	1.2. Egyedi módszerek a Km és Vm meghatározására.





	Mint az elôzôekben láttuk a Km és Vm értékeknek fontos szerepe van az adott enzimes reakció mechanizmusának , ill. az egyedi sebességi állandók meghatározásában. Törekedni kell tehát az állandók minél pontosabb meghatározására. A legtöbb esetben linearizált formában grafikus módszerrel végezzük a meghatározást. Mint ismert ennek egyik leggyakrabban alkalmazott módja a Lineweaver- Burk, vagy dupla-reciprok ábrázolás (11.1.). A linearizált egyenlet :


 						�EMBED Equation ���						(12.1)


 		


		Ha a kezdeti sebességek reciprokát ábrázoljuk a szubsztrát-koncentrációk reciprokának 	függvényében akkor a kapott egyenes ordináta-metszetébôl és  iránytangensébôl


a Vm és Km megkapható. Könnyû belátni,hogy a reciprok miatt a  kis sebességek mérésénél elkövetett kis hiba is rendkivül nagy lehet, vagyis a szórástartományt jelzô függôleges vonalak a kis szubsztrát-koncentráció tartományban jelentôsen megnônek. Ennek illusztrálására a 12.1.ábrán a �EMBED Equation ���5 % Vm változást ( ami kinetikai vizsgálatoknál nem tekinthetô jelentôs eltérésnek) okozó reciprok sebesség szórásvonalakat is ábrázoltuk(12.1.ábra).
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         	12.1.ábra. Lineweaver-Burk ábrázolás Vm= �EMBED Equation ���5 % szórásnál.


A Hanes féle ábrázolás  (11.6) alapja az alábbi - más átrendezéssel kapott - egyenlet :


		�EMBED Equation ����EMBED Equation ���


A  Vm= �EMBED Equation ���5 % szórásnál kapott diagram a 12.2.ábrán látható.


A Hanes ábrázolásnál kisebb szórás tapasztalható a kis [S]-nál, mint a dupla-reciprok módszer alkalmazásánál.


	Az Eadie-Hofstee ábrázolásnál (11.3,11.4) a linearizált sebességi egyenlet:


		�EMBED Equation ���	              (12.3)





		                        








			


	       	�EMBED MSDraw   \* mergeformat���


	                    12.2.ábra. Hanes ábrázolás  Vm= �EMBED Equation ���5 % szórásnál.


Az ábrázolás során az ordináta 0-tól Vm-ig terjedô szakasza a teljes szubsztrát-koncent-ráció tartományt ( 0-tól �EMBED Equation ��� -ig ) átfogja , igy a Michaelis kinetikától való eltérés könnyen észlelhetô (12.3.ábra)


		�EMBED MSDraw   \* mergeformat���		


	12.3.ábra. Eadie-Hofstee ábrázolás Vm= �EMBED Equation ���5 % szórásnál.


A szórás itt is a kisebb [S]-nál jelentôsebb.


	A direkt lineáris ábrázolás  módszerét Eisenthal és Cornish-Bowden (12.1) dolgozták ki. Lényege, hogy a Vm-ot és a Km-et választjuk változóknak és a [S] ill. a vo konstansok. A Michaelis egyenlet ebben az esetben :


			�EMBED Equation ����EMBED Equation ���	(12.4)


Az abszcissza-metszet (Vm=0 ) : Km= - [S] , az ordináta-metszet ([S]=0) : Vm= vo . Vagyis minden sebesség-mérést külön ábrázolunk méghozzá úgy, hogy az ordinátára visszük fel az egyes sebesség értékeket és ezeket külön-külön összekötjük az abszcissza negativ skálájára felvitt [S] értékekkel (12.4.ábra).


Az egyenesek közös metszéspontjának abszcissza-vetülete a Km-et , ordináta vetülete pedig a Vm-ot adja.


