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Als MaB fiir die Wirksamkeit von Katalysatoren wurde aus kinetischen Daten eine neue
Funktion abgeleitet, die Wirksamkeitsfunktion. Fiir frei diffundierende Spezies ist die maximale
Wirksamkeit 1. Das Enzym Triosephosphat-Isomerase hat eine Wirksamkeit von 0.6 und
ist demnach ein nahezu perfekter Katalysator. Die Wirksamkeit des Acetat-Ions als Katalysator
der gleichen Reaktion betrdgt 2.5-107 1!, Diese Zahlen lassen ahnen, was die Evolution geleistet

hat.

1. Einleitung

Chemische Kinetik ohne Katalyse ist wie Skifahren ohne
Ski. Enzyme sind die Katalysatoren der Natur; jedes lebende
System ist davon abhingig, wie wirkungsvoll sie den Energie-
und MateriefluB durch den Organismus lenken. Wihrend
der letzten Milliarde Jahre (10° Jahre = 1 Gigajahr) haben
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sich die Arten entsprechend den Bedingungen in ihrer Umge-
bung entwickelt. Wir kénnen erwarten, da3 die Evolution
auch die Eigenschaften der Enzyme verbessert hat, weil die
Organismen mit einem wirkungsvolleren Energie- und Mate-
riefluB einen Selektionsvorteil besitzen.

Zum Beispiel beschleunigt das glykolytische Enzym Triose-
phosphat-Isomerase die in Schema 1 gezeigte Reaktion etwa
10'%-mal stérker als ein einfacher Katalysator wie das Acetat-
Ion!t '

Wir sollten nicht zu iiberrascht sein, daBl das Enzym ein
weit leistungsfahigerer Katalysator ist als die einfachen funk-
tionellen Gruppen, die es enthilt. Damit das Enzym den Ener-
gie- und MateriefluB durch das lebende System stevern kann,
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miissen die gewiinschten Prozesse unbedingt sehr viel schneller
ablaufen als die zufilligen thermischen Reaktionen der
Metabolite. Daraus folgt, dal3 es zwischen den einfachen Kata-
lysatoren und dem Enzym einen groflen Unterschied in der

H\I|{/O\ H\ /O\ H\ //O--
[ cH C‘/H‘\A C Hg
®
| s H-A = BH /H H =—= B® HA
(;,=o" (lz—o H—(li—O/
CH,OPO3H, CH,OPO3H, CH,OPO;H,
DHAP DIOL GAP

Schema 1. Isomerisierung von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) iiber das
Endiol (DIOL) zu D-Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP). Diese Reaktion
wird durch Triosephosphat-Isomerase katalysiert.

katalytischen Wirksamkeit geben muB3. Konnen wir nun diesen
Unterschied quantifizieren, und gibt es irgendeine Grenze,
wie leistungsfihig ein Katalysator sein kann? Gibt es so etwas
wie einen ,perfekten” Katalysator? Auf beide Fragen ist die
Antwort ja. Der erste Teil dieses Aufsatzes ist der Beschreibung
einer Wirksamkeitsfunktion (,,efficiency function®) fiir katalyti-
sche Reaktionen in Losung gewidmet; im zweiten Teil wird
die Funktion auf Triosephosphat-Isomerase angewendet.

2. Die Wirksamkeitsfunktion (,,efficiency function*)

Obgleich die im folgenden behandelten Konzepte genereller
Art sind, wollen wir sie hier nur auf die Reaktion in Schema
2 anwenden, um ein UbermaB an Algebra zu vermeiden.

K k K
E+S<-E_I-—ES<k—2EP<—3-E+P K
) i

-2 3

Schema 2. E=Katalysator, S =Substrat, P =Produkt.

An dieser Reaktion sind ein einziges Substrat und ein einzi-
ges Produkt beteiligt, die in einem Einzelschritt ineinander
umgewandelt werden. Die Gleichgewichtskonstante fiir alle
Schritte betrdgt

K= [P]eq/[s]m

Der Buchstabe E 148t zwar ein Enzym vermuten, doch
beschreibt Schema 2 nur die gegenseitige Umwandlung von
S und P in Losung unter dem EinfluB irgendeines Katalysators
E. In diesem Aufsatz wollen wir jedoch E auf das Enzym
beziehen - in der Erkenntnis, daB wir sonst einfache organische
Katalysatoren mit einem Titel schmiicken, den sie nicht verdie-
nen.

Die Reaktion in Schema 2 kann unter irreversiblen oder
reversiblen Bedingungen stattfinden. Unter irreversiblen Be-
dingungen kommt es nicht zu einer nennenswerten Riick-
umwandlung von P in S. Dies kann darauf beruhen, daB
P thermodynamisch so stabil ist, daB die Moglichkeit seiner
Riickreaktion vernachlissigt werden kann, oder darauf, daf3
P durch irgendwelche Folgereaktionen abgefangen wird, die
geniigend schnell sind, um seine Umwandlung in S zu verhin-
dern.

Unter reversiblen Bedingungen ist der Netto-Materialflu3
von S nach P klein genug, um die Konzentration von S
und P fast bei ihren Gleichgewichtswerten zu halten. Dieser
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Fall tritt ein, wenn die von E katalysierte Reaktion von zwei
relativ langsamen Prozessen flankiert wird:

langsam
_—

schnell langsam
pr—— —_—

In einer geordneten Abfolge von enzymkatalysierten Reak-
tionen kontrolliert oft ein Schritt den FluB durch die ganze
Sequenz. Dieser Schritt mufl ein irreversibler Schritt sein.
Die Kontrolle kann nicht durch einen reversiblen Schritt aus-
geiibt werden, weil der Ubergangszustand zwischen S und
P dann eine so niedrige freie Energie hitte, daB3 er den FluB
weder durch frithere noch durch spitere Schritte steuern konn-
te. Andererseits ist es viel wirkungsvoller, wenn Reaktions-
schritte, die keine Kontrollschritte sind, reversibel statt irrever-
sibel verlaufen. Bei gegebenem Fluf3 wird nimlich unter rever-
siblen Bedingungen weniger Entropie erzeugt.

Wir wollen nun eine Funktion y vorschlagen, die die Wirk-
samkeit eines Katalysators mifBt'?!:

, — [Elo(1 ~[PIKS)

v

n

[E]o ist die Gesamtkonzentration des Enzyms und V die Ge-
schwindigkeit der Hinreaktion. Unter irreversiblen Bedingun-
gen ist [P]<K[S]; y wird dann [E]o/V, d.h. der Reziprokwert
der Wechselzahl des Enzyms. Der Term in runden Klammern
beschreibt, wie weit das System aus dem Gleichgewicht ge-
bracht ist; er modifiziert die Wechselzahl, um die reversiblen
Fille abzudecken.

