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Summary 

Nature o f  the inhibition o f  some cephalosporinases by carbenicillin 
This paper deals with the kinetic inhibition of six cephalosporinases (cepha- 

losporin amido-/3-1actamhydrolase, EC 3.5.2.8) by carbenicillin. In previous 
cases, the inhibition has appeared usually to be competitive and slowly reversi- 
ble. This makes it possible to measure the two terms of the ratio Ki = ks~k4; k4 
and ks being respectively the velocity constants of formation and destruction 
of the enzyme-inhibitor complex. A program was prepared which made it possi- 
ble to obtain these constants from only one experiment. 

With ampicillin and cloxacillin, we verified that the reaction is faster, and 
that  only Ki can be measured. 

These facts suggest that special precautions should be taken in order to 
obtain significant values for the constants governing inhibition. 

Rdsumd 

Cet article concerne l ' inhibition de six cdphalosporinases (cephalosporin 
amido-~-lactamhydrolase, EC 3.5.2.8) par la carbdnicilline. Dans les cas prdc6- 
demment  6tudids, l ' inhibition apparait en g6ndral de nature comp6titive et len- 
tement  r6versible. Ce qui permet de mesurer les deux termes du rapport Ki = 
ks/k4, k4 et ks 6tant respectivement les constantes de vitesse de formation et de 
destruction du complexe enzyme-inhibiteur: un programme a 6td mis au point 
sur ordinateur, permettant  de d6terminer ces constantes 61dmentaires de vitesse 
en une seule mesure. 

Pour l'ampiciUine et le cloxacilline, on a v6rifid que les phdnom6nes sont plus 
rapides et que seul le Ki est accessible. 

Ces faits impliquent de prendre de prdcautions particuli6res pour obtenir des 
mesures significatives des constantes d'inhibition. 
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Introduction 

Les fi lactamases sont des enzymes monom~res, de faible masse mol~culaire, 
qui ne poss~dent qu 'un seul site actif [1]. Ces enzymes respectent la cin~tique 
de Michaelis et Menten [2,3]. Toutefois,  des travaux ant~rieurs [4,5] ont montr~ 
que la structure de la p~nicilline ou de la c~phalosporine utilis~e comme sub- 
strat peut  induire une modification conformationelle de la structure quatern- 
aire de l 'enzyme qui peut  entrafner une augmentation ou une diminution de 
l'activit~ catalytique. Ce ph~nom~ne peut  ~tre suffisamment lent pour per- 
mettre son observation [6]. 

Les inhibiteurs comp~titifs peuvent ne pas ~chapper ~ cette r~gle. 
R~cemment Furth [7] a constat~ que l 'inhibition d'une fi lactamase de Pseud- 

omonas aeruginosa (souche Dalgleish) par la cloxacilline s'interpr~te difficile- 
ment. 

Au cours d'~tudes approfondies de plusieurs c~phalosporinases (cephalospo- 
rin amido-fl-lactamhydrolase, EC 3.5.2.8), nous avons constat~ un comporte-  
ment  assez singulier au niveau de la cin~tique d'inhibition par la carb~nicilline. 
Dans ce cas particulier, les faits exp~rimentaux trouvent une explication simple. 

Materiel et  M~thodes 

1. Souches bacteriennes et extraction des {J lactamases. Les souches bact~ri- 
ennes utilis~es sont les P. aeruginosa 1A9 et 18MOM, producteurs respective- 
ment  de c~phalosporinases type  A et B d~crites pr6c~demment [8], Ps. aerugi- 
nosa RL39, producteur  de la c~phalosporinase C [9], Proteus morganii F20B, 
Escherichia coli RL90 SOL et Klebsiella pneumoniae II.17. 

Ces souches produisent toutes une seule 13 lactamase de type c~phalospori- 
nase. Les enzymes ont  ~t~ syst~matiquement purifi~es par chromatographie 
d'affinit~ suivant notre technique d~crite. Le taux de purification est, dans tous 
les cas, sup~rieur ~ 100. 

2. Antibiotiques. Les antibiotiques utilis6es sont les suivants: p~nicilline G 
lot No. 666, puret~ 98% des Laboratoires Rhone Poulenc Specia, carb~nicilline 
lot No. 272, puret~ 94%, ampicilline sodique F379, puret~ 96%, cloxacilline lot 
F 392, puret~ 93% des Laboratoires Beecham S~vign~. 

