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Substratsattigungskurve eines Enzyms und MICHAELIS-Konstante C3BL

|1. Beeinflussung der Enzymaktivitat durch die Substratkonzentration: Die Substratsattigungskurve |

Um die Abhangigkeit der Enzymaktivitat von der Substratkonzentration zu untersuchen, kann man eine ganze Versuchsreihe
starten. In jedem Ansatz immer gleich viel Enzym eingesetzt. einzelnen Ansatzen variierte nur in der Substratkonzentration, die
dem Enzym zur Verfligung gestellt werden. Schon nach wenigen Sekunden nach Zugabe des Substrats werden die Reaktionen
abgestoppt und die bis dahin umgesetzten Substratmenge bestimmt. Sie sind ein MaR fiir die jeweilige Reaktionsgeschwindig-

keit (Enzymalktivitdt, EA), also wie viel Substrat das Enzym pro Zeitintervall umsetzte.

Die grafische Auftragung zeigt das Ergebnis einer solchen Versuchsreihe. Jeder Ansatz der Reihe ergibt einen Datenpunkt. Wenn

man die Datenpunkte zu einer Kurve verbindet, kommt man zu folgendem Verlauf:

Enzymaktivitat (umgesetzte
Substratmenge pro Zeit)

Substratkonzentration

Abb. 1.1 Substratsdttigungskurve eines Enzyms q:ew

1.1 Erkldren Sie den Kurvenverlauf der SubstratSATTIGUNGSskurve mithilfe der folgenden Abbildung :

*
® Q.

., ¢ o Abb. 1.2: Argumentationshilfe fr die
Low substrate High substrate Substratsattigungskurve. quelle: wikimedia.org.

TimVickers
1.2 Bei manchen Enzymen tritt bei sehr hohen Substratkonzentrationen sogar eine Verringerung der Enzymaktivitdt auf
(Substrathemmung). Wie kann man das mechanistisch anhand Abb. 3.2 erkldren?
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2. Beispiel Katalase und die MicHAELIS-Konstante eines Enzyms

Die Katalase ist ein Enzym, das in fast allen aerob lebenden
Organismen zu finden ist, vor allem in der Leber. Sie spaltet
das natirlicherweise in den Zellen entstehende, giftige
Wasserstoffperoxid zu H,O und O,.: 2 H,0, = O, + H,0

In einer Versuchsreihe wurde immer gleich viel Enzym
eingesetzt und dabei die Substratkonzentration von 10 -
100 mmol/L in 10 mM-Schritten variiert. Schon nach
wenigen Sekunden wurden alle Reaktionen abgestoppt und
die bis dahin entstandenen O,-Mengen bestimmt. Sie sind
ein MaR fur die jeweilige Reaktionsgeschwindigkeit
(Enzymaktivitdt, EA), also wie viel Substrat das Enzym pro
Zeitintervall umsetzte. Die grafische Auftragung zeigt eine
gekriimmte Anordnung der Messpunkte.

Die Kurvenanpassung mit einer

XXXX App zeigt, dass die Modell-
XXX funktion
X _ax
g1 X Y= hex

am besten zu den Messpunkten
passt. Die optimalen Parameter
a und b betragen laut App:

0 20 40 60 80 100120

S-Konzin mM

a=1,0und b =28,0.

Die Variable x entspricht der S-Konzentration, der y-Wert
der Enzymaktivitat. Setzt man mit diesen Parametern fir x
die jeweilige S-Konzentration ein, so resultieren y-Werte die
gut zu den an den tatsichlichen gemessenen Enzymakti-
vitaten passen.

Man kann den Funktionsgraphen auch noch weiter fiihren,
Uber den tatsichlich genutzten S- Konzentrationsbereich (0
- 100 mM) ergibt sich die Substrat-
sattigungskurve mit der durchgezogenen Linie in der
Abbildung unten (siehe dort!). Man sieht die im tatsachlich
gemessenen Konzentrationsbereich auch noch die Kreuze.

hinaus. Es

Haufig ist es so, dass die Enzymaktivitdten nur bei relativ
niedrigen S-Konzentrationen gemessen werden kénnen. Ein
Grund hierfir ist, dass die Substrat-Molekdile sich haufig gar
nicht in hoheren Konzentrationen I6sen lassen. Wie in
unserem Beispiel ist experimentell in solchen Fallen nicht
die gesamte Kurve zuganglich, sondern nur der linke,
starker gekrimmte Teil.

