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Es wird eine Theorie entwickelt,  die es erm6glicht, viskosi- 
metrisch die Kinet ik  yon Enzymreakt ionen zu verfolgen, an 
denen hochmolekulare Substrate tei lnehmen tmd die in der Ar t  
einer reversiblen, kompet i t iven I-Iemmung verlaufen. Die ab- 
geleiteten ~ela t ionen geben die 3/I6gliehkeit, die Hemmkons tan te  
(KI) der verlaufenden Enzymreakt ion bei dieser Ar t  I-[emmung 
zu bestimmen. 

A New Method ]or the Viscosimetric Determination o] the 
Inhibition Constant KI ]or Enzymatic Reactions of the Reversible 
Competitive Inhibition Type 

A theory has been developed making it possible to viseosi- 
metr ical ly trace enzyme reactions in which high molecular 
substrates are involved and which belong to the reversible 
competi t ive-inhibit ion type.  The equations derived permit  of a 
determinat ion of the inhibition constant  KI.  

E i n f i i h r u n g  

I n  Ube re in s t immung  mi t  den gegenw~rtiger~ Auffgssungen 1 - s  
zeigen die k o m p e t i t i v e n  Hemmstof fe  eine S t ruk tu rghn l i ehke i t  ra i t  dem 

1 M. Dixon und E. Webb, Enzymes,  2nd Ed.,  Longmans, 1964. 
2 V. A. Jakovlev, Kinet ik  der Enzym-Kata lyse ,  Mir, Mosk~u 1965. 
s j .  L. Webb, Enzyme and Metabolic Inhibitors,  Academic Press, 1963. 
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Substrat oder dem Produkt der Enzymreaktion, indem sie sich reversibel 
mit den aktiven Zentren des Enzyms verbinden, d. h. an derselben Stelle 
wie das Substrat. Folglich vermin4ern sie die Xhnlichkeit zwischen dem 
Substrat und dem Enzym, wodurch sich in Anwesenheit yon I-Iemmstoff 
der Weft der ,,scheinb~ren Michaetis Menten-Kons tan te"  erhSht. 

Bei der reversiblen, kompetitiven Hemmung ver/~ndert sich die 
S/ittigungsgeschwindigkeit des Enzyms nicht; sie h//ngt sowohl yon der 
relativen Affinit/~t des Hemmstoffs und des Substrats zum aktiven Zen- 
t rum dos Enzyms als auch vom Verh/~ltnis zwischen den Konzentrationen 
des Hemmstoffs und des Substrats ab. 

In  der Literatur fehlt eine ausreiehende Theorie zur viskosimetrisehen 
Bestimmung der kinetischen Konstanten der Enzym--Substrat-l~eak- 
tionen. Dies war die t tauptursaehe fiir die geringe und nur teilweise An- 
wendung der viskosimetrisehen Methode bei der qualitativen Bewertung 
ge~4sser hemmenden Wirkungen ~. 

In  einigen aufeinanderfolgenden Arbeiten 5-~ wurde eine Theorie ent- 
wickelt, die die viskosimetrische Verfolgung der Kinetik von Enzym- 
reaktionen, an denen hoehmolekulare Substrate beteiligt sind, ermSglicht. 
Die abgeleiteten Gleichungen wurden angewandt zur Verfolgung der 
Kinetik des Abbaus des Substrats Natriumcarboxymethylcellulose 
(Na-CMC) unter der katalysierenden Wirkung des Enzyms Cx-Cellulase 
(EC 3.2.1.4 ~-l,4-Glucan-4-glucanohydrolase), indem die Michael i s - -  

Menten-Kons tan te  dieser l~eaktion sowie die Enzymaktivit/i t  in inter- 
nationalen Einheiten bestimmt wurde. 

