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Kinetyka enzymatyczna
(cz esé teoretyczna)

Kinetyka enzymatyczna opisuje wplyw ré znych czynnikéw (st ezenia
reaguj acych substancji, temperatury, pH, obecno $ci katalizatorow i in-
hibitoréw, itp.) na szybko $¢ reakcji enzymatycznej. Poni zej oméwiony
zostat wpltyw najwa zniejszych czynnikéw na szybko $¢ reakciji.

Wplyw st ezenia substratu
Szybko s¢ reakcji enzymatycznej ( V) ro snie \
wraz ze wzrostem st ezenia substratu ( c). W
pewnym przedziale st ezen (w reakcjach jedno-
substratowych) szybko $¢ reakeji jest liniowo
zale zna od st ezenia substratu. Zale znosc t e
przedstawia wykres Michaelisa-Menten . Krzywa
zale znosci V od ¢ ma przebieg hiperboliczny.
Przy wysokim st ezeniu substratu pr edko s¢ re- Vs
akcji osi aga warto $¢ maksymaln a ( Vmx). Dalszy
wzrost st ezenia substratu nie zwi eksza szyb-
ko sci reakcji.

Kuw Kup

C
St ezenie substratu, przy ktérym pr edkos¢ Rs 1WeMs sMegt a
reakcji osi  aga polow e pr edkosci maksymalnej, ;WM gl ym
nosi nazw e stalej Michaelisa, oznaczanej sym-

bolem Ky Jest ona miar a powinowactwa enzymu
do okre slonego substratu. Wyra za si ej a nag-

cz esciej w pmol/dm

>

|

W wielu przypadkach enzym mo ze przeksztatca ¢ kilka substratow, ale
wykazuje r6 zne powinowactwo do ka zdego z nich (Rys. 1). Poszczegblne
substraty s g fatwiej — a badz trudniej — b
wi gzane w miejscu aktywnym enzymu. W przypad- T
ku a reakcja osi aga pr edko $¢ maksymaln a ju z
przy niskim st ezeniu substratu. Stata Micha-
elita jest niska. W przypadku b reakcja osi a-
ga pr edko $¢ maksymaln g przy wysokim st ezeniu
substratu. Stata Michaelita jest wysoka.

A

Zale znos¢ szybko sci reakcji od st ezenia
substratu mo  zna przedstawi ¢ w postaci wykresu
Lineweavera-Burka (Rys. 2). Na osi rz ednych
oznacza si e odwrotno $¢ pr edko sci reakcji, na - R
osi odci etych odwrotno  $¢ st ezenia substratu. -
Zale znos¢ ma charakter liniowy. Prosta prze- RSSZZ‘EW a

cina osie wspotz ednych w dwéch charaktery- %Mm AYNPONDAEE
stycznych punktach, o $ rz ednych w punkcie od- et v
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powiadaj acym odwrotno $ci pr edko $ci maksymalnej, a o $ odci etych w punk-
cie odpowiadaj acym ujemnej odwrotno sci statej Michaelisa.
b S Reakcje enzymatyczne stanowi a zto zone uktady kilku reakcji po srednich o r6 znych szybko  sciach reakcji. W
1913 roku Michaelis i Menten zaproponowali zapis pr zebiegu reakcji enzymatycznej jako:
Ers—1 Es— 2 E+P
7] V4

gdzie: [E] - to st ezenie enzymu, [S] - st ezenie substratu, [P] — st ezenie produktu i [ES] — st ezenie kom-
pleksu enzym-substrat, vy —szybko $¢ powstawania kompleksu enzym-substrat, vV, — szybko $¢ rozktadu kompleksu
enzym-substrat, V3 — szybko  $¢ rozkladu kompleksu enzym-produkt, v4 —szybko  $¢ powstawania kompleksu enzym-
produkt.

Odpowiednie szybko  sci reakcji mo zna zapisa ¢ nast epuj aco:

vi=kiEJS]; v, = ky ES]; vy = kg ES|; vy = kg EIP

gdzie: k , — stala szybko scireakcji E + S — ES, k . - stala szybko sci reakcji ES - E+S,k ;- stala szyb-
ko sci reakcji ES - E+P,k 4- stalaszybko sci reakcji E + P - ES.

