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Undervisningsmaterialet er udarbejdet til forsggsundervis-
ning i bioteknologi pa hejt niveau i gymnasiet og finansie-
ret af Nordsjellands Biotek Fond. Dele af undervisningsma-
terialet kan dog ogsa anvendes i fagene biologi og kemi pa
hejt niveau.

Bioteknologi er et 2-arigt hgjniveaufag, der fra skolearet
2003/2004 udbydes pa 9 gymnasier fordelt med 6 1 Fyns
Amt, 2 1 Frederiksborg Amt og 11 Vejle Amt. Udviklingen
af undervisningen 1 bioteknologi, der 1 dag som videnskabs-
fag er placeret mellem biologi, biokemi, kemi og medicin,
skal ses bade som et forseg pad faglig nytenkning af sam-
spillet mellem undervisningsfagene biologi og kemi med
henblik pa en kommende gymnasiereform og som et forsgg
pa at skabe et nyt naturvidenskabeligt fag- og arbejdsom-
rade, som kan tiltrekke yderligere elever til omradet.

Forsggsundervisningen 1 bioteknologi ved gymnasiale
uddannelser stottes af Undervisningsministeriet, Frederiks-
borg og Fyns Amter. Mere om forsegsundervisningen i
bioteknologi kan ses pd web-adressen:

www.emu.dk/gym/tvaers/biotek

Forsidebilledet viser enzymet human carboanhydrase II, som
er katalysator for reaktionen

H,O(1) + CO5(g) HCO; (aq) + HT(aq)

Carboanhydrase er et af de hurtigste enzymer man kender. Et mo-
lekyle kan omsatte 1000.000 CO, molekyler pr. sek. Billede pa
grundlag af filen 1a42.pdb i Protein Data Bank.




Enzymkinetik Side 2

Indhold

ENZYMKINEIK ....oviiiiiiiiiiiicee ettt et e e et e e 3
Enzymer er KatalySatorer..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeee s 3
Flere trin 1 enzymreaktion ..........coocuvieiiiieeiiiie e 5
Reaktionshastighed...........ooviiiiiiiiiiii e e 5

INitialhaStiGed ......covieiiiii e 6
Stationaer tilstand (Steady State)........cccceccuiieriiieeiiieeiie e e e 7
Michaelis-Menten modellen.............ccoooieiiiiiiiiiiienieceee e 8
BestemmelSe af Knf OZ Vinax veeeeveeerueeeriieeeiieeeiieesieeesiteeesiseeesseeessseesssveesssseesssseens 9
ENZymhaemning.........c.cooviiiiiiiiiiiieiieee ettt 10
Kompetitiv hemning foreger Ky , men pavirker ikke Viax...ooevveereveeerveeenveennnen. 10
Non-kompetitiv hemning nedsetter Vimax men pavirker ikke Kyf...ooooovevvennennee. 11
TIYPSIN OZ PHu ettt s e et e e e e saeeenaee s 12
Virkeligheden er ofte mere kompliceret...........ccoovvieiiieniiieniiniieieciceee e 14
Irreversibel ha®mMNING........cc.oeeiiiieiie e e e 15
Substratkoncentration som funktion af tiden ............ccceeviiiiiieniiieiiiniecee e, 17
Forste ordens reaktion Nar [S] << KM....ooveeeeeieieiieeieeeeeeeceeeeeeeeeee e 17
Eksempel: Hydrolyse af aspirin .........cccceeeeviieiiiieiiiiieeiie e 18
Nulte ordens reaktion Nar [S] >> K..cooveeoieiieeeiiieieceieeeeeeeeeee e 19
Eksempel: Alkohol satter leveren pa arbejde.........cooovveeieeeciieciiiecie e, 19
Appendix 1. Udledning af Michaelis-Menten formel ...........c..cocoeviniinnninnnnne. 20
IMOEILEN. ...ttt et 20
Udledning af MM H@NING .......oooviiiiiiiiieiieeieeiee ettt eseesaeeaee e 20
Appendix 2. IT-vaerktgjer til Michaelis-Menten model ............cccccoooiiiiniininnn. 21

VD—»]DKM
IS




Enzymkinetik Side 3

Enzymkinetik

Enzymer er katalysatorer

Enzymer er meget specifikke katalysatorer, dvs. hvert enzym virker ofte kun katalytisk pa en
enkelt biokemisk reaktion. Derfor finder man i en typisk celle flere tusinde forskellige enzymer.
Hemmeligheden bag denne specificitet ligger i den made, det aktive center er opbygget pa. Det
aktive center er en slags lomme eller grotte, der er formet ved, at enzymets proteindel er foldet
pa en karakteristisk made. Den tredimensionale struktur og de aminosyrer, der befinder sig i
grottens dyb, sikrer, at kun et bestemt substrat passer ind i bindingsstedet. I nogle enzymer ind-
gar der ogsé en eller flere cofaktorer.