3. Constantes cindtiques (Kin et V). Pour les enzymes qui suivent les cin~ti- 
ques de Michaelis et Menten, les constantes Km et V sont d6termin6es par 
microacidim~trie coupl6e ~ l 'ordinateur [3], ~ l'aide d 'un "mini"  ordinateur 
Wang 600. 

4. Calcul des constantes d'inhibition. Dans le cas d 'une inhibition competiti- 
ve et  r~versible, la r~action suit, en g~n~ral, le sch6ma michaelien. Le V reste 
inchang~, par contre le Km mesur6 augmente en fonction de la concentration en 
inhibiteur, soit Kin, Kin, Kl (constante d'inhibition et [I] (concentration en 
inhibiteur) sont  alors li~s par la relation: 

F 

Km = Km(J- + [I]/Ki) 

ce qui permet de d~terminer Ki connaissant Km et [I]. 
K' m peut  ~tre mesur~ de deux fa~ons: par le programme de calcul classique 
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[3] sur "min i"  ordinateur Wang 600, ou par la mesure des vitesses initiales de 
rdaction ~ diverses concentrations de substrats, ~ l'aide d 'une repr6sentation 
graphique du type Lineweaver-Burk. Cette mdthode n'apporte rien par rapport 

la technique couplde ~ l 'ordinateur. Les calculs sont plus fastidieux et les 
r6sultats moins prdcis. 

Cependant, ces deux m6thodes de mesure supposent que la cindtique reste 
michaelienne. Nour verrons que dans le cas contraire, il est ndcessaire: (a) soit 
d'utiliser un calcul plus dlabord, r6alis6 sur un ordinateur de la sdrie Wang 2200, 
pr6sentant une capacitd de calcul plus grande que celle du Wang 600 utilis6 
jusqu'~ prdsent, (b) soit d'utiliser la mdthode manuelle de mesure des vitesses 
en fonction de [S] en prenant non pas la vitesse initiale mais le maximum de la 
vitesse, la r6action dtant conduite ~ un faible degrd d'avancement. 

Rdsultats 

Nous avons observ6 un comportement  similaire chez cinq c6phalosporinases 
sur les six 6tudides. Nous avons choisi d 'approfondir  l '6tude du comportement  
sur une seule enzyme: la c6phalosporinase B. 

Carbdnicilline 
Avec la c6phalosporinase type B, en utilisant la p6nicilline G comme substrat 

de r6f6rence et la carb6nicilline comme inhibiteur, nous avons fait les constata- 
tions suivantes: 

(a) Si l 'on introduit  dans la cullule de mesure, dans l'ordre: enzyme, pdnicil- 
line G immddiatement suivie par la carbdnicilline, la cin6tique observde corr- 
espond assez bien ~ une inhibition compdtitive suivant le schdma michaelien. 
Toutefois, lorsque l 'on compare des expdriences conduites avec des concentra- 
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Fig. 1. V a r i a t i o n  de  k m ,  V e t  c o r r e l a t i o n  (C) de  la c in~ t ique  d " n y d r o l y s e  de  la penie iHine  G p a r  la c~pha lo -  
s p o r i n a s e  t y p e  B,  en  presence  de quant i t~s  cro issantes  de carbdnici l l ine.  
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Fig. 2. Allure d e s  c i n ~ t i q u e s  d ~ n h i b i t i o n  en  f o n c t i o n  des  c o n d i t i o n s  e x p ~ r i m e n t a l e s  ut i l i sdes  1: R S a c t i o n  
e n z y m a t i q u e  en  a b s e n c e  d ' inh ib i teur .  2: C o n d i t i o n s  a. 3:  C o n d i t i o n s  b. 

tions croissantes d'inhibiteur, on constate que (Fig. 1): (i) le coefficient de cor- 
relation mesur6 selon la faqon classique [3] se d~grade; ce qui signifie que la 
cin~tique n'est plus r~ellement michaelienne, (ii) la constante de Michaelis 
mesur~e K~ ne varie pas lin~airement en fonction de la concentration en inhibi- 
teur, comme devrait l ' indiquer la formule: K~ = Kin(1 + [I]/Ki). (iii)la vitesse 
maximale mesur~e diminue sensiblement. 

(b) Si l 'ordre d ' introduct ion des r~actifs est modifi& enzyme, carb~nicilline, 
puis p~nicilline G, l'allure de la cin~tique est totalement  diff~rente. Sur Fig. 2, 
nous avons regroup6: (1) hydrolyse normale de la p6nicilline G en l 'absence de 
tout  inhibiteur (r6action parfaitement michaelienne), (2) hydrolyse de la p~ni- 
cilline G dans les conditions a, (3) hydrolyse de la p~nicilline G dans les condi- 
tions b. 