Kompleks ES tworzy si e zszybko sci avi+v , arozktada z szybko sci aVv 2 +Vv 3 W stanie rownowagi mo zna przy-
jaci zobiesumys g sobieréwne v 1+V 2=V ,+Vv 3 Popodstawieniu mo zna zapisa ¢:

ki EIS + kg E P = Kk [ES + k3 [ES]

(€ (ki [S]+kaP]) = [ES) (kp+k3)
[ES _ kS*lP _ ks | kP
(E] ko +k3 kotkz  kotkg
Pocz atkowe st ezenie produktu [P] jest bardzo mate, mo znajewi ecpomin ac:
EY _ kg
[E] ko +k3
Es _ Kk
ElY ~ k+ks
Szybko s¢ reakcji zale zy od st ezenia kompleksu enzym substrat [ES], stat a réwnowagi omawianego ukfadu
mozna zapisa ¢ jako:
_ kotk3 _ [E[S
Tk ES]
Stata ta nosi nazw e statej Michaelisa i jest oznaczana symbolem K "
W stanie réwnowagi st ezenie enzymu [E] jest rowne st ezeniu enzymu wolnego niezwi azanego w kompleksie
[ES], [E] = [E]-[ES], st ad mo zna zapisa  ¢:
K = (E-Es)is]
M- [ES
Po przeksztalceniu otrzymujemy:
_[E[S
ES =
ENTVES
Dziel ac stronami przez [S], otrzymujemy:
_ 8
S = Ry,
s
Szybko $¢ reakcji enzymatycznej determinuje gtéwnie st ezenie enzymu i szybko $¢ przeksztatcania si e kom-
pleksu enzym-substrat [ES] w produkt. Opisuje to r6 wnanie: v = vy = kg ES]. Pordwnuj ac powy zsze réwnania
otrzymujemy:
[E]
= Ky o
Y 3 K—M+1
s
W przypadku gdy st ezenie substratu [S] jest du zowi eksze od K , rbwnaniemo znazapisa ¢:
v = kg€
Roéwnanie to opisuje zatem szybko $¢ maksymaln a reakcji, oznaczan ajakoV  max

Podstawiaj ac oznaczenie V. ma Otrzymujemy:
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Vmax
K—M+1
s

Przeksztatcaj ac powy zsze réwnanie mo  znazapisa ¢ jako:

(Vmax~v )t 8 ]F  maX M

Roéwnanie to nosi nazw e réwnania Michaelisa-Menten. Jest to réwnanie hiper boli, ktéra d azy doosi agni e-
ciawarto 5CiV max
Gdy st ezenie substratu [S] rowna si e K mwtedy réwnanie Michaelisa-Menten przybierze form e:
v= Ymax
2
Pozwala to na graficzne wyznaczenie statej Michaeli sa K w Niestety metoda ta jest ktopotliwa, gdy z nie
daje pewno sci czy osi agni eta zostata ju z szybko $¢ maksymalna reakcji. Aby utatwi ¢ wyznaczenie Ky prze-
ksztat ¢my réwnanie Michaelisa-Menten do postaci liniowej:
K—M+1
1_ 18
vV T Vmax
1 Ki/l+1} 1
v {[8] 7)Vmax

1.1 Kyl
i1, 1
vV Vmax Vmax [§

Powyzsze réwnanie nosi nazw e réwnania Lineweavera-Burka.
Wptyw temperatury
Pr edko ¢ reakcji enzymatycznej w pewnym przedziale temperat ur (O-
40°C) wzrasta wraz z temperatur a. Na ogo6t wzrost temperatury o 10 °C po-
dwaja pr edko ¢ reakcji, ktor a charakteryzuje wspotczynnik vant Hoffa.
Wiekszo s¢ enzymoOw traci nieodwracalnie aktywno §¢ powy zej 65 °C,

gdy z nast epuje denaturacja cieplna biatek enzymatycznych.

Wzrost szybko  sci reakcji pod wptywem tem- ,
peratury jest wynikiem aktywacji cz asteczek 4
substratow. Energia ta, zwana energi a aktywa-
cji, powoduje rozlu znienie wi  azan w reaguj a-
cych cz asteczkach oraz stu zy do pokonania sit 2
odpychania mi  edzycz asteczkowego.

optimum

Enzymy zmniejszaj  ac energi e aktywacji ob-
ni zaj a barier ¢ energetyczna pomi edzy poszcze-
gllnymi reaguj acymi cz asteczkami. Obni zenie
energii aktywacji nawet niedu ze, prowadzi do

znacznego wzrostu szybko sci reakcji. Np. w
procesie rozktadu H 2O na0O ,iH 0, energia ak- T

tywacji bez katalizatora wynosi 75kJ/mol, w %53&50@’5930 SEERTEHC z
obecno sci  katalazy tylko 23 kJ/mol, a reakcja Ty L

przebiega 3x10 ! razy szybciej.

