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Es wird eine Theorie entwickelt, die es ermdglicht, viskosi-
metrisch die Kinetik von Enzymreaktionen zu verfolgen, an
denen hochmolekulare Substrate teilnehmen und die in der Art
einer reversiblen, kompetitiven Hemmung verlaufen. Die ab-
geleiteten Relationen geben die Moglichkeit, die Hemmkonstante
(K1) der verlaufenden Enzymreaktion bei dieser Art Hemmung
zu bestimmen.

A New Method for the Viscosimetric Determination of the
Inhibition Constant Ki for Enzymatic Reactions of the Reversible
Competitive Inhibition Type

A theory has been developed making it possible to viscosi-
metrically trace enzyme reactions in which high molecular
substrates are involved and which belong to the reversible
competitive-inhibition type. The equations derived permit of a
determination of the inhibition constant Kj.

Einfihrung

In Ubereinstimmung mit den gegenwirtigen Auffassungen!-3
zeigen die kompetitiven Hemmstoffe eine Strukturihnlichkeit mit dem

1 M. Dizon und E. Webb, Enzymes, 2nd Ed., Longmans, 1964.
V. A. Jakovlev, Kinetik der Enzym-Katalyse, Mir, Moskau 1965,
8 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 vermindern sie die Ahnlichkeit zwischen dem
Substrat und dem Enzym, wodurch sich in Anwesenheit von Hemmstoff
der Wert der ,,scheinbaren Mickaelis—Menten-Konstante erhdht.

Bei der reversiblen, kompetitiven Hemmung verfndert sich die
Sattigungsgeschwindigkeit des Enzyms nicht; sie hingt sowohl von der
relativen Affinitét des Hemmstoffs und des Substrats zum aktiven Zen-
trum des Enzyms als auch vom Verhéltnis zwischen den Konzentrationen
des Hemmstoffs und des Substrats ab.

In der Literatur fehlt eine ausreichende Theorie zur viskosimetrischen
Bestimmung der kinetischen Konstanten der Enzym —Substrat-Reak-
tionen. Dies war die Hauptursache fiir die geringe und nur teilweise An-
wendung der viskosimetrischen Methode bei der qualitativen Bewertung
gewisser hemmenden Wirkungen?.

In einigen aufeinanderfolgenden Arbeiten3—® wurde eine Theorie ent-
wickelt, die die viskosimetrische Verfolgung der Kinetik von Enzym.-
reaktionen, an denen hochmolekulare Substrate beteiligt sind, ermdglicht.
Die abgeleiteten Gleichungen wurden angewandt zur Verfolgung der
Kinetik des Abbaus des Substrats Natriumcarboxymethylcellulose
(Na-CMC) unter der katalysierenden Wirkung des Enzyms Cg-Cellulase
(EC 3.2.1.4 p-1,4-Glucan-4-glucanohydrolase), indem die Michaelis—
Menten-Konstante dieser Reaktion sowie die Enzymaktivitit in inter-
nationalen Einheiten bestimmt wurde.

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir die Theorie zur viskosi-
metrischen Bestimmung der Hemmkonstante (Kt) bei Enzymreaktionen,
an denen sich hochmolekulare Verbindungen beteiligen und die in der Art
einer reversiblen, kompetitiven Hemmung verlaufen.

Theorie

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

__ 1N
wr

4 M. Mandels und E. Reese, in Enzyrm. hydrol. cellul., Ed. E. Reese,
Pergamon Press, p. 115, 1963.

5 M. Tschetkarov und D. Koleff, Mh. Chem. 100, 976 (1969).
M. Tschetkarov und D. Koleff, Mb. Chem. 98, 1908 (1967).
M. Tschetkarov, D. Koleff und S. Banikova, Mh. Chem. 98, 1916 (1967).
M. Tschetkarov und D. Koleff, Mh. Chem. 100, 986 (1969).
M. Tschetkarov und D. Koleff, Experientia [Basel] 25, 439 (1969).
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die Konzentration der Hemm-Molekiile in einer Volumseinheit bezeichnet.
In (1) ist yy das Molekulargewicht des Hemmstoffs, [I] seine Gewichts-
konzentration und N die Avogadrozahl.

Wenn eine Enzym—Substrat-Reaktion von der Artl, 2

7v+1 ki
ng 4+ ns "2 (ngns) el NE + Nsw 2)
b
von der gleichzeitigen Wirkung eines kompetitiven Hemmstoffs begleitet
wird, der reversibel die aktiven Zentren des Enzyms

Big
ng + n1 == (ngnr) 3)

—i
mit der Hemmkonstante
k_; NE N

K’ Y =
V7 ke (mem)

(4)

blockiert, so wird ein Teil der aktiven Zentren der Enzymmolekiile in
einem Enzym—Substrat-Komplex (ng ns) und in einem Enzym—Inhibi-
tor-Komplex (ng nr) verbunden sein und ein anderer Teil, ng, bleibt frei.
Folglich wird die Gesamtzahl der aktiven Enzymzentren durch

ng = ng + (ngng) + (ngni) = ng + (ngns) + e o (5)