La courbe 3 peut se diviser en deux parties: dans la partie A--B, la vitesse V 
de la r~action initialement faible mais non nulle, augmente progressivement 
pour atteindre un maximum V b inf~rieur fi la vitesse maximale pr~vue. Si, dans 
la zone A--B, la concentration relative en substrat n'a pas trop vari~, on peut 
constater que log (Vb--V) vatie lin~airement en fonction du temps t: log (Vb-- 
V) = t/O; 0 est donc homog6ne ~ un temps. La param~tre 0 mesur~ est fonction 
des conditions exp~rimentales; on constate (Fig. 3) que 1/0 d~pend lin~aire- 
ment  de [I] et de 1/[S]. 

La pattie BC se rapproche de la courbe 2 et les mesures r~alis~es sur cette 
port ion de courbe posent les m~mes probl~mes que ceux constat~s avec la r~ac- 
tion, d~roul~e dans les conditions a (courbe 2). 

Ces ph~nom~nes se retrouvement ~galement quand on utilise la ticarcilline 
comme inhibiteur. 

Les c~phalosporinases produites par les autres souches se compor tent  de 
faqon similaire, ~ l 'exception de la c~phalosporinase de K. pneumoniae qui ne 
pr6sente aucun 6tat prestationnaire visible. 

Ddtermination manuelle des Ki 
Etant dans l'impossibilit~ de d~terminer les K i de la carb~nicilline ~ l'ordina- 
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I I/8'I03 s-I 
/ E l ] :  25o ~M 

[ I ]  = 25.M 

10 3 ( #Ni )-I 

F i g .  3 .  V a r i a t i o n  d u  p a r a m ~ t r e  I / 0  en  f o n c t i o n  de 1 / s  p o u r  d i v e r s e s  c o n c e n t r a t i o n s  d ' i n h i b i t e u r s .  

teur, nous avons envisage l'utilisation d'une technique manuelle utilisant une 
representation graphique du type Lineweaver-Burk. Toutefois, la vitesse initi- 
ale, correspondant ~ un Etat prestationnaire, ne peut servir ~ la d~termination 
du K i. 

Par contre, si dans le calcul manuel, on prend la precaution, pour chaque 
experience, de laisser ~voluer la r4action un temps assez long pour que la vitesse 
de r~action atteigne son mximum (soit V b de la courbe 3), on obtient alors des 
mesures de K i valables, c'est-~-dire ind~pendantes de la concentration d'inhibi- 
teur utilisEe (Tableau I). 

Les mesures r~alis4es deviennent significatives pour la cEphalosporinases B 
vis4-vis de la carbEnicilline de la ticarcilline. On obtient respectivement des Ki 
de 1.19 • 10 -2 et 0.98 • 10 -2 #M, c'est4-dire des valeurs presque identiques pour 
ces deux antibiotiques. 

Ampicilline et cloxacilline 
Contrairement aux antibiotiques prEc4dents, l'ampicilline et la cloxacilline 

ont des comportements "normaux" ,  c'est-~-dire: l'allure des cin~tiques est la 
m~me quelque soit l 'ordre d 'addition des r4actifs (conditions a et b), et dans 
l 'une ou l 'autre de ces conditions exp4rimentales, si l 'on augmente progressive- 
ment  la concentration en inhibiteur, les coefficients de correlation restent 

T A B L E A U  I 

D 4 t e r m i n a t i o n  d u  K i de  la  c a x b 4 n i c i l l i n e  p o u r  la  m ~ t h o d e  des  v i tesses  init iales ,  apr~s stabi l i sat ion,  p o u r  
diverses  c o n c e n t r a t i o n s  d ' i n h i b i t e u r .  S u b s t r a t  p ~ n i c i l l i n e  G 1 r a M .  E n z y m e  t y p e  B. 

C o n c e n t r a t i o n  en i n h i b i t e u r  ~uM) K i (~tM) 

2 0  1 . 2  • 1 0  -2  
5 0  1 . 3  • 1 0  -2  

1 0 0  1 . 0 8  • 1 0  -2  
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sup6rieurs ~ 0.98, ce qui signifie que la cin6tique globale reste toujours michaeli- 
enne. 