Der findes to funktionelle enheder i1 enzymet, en bindingsdel og en katalyseringsdel.
En simpel model for en enzymreaktion, hvor et substrat omdannes til et produkt, opdeles 1 tre
trin. I det forste trin serger bindingsdelen for, at substratet bindes til enzymet, s der dannes et
enzym-substrat kompleks, der betegnes ES. I det andet trin katalyseres den kemiske reaktion i
det aktive center, si der via et mellemtrin (aktiveret kompleks EX ') dannes et enzym-produkt
kompleks EP. Derefter splittes komplekset EP op i enzym E og produkt P. Enzymet er ikke
blevet omdannet pa nogen made, og kan reagere igen med et substratmolekyle.

+ —— —_— —_—
e A G

E+S ES EX EP E+P

m

(uden enzym)

0G

E+P

Figur 1. Aktiveringsenergien E, for dannelse af aktiveret kompleks er mindre med en-
zym til stede end uden enzym. Den kemiske reaktion vil derfor kunne forlebe hurtige-
re med enzym til stede. Enzymet forgger reaktionshastigheden ved at nedsette aktive-
ringsenergien, men det endrer ikke pé reaktionens energiafgivelse. Tilvaeksten i Gibbs
energi, G, er den samme med eller uden enzym til stede.

' Vi kan tzenke pa aktiveret kompleks som en tilstand hvor ”gamle” kemiske bindinger er ved at blive brudt og “nye”
kemiske bindinger er ved at blive dannet.
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For en god ordens skyld skal det nevnes, at enzymer naturligvis katalyserer bade den reaktion,
der forleber mod hejre og den, der forleber mod venstre. Hvilken af reaktionerne, der er domine-
rende, afgeres af G for reaktionen. Enzymkatalyserede reaktioner kan altsa ligesom alle andre
ligeveegtssystemer forskydes mod hgjre eller venstre ved at andre pa ligevagtsbetingelserne

(koncentration af substrat og produkt, tryk og temperatur).

Enzymer er klassificeret efter de reaktioner de katalyserer. De
inddeles 1 6 hovedklasser og 3 underklasser og tildeles pa denne
made et EC nummer (Enzyme Classification).

EC nummeret for fordejelsesenzymet frypsin fremkommer pa
denne made:

EC.
EC.
EC.
.3.4.21.4 Trypsin.

EC

3.-.--.- Hydrolaser.
3.4 .--.- Virker pa amidbinding (peptidhydrolaser).
3.4.21.- Serin endopeptidaser.

Figur 2 [
Substrat i rypsins bindingslomme.

histidin

19”1

serin

=

Figur 3. Substrat (vist med redbrun farve) i det aktive center i enzymet #ypsin. En amidbin-
ding i substratet er markeret. En del af trypsin-keedens rygrad er vist med bla streg. Til ven-
stre ses de tre aminosyrer, der er vigtigst for selve katalysen. Det er serin, histidin og aspar-
tat. Vekselvirkning mellem aminosyrerne (vist som hvide prikker) aktiverer serin ved at
treekke 1 serins hydrogenatom. Det gor serin mere aktiv, sd den bedre kan angribe amidbin-
dingen i substratet.

Bemark den lange lysin sidekaede i substratet. En anden aspastatgruppe i enzymet (ses i hgj-
re side) vekselvirker med lysin (ionbinding), og bringer derved amidbindingen i naerheden af
serin. Denne mekanisme gor, at frypsin er tilbgjelig til at hydrolysere amidbindinger ved ly-
sin eller arginin. Se endvidere figur 13a og 13b, under enzymhaemning.

Side 4



Enzymkinetik Side 5

Flere trin i enzymreaktion

En simpel enzymreaktion kan beskrives som en tretrins proces:

Trin 1 Trin 2 Trin 3
K, K, Ky
E+S <—>= ES —>» EP <——= E+P
K., K,
Enzymbinding Katalytisk proces Enzym frigeres

Figur 4. Enzymatisk reaktion som tretrins reaktion

Trin 1 er reversibelt, da enzymet kan afgive substratet inden det er blevet omdannet til produktet.
I trin 2 sker en katalytisk omdannelse af ES til EP. Dette trin er i praksis irreversibelt, i det
mindste i starten af en enzymreaktion, hvor der ikke er dannet ret meget P.

Det tredje trin er spaltningen af EP komplekset til E + P. Hvis dette trin er hurtigt, bliver EP
spaltet sa snart det er dannet, det geelder fx for enzymet /ysozym. Vi vil begrense os til sddanne
tilfelde og kan sa forenkle reaktionsforlebet til en totrins model, hvor hastighedskonstanten for
det hastighedsbestemmende trin kaldes kyqt:

Trin 1 Trin 2
k kkat
E+S <—<— ES —>» E+P
k-1

Enzymbinding Katalytisk proces

Figur 5. Enzymatisk reaktion som totrins reaktion

Reaktionshastighed

Reaktionshastigheden v er defineret som tilveeksten i den aktuelle koncentration af produkt [P]
pr tidsenhed:

pmol
v S g ofte anvendt enhed —=—[J ﬂ
Oz min — min

I praksis angiver man ofte hvor mange mikromol P der dannes pr. liter oplesning pr minut, reak-
tionshastigheden far da enheden £

min *

Trin 2 er flaskehalsen, som bestemmer, hvor hurtigt produktet P bliver dannet. Dannelsen af P 1
trin 2 ma stige og falde i takt med koncentrationen af enzym-substrat kompleks ES. Reaktions-
hastigheden er med andre ord proportional med [ES] og givet ved udtrykket

V= kit *[ES]
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Proportionalitetskonstanten Ay, har enhed min! (eller sek"l). Talvaerdien af ki, angiver det mak-
simale antal molekyler, et enzymmolekyle kan omdanne pr. tidsenhed, tallet kaldes enzymets
"turnover number".