I
definiert und die freien Zentren durch
ng— (ngns)

Lm (©
1 ,K’l

ng =

Aus der algebraischen Summe der Geschwindigkeiten zur Bildung und
zum Abbau des Enzym-—Substrat-Komplexes erhalten wir in Uberein-
stimmung mit (2)

d
E M(%%-@ =0 =k ngns — (k-1 + ki2) (ng ns) (7)

und der Ausdruck (6) fiir die Konzentration des Enzym—Substrat-
Komplexes wird

nE Ny

ol e

(ngng) =

8)
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worin wir

by kg

Km = kyg

()

gesetzt haben. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Konzentration ng der
sich unter dem Einflufl des Enzyms abbauenden Substratmolekiile ist der
Abbaugeschwindigkeit des Enzym—Substrat-Komplexes gleich, d. h.

dng . d (neng)

= ar = ke (nmn) (10)
oder, wenn man (8) beriicksichtigt,
dng ke oy
a K'm(1+?,l)+ns. an

Setzen wir den Ausdruck (9)5 in die Gl. (11) ein, so erhalten wir

_dps_ R*[E]u§

bl it SO o 12
dt  Lyps+[S[ - (12)
worin wir
B — phss
vE
e E'm k14 ki Michaelis—Menten-Konstante
™= No  Noks1 in Molarkonzentration
K’y k_; Hemmkonstante in (3
Ky = No No ko Molarkonzentration (13)
[1] ,.,Scheinbare Michaelis—
L =Kn\l+ Kryr Menten-Konstante in
Molarkonzentration

eingesetzt haben.
Lost man die GL (12) in den Grenzen der Veranderung des Molgewichts
des Substrats von wso bis (s

LTS o “S’_“goo k* P ¢
dMs [S] (dus [£]
f j - Of dt, (14)

Bg, " HSw ”S““’S w©

so erhdlt man den Ausdruck

M«;+@( ! L )=—"*[E]t, (15)

Usg— kS L Us — thSe ——U«So_‘{J«Sm

In
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der in impliziter Art die Verdnderung des Molgewichts ps des Sub-
strats mit der Zeit ¢ der Enzymreaktion zeigt.

Die Ausdriicke (12) und (15) weisen darauf hin, dafl die Kinetik des
Substratabbaus wesentlich vom Verhéltnis der Enzym—Substrat- und
Enzym—Hemmstoff-Konzentrationen [£], [8] und [7] abhéngig ist.

7
T = g
P Alsg
P 137,57
/7], (f/// £ (E%, ph) gorin.
L7 a7

Abb. 1. Verdanderung des Produktenwertes der Relaxationsdauer und devr
Enzymkonzentration © [ £] von der Hemmstoffkonzentration [J] (schematische
Darstellung)

Wenn man im Nenner von (12) solche Konzentrationen [S] und [/]
des Sunbstrats und Hemmstoffs wihlt, daf die Ungleichung L ps > [8]
gilt, dann verlduft der Reaktionsanfang ausschlieBlich nach dem Expo-
nentialgesetz

Ls— Ugn = (HSQ”‘[«LS@ g*h“ﬂf, (16‘)
worin wir

11 YS! )

= e 17

P ( Krug (17)
und

k* P No ks by
b = T2 7 i8
K pr (k-1 ki) (18

[laut den Ausdriicken (13)] eingesetzt haben. Je kleiner die Enzym-
konzentration [ #] ist, desto linger dauert die Reaktion nach Relation (16).

Verfolgt man, wie das vorher getan wurde5-?, viskosimetrisch die Ver-
dnderung des Molekulargewichts ps des Substrats nach Relation (16) und
bestimmt man die Zeit © = 1/kr [E) der Relaxation bei unverdnderter
Enzymkonzentration [E] und verdnderlicher Hemmstoffkonzentration
1], so kann man laut (17) die Hemmkonstante K1 (Abb. 1) bestimmen.
Ist das Molekulargewicht u; des Hemmstoffs bekannt, so bestimmt man
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durch die Neigung der Geraden auf Abb. 1 die Hemmkonstante durch den
Ausdruck

I
Ky =— o >0. (19)
Wr
Driickt man [I]o in mg/ml und ps in mg/mMol aus, so hat Ky das Mal-
system mMol/ml.

Weil im Laufe der Enzymreaktion das Molekulargewicht des Sub-
strats dauernd abnimmt, veridndert sich das Verhiltnis im Nenner von
(12) inversiv L ps <€ [§] und der zweite Teil der Reaktion wird nach dem
hyperbolischen Gesetz

1 1 k* [E]

= t 20
US— WS  WSo— MSow + [S1 (20)

verlaufen.

Die Relation (20) zeigt, daB sich die Reaktion in diesem Teil nicht von
der Anwesenheit des Hemmstoffs beeinflussen 148t.



