
BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBA 66266  

UNTERSUCHUNGEN ~3BER AMYLOMALTASE 

III. KINETISCHE ANALYSE DES REAKTIONSMECHANISMUS 

313 

H. SCHWINN* UND G. V. SCHULZ 

Institut f f i r  physikalische Chemie der Universitdt Maim,  Mainz (Deutschland) 

(Eingegangen am 14. August,  197 o) 

SUMMARY 

Studies on amylomaltase. IH .  Kinetic analysis of the reaction mechanism 
The kinetics of initial Stage of the glucose transfer was measured starting from 

maltose, maltotriose and maltotetraose. The transfer reaction transforms two oli- 
gomeres Gn into equal amounts of Gn_l and Gn+l. In another series of experiments 
the transfer to glucose as an additional acceptor was kinetically investigated. Thus 
more parameters could be determined which allow to calculate the equilibrium con- 
stants and the rate constants of almost all occurring partial reactions. 

The transfer reaction consists of two steps with binary complexes (Scheme 2). 
In a side reaction the intermediate compound (E-G) of the enzyme, amylomaltase 
(a-1,4-glucan : D-glucose 4-glycosyltransferase, E C 2.4. I. 3), with glucose is hydrolysed. 
The hydrolysis is promoted more by maltose and less by maltotriose. 

I. EINLEITUNG 

In vorangegangenen Arbeiten 1-5 wurde nachgewiesen, dass das Enzym Amylo- 
maltase (a-i,4-Glucan:n-glucose 4-glycosyltransferase, EC 2.4.1.3) von jedem Ver- 
treter der Amylosereihe einen Glukoserest abtrennt und auf einen anderen unter 
Aufrechterhaltung der a-glukosidischen Bindung fibertr~igt. Als Donator fungieren 
alle Oligo- bis Polymeren v o n d e r  Maltose an aufw/irts, als Acceptor zus~itzlich Glu- 
kose. Allgemein kann man die Reaktion dutch das Schema IA wiedergeben, wobei 
Gm den Donator und Gn den Acceptor bezeichnet. G i s t  ein Glukoserest und E be- 
zeichnet das Enzym. 

% ' x j "  % %'-,El% %-., ,.G E 
~ \6°., %.~ "~o., G~ "-% 

CA) (B) CO) 

Schema I. 

* Dissertation, 2. Tei], Mainz, 1968. 
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314 H. SCHWINN,  G. V. SCHUI.Z 

Die kinetische Analyse wird erheblich vereinfacht, wenn man das gleiche Oli- 
gomere Gn als Donator und Acceptor verwendet, wie Schema IB zeigt. In diesem 
Fall bilden sich im Anfangsstadium der Reaktion durch den Glukosetransfer die 
beiden Nachbaroligomeren Gro-1 und Gn+l in gleichen molaren Mengen 5. Abweichun- 
gen von dieser St6chiometrie, die besonders bei Maltose und Maltotriose auftreten 
(vergl. Abschnitt I I I) ,  sind auf eine zus~ttzliche Hydrolysereaktion zurtickzuftihren. 
In der vorangegangenen Arbeit wurde wahrscheinlich gemacht, dass (tic Hydrolyse 
vom gleichen Enzym verursacht wird. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, den Mechanismus der Reaktion genauer 
zu untersuehen und die aus ihm folgenden Geschwindigkeits- und Gleichgewichts- 
konstanten zu bestimnlen. Als Methode verwenden wir die quanti tat ive ehromat(,- 
graphische Bestimmung der bei der Reaktion entstehenden Oligomeren als l:unktit)n 
der Zeit und der Konzentrationen (vergl. dazu die vorangegangene Arbeita). Eine 
Serie von Versuchen geht von den reinen Oligomeren Maltose, Maltotriose und Mal- 
totetraose aus gem~iss Schema IB;  eine zweite Serie wird unter Zusatz w,n Glukose 
durchgeftihrt. Letztere wirkt, Schema IC entsprechend, als konkurrierender Acceptor 
und erlaubt dadurch die Bestimmung einer Reihe zus/itzlicher Parameter,  so dass (tie 
Zahl der Bestimmungsstiicke der Zahl der zu bestimmenden Einzelkonstanten an- 
gepasst werden kann. 