A fenti ábrázolások esetében a sebesség-mérés , ill. a bemérés hibáját akkor tudjuk leginkább mérsékelni, ha olyan ábrázolást választunk, amelynél a változók lehetôleg 


mindkét koordinátán szerepelnek ( lásd az Eadie-Hofstee módszernél a vo- , ill. a Hanes módszernél az [S]-értékét).Az egyéb pontosabb értékeket szolgáltató módszereket, ill. az egyedi esetekben használható módszereket alább foglaljuk össze.	
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               12.4. ábra. Direkt lineáris ábrázolás Eisenthal és Cornish-Bowden szerint			


		


		1.2.1. A kezdeti sebesség pontosabb meghatározása. 				


	Mint láttuk a kezdeti sebesség rendkivül fontos a különbözô konstansok meghatározásá-


nál. Ezért a gyakra	nál,mivel az alkalmazott  P-idôgörbe origójából kiinduló érintô szerkesztése nem mindig ad megbizható kezdeti sebességet.		Pontosabb eredményt kapunk, ha a kezdeti , elsôrendûnek tekinthetô szakaszra kiszámitjuk a sebességi állandót.Ezt úgy kapjuk meg,hogy ábrázoljuk az ln So / ( So- Pt) értékeket az idô függvényében. Mivel közismert, hogy


										�EMBED Equation ���					(12.5)


Igy a P-t görbe kezdeti szakaszára egyenest kapunk, amelynek iránytangense a k sebességi állandó. Ebbôl a kezdeti sebesség : vo= k*[So] . A Gregory-Newton módszer még ennél is pontosabb eredményt szolgáltat. A módszer lényege, hogy a fentihez hasonlóan több idôpontban ( az egyszerûség miatt lehetôleg azonos idôközöket alkalmazva ) meghatároz-


zuk a termékkoncentrációt , majd interpolációval elôállitjuk a termékkoncentráció idôfüg-


gését leiró egyenletet az 1.táblázat alapján.										Azonos idôintervallumok esetén:


	


	t1-to = t2-t1=..........= tn-tn-1 = �EMBED Equation ���t  és						          


	�EMBED Equation ���		(12.6)


Ezt deriválva a t=0 helyen megadja a vo kezdeti sebességet :				


	�EMBED Equation ���				(12.7)


										

















					


		1.táblázat.


	Kezdeti sebesség pontosabb meghatározása.
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Természetesen nem azonos idôpontok esetén is elvégezhetô a meghatározás, de ekkor sok-


kal bonyolultabb összefüggéseket kapunk.									Egyes enzimek a szubsztrátok védôhatásának csökkenése miatt labilissá válhatnak,


 s igy ha kis [S]-nál határozzuk meg a kezdeti sebességet, akkor valótlan eredményt kapunk. Érdemes tehát elvégezni az un. Selwyn tesztet (12.2 ), amelynek alapja a következô: vala-


mely termék képzôdésének sebessége :


				�EMBED Equation ���,


ahol a kiindulási enzimkoncentráció-függést emeltük ki , a többi változót (szubsztrát-koncentráció, inhibitor-koncentráció,stb.) a termék függvényeként vesszük figyelembe. Integrálva a sebességi egyenletet :


				�EMBED Equation ���


ahol F egy másik függvénykapcsolatot jelent. Vagyis pl. konstans [S]-nál változtatjuk a 


 enzim mennyiségét és igy mérjük az átalakulás százalékos értékét különbözô idôpontok-ban, akkor egybeesô pontsorozatot kell kapni a különbözô [E]-nál akkor, ha az enzim 


stabil a különbözô mérési körülmények között (12. 5. ábra). Ellenkezô esetben kisebb [E]-nál csökkenô terméképzési értékeket kapunk. 





		1.2.2. Km és Vm külön-külön történô meghatározása.																														Ebben az esetben az egy darab lineáris regressziót alkalmazó grafikus módszer 


helyett két egymástól független lineáris regressziót alkalmazunk, igy a módszer 	pontos-sága elérheti a nem lineáris regresszió (lásd késôbb ) pontosságát.
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	12.5.ábra. Termékképzés különbözô enzimkoncentrációknál.


Legyen:


																	�EMBED Equation ���			�EMBED Equation ���	�EMBED Equation ���


			  �EMBED Equation ���


			ahol vo1 és vo2 a kezdeti sebességek S1 és S2 							szubsztrátkoncentrációknál.	