In der vorliegender~ Arbeit beschreiben wir die Theorie zur viskosi- 
metrischen Bestimmung der Hemmkonstante (KI) bei Enzymreaktionen, 
an denen sieh hochmolekulare Verbindungen beteiligen und die in der Art 
einer reversiblerL, kompetitiven I~emmung verlaufem 

T h e o r i e  

Zur Erforschung der reversiblen, kompetitiven Hemmung der Enzym- 
reaktionen wird nebst den in einer vorangehenden Arbeit 5 verwendeten 
Symbolen hier mit 

[I] No 
ni -- (1) 

M. Mandels und E. Reese, in Enzym. hydrol, cellul., Ed. E. Reese, 
Pergamon 1)tess, p. 115, 1963. 

5 M. Tschetkarov und D. Kole]], Mh. Chem. 100, 976 (1969). 
6 M.  Tschetkarov und D. Kole]], Mh. Chem. 98, 1908 (1967). 

M. Tschetkarov, D. Kolef] und S. Banikova, 1Ylh. Chem. 98, 1916 (1967). 
s M.  Tschetkarov und D. Kole]], Mh. Chem. 100, 986 (1969). 
9 M.  Tschetkarov und D. KoleH, Experientia [Basel] 25, 439 (1969). 
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die Konzentration der I-Iemm-lV[olekiile in einer Volumseinheit bezeichnet. 
In (l) ist ~I das 1golekulargewicht des Hemmstoffs, [I] seine Gewiehts- 
konzentration und No die Avogadrozahl. 

Wenn eine Enzym--Substrat-Reaktion yon der Art 1, 

k-i-1 k+2 
nE + ns ~ (hE ~S) ----> nE + US ~ (2) 

/z__ 1 

yon tier gleichzeitigen Wirkung eines kompe*itiven Hemmstoffs begleitet 
wird, der reversibel die aktiven Zentren des Enzyms 

k+i 
nE + ni ~-~  (hE hi) (3) 

k~ i 

mit der Hemmkonstante 

k_ t  n E  n i  
K' I  --  k+~ (nEni) (4) 

blockiert, so wird ein Teil der aktiven Zen%ren der Enzymmolekiile in 
einem Enzym--Substra$-Komplex (hE nz) und in einem Enzym--Inhibi-  
tor-Komplex (hE hi) verbunden sein und ein anderer Teil, hE, bleibt frei. 
Folg]ich wird die Gesamtzahl der ak%iven Enzymzentren dutch 

nE 7bs 
n~ = n~ + (hE ~z) + (n~ hi) = n~ + (hE nz) + K'I 

definiert und die freien Zentren durch 

(5) 

n E 
n ~ - -  (n, nz) 

ni (6) 
1 •  

' Ktl 

_&us der algebraischen Summe der Geschwindigkeiten zur Bildung und 
zum Abbau des Enzym---Substrat-Komplexes erhalten wir in Uberein. 
stimmung mit (2) 

~__2 d -- 0 ---- ]~+1 ~ E  P~s - -  (]r 2f_ ]r (nE n s )  
(nE ns) 

d t  
(7) 

und der Ausdruck (6) ftir die Konzentra~ion des Enzym--Substrat-  
Komplexes wird 

(nR ns)  = 
n~ ns 

(s) 
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worin wir 

k- I ~- k+2 K'~ - (9) 
k+l 

gesetzt haben. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Konzentrat ion ns  der 
sioh unter dem Einflul~ des Enzyms abbauenden 8ubs~ratmolekiile ist der 
Abbaugeschwindigkeit des Enzym--Subs~rat-Komplexes  gleich~ d. h. 

dns  _ _  d(n~ns) _ _  k+z (nFns) (10) 
dt  d t  

oder, wenn man (8) beriicksichtigt, 

d ns k+2 n~ n~ 

dt  K m  1 +  ni + n s  

Setzen wir den Ausdruck (9)5 in die G1. ( l l )  ein, so erhalten wir 

a us _ ~* [E] ~ (12) 
d t L ~s + [S[ �9 

worin wb  

p k+2 

K'm k-1 -~- ]~+2 
No No k+l 

K ' I  __ k-i  
K1 = -  (13) 

No No k+~ 

t [i] 1 
L : K m l l q - K i [ J . r !  