Hvis vi var 1 stand til at mdle sammenherende verdier af reaktionshastighed v og koncentration
[ES] for et specifikt enzym og substrat, kunne vi beregne hastighedskonstanten ky,.. Men [ES]
optreder normalt ikke 1 en koncentration, der kan males direkte. Da enzymet under reaktionen er
enten frit eller bundet til substrat, ma der gaelde at [E] + [ES] =[E]o, hvor [E]o er startkoncentra-
tionen. Startkoncentrationen af enzym, [E]y kan man bestemme.

Initialhastighed

Substratet ortho-nitrophenylgalactosid (ONPG) kan spaltes under indvirkning af enzymet /~
galactosidase. Der dannes galactose og ortho-nitrophenol (ONP), se figur 9. Dannelsen af ONP
kan folges ved at male reaktionsblandingens absorbans ved 420 nm, hvor ONP absorberer mere
end andre stoffer i reaktionsblandingen. Figur 6 viser absorbans som funktion af tiden i to forseg
med forskellige substratkoncentrationer. Enzymkoncentrationen var den samme 1 begge forsog. |
begyndelsen er kurverne nesten rette linjer. Tangenternes haldningskoefficient blev bestemt
vha. programmet DATALYSE.

'

LoTABS [S] =8 mM

14+ i

Hzldningskoefficient 0,0212 s™

0,81

096_"_ . Hezeldningskoefficient 0,0121 5™

0.4

Y,

(==}
b )

L t/s

10 20 30 40 50 60 70

Figur 6. Absorbans som funktion af tid.
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Reaktionshastigheden beregnes vha. Lambert Beers lov

A=1[-[ONP] -1
Den molare absorbans for ONP ved 420 nm er 0y = 4500 M'lcm'log /=1 cmer lysvejen
Tilvaekst i absorbans A4 er proportional med tilveekst i koncentration JJONP]

04 =/-0O[ONP] -/

Tilvakst pr. tidsenhed finder vi ved at dividere med ¢

b4 O ﬂ[w]l ] b4 a70vll
Ot Ot Ot
%I;IP] Ovog D—Ij [ tangentens haldningskoefficient, dvs.:
heeldningskoefficient U I1v1I [ v [ haeldnzng;écloeﬁiaent
01
Initialhastighed v [ 0’0§123D1 04,7110 % 04,758 04,7060 55 028255
4500M~cm-'Ilcm

Man taler om initialhastighed, fordi det er hastigheden i begyndelsen af reaktionen.

Stationeer tilstand (steady state)

Nar substrat og enzym er blandet sammen, stiger koncentrationen [ES] hurtigt. Der opstéar hur-
tigt en tilstand, hvor dannelsen af ES (figur 5 trin 1 mod hejre) foregar med samme hastighed
som spaltningen af ES (figur 5 trin 1 mod venstre samt trin 2 mod hgjre).

I denne sakaldte stationcere tilstand (engelsk: Steady state) vil [ES] vere konstant.

2“'5":::::::""": """"""" :"'"'"""':'""""""':' 2['
‘ B T T ‘ ‘

= i)

e e A

Figur 7. Koncentrationer som funktion af tiden under en enzymreaktion. Michaelis-
Menten modellen geelder kun, hvis [S] > 10-[ES]. Y-skalaen i grafens venstre side
gelder for [ES], og y-skalen i hejre side geelder for [S] og [P]. [ES] vil som regel
vaere konstant efter ca. 1ms.

Reaktionshastigheden bestemmes af [P]-grafens haldningskoefficient. Efterhdnden
som tiden gar, vil [ES] og reaktionshastigheden langsomt aftage, i takt med at [S]
aftager.
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Michaelis-Menten modellen

Man kan opstille en matematisk model for reaktionshastigheden i begyndelsen af den stationeere
tilstand®>. Modellen kaldes Michaelis-Menten modellen. Den kan sammenfattes i folgende tre
ligninger:

Vi ser bort fra den mulighed, at E + P kan omdannes tilbage

V = Kiat * [ES] (1) til ES. Denne antagelse er rimelig i starten af reaktionen,
hvor [P] er lille. Man taler sa om initial-hastigheden (eng.:
initial = begyndelse).

[E]o = [E] + [ES] (2) Enzymet findes enten frit eller bundet til substrat.
Det antages, at der et stort overskud af substrat i forhold til
[S]>>[E]o enzym.

[E]L[S] 0K 3 I den initiale stationere tilstand er der (nasten) konstante
[ES] M ) koncentrationer af E, S og ES. Den viste brek, som man kal-
der Michaelis-konstanten Ky, har derfor en konstant vaerdi.

Ky fortzeller noget om, hvor effektiv substratbindingen er °. En stor veardi af Ky svarer til en
relativt stor koncentration af E i forhold til en relativt lille koncentration af ES - substratbindin-
gen er med andre ord ikke effektiv. Omvendt svarer en lille vaerdi af Ky til relativt stor [ES] -
substratbindingen er effektiv. Bemark, at Ky har enheden mTO' .