Optymalne temperatury zale zne s a od czasu inkubaciji, pH, st ezenia
soli, obecno sci aktywator6w, inhibitoréw. Aktywno $¢ w temperaturze
optymalnej nie jest stata, ale spada w miar e przediu zania czasu pomiaru
(przebiegu reakcji). Zjawisko to ma kilka przyczyn: narastanie szybko-
sci 0 kierunku przeciwnym w miar e gromadzenia Si e produktéw reakciji,
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hamowanie aktywno $ci przez produkt, zmniejszenie st ezenia substratu,
zmiany pH i itp.
3 Wsp6étczynnik vant Hoffa wskazuje ile razy zwi ekszy si e szybko s¢ reakcji przy podniesieniu temperatury o
10°.
KT+
a =T

gdzie: k 1 — stata szybko sci rekcji w temperaturze wyj sciowej, kK 410 — Stata szybko sci rekcji w temperaturze

010 ° wy zszej.

Wplyw pH

Optymalne pH dla ka zdego enzymu utrzymy- \
wane jest przy pomocy buforow. Wykazano, ze
skiad i st ezenie (sita jonowa) u zytego bufor
ma istotne znaczenie przy wyznaczaniu optimum
pH, ktore mo ze okaza ¢ si e r6 zne w odmiennych
buforach. Z reguly szybko $¢ reakcji enzyma-
tycznej jest odwrotnie proporcjonalna do kwa-
dratu sity jonowej. Sktadniki buforu mog a
wplywa ¢ aktywuj aco lub hamuj aco na aktywno ¢
enzymu w sSposOb bezpo  sredni lub po sredni.
Wplyw bezpo sredni zwi  gzany jest z oddziatywa-
niem sktadnikéw buforu na centrum aktywne,
zas po sredni z jonizac a grup poza centrum %‘é“w &EEm - a
aktywnym. Skiadniki buforu mog a robwnie z reago-
wa¢ z kofaktorami, wi aza¢ np. kationy wymagane do aktywno $Ci enzymow
(wap n przez ortofosforany w buforze fosforanowym). Nale zy rownie  z zwra-
cac¢ uwag e na pojemno $¢ buforow a, zwlaszcza gdy w przebiegu reakcji po-
wstaj a produkty kwasowe, ktére mog a doprowadzi ¢ do przekroczenia pojem-
no sci i znacznej zmiany pH.

pH

Wiekszo $¢ enzyméw jest nieczynna poni zej pH 4 oraz powy zej pH 10
(po przekroczeniu tych skrajnych warto sci nast  epuje zwykle denaturacja
biatka enzymatycznego). Optimum pH dla enzyméw z wy ci agéw tkankowych
znajduje si e w srodowisku zbli zonym do oboj etnego. S a te z enzymy o
skrajnych optimach pH, np. dla pepsyny przypada ono w pH - 1,5, dla
fosfatazy alkalicznej w pH — 9,5.

Wplyw aktywatorow

Ro6znego rodzaju aktywatory nie bior ace udzialu w reakcji katali-
tycznej uczynniaj a enzymy lub zwi ekszaj g ich aktywno  $¢. Mo zna je po-
dzieli ¢ na 3 grupy:

1. jony niektérych metali, wbudowanych w cz asteczk e apoenzymu,

2. zwi azki wielkocz asteczkowe o charakterze biatkowym dziataj ace
przez odstoni ecie grup czynnych,

3. drobnocz asteczkowe pot  aczenia organiczne usuwaj ace wplyw zwi  azkow
hamuj acych.
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Liczne ,pierwiastki sladowe” s g niezb ednymi sktadnikami pokarmowy-
mi dla organizmu poniewa z petni g rol e swoistych aktywatorow poszczegol-
nych enzymow.

Enzymy s a aktywowane najcz  esciej przez nast epuj ace jony:

1. Mg (fosfatazy, fosforylazy, fosfokinazy, syntetazy),

2. Zn*" (anhydraza w eglanowa, dehydrogenaza mleczanowa i alkoholowa
oraz proteazy),

3. Mrf* (peptydazy, arginaza),

4. Ca** (lipaza),

5. Cu** (oksydazy),

6. oraz niekiedy Fe 3 Fe %, Co #, Ni %, Na *, K *. Kationy metali ci ez-
kich maj a dziatanie hamuj ace.

Aniony maj a maty wptyw na aktywno $¢ enzymoOw. Wyj  atkiem jest amyla-
za aktywowana chlorkami.