Wie dndert sich nun y mit jeder Variablen auf der rechten
Seite von Gleichung (1)? Erstens: Wenn alle Konzentrationen
konstant gehalten werden und die Reaktionsgeschwindigkeit
v erhoht wird, so nimmt y ab. Zweitens: Wenn die Reaktionsge-
schwindigkeit sowie [P] und [S] konstant gehalten werden,
aber dic Enzymkonzentration verringert wird, so nimmt y
ab. Drittens: Wenn bei gleicher Enzymkonzentration und glei-
cher Reaktionsgeschwindigkeit die Abweichung von [S] und
[P] von den Gleichgewichtswerten kleiner wird, so wird y
ebenfalls kleiner. Alle diese drei Anderungen fiihren somit
zu einer Abnahme von y, aber es liegen hier in allen Fillen
Anderungen vor, durch die das Enzym ein wirkungsvolleret
Katalysator wurde. Im ersten Fall wird die Reaktionsge-
schwindigkeit gesteigert, im zweiten Fall wird die Reaktionsge-
schwindigkeit von weniger Enzym auftechterhalten, im dritten
Fall wird die Reaktionsgeschwindigkeit unter stdrker reversi-
blen Bedingungen und in Gegenwart von mehr Produkt und/
oder weniger Substrat aufrechterhalten. Bei Abbauwegen des
Stoffwechsels ist das ein Vorteil, weil dort S zugleich ein
Produkt und P zugleich ein Substrat fiir andere enzymkataly-
sierte Reaktionen dieser Sequenz ist. Eine geringere Konzen-
tration von S mindert die Geschwindigkeit der Riickreaktion
durch den vorigen Schritt (oder die vorigen Schritte), eine
hohere Konzentration von P steigert die Geschwindigkeit der
Hinreaktion durch den folgenden Schritt (oder die folgenden
Schritte). Dariiber hinaus ist das System um so wirkungsvoller,
je reversibler es ist.

Diese Argumente sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Wir
konnen daraus folgern: Je kleiner der Wert von y ist, desto
wirkungsvoller ist das Enzym oder der Katalysator. Diese Fest-
stellung trifft zu, ob wir nun versuchen, die Reaktionsgeschwin-
digkeit so weit wie mdglich zu erhohen, eine gegebene Ge-
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Tabelle 1. Variation von y in Gleichung (1).

weniger stirkerer stiarker
Enzym FluB3 reversibel
[Elo v (1= [PYK[S])

gesteigerte

Wirksamkeit l 1 l

Anderung

yon y i ! i

schwindigkeit mit einer mdglichst kleinen Katalysatorkonzen-
tration zu erreichen oder das System so wenig wie moglich
aus dem Gleichgewicht zu bringen. Fine solche allgemeine
Funktion zu haben ist wertvoll, da das Enzym in seiner bioche-
mischen Umgebung unter Bedingungen des konstanten Flus-
ses oder der konstanten Konzentration der Metabolite oder
unter keiner dieser beiden Bedingungen wirken kann.

Als nichstes untersuchen wir, wie die Reaktionsgeschwin-
digkeit v von den Geschwindigkeitskonstanten in Schema
2 abhéngt, und erhalten

y=a/[S]+b+6c )
Darin ist
Km 1 koy kojk-
a=me g b o2 3)
ki ki kikz  kikoks
1 1 k_ 1
b=o=—+— 4 — )
ki k2 koks ki
1 1 k 1
C == ,,+ *Zk_’_i_ (5)

6 ist Null im irreversiblen und Eins im reversiblen Fall. Km
ist die Michaelis-Konstante fiir die irreversible Hinreaktion.

E+S £S 43 f+P

Abb. 1. Energiedifferenzen, die den Termen in den Ausdriicken a, b, ¢ und
a’ [Gleichung (3) bis (6)] entsprechen. Man beachte, daB die kia-Ausdriicke
b und ¢ auf die gebundenen Zustinde ES und EP bezogen sind, wihrend
die drei Ubergangszustinde in a und a’ auf E+S bzw. E+P bezogen sind.
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Diese Gleichungen beschreiben die Beziehung der Funktion
y zum Energieprofil der Reaktion. Jeder individuelle Term
inden Ausdriicken a, b und ¢ entspricht einer einzigen Energie-
differenz (siche Abb. 1).

Unter irreversiblen Bedingungen (6=0) sind die Terme im
Ausdruck c, der ki, fiir die Riickreaktion beschreibt, iiber-
haupt nicht iny [Gl. (2)] enthalten. Die Terme in den Ausdriik-
ken a und b beschreiben jede nur mégliche geschwindigkeitsbe-
stimmende Barriere, die das System auf dem Weg von links
nach rechts liberwinden mul3. Unter reversiblen Bedingungen
(8=1) haben wir zusitzlich die Terme im Ausdruck ¢ zu
beriicksichtigen. Sie gelten fiir die Riickreaktion und sind
»spiegelbildlich® zu den Termen im Ausdruck b. Die Terme
in a werden nicht in dieser Weise ,,gespiegelt”. Es gilt ndmlich
die Haldane-Gleichung. Sie besagt, daB3 die Gleichgewichts-
konstante durch den folgenden Ausdruck wiedergegeben wird:

o L

[Se a
Darin ist

K. 1 k ks k
a2 (6)

ki Koz koskoy koikookos
f(m ist die Michaelis-K onstante fiir die irreversible Riickreak-
tion. Die Terme in a’ sind ebenfalls in Abbildung 1 dargestellt.
Man kann sehen, daB3 unter reversiblen Bedingungen

’

&
[S)a [Pl

gilt und daB man den gleichen Wert fiir y erhilt, ob man
nun die Reaktion von links nach rechts (a/[S]eq) oder von
rechts nach links (a’/[P].,) betrachtet. Abbildung 1 zeigt, dal
der Energieunterschied der Terme in a und a’ nur von der
Basislinie herriihrt, von der aus sie gemessen werden.

Aus Gleichung (2) und Abbildung 1 kénnen wir demnach
entnehmen, wie die Wirksamkeit eines Katalysators mit dem
Energieprofil der katalysierten Reaktion zusammenhangt.

Die rechte Seite von Gleichung (2) enthilt viele Geschwin-
digkeitskonstanten, aber auch eine Variable: die Konzentra-
tion von S. Digs ist unvermeidlich, da die Schritte E+S und
E+P Reaktionen 2. Ordnung sind, wihrend alle iibrigen
Schritte Reaktionen 1. Ordnung sind; daher muf} das Energie-
profil fir die Reaktion von der Konzentration von S abhingen.

