Pasteur (1850)
Liebig (1850)
Kihne (1878)
Buchner (1897)
Fischer (1894)
Sumner (1926)

Enzyme

force vitale

G

XT

AAGT,

the reduction
in AG T by the
catalyst

Uncatalyzed .

\

Catalyzed

Fermente = chemische Substanzen

,En-zym* = |in Hefe/Sauerteig”; Trypsin

zellfreier Hefeextrakt produziert Alkohol

Schlissel-Schloss-Prinzip
Enzyme sind Proteine (Urease)

Northrop & Kunitz (1930) Kristallisation von Trypsin, Chymotrypsin, Elastase

Substratspezifitat
Wirkungsspezifitat
Stereospezifitat
geometrische Spezifitat

Im Vergleich zu chemischen Katalysatoren:
- hohere Geschwindigkeit
- mildere Bedingungen
- hGhere Spezifitat

- regulierbar



Enzymklassifikation

ENZYME CLASSIFICATION ACCORDING
TO REACTION TYPE

Classification Type of Reaction Catalyzed
1. Oxidoreductases  Oxidation—-reduction reactions Dehydrogenasen
2. Transferases Transfer of functional groups Kinasen
3. Hydrolases Hydrolysis reactions Amylase
4. Lyases Group elimination to form double bonds Carboan hydrase
3. IS_DrnerasEs [somerization Prolin cis/trans Isomerase
6. Ligases Bond formation coupled with ATP Aminoacylsynthetase
hydrolysis
EC Nummer:

Beispiel Carboxypeptidase, eine Peptidyl-L-aminosaurehydrolase, EC 3.4.17.1,;
EC = Enzyme Commission, 3 = Enzymklasse (Hydrolasen),
4 = Unterklasse (Peptidasen), 17 = Unterunterklasse(Metallocarboxypeptidasen),

1 = Nummer des Enzyms in dieser Unterunterklasse



Enzym-Substratkomplex

Substrate

ey
N. 3
i

Schliussel - Schlofd
Prinzip




pH-Abhangigkeit von
Enzymen

(a)

10g Vinax

° (b)

PKesy  PEEy PKg, PKes)
pH pH



pH-activity profile of astacin
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Metallionenkatalyse

Carboanhydrase Thr 199
His 64 @ cu1os
\\ 0
\\\

His 96

-
e e
#‘-

Backbone 244
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Saure-Basekatalyse

(a)

(b)

(e)

Mechanismus der
Keto-Enol
Tautomerisierung

Keto Transition state Enol
i N i
ol il
c]:H2 CHS CH,
H B I'_Iﬁ+ N
R (R - R
| | 8- 0+ 8= | b
-:|:=0 + H—A — ?mo---H---A T» (|.'|J—-D—H + A

C s H,0
?Hg CH} e CHy l”_ >
H B " H—A + OH
i LN i

5— +
C=0+B ——— | C==0 C—0—H + B"—H
| i ( [
GHQ ?’HE H+ CHE
| : G+ -+
H H B + H
]535+




Decarboxylierung von Acetoacetat uber
ein kovalentes Zwischenprodukt

- S 7 l
CHQ_ C CHE"_ l:_t CHg_ C CH2 CHg_ C CH3
Acetoacetate Enolate Acetone
— RNH, :
OH ) RNH, <—
~— OH
Y

1@\1 4 B o, R H gt R

n 4f i [l
CHE_'C /EI;_ CH3 C k-;:Hg l_* CHE“‘_C_CHS

Schiff base




katalytische Wirkung durch
Nachbargruppeneffekte

Productive

Unproductive

0

[ / '
Rj—C=~0 Br RI—C\

; — " ox uo{}gr
Rz—ﬁ?—o RE—C\\\\0

0]

Reactants® Relative Rate Constant
CH,COO¢Br

+ 1.0
CH,C00~

CO0¢Br
:Z ~1 X 10°
CO0-
——COO0¢Br
3 ~2.2 X 107
——CO00"
0
COO¢Br
~5 X 107
CO0-

4 Curved arrows indicate rotational degrees of freedom.
Source: Bruice, T.C., Annu. Rev. Biochem. 45, 353 (1976).



Katalyse durch Stabilisierung des
Ubergangszustandes

o (e

Reaction coordinate



Theorie des

HE
Ubergangszustandes
A (@) A (b)
Hy---Hg===H;
G
et o Hy+ Hy—Ho
Reaction coordinate Reaction coordinate

spontane Reaktion

Enzyme binden nicht den Grundzustand
besonders gut, sondern den
Ubergangszustand (UZ).
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Katalytische Antikorper

William Jencks (1969)

Prinzip:
Antikorper binden mit hoher Affinitat an Peptide, Kohlenhydrate,
Nucleinsauren, Lipide, usw. Sie binden den ,Grundzustand®.