Solche Kurven, die die Abhangigkeit der Enzymaktivitat von
der Substratkonzentration darstellen, werden Substratsatti-
gungskurven genannt. Man hat die Versuchsreihe zweimal
wiederholt, diesmal aber mit der 1,5-fachen und der
doppelten Enzymportion. Insgesamt resultierten folgende
Substratsattigungskurven.

2.1 Zeichnen Sie als waagrechte Linien die maximalen Enzymaktivitdten (viq) ein, denen sich die Kurven asymptotisch néhern.

- 2- ——————————————————————————

= ———

< ==

L /’

V15 o

> YA R LR

N Y AL

5 ya—

] o

o /I -

- 1 e

§ ’: //-’_

© I

£ rf

> IS M i i
N CmratnenZymmportort
c

[A1]

--+ 1,5-fache Enzymportion

O,Si
0=

= doppelte Enzymportion

—r—T—Tr—Tr—TrT—TrTrTr7T
0 200 400 600

—TT
800

—T —TT —T ™
1.000 1.200 1.400 1.60C

c(H0;) in mmol/L
2.2 Die Substratkonzentration bei denen jeweils % v,..x erreicht wird, wird MicHAELIS-Konstante (Ky) genannt. Ermitteln Sie den/

die Ky anhand des folgenden feiner aufgeldster Ausschnitts desselben (!) Diagramms.Ergénzen Sie anschliefSend den Liickentext

auf der Folgeseite.
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Es lasst sich erkennen, dass mit steigender ..........c.ueveeueeeeeeee. @UCh Viax zunimmt. Di€ ....ucveveeeeeceeveevenevnnennen.., also die

Substratkonzentration bei der ............ erreicht ist, bleibt dabei unverandert. Der Wert ist fiir ein bestimmtes Enzym bei gege-
benen Rahmenbedingungen konstant. Bei der Katalase betragt die Michaelis-Konstante bei Messung mit H2O, als Substrat bei
optimalen Rahmenbedingungen Km = ......... mmol/L. Ky entspricht dem Parameter ...... der Modellfunktion (Michaelis-Menten-
Gleichung). Der andere Parameter (...) entspricht ........... . Dieser Wert wird auch theoretisch durch die Substratsattigungskurve

nie ganz erreicht. In der Praxis ist das Substrat oft nicht so wasserl6slich, als das man Werte in der Nahe von v, messen kann.

Merke
Vmax Wird nie erreicht, auch theoretisch nicht. Die Kurve nihert sich bei extrem hohen S-Konzentrationen diesem Wert ledi-

glich an. In der Praxis kommt man auch nicht in die Ndhe von v, weil die hierfiir notwendigen Substratkonzentrationen

sich gar nicht I6sen lassen. Trotzdem kann man durch Extrapolation V., und Ky bestimmen.
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1. Beeinflussung der Enzymaktivität durch die Substratkonzentration: Die Substratsättigungskurve

Um die Abhängigkeit der Enzymaktivität von der Substrat­konzentration zu untersuchen, kann man eine ganze Versuchs­reihe starten. In jedem Ansatz immer gleich viel Enzym einge­setzt. einzelnen Ansätzen variierte nur in der Substratkonzentration, die dem Enzym zur Verfügung gestellt werden. Schon nach wenigen Se­kunden nach Zugabe des Substrats werden die Reak­tio­nen abge­stop­pt und die bis dahin umgesetzten Substratmenge bestimmt. Sie sind ein Maß für die jeweilige Reak­tions­geschwin­dig­keit (Enzym­akti­vität, EA), also wie viel Substrat das Enzym pro Zeitintervall umsetzte. 

Die grafische Auftra­gung zeigt das Ergebnis einer solchen Versuchsreihe. Jeder Ansatz der Reihe ergibt einen Datenpunkt. Wenn man die Datenpunkte zu einer Kurve verbindet, kommt man zu folgendem Verlauf: 



Abb. 1.1 Substratsättigungskurve eines Enzyms Q: e W

1.1 Erklären Sie den Kurvenverlauf der SubstratSÄTTIGUNGSskurve mithilfe der folgenden Abbildung :

		

		Abb. 1.2: Argumentationshilfe für die Substratsättigungskurve. Quelle: wikimedia.org. TimVickers





1.2 Bei manchen Enzymen tritt bei sehr hohen Substratkonzentrationen sogar eine Verringerung der Enzymaktivität auf (Substrathemmung). Wie kann man das mechanistisch anhand Abb. 3.2 erklären?