Da es sich im Verlauf der Arbeit gezeigt hat, dass die Reaktion nicht fiber 
einen tern~iren Komplex verl/iuft, wird in Teil I I  ein Reaktionsmechanisnms mit 
bin/iren Komplexen naeh der Station~irmethode durchgerechnet, wobei das Schema 
IB sowie die Kombination von IA und IB  zugrundegelegt werden. Fiir die Hydr<~- 
lysereaktion werden ffir drei kinetisch unterscheidbare Reaktionstypen Gleichungen 
aufgestellt. In Teil I I I  werden die Versuchsergebnisse mit den Reehnungen vergli- 
chen. In Teil IV wird der Versuch gemacht, ftir das im Teil I I I  wahrscheinlich ge- 
maehte Reaktionsschema die Konstanten aller Teilreaktionen zu berechnen. 

II. FORMALE ZUSAMMENH-~.NGE 

Binarer Komplex bei der Reaktion mit einem Oligomeren Gn 
Bei Annahme bin~irer Komplexe zwischen Enzym und Substrat ist die Gesamt- 

reaktion in zwei Halbreaktionen zu zerlegen: In der ersten Halbreaktion (Ia) fiber- 
nimmt das Enzym vom Donator-Oligomeren einen Glukcserest, den es in der zweiten 
Halbreaktion (Ib) an das Acceptor-Oligomere weitergibt. Bei unseren Versuchen in- 
kubierten wir jeweils nur eine Oligomerenart (G2, Ga oder G4) lnit dem Enzym, so 
dass Donator und Acceptor identisch sind. Man kann dann erwarten, class ff)lgendes 
Schema die haupts/ichlichsten Teilschritte der beiden Halbreaktionen beschreibt : 

kl  k 2  k a  
(;~, i E ~ (E(;,,) ~ ((;~,__IE--(;) ~ G,, i t- E - ( ;  

h ~ h,, k:~ 

(1~) 

k 4 k s /e ~ 

k~ 4 k ~ k,; 

(tit) 

Hierbei bezeichnet die runde Klammer ( ) einen Michaelis'schen Enzym-Subst ra t -  
Komplex, der Bindestrich in E G eine chemische Bindung. Eine solche muss ange 
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UNTERSUCHUNGEN 0 B E R  AMYLOMALTASE. III  315 

nommen werden, da sonst die freie Energie der a-glukosidischen Bindung bei der 
ersten Halbreaktion verloren gehen wtirde. 

Die Bruttogeschwindigkeit der Transferreaktion ist 

Vtr = 2 d[Gn+l]/dt  (I)  

Der Faktor 2 berticksichtigt, dass zur Bildung eines Molektils Gn+l zwei Molekiile Gn 
verbraucht werden. Ftir den Anfang der Reaktion, bei welchem noch [Gn-1] = [Gn+l] 
<< [Gn] ist, folgen nach dem Station/irprinzip die Gleichungen 6 

mit 

2 [Elolvtr  = a + b/[Gn] (2) 

a = I /ks  + I /k -3  + I / K z k -  3 + I / k -  6 (2a) 

b = ( I l k  2 + I / k _ 3 ) K I [ K  2 + ( I /k_  5 2f_ I ]k_6)K4K5 (2b) 

Auftragung nach Lineweaver-Burk ergibt daher eine Gerade mit dem Ordinatenab- 
schnitt a und der Neigung b (vergl. Kurven I in Abbn. 2 und 3). 

Eine Geschwindigkeitskonstante mit negativem Index bezieht sich im folgen- 
den stets auf die Dissoziation eines Enzym-Substrat-Komplexes oder auf die Spal- 
tung einer a-glukosidischen Bindung. Gleichgewichtskonstanten sind stets als Disso- 
ziationskonstanten definiert : 

K i  = k i lk i  (3) 

Fiir die rechnerische Behandlung des bisher gegebenen Gleichungssystems ist 
es wichtig, dass bestimmte Identit/itsbeziehungen zwischen verschieden indizierten 
Teilreaktionen benachbarter Oligomerer existieren. Das zeigt im Schema 2 eine Auf- 
stellung aller Teilreaktionen fiir die drei Oligomeren Maltcse, Maltotriose und Malto- 
tetraose. Der obere Index (r6mische Ziffer) an jeder Konstante bezeichnet das Oli- 
gomere, auf welches sich die Konstante bezieht. Man sieht z.B., dass die Reaktionen 
4, 5 und 6 der Maltose identisch mit den Reaktionen I, 2 und 3 der Maltotriose usw. 
sind. Die darauf beztiglichen Konstanten kommen abet in den Gleichungen 2, 2a und 
2b in verschiedenen Kombinationen vor, je nachdem, welches Oligomere man als 
Substrat verwendet. 

Bei Annahme eines tern/iren Komplexes ergeben sich quadratische Terme ftir 
die Substratkonzentration ~& Das steht mit dem experimentellen Befund (Teil III) 
nicht in t)bereinstimmung. 