De plus, le calcul classique [3] r6alis6 ~ l 'ordinateur montre une bonne lin6ari- 
t6 entre K~ et [I]. Nous avons trouv6 respectivement les K i suivant pour 
l'ampicilline et la cloxacilline: 0.2 pM et 4.5 • 10 -3 pM pour la c6phalosporinase 
type B. Ces r6sultats different de ceux que nous avons d6j~ d6crits en 1974 [8], 
surtout dans le cas de l'ampicilline. Dans l'6tat actuelle des choses, ces diff6- 
rences ne peuvent 6tre imput6es qu'~ la puret6 relative des antibiotiques utilis6s 
(93% pour l'ampicilline et 87% pour la cloxacilline). Les impuret6s rfsiduelles 
sont toujours susceptibles de contenir des substances perturbant les cin6tiques 
enzymatiques. 

Nous avons fait des constatations similaires sur les c6phalosporinases pro- 
duites par toutes les autres souches. 

Discussion 

L'inhibition comp6titive rgversible correspond aux 6quations: 

E + S ~ E S ~ E + P  
k2 

E + I ~ E I  
kS 

Avec les notations classiques [10]: [E] = concentration en enzyme libre, [S] = 
concentration en substrat, [I] = concentration en inhibiteur, [ES] = concentra- 
tion en complexe enzyme substrat, [EI] = concentration en complexe enzyme 
inhibiteur, [E]0 = concentration totale enzyme. On pose en outre: 

V= k3[E]0 

Km= (k2 + k3)/kl 

K i = ks~k4 

On est amen6 ~ r~soudre le syst~me suivant: 

1 d[ES] 
k, dt  - [ E l .  [ S ] - - K  m[ES] 

1 d[EI]  
k,  dt  - [ E ] .  [ I ] - - g i [ E I  ] 

(1) 

(2) 

[E]0 = [El + [ES] + [EI] (3) 

Si les ph6nom~nes son rapides, on peut poser l/k1 = 0 et 1/k , ,  = O, ce qui con- 
duit ~ la solution classique. 

Dans notre cas, on peut supposer toujours 1 / k l  = 0 puisqu'en absence d'inhi- 
biteur la dur6e de l'~tablissement du r6gime stationnaire n'est pas d~celable par 
nos technqiues. Par contre, l 'hypoth~se 1 /k4  = 0 n'est peut-~tre plus valable. 
Dans ce cas, la vitesse de r~action est toujours la solution du syst~me: 
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- -d(S)_  V [ 1 -  [E] / [E]0]"  [S]/[[S] +Kin]  (4) v -  d ~  

d[EI] _ k4[I] gm 
dt [S] + g m [[E]o -- [EI] ] -- ks" [EI] (5) 

L'int6gration de ce systSme n'est en g6n6ral pas possible. C'est pourquoi nous 
avons commenc6 par faire une hypothSse simplificatrice. 

(1) Hypothdse simplificatrice 
On convient de conduire la r6action ~ un faible degr6 d 'avancement de faqon 

pouvoir consid6rer [S] constant dans l 'Eqn. 5. Dans ce cas, on peut aussi sup- 
poser [S] > >  Kin, ce qui est particuli6rement facile ~ rdaliser dans le cas de la 
c6phalosporinase type B puisque le Km de la pdnicilline G est particuli6rement 
bas (0.63 pM) les concentrations d'antibiotique pouvant varier entre 1 et 10 
mM. Posant [S] = [S]0, l 'Eqn. 5 devient: 

[I]Km 
d[EI] _ k4 [[E]o -- [EI]] - - k s "  [EI] 

dt  

L'int6gration conduit  ~: 

[EI] - g i [ s ]0  gi[S]o e - -  ' [ ~ 0  + k  t 
1 + gm[i----- ~ [I] + g---~ 

Off, [EI]o est la concentration en complexe enzyme inhibiteur ~ l ' instant t = 0 
off, l 'on introduit  le substrat dans la cellule. 

Si, ~ cet instant, la formation de [EI]o est ~ l'6quilibre, un calcul simple per- 
met de d6terminer sa concentration: 

[EI]o = [E]o" [ I ] / [ [ I ]  + Ki] 

Si l 'on ne fait pas d 'hypoth~se sur [EI]o, l'expression de la vitesse est donc: 

K, tSlo iEEIlo __ mEIl 
Y = V gi[S]o + g m [ i ]  \ [E]o Kin[I] + g i [ S ] o / e - - ( k s  +k4gm[I] / [S]° ) t  

Cette expression rend compte de la variation exponentielle de la vitesse 
observ6e au d6but de la r6action dans le cas b. 
rapport [I]/[S] permet de d6terminer k4, ks et par suite Ki = ks/k4. Dans le 
Tableau II, nour avons regroup6 les r6sultats obtenus dans le cas de l 'enzyme 
type B, vis-a-vis de la carb~nicilline et la ticarcilline. 