Ved lidt formelgymnastik kommer man frem til Michaelis-Menten ligningen, der angiver initial-
hastigheden i den stationere tilstand som funktion af substratkoncentrationen [S]. Se appendix 1.

Leonor Michaelis og Maud Menten publicerede en model for enzymkinetik i 1913.

% Kaldes ogsa initial steady state hastighed”.

3 Ku kan udtrykkes ved hastighedskonstanterne idet % 0Ky

1
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\{nax pu asymptiote

K

[$]

I I I T | T

Figur 8. Michaelis-Menten graf. Initialhastighed v som funktion af [S].

Kurven har to asymptoter. Nar [S] << Ky, , er hastigheden proportional med [S]
dvs. reaktionen forleber som 1. ordens reaktion.

Nar [S] >> Ky, , neermer hastigheden sig asymptotisk til en maksimalveerdi V.
Maksimalvaerdien svarer til den taenkte situation, at enzymet er fuldstendig
mettet med substrat; hastigheden er da uathangig af [S] (en nulte ordens reak-
tion). Som det fremgar af figuren, opnér man ikke i praksis malinger ved mak-
simalhastighed. Nar [S] = K, er hastigheden det halve af V..

Bestemmelse af Ky 08 Vax

Substratet ortho-nitrophenylgalactosid (ONPG) kan spaltes under indvirkning af enzymet [
galactosidase. Der dannes //-galactose og ortho-nitrophenol (ONP), som er gult.

P
HG \ CH,OH P
\ CH t—o on He "
oo W P (@)
o o o S + HO — COH M G+ ¢ CH
Y \/ NO, H\ C/H HO \C/
N T/ T ' |
? ? H OH NO,
H OH

Figur 9. ONPG spaltes ved hydrolyse.

En gymnasieklasse gennemforte en rackke forseg med forskellige koncentrationer af ONPG, og
dannelsen af ONP blev fulgt ved at male reaktionsblandingens absorbans ved 420 nm (se ogsa
figur 6). Konstanterne Ky 0g Vmax blev bestemt ved at tilpasse en Michaelis-Menten kurve til
eksperimentelle data vha. et regneark (se figur 10 og appendix 2).

Konstanterne Ky 0og Vmax bruges til at karakterisere enzymreaktioner.
Ikke alle enzymreaktioner kan beskrives ved den simple Michaelis-Menten model.
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initial
steady state Tilpasning af Michaelis-Menten kurve
Substratkonc. | hastighed afv kvadrat
[S] (mM) v (pM/min) Vheregn v - ""I:-eregnjz 350
02 27 0 7 . |
0.6 91 75 232
1 106 110 15 2=l
2 176 166 100 E 00 4 il
3 190 200 100 % *
4 212 223 118 =
[} 247 252 21 400 4
] 269 269 d
10 292 280 133 =0
sum af afvigelzeskvadrater: o T
0 2 4 [ g 10
K 2,1 [5] (mhd)
LT 339

Figur 10. Tilpasning af Michaelis-Menten kurve til eksperimentelle data vha. regne-
arket mm-tilpasning.xls.

Enzymhaemning

Der findes overordnet to forskellige typer af enzymhamning - reversibel og irreversibel. Ved en
reversibel haemning bindes det haemmende molekyle eller ion, ikke-covalent til enzymet. Den
reversible hemning kan opdeles i to typer - kompetitiv og non-kompetitiv. Det hemmende stof
kaldes en inhibitor (engelsk inhibit: at hemme, blokere).

0 Reversibel hamning
- kompetitiv
- non-kompetitiv

0 Irreversibel heamning

Kompetitiv heemning foreger Ky , men pavirker ikke Viax

Ved kompetitiv hemning satter inhibitor sig 1 enzymets bindingslomme og blokerer dermed for
substratets binding. Reaktionshastigheden bliver mindre, men den kan @ges ved at have sub-
stratkoncentrationen. Da substrat og heemmende molekyle konkurrerer om samme bindingssted i
enzymet, vokser sandsynligheden for, at et substratmolekyle binder sig i enzymets aktive center,
ndr substratkoncentrationen vokser. En kompetitiv inhibitor ger Ky sterre, men @&ndrer ikke pé
Vmax-

BANA (2-N-benzoyl L-arginin 4’-nitroanilid) er et modelsubstrat, som kan bruges til at under-
soge enzymer, der katalyserer spaltning af amidbinding (peptidbinding). Reaktionsforlebet kan
males ved at folge absorbansen ved 410 nm, idet det dannede 4-nitroanilin ved denne bolge-
leengde absorberer meget mere lys end substratet. Se figur 11a.
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O O O O
+H20
NH NO, 2 OH + H,N NO,
NH NH

HN HN
J—NH, /7 —NHz
+
HoN HoN

Figurlla. BANA (2-N-benzoyl L-arginin 4’-nitroanilid) er et modelsubstrat, som kan bruges til at
undersgge enzymer, der katalyserer spaltning af amidbinding (peptidbinding). Amidbindingen er
markeret med en kraftigere streg. Reaktionsforlgbet kan males ved at folge absorbansen ved 410
nm, idet det dannede 4-nitroanilin ved denne belgeleengde absorberer meget mere lys end substra-
tet.

