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NOVA METODA ZA HITRO DOLOCANJE KINETIZNIH KONSTANT PRI
INTERAKCIJI ENCIMA S XOMPETITIVNIM INHIBiTORJEM

M.Kotnik, A.8ali, J.Kos, B.Turk in V.Turk
Odsek za biokemijo, Institut JoZef Stefan, Jamova 39, 61000 Ljubl jana

A new computer-aided approach for the determination of kinetice
constants is presented. The model is developed for a particular
type of interaction of an enzyme with a competitive inhibitor.

To the experimental product vs. time curve a mathematical function
is fitted which contains parameters from which k. , k, and K.

can be calculated. The experimental model was tested for the inter-
action of human kidney cathepsin L with chicken egg white cystatin.
The calculated kinetic constants were compared with published

data on homologous low M, cysteine proteinase inhibitors.

uvor

Todno doloBanje kinetidnih parametrov interakeije med encimi in nji-
hovimi inhibitorji je kljuCnega pomena za ugotavl janje udinkovitosti
teh biolo3ko aktivnih substanc. Pri tem sta moZna dva pristopa : dis-
kontinuirni in kontinuirni. Pri prvem nadinu analiziramo alikvote,

ki jih odvzemamo v dolodenih Gasovnih intervalih, pri drugem pa opa-
2ujemo spremembe Vreagenéni meSanici s pomodjo beleZenja na rekorderju.
V obeh primerih pa zasledujemo bodisi spreminjanje koncentracije pro-
dukta (dP) ali pa koncentracije substrata (dS) s dasom.

V zadnjem casu se za dolodanje K uporabl jajo predvsem ravnoteZne me-
tode (1, 2, 3), druga skupina metod, ki bazira na opazovanju pribli-
Zevanja reakeije encima in inhibitorja k ravnotezju, pa omogoda tudi
izradun hitrostnih konstant ka in k4 (4, 5, 6, 7). Na osnovi Ze znanih
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postopkov smo razvili novo metodo z radunalnisko obdelavo podatkov in
jo preizkusili na primeru interakeije cisteinske proteinaze katepsina
L z nizkomolekularnim inhibitorjem cisteinskih proteinaz cistatinom iz

jajénega bel jaka.

TEORIJA

Splosni model interakeije encima, inhibitorja in substrata opisuje
shema 1 po Bottsu in Moralesu (8).

Shema 1
E + S &= ES =—= E + P
+ +
I I
Ki= kd/ka ” Ki ” Ki

El +S = ESI —= EI + P

Omejimo se na primer interakeije kompetitivnega inhibitorja in enci-
ma, ki tede po shemi po Hanozetu in sod. (9) :

El ——= E &——— ES &=——= E + P

T W e M e
1':a W\ J/ k—1 k-2
1 S

Predpostavl jamo, da je k_2 zanemarljivo majhna, in da so hitrostne
konstante k+1 , k_1 in k+2 veliko vedje kot ka in kd (celotna
hitrost reakecije je dololena s hitrostjo interakeije encima in inhi-

bitorja). Shema se v tem primeru poenostavi :
1 .
kg g k.2 Tes

El == X — E + P

A

k_f
I
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X = (E) + (ES)

-1
fES = (1 « Km/S)-1 = (ES)/X
fE = (1 + S/Km) = (E}X

Ce izberemo eksperimentalne pogoje tako, da se koncentracija substrata
s asom ne spremeni bistveno ((S} = (S)t)’ in da je koncentracija enci-
ma mnogo manjSa od koncentracije -inhibitorja (iz tega sledi, da se
tudi koncentracija inhibitorja s casom bistveno ne spreminja((l)o =
= (I)t)’ lahko nastajanje kompleksa EI opiSemo z :nacbo :
d(EI)/dt = ka(I)fEX - kd(EI) (M
Ker je X = (E)T - (EI) in (E)T = (E) + (ES) + (EI),lahko enadbo (1)
zapiSemo drugade :
d(EI)/dt = ka(I)fE(E)T - ka(I)fE(EI) - kd(EI) (2) -
Enadbo (2) uredimo in uvedemo koeficient b :
d(EI)/dt = - (kd +* ka(I)fa) (EI) =+ ka(I)fE(E)T = -b(EI) +

+ ka(I)fE(z.)T (3)
Z integracijo enadbe (3) dobimo (robni pogoji(EI)(0) = 0, (EI)(t) =
= (EI)) :