On peut profiter de ces mesures pour v6rifier que la formation du complexe 
EI, en l'absence de tout  substrat est une r6action tr~s rapide. En effet, la forma- 
tion de EI suit la loi: 

[El0 [I] 
[EI] = [I] + K i " [1 -- e -(~41 + ks)t] 

Dans le cas de la carb6nicilline et la c6phalosporinase B, pour [I] = 10 pM, l'ex- 
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T A B L E A U  II 

Dd te rmina t ion  de k4,  kS, K i i part.it du coef f ic ien t  1/0, p o u r  l ' e n z y m e  type  B. 

Carbdnicilline Ticarcil l ine 

h 4 (1 • tool -1 • S -1 )  248 000  470  000 
k 4 (s - 1 )  4 • 10  -3  5 .8  • 10  -3  

K i ( t o o l  • 1 -1)  1 ,6  • 1 0  -8  1 . 0 6  • 10  -8  

pression A = kai + ks vaut environ 1.7 s -l, c'est-~-dire, qu'au bout de 2 s l'6qui- 
libre est at teint  ~ 3% pros, et ~ 4 s ~ 10 -3 pr6s. 

Les 6quations prdc6dentes montrent  ainsi toujours dans l 'hypothdse off [S] a 
peu varid, que la vitesse d 'hydrolyse V atteint un maximum (au point B de la 
courbe 3 de Fig. 2): 

Y = V b -- Y [ S ] 0 / [ [ S ] 0  + g m [I] /gi]  

Cette expression correspond ~ la vitesse de rdaction classique dans l 'hypoth6se 
[S] > >  Kin. Ceci justifie, d 'un point de vue thdorique, que la ddtermination du 
Ki par la mdthode dite "des vitesses initiales" donne des %sultats valables, 
condition d 'at tendre le maximum de la vitesse de %action. 

(2) Cas ggndral 
Connaissant V, K m et fi chaque instant [S], d[S]/dt, il faut calculer k4 et ks. 

Posant [E]/[E]0 = i, l 'dquation suivante permet de ddterminer fi chaque instant 
i et par la suite di/dt 

---d[S] _ V(1 -- i ) .  ([S]/[S] + Kin) 
dt  

h4 et ks sont lids par la relation: 

1 di [II[S] 1 - - i  
i" -~= ks + k4[Sl + Km i 

qui permet leur calcul au moyen d 'un programme apparentd ~ une rdgression de 
type moindres carr6s. Le calcul donne 6galement un coefficient de corrdlation 
qui permet d'appr6cier la validitd des ddterminations. 

Les r6sultats obtenus sont en excellent accord avec ceux obtenus graphique- 
ment avec l 'hypoth6se simplificatrice (Tableau III). 

Les cin6tiques d'inhibition par la carb6nicilline des cdphalosporinases A, C et 
de l 'enzyme produite par la souche RL90 SOL sont de m~me type. Nous les 
avons 6tudides ~ l 'ordinateur par le programme d'inhibition. Le Tableau IV 
montre les r6sultats obtenus. Les coefficients de corrdlation correspondants 
peuvent ~tre considd%s comme excellents. 

Dans le cas de la souche P. morganii F20B, le tr6s petit Ki de la carb6nicilline 
correspond fi un grand k4, ce qui rend difficile et peu pr6cise la mesure directe 

l 'ordinateur. Le calcul fait par l'intermddiaire de 0 permet, cependant, de 
ddterminer ks d'ofl k4 = ks/Ki. 

La souche K. pmeumoniae II.17 ne prdsente aucun 6tat prestationnaire ddce- 
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T A B L E A U  I I I  

D ~ t e r m i n a t i o n  de k 4 ,  k 5,  K i ~i l ' o r d i n a t e u r  p o u r  l ' e n z y m e  t y p e  B. ( 1 ) :  C a r b d n i c i l l i n e ,  ( 2 ) :  t i e a r c i l l i n e .  

