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Az enzimek biokatalizatorok, melyek az aktivacios energia csokkentése révén képesek a kémiai
reakciok sebességét specifikusan gyorsitani. Az enzimek a termodinamikai egyensulyt nem valtoztatjak
meg, mivel a reverzibilis reakciok sebességét mindkét iranyban, azonos mértékben novelik meg.

Az enzimreakciok sebességét szamos tényezd befolyasolja: hdmérséklet, pH, ionerdsség, szub-
sztratkoncentracio, aktivatorok, inhibitorok, stb.

a./ Hémérsékletnovekedés hatasara, mint a kémiai reakciok esetében altalaban, a reakcidosebesség
nd, amig a maximalis sebességet eléri (hdmérsékleti maximum). A hdmérséklet tovabbi ndvelése fokozza
a polipeptidlanc mozgékonysagat, igy a molekula szerkezete részben vagy teljesen felbomolhat
(hddenaturalas).

b./ A reakciok pH-fliggése szintén maximumgorbét kovet. Az optimalis pH-t6l valo eltérés befolya-

srer

fenntartasara. A pH befolyasolja a szubsztratok és koenzimek disszociabilis csoportjait is.
A kiilonb6z6 enzimek homérséklet és pH optimuma igen tag hatarok kozott valtozik.

c./ A reakcidsebesség szubsztratkoncentraciotol valo fliiggése derékszogii hiperbolat ir le (1. abra).
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Alacsony szubsztratkoncentraciok esetén a mért enzimaktivitas linearisan fiigg a szubsztratkon-
centracidjatol (elsd rendii reakcid). Ezen a szakaszon a Vmax / Km hanyados a reakcid sebességi allandoja.
A hanyados a hiperbola érintéje nulla szubsztratkoncentracional. Bizonyos szubsztratkoncentraciok felett
az enzimmolekulék telitédnek a szubsztrattal, az enzimreakcid (nullarendiivé valik) sebessége nem
novelhetd tovabb (Vimax).

Bioldgiai mintak enzimaktivitasanak meghatarozéasa esetén mindig szubsztratfelesleget alkalma-
zunk, hogy az 6sszes enzimmolekula miikodését biztositsuk.

Az enzimek nagy részének miikodése a klasszikus Michaelis-Menten elmélettel irhato le. Ezt
steady-state kinetikanak is nevezik.

Alapfeltételek. A reakcio soran az [ES] komplex koncentracigja ne valtozzon. Az [ES] komplex
képzddése egyensulyra vezetd reakcid legyen és az egyensily gyorsan alljon be. A teljes enzimreakcio
sebességmeghatarozo reakcidja az ES — E + P atalakulés legyen. A reakcio ne legyen megfordithato.
Gyakorlatban, kompromisszummal, elfogadhat6 az erds egyensulyeltolodas E + P iranyaba. Csak egy
szubsztrat vegyen részt a reakcioban. Tobbszubsztratos reakcioknal csak egy szubsztrat koncentracidja
elhanyagolhatoan kicsi legyen. Valodi kezdésebességeket mérjiink. Az enzim koncentracidja minden
mérésnél azonos legyen ¢és a reakcid sordn ne valtozzon. Az 9sszes, az enzimreakcidkat befolyasold
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tényez6, mint puffer 6sszetétele, pH, ionerésség, hdmérséklet a méréssorozaton beliil allando legyen.
Meérés soran az [S] koncentracidja 4 - 6 szazaléknal nagyobb mértékben ne csdkkenjen.

Az elmélet Iényegét a kdvetkezd egyenlet irja le (1):

k, ks
(1) E+S —=— ES —> E+P
k2

Ebbdl levezethetd a kdvetkezd (2) 0sszefiiggés (lasd bovebben a Sillabuszt):