Enzyme binden nicht den Grundzustand einer Struktur sondern den
,Ubergangszustand®.

Dadurch erhohen sie die Existenzdauer dieses Ubergangszustandes und
ermdglichen dadurch, dass eine Reaktion leichter ablaufen kann
(Katalysatorfunktion).



Antikorper gegen den UZ

-Immunisiert man ein Wirbeltier mit einem
Analogon des UZ einer chemischen Reaktion,
so erhalt man Antikorper, die den UZ dieser
Reaktion stabilisieren.

- Dadurch kénnen diese Antikorper als
Katalysatoren wirken, well sie die
Wahrscheinlichkeit der Existenz des UZ
erhdhen.



[Sol

Concentration

[S

[E]r = [E] + [ES]

kinetik
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Enzymkinetik

In[A],

In[A
n(A] Second order

0 Time



Enzymkinetik

K K
E+S@lES§E+P [El; = [E] + [ES] (4)
K.
d[P] aus (2,3,4)
vV = d— = ky[ES] (1) ky ([El; - [ESDIS] = (k. + ky)[ES]
t
d[ES] [ESI(ky + Ky + Ky[S]) = Ky[E] [S]
=k [E][S] - k4[ES] - k;[ES] (2)
a [E], [S] kg tk
1. Annahme: Gleichgewicht [ES] = (5) wobel K, = (6)
(Henri, Michaelis, Menten) k_; >>k, K + [S] Ky
K E1S (5) in (1)
s = 4 B d[P] ko[E]; [S]
kl [ES] vV = — = kZ[ES] =
2 Annahme: Fliel3gleichgewicht (steady state) dt Kin +[S]
(Briggs, Haldane) [ES] = const.
Vmax [S]
d[ES] Viax = KolE]; vV =
— =0 (3) K., +[S]

dt



Michaelis-Menten-Kinetik

Michaelis-Menten Diagramm

Vmax [S]
V =
Kin + [S]
Vina
Vmax/z
. | | | |
0 Ky 2Ky 3Ky 4Ky 5Ky

[S]

Lineweaver-Burk Diagramm

1/v

K. 1 1
= X — +
Vm ax [S] Vm ax
1/v,
Slope =Ky /V nax
1V /&‘*
/ RS

1/[8]



kinetische Parameter von
Enzymen

Umsatzzahl: Spezifitatskonstante
(Geschwindigkeitskonstante 2. Ord.)
Vmax kcat
k2 - kcat = ! far [S] << Km f0|gt: = [S] [E]t
KI’T‘I

k

cat

2 1

IK., = K,/K =k, xk,/k,;+k,; max., wenn k,>>k ;; also wenn Produktbildung favorisiert ist

vorDekomp. des [ES]. Aber k, ist maximal so gro3 wie die Frequenz der Molekllzusammenstolie.

Enzyme Substrate K, (M) k(571 Koyt fKpe (M 571)
Acetylcholinesterase Acetylcholine 9.5 X 1073 1.4 X 104 1.5 % 108
Carbonic anhydrase CO, 1.2 X 1072 1.0 X 10 83X 107

HCOs 26X 1070 4.0 X 10° 1.5 X 107
Catalase H;0, 2.5 X 1072 1.0 X 107 4.0 X 108
Chymotrypsin N-Acetylglycine ethyl ester 4.4 X 10! 5.1 %1072 1.2 X 107!
N-Acetylvaline ethyl ester 8.8 X 1072 1.7 X 107 1.9
N-Acetyltyrosine ethyl ester 6.6 X 10~ 1.9 % 102 2.9 X 10*
Fumarase Fumarate 50X 108 8.0 X 10? 1.6 X 108
Malate 25X 105 9.0 X 10? 3.6 X 107
Urease Urea 25X 1072 1.0 X 10% 4.0 X 108




Enzymhemmung

Ky k;
E+S =—=ES=>E +P
+ k, +

[

El +S Z== EIS <= keine Reaktion



Inhibitorkinetik

Vmax [S] Km 1 1
vV = : 1/v = X — +
Km + [S] Vmax [S] Vmax
Vi [S] Ky, (1+[1]/Ki) 1 1
V= ;1 = X — +

K (1+[I]/K1) +[S] Vinax — [S] Vina




kompetitive Hemmung

k
Ky ° + P
E+S ==ES g >E
+ Ky
|
/H/ Kic
EI /v,
Increasing
Increasing T
Wi inhibitor) (1
ma o =1(no . \' o
Ug Slope = 0Ky / Vi
Vmax 1/Vinax m
2 f’;$, st K,
f',’,///f,
’,/ ,// [I
Ky =
4Ky 5
0 Ky

| | [S]
AfoKy ”
[S]



