Christoph Weihe, Stefan Grünenwald

Enzyme

1.Allgemeines

Enzyme sind Biokatalysatoren, die die Reaktionsgeschwindigkeit erhöhen, die Aktivierungsenergie senken, ohne jedoch die Lage des Gleichgewichtes zu verändern. 

Die meisten Enzyme sind Proteine. Ist der Nichtproteinanteil fest mit dem Enzym verbunden, wird er als prosthetische Gruppe bezeichnet. Ist er dagegen reversibel gebunden (abdissoziierbar), wird er als Coenzym bezeichnet. Prosthetische Gruppe und Coenzym sind in jedem Fall an der enzymatischen Reaktion beteiligt.
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Die Katalyse läuft über die Bildung eines kurzlebigen Enzym-Substrat-Komplexes, d.h. die umzusetzende Substanz und das Enzym verbinden sich. Die entstehenden Reaktionsprodukte trennen sich anschließend vom Komplex ab und eine erneute Substratanlagerung kann stattfinden.

Enzym + Substrat Enzymsubstratkomplex  Enzym + Produkt

Enzyme lassen durch ihre Spezifitäten in folgende Gruppen unterteilen: Substratspezifische Enzyme, gruppenspezifische Enzyme, stereoselektive (optisch spezifische) Enzyme, wirkungsspezifische Enzyme.

Das Maß für die Aktivität eines Enzymes ist die Geschwindigkeit, mit der es eine Reaktion katalysiert. Diese Geschwindigkeit setzt sich aus Enzymmenge pro Zeiteinheit zusammen. Es sind folgende Einheiten zu verwenden:

Unit


1U = 1µMol Substratumsatz/min

Katal


1 Katal = 1 Mol Substratumsatz/sec

Für jeden Enzym-Substrat-Komplex gibt es eine bestimmte Michaeliskonstante Km, die als die Substratkonzentration [S] bei halbmaximaler Geschwindigkeit definiert ist. Sie gibt Auskunft über die Affinität des Enzyms zum Substrat. Ist Km groß, so ist die Affinität zwischen Enzym und Substrat klein, ist Km klein, so ist die Affinität groß. 

Trägt man nun die Reaktionsgeschwindigkeit (Ordinate) gegen die Substratkonzentration (Abszisse) auf, so erhält man ein Schaubild, bei dem man die maximale Geschwindigkeit nur sehr ungenau bestimmen kann, da sich die Kurve nur asymptotisch Vmax nähert. Daher erhält man einen ungenauen Km - Wert.



Trägt man nun die reziproken Werte in ein neues Koordinatensystem ein, so ergibt sich das Lineweaver-Burk-Diagramm, aus dem man anhand der Schnittpunkte der Geraden mit den Koordinatenachsen den Km - Wert, sowie die maximale Geschwindigkeit Vmax  genauer bestimmen kann. 



2.Teilversuch 1:

Wir bestimmen die Enzymaktivität von Hexokinase. Dafür müssen wir den Stoffumsatz pro Zeiteinheit ermitteln.

D-Glucose + ATP                 D-Glucose-6-Phosphat + ADP

Da sich bei dieser Reaktion die Absorptionspektren nicht wesentlich ändern, kann hier keine quantitativ ausreichende Bestimmung vollzogen werden. Es bedarf daher einer Folgereaktion, bei der sich Substrat und Produkt im Absorptionsspektrum unterscheiden. Hierfür verwenden wir das Coenzym NADP+, das unter Einwirkung von Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase zu NADPH/H+ reduziert wird. Die Absorptionsmaxima unterscheiden sich bei 340 nm.

D-Glucose-6-Phosphat + NADP+               6-Phosphoglucono--Lacton + NADPH/H+


G-6-PDH = Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Um die Extinktinktionszunahme pro Zeiteinheit zu messen, stellt man eine Verdünnungsreihe her:

Probe
H2O
Glucosestammlösung (ml)
[Glucose] (mM) Endkonzentration



10mM
5mM


 a
0,5
1
-
6,67

 b
1
1
-
5

 c
2
1
-
3,33

 d
4
1
-
2

 e
9
1
-
1

 f
6
-
1
0,71

 g
9
-
1
0,5

 h
7
-
0,5
0,33

 i
10
-
0,5
0,24

Nun werden 10 Küvetten mit 0,7ml Testmischung, 0,1ml Hexokinase (HK), 0,1ml Glucose-6-PDH und je 100µl Glucoselösung vorbereitet. Die Messungen haben direkt nach der Mischung im Photometer zu erfolgen. Der Reaktionsverlauf wird über einen Zeitraum von 3 min mittels Schreiber bei 340nm festgehalten. Aus der Steigung läßt sich die Reaktionsgeschwindigkeit (E*min-1) bestimmen.

