmenge bedeutet. Auf diese Weise kommen wir schließlich zu [image: image22.png](E1-[ES] _
“iEs =K



; wenn wir hier noch nach [ES] auflösen, bekommen wir Gleichung [image: image23.png][s]

BI=1B1g "o
s



. Multipliziert man nun noch beide Seiten der Gleichung mit k+2, gelangt man zur Gleichung: [image: image24.png][s]
Ky +[81

kyp *[ES] = kyp *[E]*



.

Hier kann man, wenn man zurückschaut auf [image: image25.png]v=rk,, *[ES]



, k+2*[ES] durch v (Geschwindigkeit) ersetzen. Rückblickend auf Gleichung [image: image26.png]Vinax = k12 *[E;]



, kann man außerdem in der rechten Hälfte der Gleichung [image: image27.png]LS

ki *[BS] = kyy *[E ] Y
o



den Ausdruck k+2 * [Et] durch Vmax ersetzen. Als Resultat aller Umformungen erhält man schließlich die Gleichung [image: image28.png]v = Ymaz *[S]
Ky +[81



, die sog. Michaelis-Menten-Gleichung, in der nur meßbare Größen vorkommen und mit deren Hilfe man KM bestimmen kann.


Bedeutung der Michaelis-Konstante (KM):
KM entspricht der Substratkonzentration [S] bei halbmaximaler Geschwindigkeit [image: image29.png]Ky =[S1* Vmax



. 
Die halbmaximale Geschwindigkeit ist dann erreicht, wenn die halbe Enzymmenge als ES vorliegt, die andere Hälfte aber noch frei ist. In dieser Situation sind die Konzentrationen von E und ES gleich und lassen sich damit aus [image: image30.png][EPS] ks thio _ o
= =Ky
[ES] ki



herauskürzen. Übrig bleibt dann die obige Gleichung; hierbei wird klar, daß die Michaelis-Konstante die Dimension einer Substratkonzentration hat. Ein hoher KM-Wert bedeutet deshalb, daß man eine hohe Substratsättigung braucht, um eine Halbsättigung zu erreichen.

Anmerkung:
Das Enzym hat also zu dem betreffenden Substrat keine hohe Affinität und wird eher ein anderes Substrat, für das die Michaelis-Konstante geringer ist, binden und es umsetzen. Übliche KM-Werte liegen im Bereich zwischen 10-2 und 10-6 mol/l.


Entstehung der sog. Sättigungskurve:
[image: image31.png]Vreation
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Durch die zunehmende Erhöhung der Substratkonzentration geht immer mehr Enzym in den ES-Komplex über, und die Geschwindigkeit der Reaktion steigt, bis die gesamte Enzymmenge als ES-Komplex vorliegt und die Sättigung erreicht ist. Da bei Substratsättigung die Reaktionsgeschwindigkeit unabhängig von der Substratkonzentration ist, spricht man auch von einer Reaktion "pseudonullter Ordnung".


Lineweaver-Burk-Lineartransformation:
Das ist nicht weiter schlimm :-) (und man kann auch leben, ohne etwas davon gehört zu haben), sondern lediglich die Umformung der Sättigungskurve in eine lineare Beziehung vom Typ y = ax + b, wobei a und b variabel sind (a entspricht der Steigung, b dem Schnittpunkt mit der y-Achse. Für die Gerade gilt dann: 

[image: image32.png]



Achtung:
Der Graph stellt das Verhältnis von Substrat zur Geschwindigkeit linear dar; man darf beim Betrachten der Abbildung nicht vergessen, daß die Substratkonzentration auf der Abszisse von rechts nach links zunimmt und die Geschwindigkeit auf der Ordinate von oben nach unten steigt.
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Enzyme mit sigmoider Sättigungskinetik:
Manche Enzyme zeigen nicht die für "Michaelis-Menten-Enzyme" typische hyperbole Sättigungskinetik, sondern einen sigmoiden (=S-förmigen) Verlauf der Sättigungskurve (vor allem allosterische Enzyme, die aus zwei oder mehr enzymaktiven Untereinheiten bestehen). Der sigmoide Verlauf kommt dadurch zustande, daß die Bindung eines Substratmoleküls an eine Untereinheit die Anlagerung von Substratmolekülen an die anderen Enzymuntereinheiten positiv beeinflußt. Dieses Verhalten bezeichnet man als positive Kooperativität. Bei positiver Kooperativität wird die Bindung fester, bei negativer Kooperativität ist das Gegenteil der Fall.