Die Kinetik bei Zusatz yon Glukose 

Eine weitere Serie von Informationen erh/ilt man, wenn man dem jeweils ver- 
wendeten Oligomeren als kompetitiven Acceptor Glukose zusetzt. Da Glukose keine 
Donatorfunktion hat, kann sie die erste Halbreaktion Ia am Reaktionsbeginn nicht 
beeinflussen, gibt aber in Konkurrenz zu Reaktion Ib die weitere 13bertragungsreak- 
tion 

t i i 
k4 k5 k -  o 

G + E--G ~- ( G E - G )  ~ (EG2) ~ E + G,  ( I I I a )  
I I I 

k_~ k_ 5 h. 

Man sieht unmittelbar, dass Reaktion IIIa  von rechts nach links gelesen identisch 
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k~ 

G2 + E ~ ~ (EG2)  

kq 
kll  

-2  

(EG~) ~ : (G E-G) 

k~ ~ 

( G E - G ) ~  - - - - - ~  G + E  G 
] Maltotriose ] 

k~ k~ II 
G2 + E - G  ~ ~ (G2E-G)  G3 +E _-------ft. (EG3) 

k~' \ / k'_~ I kl.~ ' 
(G2E-G)~-- - -~(EG3)  ~ ( E G 3 )  _ ~.(G2E-G) _ ~" 

(EG3)'  - "~E+G (G2E~3)_~----~G2 +E-G 

[Maltotetraose] 
klV k'J i 

~" (EG4) - -  G3 + E - G  _ " ( G 3 E - G )  

klV ~ / kl-~l k~ II 

(EG4 " IV (G3E-G) - ~ - - - - ~ - - - t ~ ( G 3 E - G ) _ / \  k ill . - ( G , )  k!~ 1 
k~ / \ , 

/ ", 
- G3 + E - G "  (G3E-G) ~ "*:. - (EG4) ~ '~.E+ G4 

k~V k~ II 

k~ v 

G4 + E - G ~  (G,E-G)  
ki.V 
k~ v 

(G,E-G)  ~ (EGs) 
kiV 

kl7 
(EGs) , " E  + Gs Schema 2. Ueberblick t~ber alle Teilreaktionen, ausgehend 

kl V yon Maltose, Maltotriose und Maltotetraose. Ausgezogene 
Linien verbinden identische I3eziehungeI~. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER AMYLOMALTASE. I I I  317 

mit de1 ersten Halbreaktion Ia  der Maltose ist. Daher kann man die Konstanten die- 
ser Reakt ion--ohne ihre Identititt zu ~tndern--in Bezug auf Maltose umindizieren 
und erh~tlt an Stelle von Reaktion I I I a  

I I  I I  I I  

k 3 k~ k- 1 
G + E-G .~ (GE-G) ~- (EG,) ~ G, + E (IIIb) 

1I II  II  
k-3 k-2 kl 

Inkubiert  man ein Oligomeres mit Glukose und Enzym, so erh~lt man eine 
modifizierte Reaktion, in der jedoch keine zus~tzlichen Reaktionskonstanten gegen- 
fiber den im Schema 2 bereits enthaltenen vorkommen. Kombiniert  man Reaktion 
I I I b  mit  Ia, b, so ergibt sich bei Beachtung von GI. 3 das folgende Gleichungssystem. 

Wir definieren zun~chst zwei messbare Geschwindigkeiten: Die der normalen 
Transferreaktion auf das Oligomere Gn nach G1. I u n d  die Geschwindigkeit vM der 
Bildung yon Maltose durch Reaktion der Glukose mit der Enzym-Glukose-Verbin- 
dung E - G  

vM = d [ G , l * l d t  (4) 

Wie VM im Einzelfall aus den Versuchsdaten zu berechnen ist, wird im Abschnitt I I I  
gezeigt werden. 

In den folgenden Gleichungen geben wir den Konstanten, die zu dem verwen- 
deten Oligomeren geh6ren, keinen r6mischen Index, schreiben also z.B. k_ e an Stelle 

iv von k_ e. Nur die zus~itzlich durch Reaktion I I Ia ,  b auftretenden Konstanten der 
Maltose werden mit I I  indiziert. 