N

Abb. 2. EinfluB der Standardkonzentration [S]® des Substrats auf das Energie-
profil. Je groBer [S]* ist, um so groBer ist auch die freie Energie von E+S
und E 4 P gegeniiber den anderen Zustidnden.
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Abbildung 2 veranschaulicht den Einflu der Konzentra-
tionsdnderung von S und P auf das Energieprofil. Im Hinter-
grund der Abbildung sind die Konzentrationen von S und
P hoch, und ES und EP sind stabiler als E+S und E+P.
Unter diesen Bedingungen ist das Enzym gesittigt, und die
Funktion y héngt hauptséchlich von den kg.-Ausdriicken
bund c ab. Im Vordergrund der Abbildung sind die Konzentra-
tionen von S und P niedrig, ES und EP sind also weniger
stabil als die ungebundenen Zustdnde, und die Funktion y
wird weitgehend vom K/Kia-Ausdruck a bestimmt.

Wollten wir uns den iiblichen Konventionen in der Chemie
anschlieBen, miiBten wir fiir den Schnitt in Abbildung 2 die
Konzentration [S]=1 mol/Liter wihlen. Aber diese Wahl
hingt von allem méglichen ab, von Napoleon, dem CGS-Sy-
stem und anderen historischen Zufillen. Das Energieprofil
bei 1 mol/Liter sagt iiberhaupt nichts iiber die Vorginge
in der lebenden Zelle aus, und wenn wir einen fiir die in-vivo-Si-
tuation relevanten Schnitt legen wollen, so miissen wir die
Substratkonzentration [S]® wihlen, mit der es das Enzym
in der Zelle zu tun hat. Dieser gewdhlte Wert wird fiir jede
Abfolge reversibler enzymkatalysierter Reaktionen gelten, und
man kann fiir die gesamte Sequenz ein einziges Energieprofil
konstruieren. Nach jeder irreversiblen Reaktion steht die Pro-
duktkonzentration allerdings in keiner thermodynamischen
Beziehung zur Substratkonzentration, und es muf} ein neuer
Standardzustand fiir die folgende Sequenz reversibler Reaktio-
nen gewdhlt werden.

Nun konnen physikalisch-organische Chemiker sagen:
LAber wir konnen doch die Wirksamkeit des Katalysators
in Schema 2 mit Hilfe der Gesamt-Geschwindigkeitskonstante
2. Ordnung (ko) messen. Zum Beispiel tragen wir diese Ge-
schwindigkeitskonstante als MaB der katalytischen Wirkung
in einem Bronsted-Katalyse-Diagramm auf. Warum brauchen
wir die Funktion y?“ Die Antwort ist, daB bei der Katalyse
durch einfache organische Molekiile die Zustinde ES und
EP aus den Reaktanden bzw. Produkten im Losungsmittel-
kiifig bestehen. Diese Zustdnde haben bei den iiblichen Kon-
zentrationen von S eine hohere freie Energie als E+S (oder
E+P). So wirkt sich bei einfachen Systemen in Gleichung (2)
vor allem der [S]~!-Term aus:

a 1
YR -

(8] kens[S]

Daher kann man die katalytische Wirksamkeit durch kops
ausdriicken, solange die freie Energie des Katalysator-Sub-
strat- und Katalysator-Produkt-Komplexes hoch ist. Sobald
jedoch die freie Energie von ES und EP beriicksichtigt werden
muB, brauchen wir die allgemeine Funktion y.

Wir haben gesehen, daB y mit zunehmender Wirksamkeit
des Katalysators abnimmt. Demnach zielt der Evolutions-
druck auf ein Enzym immer auf eine Verminderung von y
ab. Gerade so wie die Gibbssche freie Energie ein MaB fiir
die Annidherung an das chemische Gleichgewicht ist, konnen
wir y als ein MaB fiir die evolutionére Steigerung der katalyti-
schen Wirksamkeit betrachten. Beim chemischen Gleichge-
wicht hat die Gibbssche freie Energie ein Minimum. Wir
konnten nun fragen, ob es einen Minimalwert fiir y gibt,
der den perfekten Katalysator beschreibt.

Kehren wir zu Abbildung 1 und Gleichung (2) zuriick!
Wir kénnen sehen, daB y kleiner wird, wenn die Energiebarrie-
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ren sich soweit verringern, daB sie kinetisch insignifikant wer-
den. (Der Begriff der kinetischen Signifikanz wurde von Ri-
chard Noyes eingefiihrt. Ein kinetisch insignifikanter Uber-
gangszustand hat eine so niedrige freie Energie, daB er in
keiner Weise fiir den GesamtprozeB geschwindigkeitsbestim-
mend wirkt. Ahnlich hat eine kinetisch insignifikante Zwi-
schenstufe eine so hohe freie Energie, dall sich, verglichen
mit den Reaktanden oder stabileren Zwischenstufen, nur sehr
wenig Materie in der insignifikanten Zwischenstufe sammelt.)

Welche Energiebarrieren kann das Enzym bei der Evolution
verindern? Die duBleren Niveaus (E+S und E+P) kann es
nicht dndern, da diese durch die Thermodynamik des S-P-Sy-
stems festgelegt sind. Es kann auch nicht die Geschwindigkeits-
konstanten k; und k-3 beeinflussen, mit denen sich S+E
und P+ E in der Losung finden. Die Werte fiir k; und k - 3 sind
nach oben durch die Diffusion begrenzt, und Diffusionsko-
effizienten dndern sich nicht sehr stark mit der Molekiilstruk-
tur. Die freien Energien dieser ,externen” Zustinde (E+S,
E+P und Ubergangszustinde 1 und 3) kénnen also durch
das Enzym nicht verdndert werden. Demgegeniiber hédngt die
Energie der ,internen“ Zustinde (ES, EP und Ubergangszu-
stand 2) davon ab, wie eng sich das Enzym an S und P
bindet und wie gut es die Reaktion katalysiert. Wenn alle
diese internen Zustinde kinetisch insignifikant werden, dann
erreicht die Geschwindigkeit der katalysierten Reaktion ein
Maximum; das Energieprofil, das dem perfekten Katalysator
entspricht, hat deshalb die in Abbildung 3 gezeigte Form.
Der Ausdruck fiir y enthilt dann gerade zwei Terme des
Ausdrucks a:

1 {
min=T—F—=+————=
Ymin = i o[8] T Kko[S]

wobei kp die Geschwindigkeitskonstante fiir die diffusionskon-
trollierte Reaktion von E+S und E+P ist. Die durch den
perfekten Katalysator katalysierte Reaktion wird daher nur
durch die Diffusion begrenzt, und zwar durch die Diffusion
des Substrats hin zum Enzym bei einer energieliefernden
(,,Bergab“-)Reaktion und durch die Diffusion des Produktes
weg vom Enzym bei einer energieverbrauchenden (,,Bergauf*-)
Reaktion.

externe Zustande| interne Zustinde !externe Zustinde

Abb. 3. Energieprofil fiir den perfekten Katalysator. Das Enzym kann die
relativen freien Energien der externen Zustinde nicht verbessern, da sie
durch die Thermodynamik (K) oder durch die Diffusionsgeschwindigkeit
der Molekiile in Losung (kp) festgelegt sind. Fiir den perfekten Katalysator
sind alle anderen Zustinde, die internen Zustinde, kinetisch insignifikant.