Gemischte Hemmung

Ky K>
E+S =—=ES=>E +P
+ k, +
I I
/H/ Kic /H/ I(iu
El EIS
Spezialfall: Kic = Kiu

vy

Increasing
U

C"-I/Vmax
o = o' =1 (no inhibitor)
& Nicht-kompetitive
1-o o - o /:" Slope = 0 Ky /Viyax P
: P : Hemmung
@ -1 Ky (@-YVoe| 227~ A——|
IC*# Ky
- (1 Achtung:
2% =14 o fir den Spezialfall
fjf i a=a, also K. = K;, liegt der
9 0 Schnittpunkt der Geraden auf
T 0Ky 1/[8] der x-Achse, d.h. K_ bleibt

unbeeinflusst.



Unkompetitive Hemmung

Ky K>
E+S 2 ES < E+P Increasing
Ka # 0
I
(S
EIS
o' = 1 (no inhibitor)
'—-ll"
g Slope = Kjy/Vinax
- -
-*"# .-""f {f=1+i
. R K’y
..-""" e"‘"# .e""f
| |
o'/ Ky

1/8]



Reversible Enzymhemmung

Type of Inhibition yae K3»
None Vpax Ky,
Competitive o oK,
Uncompetitive Vonax /O K, /o'
Mixed Vinax /@ oK, /o

"a=1+ﬂ1 and a’=1+-u]-



Zink-Hydrolase-Inhibitor Komplex

Grams, F., Dive, V., Yiotakis, A., Yiallouros, I., Vassiliou, S., Zwilling, R., Bode, W. & Stdcker, W. Nature Struct. Biol. 3, 671-675 (1996).




Konformationsanderung (Induced Fit)
bei der Katalyse

P %

D T
. L | -
5

Grams, F., Dive, V., Yiotakis, A., Yiallouros, 1., Vassiliou, S., Zwilling, R., Bode, W. & Stocker, W. Nature Struct. Biol. 3, 671-675 (1996).
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[Sol

Concentration

[S

[E]r = [E] + [ES]

kinetik




A405

Slow Binding Inhibition

(a)

1.4

SRS E

P=v,+(V,—V)(L—e ™ ") /Ky,

10 20 30
Time after inhibitor addition (h)

40




koff

T kapp :koff +kon. [I]/(l-l_[ﬂ/Km)

1.6 -

(s

Y 4

app

0.8 - e®

10% x k

0.4 -

0.0

1 1
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Ki — koff
Kor

i - koff + kon[l]o

Y



A405
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Inhibition of Human Meprin a by PLG-NHOH

U= [+ E )=+ E r K F - e ]2 E,

Meprin a K. =0.45 pM
Astacin K, =16 pM
Collagenase K, =40 puM

V, /v,

| ! | ! | I | L |
0 2e-6 4e-6 6e-6 8e-6 le-5

0 T

PLG-NHOH [M]



~ Enzym-Hemmung durch
Ubergangszustand-Analoga

P Py P Py Kon Ko 1 K L2
[Mis i [10%s" ] [pM (@] =K))

CBZ- Pr o- Lys- Phe¥( PO,CH,) Al a- Pro

CBZ- Pr o- Lys- PheW(PO,CH,) A y- Pro

CBZ- Pr o- Lys- Phe¥( PO,CH,) Al a- Pro- Leu

CBZ- Pr o- Lys- Phe®(PO,CH,) G y- Pro- Leu

CBZ- Pr o- Lys- Lys¥W(PO,CH,) Al a- Pro- Leu- Val
FMOC- Pr o- Lys- Phe¥( PO,CH,) Al a- Pro- Leu- Val
FMOC- Lys- PheW( PO,CH,) Al a- Pr o- Leu- Val

FMOC- Phe¥( PO,CH,) Al a- Pro- Leu- Val




Katalyse durch Zink-Hydrolasen

O

Glu9s Glu93 Glu93 Glu93
Cysb64 Cysb64 Cys64 Cys64
oo W ~ oo W o W
: : [¢ ' o} o)

Ho _H H
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Radiationless Energy
Transfer RET (FRET)

DANSYL

290 340 550 =
WAVELENGTH



ES-Komplex

340 nm

§J

N




Tryptophan oder Dansyl Fluoreszenz

=

Fluorescence

o

Fluorescence

t=— 350 msec I S0sec—
Time



Quenched Fluorescent Substrate




Stopped Flow Kinetik
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