Eine Rechnung nach dem Stationarit~itsprinzip ergibt dann (ffir kleine Um- 
s~ttze)8: 

2 [E]o/Vtr = ag + bg/[Gn] + cg/[Gn~ 2 (5) 

2[Gn] [E]0 
[E]o/VM --  (6) 

Y[G]vtr 

(7) VM/Vtr = U[G]/2[Gn] 

Hierin sind 

ag = Ilk_. + (I + IIK2) lk- .  (sa) 

bg = ( i l k  I + I/k_3)KI/K 2 -t- ( I / k - 5  + I/k-6)K4K5 + ( I l k  3 Jv Ilk2n)y[Gl (5b) 

cg = ( i l k  2 + I I k _ 3 ) Y ( K ~ / K 2 )  [G] (5c) 

Y = 
(Ilk-5 + I/k-6)KaK~ 

(1/C + l/kS)K~' 
(8) 

Gleichung 5 ergibt bei Auftragung von  [Elo/Vtr gegen I/[Gn] eine aufw/irts gekrfimmte 
Kurve,  aus der sich gegenfiber den Gleichungen 2, 2a, 2b zus/itzliche Konstantenbe- 
ziehungen ermitteln lassen. Ein weiterer Test besteht darin, dass bei Auftragung yon 
VM/Vtr  gegen I/[Gn] nach G1.7 eine durch den Nullpunkt gehende Gerade resultiert 
(vergl. Abb. 2 und 3)- 
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318 H. SCHWINN, (;. V. SCHULZ 

Die Hydrolysereaktion 
Folgende drei Reaktionstypen sind prinzipiell ffir eine konkurrierende Hydro-  

lysereaktion denkbar : 
(HI) Zwei verschiedene Enzyme, Amylomaltase E und eine Hydrotase E h liegen 

in einem bestimmten Mengenverh~tltnis nebeneinander ww. 
(HII) Die Hydrolyse erfolgt direkt aus der Verbindung E-(i ,  durch Wasser als 

konkurrierendem Acceptor. 
(HIII )  Die Hydrolyse erfolgt aus dem Komplex (EG~,) oder (C,,~_IE-G), zwei 

M6gliehkeiten, die rnit den hier angewandten Methoden nicht unterschieden werden 
k6nnen. 

Die Rechnung ergibt dann folgende Gleiehungen: 
Reaktionstyp HI. Nach Gleiehung 2 ist ffir Maltose als Substrat 

~E]o]Vtr a -]- b/[(;,ai 

Die Hydrolyse wfirde einer Michaelisgleichung gehorehen, so dass 

[Eh]o/Vh =- l /k l l  i l fh /kh[G2}  

ist, mit 

vh = dEG]/dt 

Daraus folgt 

vh [Eh]o a[(;2) + b 
. . . . . . . . .  (llJ) 
vt~ LI':Io (,/kh)[(;~] +- /;,//~), 

Falls nicht einer der unwahrscheinlichen F~ille eintritt, dass entweder b ~ a {G2j und 
zugleich Kh << FG2], oder a = I/kn und b = Kh/kh ist, ffihrt G1. H I  zu einer Abh~tngig- 
keit des Verh~tltnisses Vh/Vtr  v o n  ~Ge]. Das ist nach Tabelle I nicht der Fall. 

Reaktionstyp HII. Dieser entspricht folgendem Reaktionsschema 

kh 
E - G  + H~O ~ E  { (; (Hl l )  

Eine Rechnung nach dem Stationaritiitsprinzip ergibt ffir diesen l;all 

2EE]o/Vtr - -  ~z i ff/[('~n~ + y / [GnJ  2 

und 

vh/Vtr "-- const/[Gn ] (1:12) 

Letztere Gleichung ist auch qualitativ leicht zu verstehen. Wenn das Oligomere G~. 
und HzO als konkurrierende Acceptoren auftreten, dann muss bei Zusatz gr6sserer 
Mengen von Gn die Hydrolyse gegenfiber dem Transfer vernfindert werden. Die Ver- 
suche sprechen jedoch deutlich gegen diese naheliegende Annahme. Daher wurde ein 
dritter Weg durchgerechnet, der durch die Versuche best~itigt wurde. 