Wir haben nun eine Definition fiir Ymi» und kdnnen somit
eine Wirksamkeitsfunktion E; definieren, die die Wirksamkeit
eines beliebigen Katalysators mit der des perfekten Katalysa-
tors vergleicht:

E _ymin_klsl(1+K_l)
f y a+[S](b+c)

M
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Fiir einfache organische Reaktionen ist

-1
Em Kobs(1+K™7) ®
kp

Fiir eine enzymkatalysierte Reaktion kann E¢ mit den iiblichen
Michaelis-Menten-Parametern ausgedriickt werden:

ko l(1+K ™Y
f= = = — =
Kon/Kiat + [S}kial + ki)

©

Im reversiblen System (6=1) erhilt man den gleichen Wert
fir E¢, wenn man vom Produkt ausgeht:

kpl(1+K™Y
f = = — — —
Ko/Kiar+ [PY kit + kiad)

3. Anwendung auf Triosephosphat-Isomerase

Das Energieprofil fir die Katalyse nach Schema 1 durch
das Enzym Triosephosphat-Isomerase ist inzwischen weitge-
hend bekannt®®! und die nichtenzymatische Katalyse der
Reaktion wurde ebenfalls untersucht. So konnen wir also
die Werte der Wirksamkeitsfunktion E; vergleichen, und zwar
fiir die Katalyse durch das Enzym und fiir die Katalyse vor
der Zeit des Gartens Eden durch eine Base wie das Acetat-Ion.
Aus den oben diskutierten Griinden wihlen wir fiir die Berech-
nung von y eine Konzentration von S, die der in-vivo-Konzen-
tration von Triosephosphaten im Muskel entspricht (etwa
40 pmol/Liter), Die Ergebnisse sind!?:
Triosephosphat-Isomerase: E;=0.6
Acetat-Ion: E;=25-10"1 "~
Da fiir den perfekten Katalysator Er=1 ist, zeigt sich deutlich,
daB Triosephosphat-Isomerase fast perfekt ist. Die Energiepro-
file fiir die enzym- und fiir die acetatkatalysierte Reaktion
sind in Abbildung 4 dargestellt. Der hochste Ubergangszu-

k) mol™) —=

AG

E+DHAP E-DHAP E-DI0L E-GAP E+GAP

Abb. 4. Energieprofil fiir die Reaktion in Schema 1.(.....): Durch das Acetat-Ion
katalysiert; (---): durch das Enzym Triosephosphat-Isomerase katalysiert.
Die vertikalen Pfeile weisen auf die Stellen, an denen das Energieprofil fiir
die enzymkatalysierte Reaktion etwas unsicher ist.

stand der enzymkatalysierten, von links nach rechts ablaufen-
den Reaktion ist durch die Wegdiffusion des Produktes be-
stimmt, und dies ist auch der Grund, warum das Enzym
ein fast perfekter Katalysator ist. Wie hat das Enzym diese
bemerkenswerte Verbesserung erreicht?
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3.1. Einheitliche Bindung

Die einfachste Antwort auf diese Frage konnte etwa folgende
sein: Wihrend bei einfachen organischen Katalysatoren ES
und EP nur aus Reaktanden und Produkten im Losungsmittel-
kifig bestehen, kann das Enzym die Substrate, Zwischenstufen
und Ubergangszustinde fester binden; die niedrigere freie
Energie der Ubergangszustinde fiihrt dann zu einer schnelle-
ren Reaktion.

£+§ £S £P F+P

Abb. 5. EinfluB der ,einheitlichen Bindung® von Substrat und Produkt an
das Enzym auf das Energieprofil. a} Zu schwache einheitliche Bindung und
zu ,hoher” Ubergangszustand 2; b) zu feste einheitliche Bindung und zu
Hniedrige” Zwischenstufe ES; ¢) optimales Energieprofil.

Abbildung 5 zeigt den EinfluB der Bindung der internen
Zustande auf das Energieprofil. In Abbildung 5a ist das Ener-
gieprofil fuir einen einfachen Katalysator dargestellt. In Abbil-
dung 5b bindet der Katalysator das Substrat und das Produkt
so fest, daB der Ubergangszustand 2 ,,niedriger als der Uber-
gangszustand 3 liegt. Haben wir somit schon den perfekten
Katalysator entwickelt? Leider ist die Antwort nein, weil nun
die Zwischenstufen ES und EP so stabil sind, daf3 ein GroBteil
des Enzyms im ES-Tal festgehalten wird. Die Terme von
y, die das Energieprofil festlegen, gehen aus den Abbildungen
S5aund 5b hervor, Durch Differenzieren kann man nachweisen,
daB die Optimalbedingung (d.h. Minimalwert von y) dann
erfiillt ist, wenn diese beiden Terme gleich sind. Dies ist in
Abbildung 5c dargestellt.

Bei den Anderungen in Abbildung 5 haben wir alle internen
Zustinde (ES, EP und den Ubergangszustand 2) als Block
gegeniiber den externen Zustinden verschoben. Wenn wir
uns iiberlegen, welche Anderungen zufillige Punkt-Mutatio-
nenim Energieprofil einer enzymkatalysierten Reaktion verur-
sachen kdnnten, so diirfen wir wohl annehmen, daB Anderun-
gen, bei denen die internen Zustéinde nicht voneinander unter-
schieden werden und das Enzym vielerlei Wechselwirkungen
nutzen kann, viel dfter vorkommen werden als Anderungen,
bei denen die Zustinde sehr wohl unterschieden werden und
spezielle Modifikationen der Enzymstruktur erforderlich sind.
So konnte der in Abbildung 5 gezeigte Typ der Anderung
des Energieprofils durch Wechselwirkungen des Enzyms mit
Teilen des Substratmolekiils zustandekommen, die auBerhalb
des Reaktionszentrums liegen, und z. B. durch hydrophobe
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Wechselwirkung, Wasserstoffbriickenbindung und elektrosta-
tische Wechselwirkung. Bei Anderungen der Bindungsverhalt-
nisse in einigem Abstand vom Reaktionszentrum werden die
gebundenen Zustidnde praktisch nicht voneinander unterschie-
den, und wir konnen deshalb erwarten, daB sich die Bindung
aller dieser Zustinde in gleicher Weise dndert. Da bei den
meisten Enzymsubstraten das Reaktionszentrum nur einen
relativ kleinen Teil des Molekiils ausmacht, ist es wahrschein-
licher, daB zufillige Mutationen die Bindungen einheitlich
modifizieren als daf3 sie z. B. zwischen ES und EP unterschei-
den. Da Anderungen an einheitlichen Bindungen am einfach-
sten von allen Anderungen sind, kénnen wir wohl erwarten,
daB viele Enzyme in dieser Hinsicht optimale Profile erreicht
haben. Wie Abbildung 6 zeigt, kommt Triosephosphat-Isome-
rase der in Abbildung 5c illustrierten Optimalbedingung sehr
nahe.