Enzymy niekiedy wydzielane s a W postaci nie wykazuj acej czynno  Sci
katalitycznej, czyli w postaci prekursorow (proenzy mow). Na przykiad
trypsynogen przechodzi w czynn a posta ¢, trypsyn e, pod dziataniem akty-
watora — proteolitycznego enzymu enteropeptydazy (e nterokinazy).

Aktywno s¢ wielu enzymow tatwo ulega zahamowaniu. Proces ten nazy-
wamy inhibicj a, a czynniki hamuj ace przebieg reakcji enzymatycznych to
inhibitory. Dziel a Si e one na 3 grupy:

1. inhibitory kompetycyjne (wspétzawodnicz ace)
2. inhibitory niekompetycyjne (niewspo6tzawodnicz ace)
3. inhibitory akompetycyjne

Inhibitory kompetycyjne charakteryzuj a Si e budow g chemiczn & podob-
na do substratu. Dzi eki temu mog a konkurowa ¢ z substratem o miejsce w
centrum aktywnym enzymu i przyt aczaj a si e tylko w tym miejscu. Konse-
kwencj a tych wka  sciwo sci jest zale zno ¢ stopnia inhibicji od st ezenia
inhibitora i odwracalno $¢ takiej inhibicji.

A v 4
v
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Warto s¢ Ky ulega zwi  ekszeniu, Vmax POzOstaje bez zmian, a stosunek
tych warto  sci do siebie wzrasta.

Inhibitory niekompetycyjne mog a mie ¢ r6 zna budow e, t acza si e nie
tylko z enzymem, ale réwnie z z calym kompleksem enzym-substrat, bloku-
j ac jego przeksztalcenie i rozpad. Warto $¢ Ky pozostaje bez zmian, Viax

zmniejszasi e, a ich stosunek wzrasta.

3 A

v 1
v
i
Vi a
a
1
Vmax(r)
7
2= Vi i ;
Vmax(/‘) Vmax
2
1 1
K, c Ky <

Inhibitory akompetycyjne 1} acza si e tylko z kompleksem enzym-
substrat. Warto §¢ Ku w tej sytuacji zmniejsza si e, Vmx tak ze, a ich
stosunek pozostaje bez zmian.
¥ ow praktyce wiele inhibitorow wykazuje wia sciwo sci po  sred-
nie pomi edzy inhibicj a kompetycyjn & i niekompetycyjn a. Zjawi- v v
sko to opisano jako inhibicj e mieszan a.

) Typ hamowania (kompetycyjny lub niekompetycyjny) mo zna

okre sli ¢ te z za pomoc a metody Dixona. Przy statym st ezeniu ° p

substratu oznacza si e szybko $¢ reakcji przy ro znych st ezeniach

inhibitora. Powtarzaj ac oznaczenie dla innego st ezenia sub- oo e

stratu ( cs)(lub kilku) wykre slasi e zale znos¢ 1/V od st ezenia ’

inhibitora (c i). Miejsce przeci ecia si e ze sob a wykreséw dla

ré znych st ezen okre sla s.tall ) a reakcji t aczenia si e inhibitora z ° °

enzymem w kompleks enzym-inhibitor. Rys. 9 Wykres Dixonadla Rys. 10 Wykres Dixonadla
inhibitora kompetecyjnego inhibitora niekompetecyjnego

Wplyw st ezenia enzymu i czasu

Zale znos¢ szybko sci reakcji od st ezenia enzymu najdogodniej jest
obserwowa ¢ przy du zych st ezeniach substratu, kiedy szybko $¢ ta nie jest
zale zna od st ezenia substratu (reakcja zerowego rz edu) i jest ona pro-
porcjonalna do st ezenia enzymu (przy niezbyt du zych st ezeniach enzymu).

W mieszaninie reaguj acej w ustalonych warunkach, optymalnych dla
reakcji enzymatycznych, aktywno $¢ enzymow tylko w pewnym okresie czasu
ma warto s$¢ stat a (szybko $¢ reakcji jest funkcj a prostej), nast epnie
spada. Wowczas st  ezenia przetworzonego substratu (tworz acego si e pro-
duktu) przestaj a by ¢ proporcjonalne do st ezenia enzymu. Dlatego w reak-
cjach enzymatycznych wa zne jest aby prowadzi ¢ pomiary w takim okre-
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sie, kiedy szybko §¢ re- v v
akcji ma warto ¢ stat  a, °
tzn., ze reakcja ma ki-

netyk e zerowego rz edu,
lub dokonanie pomiaréw

tzw. szybko  sci pocz  atko-
wej reakcji. Szybko $¢ b
pocz atkowa jest nieza-
le znaodrz edu reakcji.

V = const
c_ t
o it _| a
33 @&
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