Az Eadie-Hofstee egyenletbe a fenti változók bevezetve :				


	�EMBED Equation ���


�EMBED Equation ���			(12.8)


Igy �EMBED Equation ���vo = - Km *�EMBED Equation ���(vo /[S] , vagy [S1]*[S2]*�EMBED Equation ���vo = - Km*[S1]*[S2]*�EMBED Equation ���( vo /[S])  ábrázol-


va mindkét esetben az iránytangens - Km . Itt mindkét oldalon szerepel a vo, ill. az 


[S1]*[S2] , igy a pontosság nô. 


	Ugyanez elvégezhetô a Hanes egyenlet alapján is:


	�EMBED Equation ���





	�EMBED Equation ���			(12.9)


	�EMBED Equation ���		, vagy ez ( vo1*vo2)-vel szorozva :


	�EMBED Equation ���						(12.10)





Ábrázolva most a Vm kapható meg pontosabban, mint az együttes regresszióval.





	1.2.3. Km és Vm meghatározása nem lineáris regresszióval.





	Ebben az esetben számitógép segitségével iterációval állapitjuk meg a kisérleti eredményeinket legjobban leiró függvény paramétereit. A szubsztrát, a szabad enzim, 


az ES-komplex és a termék idôszerinti változását leiró differenciál egyenleteket szám-


tani közepek képzése segitségével sorbafejtjük. 


	A vo= f (S) összefüggést a derékszögû hiperbola egyenlete alapján , becsült Km és


 Vm értékekkel oldjuk meg. Az igy képzett elméleti görbék eltérését a kisérleti adatoktól a legkisebb négyzetek módszerével állapitjuk meg. Az eltérés alapján a Km és Vm értékek 


addig módosulnak, amig az eltérés minimumot nem ad. Tapasztalatok szerint a legponto-


sabb Km és Vm értékek az un."jack knife" technikával kaphatók(1. .).





	1.2.4. Km és Vm meghatározása a reakció idôfüggésébôl.





	A szubsztrátkoncentráció- kezdeti sebesség összefüggés (Michealis-Menten, vagy


Briggs-Haldane egyenletek) integrálásával az enzimes reakciók leirhatók a teljes idôintervallumban is. Az integrált egyenlet linearizálásával grafikusan meghatározhatók 


a Km és Vm értékek ( lásd BIM I.):


�EMBED Equation ���      ;    integrálva 0 és t, ill. So és St határok között:


�EMBED Equation ���	 ,  a leggyakrabban alkalmazott átrendezés:


�EMBED Equation ���	   ( Foster-Niemann egyenlet,12.3)		(12.11)





A grafikus ábrázoláshoz konstans t  értékeknél és különbözô So értékeknél kell 


az St értékeket ,vagy a termékkoncentrációt ( egy termékes reakcióknál P= So-St).


Az igy meghatározott Km és Vm értékek csak akkor valósak, ha az enzimes reak-


 ció követi az egyszerû Michaelis-Menten, vagy Briggs-Haldane kinetikát (nincs 


 gátlás, vagy aktiválás, nincs kinetikailag megkülönböztethetô egyéb intermedier,


mint az ES-komplex,stb. ).


Meggyôzödhetünk errôl, ha a mért idôgörbébôl határozzuk meg a valós 


v= f(S) függvény összetartozó értékeit. Ezt két módszerrel is elvégezhetjük:


	- számitógéppel digitalizáljuk az idôgörbét, azaz meghatározzuk az egyes


 pontjaihoz tartozó érintôket ( v sebességértékeket), ill. szubsztrát-koncentrációkat.


 	Igy kapunk egy telitési görbét, amelybôl a szokásos módszerekkel nyerhetjük a Km és Vmértékeket. Ha ezek egybeesnek a Foster-Niemann ( vagy egyéb ) módszerrel meghatározott Km és Vm értékekkel, akkor egyszerû Michaelis- Menten, vagy Briggs-Haldane kinetikával van dolgunk.


	- manuálisan a húrszerkesztési módszerrel is analizálhatjuk az idôgörbét. 


A t1-hez tartozó [S1] és a t2-höz tartozó [S2] pontokat összekötô húr iránytangense:


[S1]-[S2]) / (t1-t2) = v1 az ott tapasztalt sebesség. Az ennek megfelelô szubsztrát-


koncentráció :


			[S12]= ([S1]- [S2) / ln([S1] / [S2])


Két húr megszerkesztésével már számolható a kezdeti sebesség:


			�EMBED Equation ���			(12.12)


Több húr megszerkesztésével felvehetô a v=f(S) telitési görbe, amely fentiekhez hasonlóan


használható a kinetika valódiságának eldöntésére.