( 1 )  ( 2 )  

k 4 (I • tool -I • S -I) 284 300 388 500 

k 5 (s -1) 2.77 • 10 -3 3.67 • 10 -3 

K i (tool • 1 -I ) 1.01 • 10 -8 0.95 • 10 -8 

C o r r e l a t i o n  0 . 9 3  0 . 9 8  

lable par nos techniques, alors que son Ki est pourtant  voisin de celui des 
c~phalosporinases A, B e t  C. La simulation des courbes fi l 'ordinateur et leur 
t rai tement ont  montr~ que dans ces cas, si l 'on multiplie k4 et ks par un m~me 
facteur sup~rieur ou dgal ~ 10, (conservant donc le mSme Ki), les vitesses sont 
suffisantes pour que l'dtat prestationnaire ne soit plus ddcelable. 

I1 semble que le phdnomSne de rdversibilitd lente n'ait  encore jamais ~t~ 
observ~ dans le domaine des fl-lactamases. Par contre, dans le cas de la mono- 
amine oxydase, Fuller [11] a constat~ que la rdaction d'inhibiteurs avec cette 
enzyme est particuliSrement lente (beaucoup plus que dans notre cas). I1 en 
rdsulte que les dtudes d'inhibition de la monoamine oxydase ont conduit  ~ des 
r~sultats trSs variables selon les auteurs et les conditions expdrimentales. 

I1 reste ~ discuter le cas de l'ampicilline et de la cloxacilline qui ne permettent  
pas d'observer le phdnom~ne trouvd avec la carb~nicilline ou la ticarcilline. 
Dans ces deux cas, en presence d'inhibiteur, l '~tablissement du rdgime station- 
naire n'est pas ddcelable par nos techniques. Dans les ~quations pr~cddentes, 
cela revient ~ faire l / k 4  = O. Par contre, il est tr~s probable qu'avec des techni- 
ques plus fines ("stopped flow", par exemple), on devrait pouvoir l'observer. 
Toutefois, il faut encore v~rifier, fi ce stade, si l 'hypothSse 1 / k l  = 0 reste tou- 
jours valable. 

T A B L E A U  I V  

D ~ t e r m i n a t i o n  des  c o n s t a n t e s  k 4 (1 • t o o l  -1  • s -1  ), k 5 (s -1  ) e t  K i ( p M )  ~ l ' o r d i n a t e u r  ( 1 )  e t  K i 0~M)  p a r  l a  

m ~ t h o d e  de L i n e w e a v e r  e t  B u r k  ( 2 )  p o u r  les  autres  cdphalospor inases  ~tudies  (vis-a-vis de  l a  c a r b d n i c i l l i n e ) .  

k 4 k 5 K i ( 1 )  K i ( 2 )  

A 1 4 5 0 0 0  4 . 6  • 1 0  - 3  3 . 1 5  • 1 0  - 2  2 . 2  • 1 0  - 2  

C 2 4 8  0 0 0  4 . 5  • 1 0  - 3  1 . 6 4  • 1 0  - 2  1 . 6  • 1 0  - 2  

R L 9 0  S O L  4 2 0  0 0 0  2 . 5  • 1 0  - 3  0 . 6  • 1 0  -2  0 . 4  • 1 0  - 2  

P. m o r g a n i i F 2 0 B  5 • 1 0 6  4 . 5  • 1 0  - 3  9 . 1 0  --4 8 • 1 0  - 4  

Kle  bsielta I I - 1 7  p a s  d'~tat  pr~stat ionnaire  4 . 8  • 1 0  - 2  
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Conclusion 

Dans le cas de l'inhibition d'une enzyme par un inhibiteur compdtitif qui 
r~agit lentement, la mesure des constantes Ki s'avSre particuli~rement ddlicate. 
Les techniques habituelles ne sont plus valables et comme on peut le voir sur 
Fig. 1, le calcul classique montre une variation simultande du K m et V, ce qui 
est anormal. Toutefois, la mdthode des vitesses initiales est encore utilisable, 
condition d'attendre la stabilisation de la vitesse de r~action (dV/dt = 0) mais, 
dans ce cas, la concentration en substrat n'est plus ddfinie avec prdcision. 

Le calcul ~ l'ordinateur que nous proposons permet de rdsoudre ces difficul- 
t~s. Connaissant les constantes cin~tiques Km et V du substrat de rdfdrence, une 
seule experience d'inhibition permet de calculer K i et les deux termes de son 
rapport k4 et ks. Nous ~tudions actuellement d'autres cdphalosporinases qui 
pr~sentent le m~me ph~nomSne. 
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