Vmax—x[S] ?) 1: Ky Xi+ 1
K +[5] V Vi 5] Viax

A (2) egyenlet egy hiperbola x (fiiggetlen valtozo) és y (fliggd valtozo) dsszefiiggését irja le (x =
[S], és y = v). Enzimkinetikai vizsgalatoknal cél az egyenlet két allanddjanak, Vmax-nak és Ku-nek meg-
hatarozasa. Haromnal tobb, kiilonbdzd szubsztratkoncentraciot alkalmazva, mérjiik a reakcidosebességet.
Célszertien akkor jarunk el, ha a mérépontok a hiperbola kdzépso szakaszara esnek. Ezt elokisérletekkel
lehet megéllapitani. Kis szubsztratkoncentracioknal, mivel a reakcidban a szubsztratnak csak kis részét
hasznalhatjuk el, €s mérési mddszeriink érzékenységétdl fiiggden, a hiperbola elején nincsenek mérépon-
tok. A szubsztrattelités tartomanyaban szintén hidnyoznak a mérépontok, mert az alkalmazhatd
szubsztratkoncentracionak hatart szab annak oldhatosaga, a szubsztratgatlas, stb. A Km €s Vimax értékét
tehat a hiperbola k6zéps6, csonka szakaszabol kell meghataroznunk. A Michaelis-Menten egyenlet
felallitasanak idejében (1913) a hiperbola allandéinak kdzvetlen meghatarozasa nem volt lehetséges. A
probléma megoldasara a hiperbola egyenletének transzformalasat alkalmaztak. Ezzel az 6sszefiiggés
linearis lett, melybdl a két konstans grafikusan vagy egyszerli szamitassal megallapithato. Ilyen transz-
formalasok pl.: az Eadie-Hofstee, Hanes-Woolf, Scatchard megoldasok. Legismertebb transzformalt
forma a Lineweaver-Burk kettds reciprok egyenlet (3), illetve abrazolas (2. abra). Ebben a
szubsztratkoncentracio reciprokanak fiiggvényében (1/[S] az x-tengelyen) a reakciosebesség reciprokat
(1/v az y-tengelyen) abrazoljuk. A mérépontok kozé egyenest illesztve és az y-tengely felé
meghosszabbitva (grafikus extrapolalas) az metszi az y-tengelyt majd az x-tengelyt. Az y-tengely
metszete 1/ Vmax értékét adja, az x-tengely metszete pedig -1/Kw értékét. A (3) egyenletegy y=ax +b
egyenes egyenlete, melyben: y = 1/v,a=Km/ Vimax , x =1/[S] és b = 1/Vmax.

(2 v=

Ma mar, a mérési adatokbol Vmax és Km szamitasat, a szamitogépek birtokaban, alkalmas algorit-
musok (Levenberg és Marquardt, simplex-modszer) felhasznalasaval, iteracios programmal végezziik.
Ezzel a mérési hibak megfeleld statisztikai kezelésének is eleget tesziink.

Szamitasi példahoz szolgaljanak a kovetkez6 adatok:

[S] v 1/[9] 1/v
mmol / ¢ pmol/¢/min 1/(mmol/¢) 1/(mmol/¢/min)
5 10.0 0.20 0.100
10 14.3 0.10 0.070
20 18.2 0.05 0.055
50 21.7 0.02 0.046

A 2. abra szerint vagy szamitogéppel megoldva a feladatot Vmax értékének 25 umol / ¢/ min-ot, Ku-
nek 7.5 mmol / ¢-t kapunk. A paraméterek a mérésnél hasznalt egységeket veszik fel.

Az egyenletekben szerepld Km €s Vmax a kdvetkezOképpen definialhato:

A Kym a maximalis reakciosebesség feléhez tartozd szubsztratkoncentracio; jellemzi az enzim
szubsztrat iranti affinitasat. Masként fogalmazva, bizonyos megkotésekkel: az a szubsztratkoncentracid
melynél az enzim k6tShelyeinek fele szubsztrattal van telitve. Kis Ku érték nagy enzim — szubsztrat af-
finitast jelent. Ku értéke fiiggetlen az enzim koncentraciojatdl. Egysége: mol x ¢71.

ko +kg

K
M K,

A ki sebességi allandé masodrendii reakcio sebességi allanddja, egysége: mol™t x ¢ x mint. Ak, se-
bességi allando egy els6rendii reakcio sebességi allandoja, egysége: mint. A ks sebességi allando a fent
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vazolt feltételek (egyensulyeltolddas E + P iranyaba) esetében pszeudo-elsérendil reakcid sebességi al-
landoja, egysége: min.