A húrszerkesztési módszert alkalmazhatjuk akkor is, ha a termékképzôdés idôgörbéjét 


analizáljuk. Igy az egyes idôpontok között húzott húrhoz tartozó termékkoncentráció:


		�EMBED Equation ���					(12.13)


az iránytangens pedig:


		�EMBED Equation ���							(12.14)


	A kapott �EMBED Equation ���P-t értékpárokból lineáris összefüggés nyerhetô az Eadie-Hoftsee


	egyenletbôl:





	





	1.2.5. Km és Vm meghatározása kis szubsztrát-koncentrációnál.





	Ha a szubsztrát oldhatósága ( pl. szteroidok, trigliceridek, cellulóz, stb.)


	miatt csak kis oldott szubsztrát-koncentrációknál tudunk méréseket végezni, vagy


nagyon drága a szubsztrát, vagy a sejtekben található kis koncentrációknál


kivánjuk a Km-et és a Vm-ot meghatározni, akkor a szokványos módszerek nem


alkalmazhatók.


		Ugyanis, ha az [S]<< Km , akkor a Michaelis-Menten egyenlet látszólagosan elsôrendüvé egyszerûsödik :	�EMBED Equation ���


A szokásos módszerekkel tehát csak a Vm/Km hányadost tudjuk meghatározni,


egyedi értékeiket nem. Ha viszont a Michaelis egyenletbôl kifejezzük a szubsztrát-koncentrációt:


			�EMBED Equation ���   ;   vo szerint differenciálva:			


 						�EMBED Equation ���					(12.15)			


	Reciprokot képezve és gyököt vonva:


			�EMBED Equation ����EMBED Equation ���				(12.16)


Ábrázolva a �EMBED Equation ���   értékeket (amelyeket az idôgörbérôl számitógéppel,vagy a húrmódszerrel kaphatunk meg) a vo függvényében (12.6. ábra):


			�EMBED MSDraw   \* mergeformat���


		12.6.ábra. Vm és Km meghatározása kis szubsztrát koncentrációnál.


Abszcissza metszet: Vm , iránytangens �EMBED Equation ���





		1.2.6. A szubsztrát enzimesen és kémiailag is átalakul.


	Egyes labilis szubsztrátoknál nemcsak enzimes, hanem kémiai bomlás is lejátszódhat. Pl. hidrolázok esetében enzimes és kémiai hidrolizis is történhet labilis szubsztrátok esetében:


			�EMBED MSDraw   \* mergeformat���


	     A kh elsôrendû sebességi állandót külön kisérletben meghatározhatjuk, de az is elôfordulhat, hogy az enzim jelenlétében meg is változhat. A kémiai hidrolilis következtében az enzim számára hozzáférhetô szubsztrát koncentrációja t idôben:


			�EMBED Equation ���						(12.17)


Az enzimes reakció sebessége pedig:


�EMBED Equation ��� ;  reciprokot képezve: �EMBED Equation ���		(12.18)


A szokásos Lineweaver-Burk ábrázolással igy csak a Vm értékét kapjuk meg, a Km-et csak akkor, ha a kh-t ismerjük. Ennek meghatározásához át kell alakitanunk a sebességi egyenletet:


				�EMBED Equation ���


 			�EMBED Equation ���					(12.19)


�EMBED Equation ���  ;  logaritmálva:			(12.20)


�EMBED Equation ���  ;					(12.21) 


 t-függvényében ábrázolva (12. 6. ábra):


	�EMBED MSDraw   \* mergeformat���


		12.6. ábra. kh és Km meghatározása.


Az iránytangens kh , az ordináta-metszetbôl pedig a Km számolható. 	





1.2.7. Az enzim aktivcentrumához egynél több, de azonos szubsztrát-					molekula kötôdik.


	Mint korábban láttuk, egyes enzimeknél egynél több szubsztrátmolekula is kötôhet az aktivcentrumhoz. Ilyen esetben pl. az 1/vo-1/[S] ábrázolás nem lesz lineáris. Akkor hogyan határozhatók meg a Km és Vm konstansok?