50 /M [ I [
= I\ / \ / \ / \
o / \ ! \ i \ / \
€ 55 ooy v v \
= [N \ o/ "/ [
o / | I O o
= —

£+ 0HAP E-OHAP E-010L E-GAP E+GAP

Abb. 6. Energieprofil fiir die durch Triosephosphat-Isomerase katalysierte
Reaktion in Schema 1. Es erfiillt fast die Optimalbedingung fiir einheitliche
Bindung.

E+DRAP E-DHAP £-010L E-GAP E+GAP

Abb. 7. Energieprofil fiir die durch das Acetat-Ion katalysierte Reaktion
in Schema 1 vor (---) und nach (—) Optimierung der einheitlichen Bindung.
Die relativen freien Energien alier internen Zustinde (E-DHAP bis E-GAP)
sind in beiden Energieprofilen gleich.

Nun konnen wir fragen: ,,Hat Triosephosphat-Isomerase
ihreim Vergleich zum Acetat-Ton hohe Wirksamkeit nur durch
Optimierung der einheitlichen Bindung erreicht?“ Abbildung
7 zeigt das Energieprofil fiir die acetatkatalysierte Reaktion
vor und nach Optimierung der einheitlichen Bindung. Die
Wirksamkeitsfunktion erreicht dabei einen Wert von
Er=3-10"%, Dies ist fiinf GroBenordnungen besser als der
Wert fiir den einfachen Acetatkatalysator, aber immer noch
sehr weit vom Wert fiir das Enzym (0.6) entfernt.

3.2. Unterschiedliche Bindung
Wir nehmen an, daB die zweitleichteste Anderung, die das
Enzym vornehmen kann, eine Anderung der internen Thermo-

dynamik der gebundenen Zwischenstufen ist. Zum Beispiel
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kann das optimierte Energieprofil aus Abbildung 7 weiter
verbessert werden, wenn das Endiol fester als DHAP an den
Katalysator gebunden wird. Eine solche Verminderung der
freien Energie des Enzym-Endiol-Komplexes erleichtert die

75t

AG [KImol"] —

f+0HAP E-OHAP £-010L E-GAP E+GAP

Abb. 8. Das Energieprofil aus Abb. 7 (---) wird durch Gleichsetzen der
freien Energien des E-DHAP- und E-DIOL-Komplexes und anschlieBende
Optimierung der einheitlichen Bindung weiter verbessert (—).

Abspaltung des Protons von DHAP und verbessert dadurch
die Wirksamkeit. Um diese Anderung zu bewirken, muf3 das
Enzym die Bindung an DHAP und an das Endiol voneinander
unterscheiden. Es gibt noch andere Moglichkeiten, z. B. Was-
serstoffbriickenbindungen, durch die der Zweck erreicht wer-
den konnte, aber diese Anderung ist stirker lokalisiert und
spezifischer; das Enzym mu8 offensichtlich in der Ndhe des
Reaktionszentrums mit dem Substrat in Wechselwirkung tre-
ten und dabei unterschiedliche Bindungen kniipfen.

Abbildung 8 zeigt das Energieprofil fiir die Reaktion nach
Schema 1; die interne Thermodynamik ist optimiert worden,
und auBerdem ist die einheitliche Bindung modifiziert worden,
um sie den neuen Niveaus anzupassen. Man beachte, dal3
die interne Thermodynamik optimal ist, wenn DHAP und
das Endiol die gleiche freie Energie haben. Der Grund ist
folgender: Versucht man die Abspaltung des Protons durch
Senken der freien Energie des Enzym-Endiol-Komplexes wei-
ter zu erleichtern, dann nimmt die Wirksamkeit ab, weil der
Enzym-Endiol-Komplex zu stabil wird. Der Wert der Wirk-
samkeitsfunktion fiir einen Katalysator mit diesem Profil (Abb.
8)ist Er=1.5-10"*. Die Optimierung der internen Thermody-
namik hat eine zwar kleinere, aber durchaus signifikante Ver-
besserung gebracht.

3.3. Katalyse von Einzelschritten

Nachdem wir nun sowohl die einheitliche Bindung als auch
die interne Thermodynamik optimiert haben, bleibt uns nur
noch iibrig, die freien Energien der kinetisch signifikanten
Ubergangszustinde gegeniiber denjenigen der kinetisch signi-
fikanten Zwischenstufen zu vermindern. Das bedeutet, dal3
die Energiedifferenz zwischen dem hochsten Berg und dem
tiefsten Tal verkleinert werden muB. Es ist schon viel dariiber
geredet worden, ob dabei die Bindung des Ubergangszustandes
verstérkt oder die Bindung der Zwischenstufen gelockert wird.
Wir halten diese Unterscheidung fiir belanglos, weil es nach
einer Verbesserung der Katalyse eines Einzelschrittes zu Ande-
rungen der einheitlichen Bindung kommt, die die Niveaus
der internen Zustdnde gegeniiber den Niveaus der dulBeren
Zustidnde optimieren. Wie die Abbildungen 6 und 8 zeigen,
sind solche Vorginge bei Triosephosphat-Isomerase eingetre-
ten. Die Eingriffe zur Verbesserung der Katalyse von Einzel-
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schritten miissen die subtilsten von allen sein, denn es gibt
nur sehr wenige Fille, in denen der Austausch von Aminosiu-
ren die erforderlichen Reaktionen der kovalenten Bindungen
beschleunigt hatte. Bei einer solchen Verbesserung konnte
das Enzym z. B. eine zusétzliche Funktion entwickeln. Tatséch-
lich scheint Triosephosphat-Isomerase eine elektrophile Grup-
pe im aktiven Zentrum zu benutzen, um die Carbonylgruppe
des Substrates zu polarisieren, wodurch die Abspaltung des
Enolat-Wasserstoffs durch die Base im aktiven Zentrum er-
leichtert wird (Abb. 9).

Abb. 9. Hypothetischer Komplex von Dihydroxyacetonphosphat (DHAP)
und Triosephosphat-Isomerase. Die Carboxylgruppe der Glutaminsdure 165
abstrahiert unter Mithilfe einer elektrophilen Gruppe HA das pro-R-Wasser-
stoffatom [5].

Wir konnen nicht verallgemeinern, auf welche Weise die
Katalyse der Einzelschritte einer Enzymreaktion verbessert
wird. Jedoch konnen wir mit der Wirksamkeitsfunktion be-
rechnen, wieviel von der gesteigerten Leistungsfihigkeit des
Enzyms auf die relativ unkomplizierte Bindung der Substrate
und wieviel auf die Katalyse der Einzelschritte zuriickzufiihren
1st.