_ bt
(EI} = (ka(I)fE(E)T/b)(1—e ) (4)
Ker je v = d(P)/dt = k+2(ES) = k+2fEsX inX = (E)T - (EI) ,
lahko napiSemo hitrost reakcije kot :
-bt (5)

d(P)/dt = k+2fES(E)T/b + (k+2fES(I)fE(E)T/b)e

Po integraciji enadbe (5) (robni pogoji(P)(0) = 0, (P)(t) = (P))
dobimo :

(P = (x (E)p/D)t + (k+2fESka(I)fE(E)T/b2)(1 et (g

+2fESkd
Enadba (6) je osnova nekaterim metodam za dolofanje kineticnih kon-
stant (4, 5, 9), vendar te metode bazirajo na veéih neodvisnih meri-
tvah in ekstrapolacijah. NHaS namen je bil, da model , opisan z enad-
bo (6) in nelinearno metodo najmanjSih kvadratov (13) uporébimo za
direktno dolodanje kinetiénih konstant iz netransformiranih eksperi-
mentalnih podatkov (krivulja (P)(t)). Vendar enadba (6) ni najprimer-
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nejSa za obdelavo z nelinearno metodo najmanjSih kvadratov, ker vsebuje
ved nenatanéno dolodenih konstant (k+2, fE’ fES’ (E)T’ (1)). Funkeij-
sko zvezo med (P), t, ka in kd smo sku$ali poenostaviti in s tem izbol j-
Sati dolodenost parametrov z eksperimentom. Z uporabo enadb :

Vmax = k+2(E)T (7
v, = (vmax(S))/((S) +K) (8)
v, = (k+2(E)T(S))/((S) * Km) = k+2(E)TfEs (9)

Lahko napiSemo linearni &len enadbe (6) v obliki :

k+2fESkd(E)T/b = vokd/b = ¢/b

Eksponentni ¢len pa kot :

2 2 _
k, K Flpg(E) (D% = vofgh (D/6° = vk (D) + voky - voky =

_ 2 _ _ 2 _ 2
= (vo(fEka(I) + kd) - vokd)/b = (Vob e)/b” = Vo/b - ¢/b

Torej je preoblikovana enatba (6) ¢

(P) = (volb - c/b2)(1 - e'bt) + ct/b (10)

V enadbi (10) nastopajo samo zelo natancno dolofena konstanta v, iﬁ
parametra b ter c¢. Ta dva parametra izradéunamo z nelinearno metodo
najmanj8ih kvadratov. Ko imamo parametra znana, pa lahko Kinetiéne
_konstante enostavno izraéunamo Z uporabo zvez :

b = kd + ka(I)fE
c = Vokd
Ki = kd/ka

Pogoj je Se, da poznamo (I)o' Km in (S)O.
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MATERIALI IN METODE

Clovedki katepsin L (10) in cistatin iz jajCnega beljaka (11) sta bila
jzolirana v elektroforetsko homogeni obliki. Tocno koncentracijo ka-

- tepsina L smo dolodili s titracijo aktivnega mesta z inhibitorjem Epli75
(Peptide Research Institute, Japonska) po Barrettovi metodi (12) in
potem s katepsinom L titrirali jajéni cistatin . Jajéni cistatin je bil
100 9 aktiven in smo zato lahko njegovo proteinsko koncentracijo je-
mali kot aktivno koncentracijo. Za opazovanje interakeije med encimom ,
substratom in inhibitorjem ter radunanje kinetiénih konstant smo iz-
delali in uporabljali sistem, ki je bil sestavljen iz fluorimetra
PERKIN - ELMER LS-3, povezanega preko RS 232C vmesnika s hiSnim ra-
Sunalnikom APPLE II+, ta pa je bil povezan z IBM/XT radunalnikom. Prva
radunalniska enota je sluzila za shranjevanje podatkov iz fluorimetra
in njegovo krmiljenje, druga pa za obdelavo pcdatkov in radunanje kine-
tidnih konstant. Fluorescenco smo merili pri j\eksc = 370 nm in
A emis = 460 nm v 10 x 10 mm kiveti v celici termostatirani na 25¢C .
Fluorimeter je bil umerjen s 100 nM 7 - aminometilkumarinom (produkt
encimske reakeije). Aktivnost katepsina L smo merili s fluorogenim sub-
stratom Z-Fhe-Arg-NiMec (Serva, ZRN). V kiveto smo dali substrat (kon-
&na koncentraci ja (S)o = 20 pM in aktivator DIT (konéna koncentraci-
ja 2 mM) v aktivacijskem pufru (0.34 mM Na-acetatni pufer, pH = 5.5 s