A gyakorlatban két eset fordulhat elô:


	-a szubsztrátok nem befolyásolják egymás kötôdését,


	- ill. zavarják egymás kapcsolódását.


1.2.7.1. A szubsztrátok egymástól függetlenül kötôdnek.


	Ekkor is két lehetôség van, attól függôen, hogy a szubsztrátok egyidejüleg, vagy egymás után kötôdnek.











Egyidejû kötôdésnél:


		 �EMBED MSDraw   \* mergeformat���


A reakció sebességét az un. Hill egyenlet(16.3) irja le:


			�EMBED Equation ���						(12.22)


A szubsztrát-koncentráció függvényében a sebesség itt is telitési görbét ir le, de a Vm/2 értékhez a Km  1/n-edik hatványa tartozik.


Kisérletileg mindezideig csak n=2 esetet tudtak bizonyitani, vagyis 1/vo-1/[S]2 ábrázolással egyenest kaptak :


			�EMBED Equation ���						(12.23)


De az n nemcsak egész szám lehet, ekkor az eredeti egyenlet átalakitva:


		�EMBED Equation ���				(12.24)


Ábrázolva (12.7 ábra):		


	�EMBED MSDraw   \* mergeformat�	��	


			12.7. ábra. Km és n meghatározása.


Az iránytangens n , az ordináta-metszet -logKm .


	Egymás utáni kötôdésnél : 


		�EMBED MSDraw   \* mergeformat���


	


			vo= k2[SES]


			�EMBED Equation ���		�EMBED Equation ���


A szokásos megoldás szerint:


	�EMBED Equation ��� =


	        =�EMBED Equation ��� 	�EMBED Equation ����EMBED Equation ���        (12.25)





De  vo=k2[SES] ;  igy    �EMBED Equation ���				    (12.26)





Mivel k2 a sebesség-meghatározó és Ks=K's ( a szubsztrátok nem zavarják egymás kötôdését ) :


			�EMBED Equation ���					    (12.27)


Komputerrel az állandók meghatározhatók.	





1.2.7.2. A szubsztrátok befolyásolják egymás kötôdését.


		Itt is két eset lehetséges:


			- az 1. szubsztrát megkötése gátolja a 2. kapcsolódását. 			  Ez látszólagos szubsztrát-felesleg gátlást eredményez (l. késôbb).


			- az 1. szubsztrát megkötése elôsegiti a 2. kapcsolódását, 			  vagyis látszólagos szubsztrát-felesleg aktiválást kapunk ( ezt is lásd késôbb ).








	1.2.8. Enzim-termékkomplex képzôdéssel járó reakciók.





Néhány még irreverzibilis enzimes reakciónál is kimutatható, hogy nemcsak ES-komplex képzôdik, hanem létrejön az ES-komplexbôl egy kinetikailag stabil EP-komplex is, majd ebbôl keletkezik a termék. Természetesen ilyenkor nem alkalmazható az egyszerû, egy komplexes Michaelis-Menten, vagy Brigss-Haldane kinetika. A reakcióséma ebben az esetben :


			�EMBED MSDraw   \* mergeformat���			


Az ES-komplex képzôdésének sebességi állandója itt is k1 , disszociációs sebességi állandója pedig k-1 . Az EP-komplex esetében pedig k2 ,ill.k-2 . Állandósult állapotot (steady state-et) feltételezve a két szimultán differenciálegyenlet :


		�EMBED Equation ���=k1[E][S]+k-2[EP]- (k-1+k2[ES]=0


		�EMBED Equation ���=k2[ES]- (k�-2+k3)[EP]=0


Mivel  vo= k3[EP] és  [ET]= [E]+[ES]+[EP] , igy :


		�EMBED Equation ���   ; 		(12.28)





osztva k1(k-2+k2+k3)-mal :  �EMBED Equation ���    ;  ebbôl :


	�EMBED Equation ���    és   �EMBED Equation ���		(12.29)





Ebben az esetben a Vm és Km a szokásos módon ugyan meghatározhatók , de az egyedi sebességi állandók értékét már igen bonyolult megállapitani.