NH
2 Fig. 11b. BZA (Benzamidin) kan bindes til trypsins

\ bindingslomme, og herved forhindres et substrat i at

N binde. BZA virker altsa som en kompetitiv inhibitor.
2

BANA og trypsin. pH = 7,2. Inhibitor BZA
250

200

I000I0m0na
= = = = 000000000
000I00o0a

150 -

v (OM/min)
1)
1]
1]

100 -

50 4

0 0.5 1 [BANA] (mM) 1.5 2 2.4

Figur 12. Hydrolyse af BANA katalyseret af trypsin. Ky stiger i takt
med stigende koncentration af inhibitoren BZA.

Non-kompetitiv haemning nedszetter V., , men pavirker ikke Ky

Ved non-kompetitiv hemning sker der en @ndring i enzymet, sd den katalytiske proces bliver
mindre effektiv. Eftersom inhibitoren og substratet ikke konkurrerer om pladsen i bindingslom-
men, sa kan en hgjere substratkoncentration ikke udkonkurrere inhibitoren. Ky vil derfor vere
uendret ved ikke-kompetitiv hemning. Den maximale reaktionshastighed, Vi, Vil derimod
blive mindre.
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H' ioner kan virke som en non-kompetitiv haemmer af enzymet trypsin. I det folgende vises forst
enzymet ved et pH, hvor trypsin ikke er hemmet (figur 13a og b), derefter ved et pH, hvor en-
zymet er hemmet af H' (figur 14a og b).

Produkt 1

B keede 1-28

Figur 13a. Hydrolysen af en amidbinding (peptidbinding) katalyseret af enzymet trypsin. Substra-
tet, insulins B-keede, er vist med reodt. En del af trypsins bindingslomme og de tre aminosyrer, der
er vigtigst for selve katalysen, er vist med bléat.

Substratet bindes til enzymet ved, at den primere aminogruppe fra lysin vekselvirker med syre-
gruppen i enzymets asparaginsyrel189 (ionbinding). Derved bliver amidbindingen bragt pa plads i
forhold til Serin195. Denne aminosyre er aktiveret ved vekselvirkning med Histidin57 og aspara-
ginsyre102 og angriber amidbindingen. Alanin (det ene af to produkter) bliver fraspaltet og resten
af det oprindelige substrat bliver midlertidigt bundet kovalent til enzymet med en esterbinding.

"N Produkt 2 °

B keede 1-28

Figur 13b. Et vandmolekyle angriber den dannede esterbinding mellem serin195 og substratet.
Herved hydrolyseres esterbindingen. Enzymet gendannes og frigiver det andet produkt, en insulin
B-kaede, der nu er en aminosyre kortere.

Trypsin og pH
Trypsins aktivitet er athengig af pH. Det haenger sammen med protonisering af histidin57. Pro-

toniseringens afhangighed af pH kan illustreres i et Bjerrumdiagram. Nar histidin er bundet 1 et
protein, afviger syrestyrken pK; fra syrestyrken af den frie aminosyre.
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Histidin syrebrok

Figur 14a. Bjerrumdiagram for histidin i trypsin.
Verdien af pK; er vanskelig at bestemme praecist.
Her er den sat til 6.

CHy

“Aspige “Aspigg

B keede 1-28 B keede 1-28

Figur 14b. Samme enzym og substrat som i figur 13. Ved lav pH er ligevegten forskudt mod hejre
og histidin57 bliver protoniseret sa den ikke kan traekke i serin195’s hydrogenatom (se fig.3). Sub-
stratets ionbinding til aspartat189 er imidlertid uendret. Da substratet altsé bindes ligesa godt som
ved hgjere pH, er Ky uendret. Nar histidin57 er fuldt protoniseret, kan enzymet ikke katalysere
spaltningen af amidbindingen, hvilket svarer til en ki, 0 0 min™'. Nér en del af histidin er protonise-
ret, er katalysen nedsat.

Figur 14c. Trypsins sekundeare struktur.
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I figur 15 ses 3 grafer med data for BANA og trypsin. pH = 7.2
hydrolyse af BANA med trypsin. 250
Den katalytiske aktivitet aftager efter- Vo
handen som histidin57 1 det aktive 200 |
center bliver mere og mere protonise- ——
ret. = 150
S
N 100 |
50 -
0 T T T
0 05 1 [BANA] (mM) 1:5 2 2,5

BANA og trypsin. pH = 6,0
250

200 -

150 4

5
E
=V
=
> 100 - - - -pH=60

50 1 LT

-
.~
0 : :
0 0,5 1 [BANA] (mM) 1.5 2 2,5
BANA og trypsin. pH = 5,5

250

200
—~ 150 4
£
E
=
2
> 100
Vwax

50 4

0
0 0,5 1 [BANA] (mM) 1.5 2 2,5

Figur 15. BANA og trypsin ved forskellige pH.