3.4. Anderung der Wirksamkeitsfunktion mit der Substratkon-
zZentration

In unserer Diskussion der Triosephosphat-Isomerase ver-
wendeten wir fiir die Berechnung der Wirksamkeitsfunktion
als Wert fiir S die in-vivo-Konzentration des Substrats. Es
ist nun interessant, den Wert E; fiir Triosephosphat-Isomerase

] 1 L
-7 -5 -3 -1
tog [S1lliter mot"} —
Abb. 10. Abhingigkeit der Wirksamkeitsfunktion E¢ fiir Triosephosphat-Iso-
merase von [$] geméB Gleichung (7). Der Pfeil bezeichnet die in-vivo-Konzen-
tration des Substrats.

als Funktion der Substratkonzentration gemif Gleichung (7)
aufzutragen. Abbildung 10 zeigt das Ergebnis. Wir finden
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das Enzym am Ende des Plateaus, das fiir das perfekte Enzym
gilt. Das sollte man auch erwarten, denn wir haben ja gesehen,
daB das Energieprofil bei diesem Enzym gut auf die Substrat-
konzentration in der Umgebung abgestimmt ist. Das Enzym
ist aus den Niederungen der einfachen Katalysatoren aufgestie-
gen und hat das Plateau erreicht, von dem aus keine weiteren
signifikanten Steigerungen seiner katalytischen Wirksamkeit
mehr moglich sind.

4. Die Wirksamkeitsfliache (,,efficiency surface*)

Bisher haben wir die Abhingigkeit der Wirksamkeit von
der Substratkonzentration und von der einheitlichen Bindung
getrennt behandelt. Aber einheitliche Bindung und Substrat-
konzentration stehen in Beziehung zueinander, denn die ein-
heitliche Bindung wird fiir eine bestimmte Substratkonzentra-
tion in der Umgebung optimiert sein. Um dieses Verhalten
zu veranschaulichen, konnen wir eine Fliche der Wirksam-
keitsfunktion berechnen. Zur Konstruktion des dreidimensio-
nalen Diagramms nehmen wir als erstes an, daB3 die Schritte
E+S und E+ P diffusionskontrolliert sind:

Zweitens beschreiben wir die Variation der einheitlichen Bin-
dung durch den Parameter B, wobei

kz kfz

PSi T

(10)
Eine Anderung der einheitlichen Bindung verursacht in k_,
und k; die gleiche proportionale Anderung, wihrend k, und
k _, konstant bleiben. Wenn die Bindung der internen Zustin-
de zunimmt, werden k_; und k; kleiner und B wird gréBer.

Die meisten anderen Geschwindigkeitskonstanten der Wirk-
samkeitsfunktion konnen dann zu einem Parameter vereinigt
werden, wobei

Ymin 1+K41

YT 10kl ko(k; '+0k-)) (11

Demnach bleibt vy von Anderungen der einheitlichen Bindung
unberiihrt, aber jede Verbesserung, die von Anderungen in
der internen Thermodynamik oder in der Katalyse der Einzel-
schritte herriithrt und zu groBleren Werten von k, oder k_,
filhrt, vergroBert auch den Wert von .

Wir erhalten also fiir die Wirksamkeitsfunktion:

1

B B (4 BST

(12)

Diese Gleichungl*! gilt fiir alle reversiblen Systeme (0=1),
fiir alle einfachen Systeme (k,/k — &~ K) und fiir alle energiever-
brauchenden (,,Bergauf“-)Systeme (k,/k -, ~K <1). Einen et-
was anderen Ausdruck bekommen wir fiir irreversible Systeme

1
TTHFT 1+ ISy

_ (ka/k -2 —K)(1-0)
P+ 100 0kk )

E¢

Fiir die unter Gleichung (12) diskutierten Systeme ist p=x0, fiir das unter
Gleichung (13) diskutierte System ist pa ~1.

[*] Der vollstindige Ausdruck fiir E; lautet
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(6 =0), die ,,bergab*“ gerichtet sind (K> 1) und bei denen die
interne Thermodynamik ausgewogener als die externe Ther-
modynamik ist (kp/k -, <K):

1
TR+ S

E¢

{13)

Der Unterschied besteht nur im zusdtzlichen f/y-Term in
Gleichung (12). Da sie jedoch fiir eine groBere Zahl von Fillen
einschlieBlich der wirkungsvolleren reversiblen Systeme gilt,
konzentrieren wir uns auf Gleichung (12).

log[S])-togy =
: 5 K NI0-2 \20-4 \J06'\J0-8 \30- 0\ 10- 12 /B
0 L
Pl ) NER ¥
@ === S
g gt T~
~
] S N
0fp Y
-10
-10 10 Ko
10"
-5 0 5 10

tog [S]-logy —

Abb. 11. Das Schichtdiagramm zeigt die Anderung der Wirksamkeitsfunktion
[GL. (12)] mit dem Parameter B der einheitlichen Bindung [Gl. (10)] und
mit der durch y geteilten Substratkonzentration [GL (11)]. Oben ist die
Form der Flache in einer perspektivischen Zeichnung wiedergegeben. Die
vier eingerahmten kleinen Abbildungen zeigen typische Energieprofile fiir
die vier Ebenen des Schichtdiagramms. Die mit K, bezeichnete Linie [Gl.
(15)] gibt die Konzentration [S] an, bei der das Enzym halbgesiittigt ist.
Die gestrichelte Linte gilt fir den Optimalwert von B (sieche Abb. 5c). Die
Fldche im gestrichelten Rechteck ist in Abb. 12 vergréBert dargestellt.

of

_plom . .

‘e t 1

-2 -1 0 1 2
log (S]-logy—
Abb. 12. Das Gebiet in der Nihe des Ursprungs von Abb. 11. Die Punkte
T, M, P und E bezeichnen die Lage von vier glykolytischen Enzymen in
diesem Dijagramm: T =Triosephosphat-Isomerase, M =Phosphoglycerat-
Mutase, P =Phosphoglucose-Isomerase, E=Enolase.

Da nun E; von p und [S]/y abhéngt, kénnen wir Gleichung
(12) fiir E; als Schichtdiagramm zeichnen (sieche Abb. 11 und
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12). Je nachdem, welcher Term im Nenner von Gleichung
(12) dominiert, finden wir in Abbildung 11 vier Ebenen. In
der oberen linken Ecke liegt das ,Plateau der Perfektion®;
dort tendiert E; nach 1. Unten haben wir die pf-Ebene mit
E¢= B. In dieser Ebene ist die einheitliche Bindung zu schwach,
und der Ubergangszustand 2 ist immer geschwindigkeitsbe-
stimmend. In diesen beiden Ebenen ist die Wirksamkeitsfunk-
tion unabhiingig von der Substratkonzentration. Der Kataly-
sator ist ungesittigt, und das kinetische Geschwindigkeitsge-
setz hat die Form

v=Kk[S][E]

Wenn dagegen die beiden anderen Terme in Gleichung (12)
iiberwiegen, ist die Wirksamkeitsfunktion umgekehrt propor-
tional zu [S]. Die Wirksamkeit fdllt mit zunehmendem [S],
und das Geschwindigkeitsgesetz hat die Form

v=k[E]

Diese Systeme sind gesittigt.