		1.3. Valószinûségi és molekuláris enzimkinetika.





	Eddig a sebességi egyenletek determinisztikus megoldásait tárgyaltuk, vagyis elôre feltételeztük, hogy a reakció egy elôre meghatározott sémát követ. Ujabban azonban elôtérbe került az un. sztochasztikus , ill. az azt kiegészitô molekuláris megoldás is.





	1.3.1.Egy szubsztrátos reakciók sebességi egyenletének 							sztochasztikus megoldása. 





	A módszer alapja, hogy az adott enzimes reakciót valószinüségi alapon vizsgáljuk, vagyis megadjuk a szabad enzim, a szubsztrát, az enzim-szubsztrát komplex és a termék molekulái számának, mint valószinüségi változóknak az idôtôl függô várható értékét ( �EMBED Equation ��� ) , valamint a szórásnégyzetét ( �EMBED Equation ��� ) .


	A szabad enzimek számának változási sebessége a legegyszerübb esetben kifejezhetô :


	�EMBED Equation ����EMBED Equation ���		(13.1)


Integrálva megkapjuk az Ef  idôtôl függô várható értékét :		      


	�EMBED Equation ����EMBED Equation ����EMBED Equation ���			(13.2)


Számláló és nevezô osztva ill. a kitevô szorozva és osztva k1 -gyel :


		�EMBED Equation.2 \s  \* mergeformat���





Ez a képlet azt adja meg, hogy mi a valószinûsége annak, hogy adott számú szabad enzim van a vizsgált rendszerben.


	Az ES-komplex idôtôl függô várható értéke :


	�EMBED Equation ����EMBED Equation ���( 1- e-(S+Km) t  )				(13.4)


Ez viszont annak a valószinûségét adja , hogy hány ES-komplex van olyan aktivált állapotban, amelybôl termék képzôdhet.


Belátható ha t nem kicsi, akkor az exponenciális tag elhanyagolható 1 mellett és az eredeti Michaelis-Menten egyenletet kapjuk. Ha az S nagy, akkor szintén megegyezik a determinisztikus és a sztochasztikus megoldás. Ha az S kicsi, de az ET=1010 molekula, vagy ennél több, akkor is megegyezik a két megoldás. Ugyanakkor ha pl. egy sejtben csak néhány enzimmolekula található, akkor bármilyen S számnál csak a sztochasztikus megoldás használható.





		1.3.2. Molekuláris enzimkinetikai modell.





	Magyar kutatók - Damjanovich és Somogyi(12.4) - által kidolgozott molekuláris enzimkinetikai modell a valószinûségi adatokon kivül figyelembe veszi az egyes reakciókomponensek ütközési elméletét, a folyadékok rácselméletét és az enzimfehérjék speciális tulajdonságait is. A Km és Vm ebben az estben :


	�EMBED Equation ���       v.ö.    �EMBED Equation ���		(13.5)


	�EMBED Equation ����EMBED Equation ���		  v.ö.    Vm= k2 [ET]			(13.6)





ahol : �EMBED Equation ��� az ES-komplex átlagos életideje,


	�EMBED Equation ��� a szubsztrátnak a felismerési térfogatban eltöltött átlagos életideje,


	P1 =  sztérikus faktor, amely az aktiválási entrópia egyik összetevôje


	V   =  felismerési térfogat, amelyen belül a szubsztrát már megkötöttnek tekinthetô,


	�EMBED Equation ��� a felismerési térfogatban lévô szubsztrát aktiválási energiája, 	amely az ES-			komplex képzéséhez szükséges,


	kB = az ES-komplex termékké alakulásának sebességi állandója,


	T = abszolut hômérséklet,


	Ps = a megfelelô ütközések valószinûsége az ES elbomlásához,


	k'  = az ES felületén lévô helyek száma, amelyeknek az adott idô alatt a környezet 		molekuláival ütközni kell, hogy az ES elbomlásához szükséges energiát 			felvegyék,


	�EMBED Equation ��� az ütközô oldószermolekulák átlagos életideje a rácspontokban,


	�EMBED Equation ��� a termékképzôdés aktiválási energiája. 





A fenti modell reális fizikai tartalmat rendel a determinisztikus Michaelis-Menten kineti-


kai leiráshoz, de kisérletileg ali