Virkeligheden er ofte mere kompliceret

Non-kompetitiv er ikke en sarlig almindelig form for haemning. Det er sjeldent, at substratet
bindes fuldsteendigt uendret, nar den katalytiske proces er mindre effektiv (fordi der er sket @n-
dringer af konformation af aminosyrer i det aktive center). Det mest almindelige er, at der er tale
om en blanding af kompetitiv og ikke-kompetitiv h&mning, hvor badde Ky 0og Vimax pévirkes 1
forskellig grad.
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Irreversibel haamning

Ved irreversibel haemning kan det hemmende molekyle binde sig cova-
lent til enzymet. Neesten alle haemmere, der binder sig covalent, er toxiske
substanser. En anden type irreversibel haemning er de sdkaldte "selv- |
mordshzmmere". De har faet dette tilnavn, fordi enzymet inaktiverer sig =
selv, hvis det reagerer med "det falske substrat". ’

Nervegassen sarin er et eksempel pa en irreversibel inhibitor. Sarin blev
anvendt ved en terroraktion i Tokyos undergrundsbane i 1995. Stoffet er
meget giftigt, hvis 100 personer i 1 min udsattes for en gaskoncentration
pa 100 mg/m’, vil halvdelen af dem omkomme. Sarin kan bindes til en-
zymet acetylcholinesterase.

Forst ser vi pd enzymets normale funktion. Nar der skal overfores et ner-
vesignal fra en nervecelle til en nabonervecelle, er acetylcholin i mange [
tilfeelde det stof, der overforer signalet (transmitterstoffet).

Tokyo sarin terror

CHs o
H3C\N+/ CH L|
- 2
/ e, N0 ch,
HsC
acetylcholin

Nér nervesignalet skal overferes, frigives der acetylcholin fra afsendernervecellen. Acetylcholin
péavirker receptorer p4 modtagernervecellen, saledes at membranens permeabilitet for Ca*” @nd-
res, og hermed starter modtagernervecellen et elektrisk nervesignal. Et kemisk signal er blevet
lavet om til et elektrisk signal. I det lille mellemrum mellem de to celler findes enzymet acetyl-
cholinesterase. Dette enzym katalyserer spaltningen af acetylcholin, saledes at transmitterstoffet
bliver fjernet igen, og det kemiske nervesignal opherer.

CHs 0 CH;  CH,-OH o
HsC / | | acetylcholinesterase . / | .
SN CH c + H,0 > H,C—N—CH + + H
_~>2 2 3 2
\ N / \ _/C
/ CH, o CH, 0" ch
H3C CH3 3
acetylcholin cholin acetat

Figur 16. Acetylcholinesterase spalter acetylcholin.

I det aktive center pa acetylcholinesterase sid-

der blandt andet aminosyren serin hvis side- CHs F
kaede indeholder en hydroxygruppe. En gruppe é \ /O
stoffer, der kaldes organophosphater, kan bin- H C/ H\O/ P\

3

de sig serins hydroxygruppe. Nervegassen _
sarin er et eksempel pa en organophosphat. sarin



Enzymkinetik Side 16

Nar sarin bindes til det aktive center 1 enzymet dannes en meget stabil esterbinding. Det aktive
center er blevet blokeret, og acetylcholin kan ikke bindes. Enzymet er blevet irreversibelt ham-
met.

O

\ H3C\HC\:/
CH__

s/ ~CH, CHs

H5C

Figur 17a. Irreversibel heemning af acetylcholinesterase med sarin.
Aminosyrer fra enzymet er vist med blat. Sarin er vist med rodt.

Figur 17b. Nogle slangers toksiner angriber acetylcholinesterase. Billedet til venstre
viser et lodret kig gennem tunnelen, der forer ned til det aktive center i acetylcholin-
esterase. Det aktive serin i det katalytiske center er vist med redt. Billedet til hgjre vi-
ser, hvordan en dedelig toxin fra den ostlige grenne mamba blokerer for adgang til det
aktive center, og dermed forgifter enzymet.

Laes mere pa: http:// www.rcsb.org/pdb/molecules/pdb54 _1.html (aktiv 1.09.2004).
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Substratkoncentration som funktion af tiden

Michalis-Menten modellen beskriver, hvordan reaktionshastigheden for en enzymatisk reaktion
athanger af substratkoncentrationen. MM modellen er nyttig, fordi de to parametre Vi 0g Kum
kan bruges til at karakterisere, hvor effektive forskellige enzymer er.

Nu skal vi se pd enzymreaktionen fra en anden vinkel, idet vi stiller spergsmalet: Hvordan afta-
ger substratkoncentrationen som funktion af tiden? Svaret pa dette spergsméil athanger af hvor
stor [S] er i forhold til Ky. Der er tre situationer: [S] er lille i forhold til Ky, [S] er inden for
samme storrelsesorden som Ky eller [S] er stor 1 forhold til Ky;. Den forste og sidste situation er
relativt simple at regne pa, hvorimod det er mere komplekst nér [S] er inden for samme storrel-
sesorden som K. Vi vil kun redegore for de to simple situationer under overskrifterne “forste
ordens reaktion” og “’nulte ordens reaktion”.