4 oM EDTA in 0.1 % Brij 35). Tej meSanici smo dodali encim (konéna
koncentracija (E)o = 22 pM) in podakali, dokler reakeija ni stekla s
konstantno hitrostjo vy Vzorci encima so bili pripravljeni iz koncen-
trirane raztopine ter takoj razdeljeni na alikvote in zamrznjeni, tako
da je bil vsak alikvot uporabljen le enkrat. Tudi raztopini substrata

(1 mM v DMSO) in aktivatorja (8 mM v aktivacijskem pufru) sta bili sve-
Je pripravljeni. Ko je reakeija dosegla konstantno hitrost (dP/dt =

vo), smo reakeijski zmesi dodali sveZe pripravljeno raztopino inhibitor-
ja v majhnem volumnu (30 pl) in v 30-kratnem koncentracijskem prebitku
((I)o = 0.66 nM). Reakcijo smo zasledovali U0 minut, pri cemer je ra-
Sunalnik zabeleZil spremembo (P) vsako sekundo v koncentracijskih eno-
tah. Podatke, ki so se shranili na disketi, smo prenesli .na IBM/XT in
eksperimentalni krivulji (P)(t) priredili "fitano" krivuljo, ki je opi-
sana z enadbo (10). Pri tem smo dobili najboljSe vrednosti za koefici-

-
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enta b in ¢, iz katerih smo naknadno izradunali kinetiéne konstante ka’

kd in Ki.

OBDELAVA PODATKOV

a) Eksperimentalno krivuljo (P)(t) smo najprej zgladili in skrdili z
nekaj tisoé na nekaj sto todk.

b) Algoritem uporabljen pri nelienarni metodi najmanj$ih kvadratov, je
gradientnega tipé (13). Uporabili smo na$ program FIT (napisan v Pa-
scalu).

REZULTATI IN DISKUSIJA

Rezultati dolodanja kinetiénih konstant po novi metodi so prikazani v
Tabeli 1 :

Tabela 1

Eksperimehtalno dolodeni parametri :

zadetna koncentracija encima (E)o: 2.20x 1071
zadetna koncentracija inhibitorja (I)o: 6.60 x 10" 10
zadetna koncentracija substrata (S)O: 2.00 x go‘s M
Michaelis-Mentenova konstanta K : 2.00 x 107" M (15)

Izradunane kinetidne konstante :

1, =1

zadetna hitrost vy 6.54 x 10”7 "' Ms
konstanta asociacije k. : 3.87 x 108uM'1s'1
konstanta disociacije k; : 6.65 x 10:123'1
konstanta inhibieije Ki 1.71 x 10 M

NaSe prave konstante smo preracdunali tudi v navidezne (k
1.89 x 10”1 M), da bi jih primerjali z vred-

7 -1 =1
x 10" M s , Ki nav

nostmi drugih avtorjem, ki niso

strata pri kompetitivni inhibiciji (K

a pay = 3°22 X

upoStevali vpiva koncentracije sub-
= Ki x (1-+ (S)/Km), k

i nav a nav

ka/l + (S)/Km). Konstanto inhibicije za par katepsin L/jajéni cistatin
smo dolodali tudi z ravnotezno metodo po Hendersonu in doloéili vrednost
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3x 107 M (10), Green in sodelavei pa so dolo&ili vrednost K pav ©
=1.9 x 10"11 M (14). Jajéni cistatin sicer velja za enega najmoéne j-
gih in najhitrej$ih proteinskih inhibitorjev cisteinskih proteinaz,
zato lahko smatramo interakcijo tega para kot mejni primer. Nicklin
in Barrett (5) sta opazovala interakcijo rastlinske cisteinske prote-
inaze papaina (ki je strukturno zelo podoben katepsinu L) z jajénim
cistatinom, in ugotovila, da se cistatin veZe tako modno, da je bilo
moZno le oceniti zgornjo mejo vrednosti Ki nav (5 x 10"12 M), medtem
ko je bilak, .. =1X 107 M~ 's™1. Zaradi strukturaih podobnosﬁé ka-
tepsina L in papaina lahko sklepamo, da je Ki reda velikosti 10° ' M
za interakecijo z jajcnim cistatinom bliZje realnosti. To nakazujejo
tudi podatki, da se &loveSki cistatin C (homologen jajénemu cistatinu)
enako modno vee na papain in katepsin L (16), podobno pa je tudi v
primeru interakecije katepsina L in papaina s kininogenom (17), ki Je
sestavljen iz treh polipeptidnih verig, homolognih cistatinu.