Meßlösung
Glucoselösung
[Glucose] (mM)
Reaktionsgeschwindigkeit

 1
Stammlösung (10mM)
1
0,27

 2
a
0,67
0,22

 3
b
0,5
0,21

 4
c
0,33
0,19

 5
d
0,2
0,15

 6
e
0,1
0,09

 7
f
0,071
0,065

 8
g
0,05
0,05

 9
h
0,033
0,035

 10
i
0,024
0,025

Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ist die Extinktion E der Konzentration c  einer Substanz (in mol-1) und er Schichtdicke d der Küvette (in cm) proportional. Mit einem Extinktionskoeffizienten = 6,22*106 [cm²*mol-1] für NAD(P)H bei 340nm läßt sich mit d=1cm die Volumenaktivität aus einer Auftragung der Extinktion gegen die Zeit berechnen:

v = E/min * 103/6,22   (nmol*min-1* ml-1 = mU*ml-1)

Test
[Glucose]-1  (mM-1)
v(mU/ml)
1/v

 1
1
43,4
0,023

 2
1,492
35,36
0,028

 3
2
33,76
0,029

 4
3,03
30,54
0,033

 5
5
24,11
0,041

 6
10
14,46
0,069

 7
14,08
10,45
0,096

 8
20
8,03
0,124

 9
30,3
5,627
0,177

 10
41,6
4,02
0,248

Aus Schaubild 1:
Km = ca. 0,17

Aus Schaubild 2: 
- 1/Km =  Schnittpunkt mit der Abszisse



1/Vmax =  Schnittpunkt mit der Ordinate



Wir erhalten für Km = 0,22 und für Vmax = 41,6

Liegt Vmax bei 41,6 mU/ml und es waren 0,1ml HK mit einer Konzentration von 0,004g/ml enthalten, so gilt für Vmax ebenfalls:

Vmax = 41,6/0,004*0,1 mU/mg = 104000 mU/mg

3.Teilversuch  2:

Man bereitet 9 Küvetten mit 0,7 ml Testlösung, 0,2 ml Glucose (1M) und 0,05 ml G-6-PDH vor. Für die erste Kontrollprobe mischt man 0,9 ml TEA und 0,1 ml HK, und mißt die Reaktionsgeschwindigkeit in dem man in die erste Küvette 0,05 ml der Kontrollprobe 1 gibt.

Man mischt danach 0,8 ml TEA, 0,1 ml HK und 0,1 ml PCMBS. Diese Inkubationslösung gibt man nach 1, 4, 7, 10 Minuten in eine der vorbereiteten Küvetten und vermißt die Reaktionsgeschwindigkeit.

Inaktivierungszeit (min.)
Reaktionsgeschwindigkeit(mU*ml-1)

  0 (Kontrolle 1)
17,84

  1
12,86

  4
5,62  (falsch)

  7
11,25

  10
10,45

Nach 10 min gibt man 0,1 ml DTT (Reaktivierungsmittel) zum Inkubationsansatz. Nach 3, 6, 9 Minuten mißt man wiederum die Reaktionsgeschwindigkeit.

Dem Rest der Kontrollösung entnimmt man weitere 0,15 ml, verwirft diese und gibt 0,1 ml TEA hinzu (Kontrollprobe 2). Dadurch erzielt man eine ähnliche Enzymkonzentration wie bei der Inaktivierungslösung nach  der Reaktivierung.

Reaktivierungszeit (min.)
Reaktionsgeschwindigkeit (mU*ml-1)

  0 (Kontrolle 2)
8,842

  3
7,234

  6
7,234

  9
5,627

Nach der Zugabe von DTT hätte die Reaktionsgeschwindigkeit eigentlich wieder steigen sollen. Bei uns ist die Reaktionsgeschwindigkeit jedoch gefallen. Gründe hierfür könnte am falschen und ungenauen pipettieren, Zugabe falscher Substanz oder Meßfehler sein. (Erwartete Reaktionsgeschwindigkeit siehe Schaubild 3!)