Vi kan tage udgangspunkt i MM modellens udtryk for stationzr tilstand og den situation, hvor
[S] er lille i forhold til Ky:

[E]C[S] 0K, ogomskriver det til [EITS] O[ES]
[ES] Ka

Dette indsattes 1 udtrykket for reaktionshastigheden

[ES] Dk, D[E]Lﬁ 0 %[[E]H[S] O konst[E]N[S]  ;altsé er

M M

vk

cat

v U konst [[E][[S]

Reaktionshastigheden er proportional med koncentration af frit enzym og proportional med kon-
centration af frit substrat. Det er ikke overraskende, nér vi teenker pd, at enzymreaktionen indle-
des med, at S binder sig til E. Man bruger talemaden, at reaktionshastigheden er af forste orden
mht. [E] og af forste orden mht. [S]. Alt i alt er reaktionshastigheden s af anden orden (idet to
aktuelle koncentrationer hver optrader i forste potens i ligningen ovenfor).

Forste ordens reaktion nar [S] << Ky
[ stationer tilstand er [ES] (n@sten) konstant, og s& ma [E] jo ogsé vare (nasten) konstant .

Udtrykket for reaktionshastigheden kan derfor, i det tilfeelde, hvor [S] er lille i forhold til Ky,
yderligere reduceres til

y O k1[S]

Under de givne omstendigheder falder reaktionshastigheden, i takt med at [S] falder. Vi har at
gore med en forste ordens reaktion. Hastighedskonstanten k har enheden s™ eller min™,
Vi kan omskrive endnu en gang, idet vi bruger definitionen v U [J Dé—?]

OrS] . e : .
0 e 0 k[[S] ; en forste ordens differentialligning siger man i matematikken

4

I matematik viser man, at ovenstaende differentialligning har en losning for [S] som funktion af
tid”:

* P4 grund af stofbevarelse!
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D[S] O&IS] O [S]O[S], 10 k11 ; [S]o er startkoncentrationen, mindre end Ky

Substratkoncentrationen aftager eksponentielt som funktion af tiden. Et kendetegn for ekspo-
nentiel udvikling er en konstant halveringstid T.,. Det er ikke overraskende, at en lille hastig-
hedskonstant giver en stor halveringstid og omvendt. Matematisk er der folgende sammenhang
(sml. med radioaktivt henfald!)

7 g o g
Vs
140 1000
120 4
100 \\ 1009\\

10

0 | ‘ ‘ K‘\‘\"‘ 1

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

t/ min t/ min

[s]
8 &8 8 8
/
[s]
/

e

Figur 18a. [S] aftager eksponentielt i forste or- Figur 18b. I enkeltlogaritmisk afbildning f&s en
dens reaktion. Hvad er halveringstiden? Hvad er ret linje.

hastighedskonstanten? Hvor meget er der tilbage Halveringstiden aflases til 20 min.

efter 200 min?

Eksempel: Hydrolyse af aspirin

Nar leegemidlet Aspirin er optaget 1 blodet, bliver det (blandt andet) udsat for hydrolyse. Reakti-
onen kan betragtes som en forste ordens reaktion mht. koncentration af Aspirin.
Halveringstiden Ty, = 30 min. Hvornar er 94% af aspirinen hydrolyseret?

Svar:

In(2) . In(2)

2. 00,0231 min"
T, 30min

Hastighedskonstanten & [

Der er 6% tilbage, nar 94% er hydrolyseret. Vi har da ligningen

0,061 4], 0[4],7e" K" 110,06 0™ 01 1n(0,06) 0 0k 11 0140 —ln(g’%) O

02,81

, min

949% af Aspirin er altsd efter denne model hydrolyseret efter 2 timer.

- Okt
e

> Radioaktivt henfald beskrives i fysik ved samme matematiske model [ DD—];] UKINONON 0"
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Nulte ordens reaktion nar [S] >> Ky

Vi husker fra Michaelis-Menten modellen, at reaktionshastigheden naermer sig asymptotisk til en
maksimal vaerdi ved hgje substratkoncentrationer. Hvis [S] er stor i forhold til Ky kan man til-
narmet regne med, at reaktionshastigheden er konstant.

v U konst [ DDé—?] [ konst ; for [S]>> Ku

Hvis [S] er stor i forhold til Ky omsettes en konstant meengde substrat pr. min. Man siger at
reaktionen da forlgber som en nulte ordens reaktion (fordi der ikke optreeder en koncentrations-
athaengighed 1 hastighedsudtrykket). En analogi fra hverdagen er et brendende lys, det braender
ned med en konstant fart. Ved nulte ordens reaktion kan man ogsa tale om en halveringstid, men
den er ikke konstant, og bruges sjeldent!

Eksempel: Alkohol sztter leveren pa arbejde

Alkohol forbraendes forst og fremmest i leveren, ved hjelp af enzymer. Medfoedte forskelle, syg-
dom og medicin kan betyde, at alkoholen forbrendes hurtigere eller langsommere. Forbraendin-
gen gges ikke vaesentligt ved at drikke kaffe, danse, tage brusebad eller ga en tur i den friske luft.
I praksis athaenger den hastighed, som alkohol forbreendes med, normalt kun af én ting: Perso-
nens levers vaegt.