Michaeli~ Menten-Konstante 
in Molarkonzentra$ion 

Hemmkons tan te  in 
Molarkonzentration 

,,Scheinbare Michaelis-- 
Menten-Konstante " in 
Molurkonzentration 

eingesetzt haben. 
L6st man die G1. (12) in den Grenzen der Ver~nderung des ~olgewi0hts 

des Substrats yon [As 0 bis ~s | 

so erhiflt man den Ausdruck 
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der in impliziter Art die Vergnderung des Molgewichts ~zs des Sub- 
strats mit der Zeit t der Enzymreaktion zeigt. 

Die Ausdriicke (12) und (15) weisen darauf bin, da8 die Kinetik des 
Snbstratabbaus wesentlieh vom Verh//ltnis der Enzym--Substra t -  und 
Enzym~Hemmstoff -Konzentra t ionen [El, [S] und [I] abhg.ngig ist. 

7 r/C= 

i / / i ]  "~63z7 .i ) z Z-zJ, fC 
f ~  <" o . . . . I  2 ('t % p s i / o p i / ~ .  

I 

_ADD. 1, Ver~nderung des Produktenwertes der I~elaxationsdauer und tier 
Enzymkonzentration ~ [El yon der Itemmstoffkonzentration [Y] (sehematisehe 

Darstellung) 

Wenn man im Nenner yon (12) solche Konzentrationen [S] und [I] 
des Substrats und Hemms~offs w~hlt, dab die Ungleietmng L Y-z >~ [S] 
gilt, dann verl/~uft der geaktionsanfang aussehlieBlich naeh dem Expo- 
nentiMgesetz 

worin wir 

und 

t z s  - -  ',.zS :c - -  ( ~ S o - -  [xS ~ e - -  kI [l~]t , d6) 

1 1 ( t (17) 

k* p 2u k+l 
k -- K~, ~.s (k-1 + k+2) (18) 

[laut den Ausdrtieken (13)] eingesetzt haben. Je kleiner die Enzym- 
konzentratioa [E] ist, desto lgnger dauert die Reaktion nach Relation (16). 

Verfolgt man, wie das vorher getan wurde 5-9 viskosimetrisch die Ver- 
gnderung des ~olekulargewichts ~s des Substrats nach Relation (16) und 
bestimmt man die Zeit ~ = 1 / k i  [E] der Relaxation bei unver/~nderter 
Enzymkonzentration [El und ver/i.nderlicher Hemmstoffkonzentration 
[I], so kann man laut (17) die I-Iemmkonstante KI (Abb. 1) bestimmen. 
Ist  das Molekulargewicht ~z des IIemmstoffs bekannt, so bestimmt mail 
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dureh die Neigung der Geraden auf Abb. 1 die Hemmkonstante  dutch den 
Ausdruck 

IS]0 
K1 --  > 0. (19) 

~tx 

Driickt man [I]0 in mg/ml un4 ~x in mg/mMol aus, so hat  Kz das MaB- 
system mMol/ml. 

Weft im Laufe der Enzymreakt ion das ~olekulargewicht des Sub- 
stra~s dauernd ~bnimmt, ver~ndert sich das Verh/~ltnis im !qenner yon 
(12) inversiv L ~z ~ IS] und der zweite Teil der Reaktion wird nach dem 
hyperbolischen Gesetz 

1 _ 1 4- k* [ E ]  
t~s - -  ~ z  ~ t~Zo - -  t~z | ~ j -  t (20) 

verlaufen. 

Die Relation (20) zeigt, dal3 sich die Reaktion in diesem Teil nicht von 
der Anwesenheit des Hemmstoffs  beeinflussen 1/~Bt. 