2. Beispiel Katalase und die Michaelis-Konstante eines Enzyms

Die Katalase ist ein Enzym, das in fast allen aerob lebenden Organis­men zu finden ist, vor allem in der Leber. Sie spaltet das natürlicherweise in den Zellen entstehende, giftige Wasser­stoffperoxid zu H₂O und O2.: 2 H2O2 → O2 + H₂O 

In einer Versuchsreihe wurde immer gleich viel Enzym einge­setzt und dabei die Substrat­kon­zen­tration von 10 – 100 mmol/L in 10 mM-Schritten variiert. Schon nach wenigen Se­kunden wurden alle Reak­tionen abge­stop­pt und die bis dahin ent­standenen O2-Mengen bestimmt. Sie sind ein Maß für die jeweilige Reak­tions­geschwin­dig­keit (Enzym­akti­vität, EA), also wie viel Substrat das Enzym pro Zeitintervall umsetzte. Die grafische Auftra­gung zeigt eine gekrüm­mte Anordnung der Mess­punkte. 

		

		Die Kurvenanpassung mit einer App zeigt, dass die Modell­funktion 

Formel

am besten zu den Mess­punkten passt. Die opti­malen Parameter a und b betragen laut App:

a = 1,0 und b = 28,0.





Die Variable x entspricht der S-Konzentration, der y-Wert der Enzymaktivität. Setzt man mit diesen Parametern für x die jeweilige S-Kon­zen­tration ein, so resul­tieren y-Werte die gut zu den an den tatsächlichen ge­mes­senen Enzym­akti­vitäten passen. 

Man kann den Funktionsgraphen auch noch weiter führen, über den tatsächlich genutzten S- Konzen­tra­tionsbereich (0 – 100 mM) hinaus. Es ergibt sich die Substrat­sättigungskurve mit der durch­gezogenen Linie in der Abbildung unten (siehe dort!). Man sieht die im tatsächlich gemessenen Konzentra­tions­bereich auch noch die Kreuze.

Häufig ist es so, dass die Enzymaktivitäten nur bei relativ niedrigen S-Konzentrationen gemessen werden können. Ein Grund hierfür ist, dass die Substrat-Moleküle sich häufig gar nicht in höheren Konzentrationen lösen lassen. Wie in unserem Beispiel ist experimentell in solchen Fällen nicht die gesamte Kurve zugänglich, sondern nur der linke, stärker gekrümmte Teil.

Solche Kurven, die die Abhängigkeit der Enzym­aktivität von der Sub­strat­konzen­tration darstellen, werden Substrat­sätti­gungs­kurven genannt. Man hat die Versuchsreihe zweimal wieder­holt, diesmal aber mit der 1,5-fachen und der doppel­ten Enzym­portion. Insgesamt resultierten folgende Substrat­sätti­gungs­kurven.

2.1 Zeichnen Sie als waagrechte Linien die maximalen Enzymaktivitäten (vmax) ein, denen sich die Kurven asymptotisch nähern.



2.2 Die Substratkonzentration bei denen jeweils ½ vmax erreicht wird, wird Michaelis-Konstante (KM) genannt. Ermitteln Sie den/ die KM anhand des folgenden feiner aufgelöster Ausschnitts desselben (!) Diagramms.Ergänzen Sie anschließend den Lückentext auf der Folgeseite.



Es lässt sich erkennen, dass mit steigender ……………………………… auch vmax zunimmt. Die ……………………….…………, also die Substratkonzentration bei der ………… erreicht ist, bleibt dabei unverändert. Der Wert ist für ein bestimmtes Enzym bei gege­benen Rahmenbedingungen konstant. Bei der Katalase beträgt die Michaelis-Konstante bei Messung mit H2O2 als Substrat bei optimalen Rahmenbedingungen KM =  ……… mmol/L. KM entspricht dem Parameter …… der Modell­funktion (Michaelis-Menten-Gleichung). Der andere Parameter (…) entspricht ……….. . Dieser Wert wird auch theoretisch durch die Substratsättigungskurve nie ganz erreicht. In der Praxis ist das Substrat oft nicht so wasserlöslich, als das man Werte in der Nähe von vmax messen kann.



Merke

vmax wird nie erreicht, auch theoretisch nicht. Die Kurve nähert sich bei extrem hohen S-Konzentrationen diesem Wert ledi­glich an. In der Praxis kommt man auch nicht in die Nähe von vmax, weil die hierfür notwendigen Substrat­konzen­tra­tio­nen sich gar nicht lösen lassen. Trotzdem kann man durch Extrapolation Vmax und KM bestimmen. 
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