Som tommelfingerregel regner man med, at B
voksne raske personer forbreender 1 — 1,5
gram alkohol pr. 10 kg legemsvagt i1 timen. 2
210
En person pa 60 kg forbreender altsa 6-9 gram § 81
alkohol i timen, eller 1 genstand (12 gramren | g 61
alkohol) pa mellem 1 time og 20 minutter og | § 4
2 timer. 21
0 T T T T
Figur 19 [ 0 20 40 60 80 100 120
Omsatning af ethanol i person pa 60 kg. tid fmin
til elektrontransportkaeden til TCA-cyclen
NAD* NADH + H* NAD"+ H,O NADH + H*
H3C-CH ,OH > HaC-CHO >  HsC-COOH
alkohol dehydrogenase acetaldehyd dehydrogenase

Figur 20. Ethanol nedbrydes via acetaldehyd (ethanal) til acetat. Acetat omdannes videre til acetyl
coenzymA, som indgar i citronsyrecyklus (TCA-cyklus). Acetaldehyd er generende i sma mangder
(tommermend) og giftigt 1 sterre koncentrationer. Antabus virker som en hemmer (blandet
kompetetiv og non-kompetitv) af enzymet acetaldehyd dehydrogenase.

Billedkilde: http://www.biosite.dk/staabi/ethanols_katabolisme.htm
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Appendix 1. Udledning af Michaelis-Menten formel
Trin 1 Trin 2
k1 kka’(
E+S <—<— ES —>» E+P
K4
Enzymbinding Katalytisk proces

Modellen
Vi ser bort fra den mulighed at E + P kan omdan-
nes tilbage til ES. Denne antagelse er rimelig i star- | V = Kkat * [ES] (1)
ten af reaktionen, hvor [P] er lille. Man taler sa om
initial-hastigheden (eng.: initial = begyndelse).
Enzymet findes enten frit eller bundet til substrat.|[E]o = [E] + [ES] (2)
Det antages at der et stort overskud af substrat i
forhold til enzym. [S1>>[Elo
I den initiale stationzre tilstand er der (naesten)| [E]I[S] 1K 3
konstante koncentrationer af E, S og ES. Den viste| [ES] M (3)
brek, som man kalder Michaelis-konstanten Ky, har
derfor en konstant verdi.
Udledning af MM ligning
Los ligning 3 for [E] og indsat i ligning 2. [E], O KM[Dé;ES] O[ES] T (% O1)I[ES]
Omskriv ligning 2.

[ES] 3 1

El,  Kuqy

[S]
Multiplicer venstre side med —*~ for at indfere ki [ES] 0 1
kat kkat [E]O & 0l 1

hastigheder. Vinax = kkat - [Elo [S]
Michaelis-Menten ligningen Y ooq > 1 eller vO 7, lK

Vi Bw 4 108w

[S] [S]

Michaelis-Menten konstanten Ky For [S]=Kwufas vO1V
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Appendix 2. IT-verktejer til Michaelis-Menten model

Tilpasning af Michaelis-Menten kurve til mélte enzymkinetiske data kan foretages vha. Excel
regneark. Regnearket indeholder anvisninger 1 form af tekst og kommentater

Filnavn: mm_tilpasning.xls

Regnearket kan findes pa adressen http:// www.emu.dk/gym/tvaers/biotek/uv/uv.html

Al B [ ¢ [ o [ E [ F [ & [ H [ v [ J [ k [ L ]
3
4 Enzymkinetiske data indtastes i dataceller.
5 Ud fra et gast af vasrdier for Ky opg V.. beregnes hastigheden i formelceller i kolonne D.
5 Kyadrat af afvigelsen mellem v og vberegn heregnes i kalonne E. Sum af afvigelseskvadrater i celle E2]HYis du ";keliit"_'der F_"":'hle"“lﬁse”
7 Den bedste Michaelis-Menten kurve findes wed at minimere sum af afvigelseskvadrater T;[;us_'lnﬂn foner:
g Dette kan gares ved at indtaste gast af KM og Ymax manuelt indtil minimum for E22 er fundet. Funktioner | Tilfgjelseprogrammer
g Mermere er det at benytte Excels problemlgser. Se anvisning i kamrmentar til celle E22. Szt hak ved problemlsser
10
initial
steady state Tilpasning af Michaelis-Menten kurve
Substratkonc. | hastighed afv kvadrat
11 [S] (mM) v (pMimind | v |- w,eregnf 250
12 06250, 44T~ 43 ]
13 1,25[ %, 73 1 200
14 Indtast vaerdier Indtast veerdier I 2 ,
15 5 T3 TIT 0 CREE /
Anvisning
ﬂ 10 173 172 g Denng celies vaerdi skal minimeres ved at variere de to vaerdier af Km og
17 ] O] flemax.
18 0 [} ['|1 - venstreklik i celle E22
19 0 a1 |2 - Veslg i Excell menu:
T ] ] Funktioner | Problemlgser
— 3 - Indstil promlemigser til at minimere celle E22 ved at variere cellerne
21 _ g O |ez4:E2s
22 sum af afvigelseskvadrater: 4
23 Her indkastes gaet af 3 4 5 g 7 g 10
24 K 25 vazrdi For Ky, p 5] (M)
=l n
25 W rnae 215 " Her indtastes gaet af
26 waerd Far Y,
i