12 M je moZno samo z uporabo

Dolofanje K; vrednosti reda velikosti 10~
zelo obdutljivih metod, kot je fluorimetrija, kjer lahko delamo z

zelo nizkimi koncentracijami encima in inhibitorja (reda velikosti
10'12 M). To obmodje predstavlja spodnjo mejo iz ved razlogov. V zelo
razreddenih raztopinah pride do pojava inaktivacije cisteinskih prote-
inaz, posebno katepsina L in papaina. Zato je treba zagotoviti opti-
malen interval merjenja odvisnosti (P) od t, kjer do tega fenomena Se
ne pride. Ker je pri naSi metodi potrebno delati s prebitkom inhibitor-
ja, moramo pri inhibitorjih, ki se zelo moéno veZejo na encim, izbrati
taksno koncentracijo, da Se velja pogoj (I)o>> (E)o. Istodasno mora
biti po dodatku inhibitorja sprememba dP/dt Se dovolj velika, da omo-
goda radunanje kinetiénih konstant. Nova metoda ima tudi svoje predno-
sti : predvsem je zelo hitra (30-40 minut) in enostavna, saj delamo

pri eni koncentraciji substrata in inhibitorja, zadostuje pa tudi samo
en eksperiment. Za doloditev vseh treh kinetiénih konstant, ki opisu-
jejo interakeijo encima in inhibitorja, potrebujemo izjemno majhne ko-
1idine reaktantov, rezultati meritev pa so ponovljivi. Ker je stehiome-
trija vezave cisteinskih proteinaz s cistgtini.znana (165, Jje potrebno
vedeti le todno koncentracijo inhibitorja (I), - Nasa Studija kaze, da
je ta metoda potencialno uporabna v primerih, ko imamo na razpolago
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malo encima in inhibitorja, omogoda pa tudi veliko Stevilo poskusov in
S tem primerjavo interakeij encima z razliénimi inhibitorji ali razlig-
nih encimov z istim inhibitorjem, kar vodi do boljSega poznavanja na-
rave teh inhibicij. V povezavi s klasiénimi Ze uveljavljenimi metodami
doloCanja kinetidnih konstant pa ta metoda predstavlja poleg hitrosti
in enostavnosti tudi moZnost doloditve vseh parametrov, ki opisujejo
bioloSko pomembnost interakcije (18) in s tem kontrolo delovanja enci-
ma v telesu.

OXRAJSAVE

(P): koncentracija produkta; (S): koncentracija substrata; (E).. :
totalna koncentracija encima; (E): koncentracija encima; (ES) f kon-
centracija kompleksa encim/substrat; (EI): koncentracija kompleksa
encim/inhibitor; Ki s konstanta inhibicije; Ki ay. } navidezna kon-
stanta inhibiecije; k_ : asociacijska konstanta kgmgleksa encim/inhibi-
tor; k : navide®na asociacijska konstanta kompleksa encim/inhibi-
tor; kaznsxsociacijska konstanta kompleksa encim/inhibitor; K_ :
Michaeiis-Mentenova konstanta; v : maksimalna hitrost‘reak@ije;

v_: zaletna hitrost reakeije; Z-Fﬁg-Arg-NHMec : benziloksikarbonil-
fgnilalanil-arginin-N-metil-kumarilamid; DTT: ditiotreitol; DMSO :
dimetilsulfoksid; Ep 475 : L-3-karboksil-trans-2,3-epoksipropil-
-leucilamido(4-benziloksikarbonilamino)butan.

POVZETEK

Na osnovi znanih metod smo razvili nov postopek za dolodanje Kineti~
¢nih konstant pri interakeiji encima s kompatibilnim inhibitorjem 2z
racunalnisko obdelavo podatkov. Bistvo te metode Je, da se eksperimen-
talni krivulji odvisnosti (P)od t priredi matematiéna funkecija, ta pa
vsebuje parametre, iz katerih je moZno izradunati k_ , k. in K,. Mo-
del smo preizkusili na primeru interakei je éloveékeﬁa kagepsiné Lz
Jjajénim cistatinom in primerjali izradunane konstante s podatki za
homologne nizkomolekularne proteinske inhibitorje cisteinskih protei-
naz.
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