Wir fithren nun zusitzlich zu I_{m und Rm eine dritte Michae-
lis-Konstante Ky, .q €in. Sie gilt fiir reversible Systeme in
der Nahe des Gleichgewichts:

_ Km _ KuK7!
1 +Ekar/Ekat 1 +Ekat/ikat

(14)

Km, eq

Diese Systeme werden halbgesittigt, wenn
[S1=[P]K ™'~ Knm,eq

Um nun sowohl reversible als auch irreversible Fille zu erfas-
sen, schreiben wir

Ko =7/B=Kan/(1 + 8 Keat/Ki) (15)

wobei K, zu Km wird, wenn 6 =0, und zu K, eq, wenn 6= 107

Diese Konstante K., definiert die Trennungslinie zwischen
den vier Ebenen in Abbildung 11. Systeme, die diese Linie
schneiden, wenn die Substratkonzentration variiert wird, ge-
horchen der Michaelis-Menten-Kinetik.

Rechts von der B-Ebene liegt die y-Ebene. Hier hiingt die
Wirksamkeit nicht sehr stark vom Parameter  fiir einheitliche
Bindung ab, weil der wichtigste geschwindigkeitsbestimmende
ProzeB der Zerfall einer relativ stabilen Zwischenstufe EP
oder ES iiber den Ubergangszustand 2 ist. In der rechten
oberen Ecke haben wir schlieBlich die y/B-Ebene. Hier ist
die Bindung zu fest, und fiir den Zerfall von ES und EP
ist der Ubergangszustand 1 oder 3 geschwindigkeitsbestim-
mend. Bei der irreversiblen ,,Bergab“-Reaktion, bei der Glei-
chung (15) gilt, fehlt diese Ebene. Man kann daran sehen,
dafB die Wirksamkeitsfunktion ohne Riicksicht darauf ange-
wendet werden kann, ob die biologische Rolle der betrachteten
Systeme es erfordert, dal sie unter geséttigten oder ungesittig-
ten Bedingungen reagieren.

[*] Der vollstindige Ausdruck fiir K, lautet

B
1+p(1+p)!

m

p ist in der FuBnote auf S. 301 definiert. Gleichung (15) gilt, wenn p=0,
und Gleichung (12) gilt, oder wenn 33 1.
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Nachdem wir nun die Flichen beschrieben haben, konnen
wir die Gebiete suchen, in denen einfache organische Systeme
vorkommen. Fiir die typischen Werte kgp,=1 Liter mol~*
s™! und kp/k-p=0.1 erhalten wir aus Gleichung (10)

B%*—= =E[%10_10

und aus Gleichung (11)

~ k2 — kobsk—D — Bk—D

Y= o = o 10B~107° mol/Liter

(kp/k —p beschreibt eine typische Gleichgewichtskonstante fiir
die Assoziation zwischen Katalysator und Reaktand oder Ka-
talysator und Produkt im Losungsmittelkifig. Bei Abwesenheit
spezifischer Wechselwirkungen kann man eine solche Kon-
stante fiir ES und EP aus der Wahrscheinlichkeit ableiten,
daf3 die Molekiile E und S oder E und P nichste Nachbarn
sind.) In Abbildung 13 haben wir deshalb das Gebiet markiert,
in dem die einfachen organischen Systeme gefunden werden.
Sie zeigen keine Michaelis-Menten-Kinetik, und die Substrat-
konzentration ist nicht groB3 genug, um sie die Trennungslinie
zwischen der B- und y-Ebene iiberschreiten zu lassen.

-5 0 5 10
tog [S1-logy—

Abb. 13. Die Lage mehrerer Systeme auf der Wirksamkeitsfliche. Der Kreis
bezeichnet das Gebiet der einfachen organischen Systeme. Punkt 0 entspricht
der acetatkatalysierten Reaktion in Schema 1. Die Punkte I und II gelten
fiir die gleiche Reaktion nach Optimierung der einheitlichen Bindung (Abb.
7) bzw. nach Verbesserung durch unterschiedliche Bindung (Abb. 8). Punkt
11T entspricht der Triosephosphat-Isomerase; M, P, E siche Abb. 12.

Der Druck der natiirlichen Selektion wird das Enzym bei
der Evolution zuerst auf die y-Ebene treiben, da es viele Wege
gibt, die einheitliche Bindung zu etablieren (d. h.  zu erhéhen).
Wenn das Enzym erst einmal das Gebiet um die K,,-Linie
erreicht hat, ist die weitere Optimierung der einheitlichen
Bindung nicht allzu kritisch. Die katalytische Wirksamkeit
muB nun durch Erhéhung von k, oder k_; (d.h. Erhohung
von ) gesteigert werden. Schlieflich kann das Enzym den
Ursprung iiberqueren und das Plateau der Perfektion errei-
chen. In Abbildung 13 sind diese Schritte fiir Triosephosphat-
Isomerase eingezeichnet.

Das Enzym wird nicht weit auf das Plateau der Perfektion
vorstoflen. Der Grund ist, da3 das Enzym einen konstanten
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Evolutionsdruck bendtigt, um sich auf dem Plateau behaupten
zu konnen. Die meisten Mutationen sind fiir das Enzym ungiin-
stig und tendieren dazu, es wieder nach unten zu stoBen.
Auf dem flachen Teil des Plateaus kann es keinen Evolutions-
druck geben. Stellen wir uns ein Enzym vor, das durch ir-
gendeinen Gliicksfall ,super-perfekt” wurde und einen sehr
niedrigen Ubergangszustand 2 besitzt (siche Abb. 3). Der hohe
Anteil an nachteiligen Mutationen wiirde diese Vergiinstigung
abbauen, bis der Ubergangszustand 2 wieder teilweise ge-
schwindigkeitsbestimmend wird. An diesem Punkt wiirde die
natiirliche Selektion eine weitere Verschlechterung verhindern.
Aus diesem Grund erwarten wir, dall Enzyme am Rand des
Plateaus hangen. Der zugénglichste Teil des Plateaus ist nahe
dem Ursprung, und dies ist auch der Bereich, wo wir die
Enzyme finden sollten. Die Bedingungen fiir den Ursprung
sind B=1 und v =[S]® wobei [S]® die in-vivo-Konzentration
des Substrates ist. Mehrere Autoren haben vorgeschlagen!® ~#),
daf3 beieinem wirkungsvollen Enzym die Michaelis-Konstante
mit der Konzentration des umgebenden Substrats vergleichbar
sein sollte. Wir stimmen dem zu, da am Ursprung gilt