A Vmax az adott enzimkoncentracid mellett, az enzim telitése esetén, elérheté maximalis reakciose-
besség. Vmax értékét a hiperbola aszimptotikusan kozeliti meg. Km-mel azonos szubsztratkoncentracional
az enzimreakcio sebessége Vmax-nak 50 %-a, 2Ky koncentracional 66.6 %, 3Km-nél 75 %, 10Kum-nél
90.91 %, 100Km-nél 99.009 %. A telités annyit jelent, hogy az enzim teljes mennyisége ES komplex-szé
alakult. Tehat a maximalis sebesség csak a jelenlevd enzim mennyiségétdl fligg. A reakcidsebesség
egysége lehet barmely érték idéegységnyi valtozasa vagy altaldban: mol x % x min,

Az enzimmiikodés fontos jellemzdje tovabba a kcat, mely a legtobb enzimreakcioban megegyezik a
ks-mal. Ez a szubsztrattelités esetén tapasztalhatdo maximalis sebességi allandd, mas néven atviteli szam.

ENZIMGATLASOK

1. Irreverzibilis gatlas

Az enzim egy vagy tobb funkciods csoportjanak kovalens modositasa. Az inhibitor dializissel vagy
szubsztrat adasaval nem tavolithato el. (pl. SH- csoport jod-acetattal torténd karboximetilalasa, szeril
oldallanc OH-csoportjanak reakcidja diizopropil-fluoro-foszfattal).

2. Reverzibilis gatlas

Az inhibitor reverzibilisen kotédik az enzimhez vagy a miikodéséhez sziikséges kofaktorhoz (pl. a
fehérjéhez kotott fémionhoz). Az enzim és inhibitor kozott kialakuld kapcsolat nem kovalens. Tipusai:
kompetitiv, nem kompetitiv, un-kompetitiv, kevert tipust gatlas.

k, ky k, k, k, k,
E+S ES—E+P E+S ES—E + P E+S ES— E + P
+ k, ko + | SR
1 1 I 1
i (R s s
EI ESI EI ESI
KOMPETITIV UN-KOMPETITIV NEM-KOMPETITIV

- Az enzim - szubsztrat, illetve enzim - inhibitor komplexek kialakulasanak lehet6ségei kompetitiv,
nem kompetitiv és a gyakorlatokon nem targyalt un-kompetitiv enzimgatlasok esetében. Kompetitiv
gatlasnal a gatlészer csak az enzimmel kapcsolddik reverzibilisen (a szubsztrathoz hasonléan). Un-
kompetitiv gatlasnal a gatlészer reverzibilis kapcsolédasa az enzim-szubsztrat komplex-szel jon létre.
Nem kompetitiv gatlasnal a gatlészer az enzimhez és az ES-komplexhez is kapcsolddhat, eltéré
affinitdssal. A nem kompetitiv gatlastipus targyalasanal, a szamitdsok egyszerisitése céljabol, a két
affinitdst azonosnak vessziik (K, = K;s).

a./ Kompetitiv gatlas

Az inhibitor rendszerint a szubsztrathoz hasonl6 szerkezetii, verseng azzal az enzim aktiv centru-
mahoz val6 kotédésben. Megfeleléen magas szubsztratkoncentraci6 alkalmazéasaval az inhibitor teljesen
leszorithat6 az enzimrdl, igy a maximalis reakciosebesség elérhetd; Km nd, Vimax valtozatlan (3. és 4.
abra).
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3. dbra. Kompetitiv gatlas
Michaelis-Menten abrazolasa

1/[8]

4. dbra. Kompetitiv gatlas
Lineweaver-Burk abrazolasa

A 3. - 8. abraig a gorbék paraméterei: Kv = 7.5 mmol / ¢, Vinax = 25 pmol / ¢/ min, [1] =5 mmol / ¢

és Ki=2.5 mmol / ¢.

b./ Nem kompetitiv gatlas
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5. dbra. Nem kompetitiv gatlas
Michaelis-Menten abrazolasa

6. abra. Nem kompetitiv gatlas
Lineweaver-Burk abrazolasa

A nem kompetitiv inhibitorok feltehetéen nem az aktiv centrumhoz kotédnek, igy a szubsztrat
kapcsolodasat nem kdzvetleniil akadalyozzak, az enzim szubsztrathoz valo affinitasa nem valtozik meg;
Kwm véltozatlan. Az enzim katalitikus miikddése azonban mas mechanizmusok szerint gatlodik; V max
csokken (5. és 6. 4bra) [pl. az enzim miikddéséhez sziikséges fémionok (pl. Zn?*, Mg?*, Ca?*) megkotése
komplex-képzdkkel (EDTA, EGTA, NaF)].

c./ Un-kompetitiv gatlas

A nem kompetitiv gatlashoz hasonldan az un-kompetitiv gatlas is ritka az egyszubsztratos enzim-
reakciok kozott, de tobbszubsztratos reakcioknal gyakran észlelhetd. Un-kompetitiv gatlasnal a Ky né, a
Vmax értéke csokken (7. és 8. dbra). A gatlast leird modell feltételezi, hogy a gatldszer csak az ES
komplex-szel 1ép kapcsolatba és atmenetileg az ESI harmas komplex keletkezik. Un-kompetitiv gatlasra
iskolapélda az arilszulfataz vagy néhany dehidrogenaz gatlasa cianiddal vagy hidrazinnal. K6z6s
jellemz6i ezeknek a gatloszereknek, hogy jo nukleofil jellegti molekuldk. A nukleofil reaktans
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elektronokban gazdag atomcsoport €s elektronpar leadasara hajlamos: a reakciokban Brensted bazisként
viselkedik.
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Az enzim és inhibitor kapcsolddasakor kialakuld EI komplex stabilitasat, az inhibitor hatékonysagat
a Kj inhibitor allandéval jellemezhetjiik. Ennek meghatarozasa térténhet grafikus titon, pl. Dixon szerint,
ahol a reakcio sebességének reciprokat abrazoljuk az inhibitor koncentracio fliggvényében, kiillonbzo
szubsztratkoncentraciok mellett. A gyakorlatokon altalaban nincs lehetdség a grafikon megrajzolasahoz
sziikséges szamos mérési pont felvételére, ezért egyetlen mérési pont alapjan a megfeleld egyenlet
segitségével szamitjuk az inhibicios allandot:

Kompetitiv gatlas:
__[1]-v"-Ky,
V-V +ISD
Nem kompetitiv gatlas:
U A
R T v=v)

A gatloszer jelenlétében mért reakcidosebesség mindig kisebb a gatloszer nélkiil mért reakcid sebes-
ségénél. A Lineweaver-Burk abrazolasnal ez a szerkesztett egyeneseknek az alapegyenestdl valo eltéré-
sében jelenik meg. Az eltérés jellegét a gatlas tipusa hatarozza meg (lasd 4., 6. és 8. abra). Mértékét az
inhibitorkoncentracio ([1]) és az inhibitoralland6 (K;) a kdvetkez6 egyenlet szerint valtoztatja:

4

Ezzel a kifejezéssel a Lineweaver-Burk egyenlet kiilonboz6 tagjai kiegésziilnek. Kompetitiv
gatlasndl az irAnytangens valtozik, 1 / Vimax értéke valtozatlan (4. dbra). A Lineweaver-Burk egyenletben a
Kwm / Vmax tagot kell 1 + [I] / K; értékével megszorozni:

zzﬂx[HMJXL L

Ki) [S] Viex

max

A nem kompetitiv gatlasnal, ahol a gatolt reakcid egyenesének meredeksége €s 1 / Vmax n6, Ky val-
tozatlan (6. abra), a Lineweaver-Burk egyenlet mindkét tagja béviil:

Ll (n ) o )

vV Ki) [S] Vi K,

max 1
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Un-kompetitiv gatlasnal az egyenes meredeksége valtozatlan, 1/ Vmax és -1/ Ku értéke n6 (8. abra).
A Lineweaver-Burk egyenletben az 1 / Vmax tagot kell szorozni 1 + [1] / Kj értékével.

LKy, 1 1 X(1+Mj

Ve [S] V ax K;