Kn=v/B=[S]°

Hier muB} aber auf die Reversibilitdt des Systems geachtet
werden, und K,, muB3 durch Gleichung (15) definiert sein.
Zusitzlich konnen wir auch das Energieprofil am Ursprung
beschreiben. Es gibt Griinde fiir die Annahme, dal ein Kataly-
sator besser wird, wenn k,~k.,. Wenn wir k,=k_, und
[S]=[S]® setzen, erhalten wir das in Abbildung 14 gezeigte
Energieprofil. Man kann sehen, da} die Ubergangszustinde
2 und 3 die gleiche freie Energie haben. Der Grund dafiir
ist, daB das Enzym unwirksam wire, wenn der Ubergangszu-
stand 2 iiber dem Ubergangszustand 3 lige. Wenn aber der
Zustand 2 weit unter dem Zustand 3 ldge, dann gibe es
keinen Evolutionsdruck, der eine unnétig schnelle gegenseitige
Umwandlung von ES und EP bewirkte. Wir erwarten daher,
daB bei Enzymen am Rand des Plateaus mehrere Ubergangszu-
stinde teilweise geschwindigkeitsbestimmend sind. Wie bei
der geologischen Erosion werden die hohen Berge abgetragen,
bis sie ein glattes Plateau geworden sind.

kals®

E+S £S Ep E+P
Abb. 14. Energieprofil eines fast perfekten Enzyms, das in den Abbildungen
11 bis 13 in der Nihe des Ursprungs liegt.

Kehren wir zu Abbildung 14 zuriick, so finden wir, daB
die Zwischenstufen ES und EP fast die gleiche freie Energie
haben wie E+S. Lige die freie Energie der Zwischenstufen
weit unter der von E+S, so wire das Enzym unwirksam,
der Katalysator wire tief im ES-Tal verborgen. Aber es gibt
keinen Evolutionsdruck, der die freie Energie von ES erheblich
iiber der von E + S hielte. Wir erwarten daher, daB im Energie-
profil fiir ein Enzym mehrere Zwischenstufen etwa die gleiche
freie Energie wie E + S haben werden, wenn die Konzentration
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des umgebenden Substrats [S]%ist. Fiir reversible ,,Bergab*-Sy-
steme wird das maBgebende Niveau E +P sein, da seine freie
Energie unter derjenigen von E+S liegt.

In diesem Aufsatz haben wir Triosephosphat-Isomerase als
Beispiel verwendet, weil wir von ihrem Energieprofil detaillier-
te Kenntnisse besitzen. Wir kénnen jedoch auch andere Enzy-
me in unser Diagramm eintragen, indem wir Werte aus der
Literatur fiir ky,, und K, benutzen. Die Beziehungen zwischen
unseren Variablen und ky,, und K, sind:

Kk
prlan o (16)
Kiw(1+K ™1
und
Ko (Kia + O k!
-1 p{(Kiar + kt)_(1+p)K;1 an

1+K™!

In Abbildung 13 haben wir drei andere glykolytische Enzyme
eingezeichnet, fiir die die Werte fir Kya, Km, K und [S]?
zur Verfiigung standen. Diese Daten sind erforderlich, um
Es, B und v fiir ein reversibles System (p=0) zu berechnen.
Diese drei Enzyme (Enolase, Phosphoglucose-Isomerase und
Phosphoglycerat-Mutase) haben keine Kontrollfunktion in der
Glykolyse; es ist erfreulich, sie in den Abbildungen 12 und
13 nahe am Ursprung und nahe an der K,-Linie zu finden[",

[*] Die Werte fiir ki, Km und K, wurden aus folgenden Verdffentlichungen
entnommen: Phosphoglycerat-Mutase [aus Kaninchenmuskel: H. G. Britton,
J. B. Clarke, Biochem. J. 130, 397 (1972). Es wurde angenommen, daB die
Konzentration des Cofaktors 2,3-Diphosphoglycerat (K, =0.28 pmol/Liter)
optimal war]; Enolase [aus Kaninchenmuskel: R. P. Cory, F. Wold, Biochemi-
stry 5, 3131 (1966); F. Wold in P. Boyer: The Enzymes. Academic Press,
New York 1971, Bd. 5, S. 499. Es wurde angenommen, daB die optimale
Mg-Konzentration bei 1 mmol/Liter lag]; Phosphoglucose-Isomerase [aus
Kaninchenmuskel: E. Noltmann in P. Boyer: The Enzymes. Academic Press,
New York 1972, Bd. 6, S. 271. Es wurde angenommen, daB die a-Formen
die bevorzugten Substrate sind; K. J. Schray, S. J. Benkovic, P. A. Benkovic,
I. A. Rose, J. Biol. Chem. 248, 2219 (1973)]. Die in-vivo-Konzentrationen
der Substrate wurden entnommen aus J. R. Williamson, I. Biol. Chem. 240,
2308 (1965); H. J. Hororst, M. Reim, H. Bartels, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 7, 137 (1962).

5. Schluibetrachtung

Zum SchluB fassen wir unsere Folgerungen zusammen.

1. Unsere vorgeschlagene Wirksamkeitsfunktion quantifi-
ziert die Wirksamkeit eines beliebigen Katalysators fiir eine
Reaktion in Losung sowohl unter reversiblen als auch unter
irreversiblen Bedingungen.

2. Fiir frei diffundierende Spezies ist die maximale Wirksam-
keit 1.

3. Wir erwarten und finden Enzyme mit einer Wirksamkeit,
die etwas unter 1 liegt (x0.1).

4. Einfache organische Systeme haben eine Wirksamkeit
in der GréBenordnung von 10711,

5. Bei Triosephosphat-Isomerase beruht die Steigerung der
Enzymwirkung etwa zur Hilfte auf der Bindung der Substrate,
Zwischenstufen und Ubergangszustinde durch cine Wechsel-
wirkung, die nicht zwischen den einzelnen Spezies unterschei-
det, und zur Halfte aufeiner verbesserten Katalyse der Reaktio-
nen an den kovalenten Bindungen des Substrats.

6. Bei einem fast perfekten Enzym entspricht die Michaelis-
Konstante der Substratkonzentration in vivo.

7. Im Energieprofil eines fast perfekten Enzyms wird es
mehrere Ubergangszustinde geben, die teilweise geschwindig-
keitsbestimmend sind, und mehrere Zwischenstufen, deren
freie Energic mit derjenigen des Enzyms plus Substrat oder
des Enzyms plus Produkt vergleichbar ist.
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