Reaktionstyp HIII.  In diesem Fall erfolgt die Hydrolyse aus dem Michaelis- 
komplex der Zwischenverbindung E - G  mit einem Oligomeren oder direkt aus dem 
Komplex (EGn) : 

kh 
(GnE-G) ~ H2() > (GnE) !- (; 
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UNTERSUCHUNGEN UBER AMYLOMALTASE. I I I  319  

oder 
Kh 

(GnE) + H20 -->(Gn-1 E) + G 

Man kann  die beiden Var ian ten  in Anlehnung an R e a k t i o n s t y p  Ib  fo lgendermassen 
zusammenfassen  : 

kh h 6 
(GnE) + G + - - - - -  {(GnE-G) ~- (EGn+x)} --~ E + Gn+l 

+H20 
(Hill)  

Nach dem Stat ionari t~. tspr inzip folgt daraus  ~ 

2[Elo/Vtr = a' + fl'/[Gn] 

Vh/Utr = const  

wobei  

ist. 

kh(k-3 + k-4) 
const = 

2 k 3 k_ 4 

(H3) 

I i I .  KINETISCHE VERSUCHE 

Die Reakt ionsze i ten  wurden so gewXhlt, dass der  Umsa tz  zwischen 15 und 2o% 
des eingesetzten Oligomeren [Gn] lag. In  diesem Bereich ist die Z e i t - U m s a t z - K u r v e  
mi t  ausre ichender  Genauigkei t  l inear,  wie Abb.  I zeigt. 

0.30 

- [G2]  = 

0 . 1 0 ~  

• s e c  i 0 500 1000 1500 2000 2500 
Abb. I. Prt~fung der LinearitXt des Umsatzes als Zeitfunktion ft~r den Anfang der Reaktion an 
Maltose [G2]. [E~0 = o.81 . io  -~ M; pH 6.9; o.i M Phosphatpuffer. 

Die umgesetz ten  Mengen der  Oligomeren wurde,  wie frfiher beschrieben s, colo- 
r imetr isch  nach df innsch ich tchromatographischer  Trennung  bes t immt .  Jede  Mess- 
serie wurde durch  paral le l  geffihrte Nul lversuche (ohne Enzym)  kontrol l ier t .  Die in 
den Tabel len  angegebenen W e r t e  s ind Mit te lwer te  aus jeweils 6 Einzelversuchen.  Die 
S t anda rdabwe ichung  dieser Mit te lwerte  betr~tgt ± 5%. 

Die Reakt ionsgeschwindigke i ten  wurden aus den Messwerten wie folgt berech- 
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n e t :  D i e  B r u t t o r e a k t i o n  e r g i b t  s i c h  a u s  d e r  K o n z e n t r a t i o n s a b n a h m e  d e s  e i n g e s e t z t e n  

O l i g o m e r e n  G n  

Vur - -  .I [ ( ; , , / A t  (9) 

u n d  d i e  T r a n s f e r r e a k t i o n  n a c h  G1.  I .  

D i e  H y d r o l y s e r e a k t i o n  i s t  b e i  M a l t o t r i o s e  u n d  M a l t o t e t r a o s e  d u t c h  

vh = A [ G ] / A t  ( lo)  

g e g e b e n .  B e i  M a l t o s e  a l s  A u s g a n g s m a t e r i a l  e n t s t e h t  a u c h  G l u k o s e  d u r c h  {tie n o r m a l e  

T r a n s f e r r e a k t i o n ,  d i e  a u s s e r d e m  M a l t o t r i o s e  l i e f e r t .  D a r a u s  f o l g t  

via (Mal tose)  . -  ( A [ ( ; ]  A[Ga]/~dt ( I i )  

F e r n e r  m u s s  g e l t e n  

VBr Utr ~- Vh (i2} 

T A B E L L E  I 

KINETIK DER 30LIGOMEREN 

U m s a t z  a l s  F u n k t i o n  d e r  Z e i t  u n d  d e r  A u s g a n g s k o n z e n t r a t i o n  [Gnl0;  p H  0 .9 ;  o. 1 M P h o s p h a t -  
p u f f e r ;  28 °. G e s c h w i n d i g k e i t e n  v in  M o l .  1 - I .  sec  - I .  K o n z e n t r a t i o n  in  M. 

(Gn)o X zo2." Io .o  5.0  
Reak t ionsze i t  (sec) : 18oo 12oo 

i~laltose: m i t  E n z y n l k o n z n .  [EIo  = o .81 - i o  7 M 
- - A [ G 2 ]  × IO 2 2 .04  1 .19  
+ A [ G 3 ]  × lO 2 0 .85  0 .48  
+ A [ G ]  × IO 2 1.42 0 .89  

Vh/Vtr n a c h  G in .  I t ,  H 3 o .2 I  o .21 

Mal tose  m i t  zus~itzlich o.oz ~ I  Glukose, 
- - / I [ G 2 ]  X lO 2 1.24 
k A [ G a ]  X lO 2 o .51 

3Ial tolr iose:  m i t  E n z y m k o n z n .  [E}0 .... 0 . 3 5 .  lO .7 M 
- - A l G a l  × IO 2 1 .30  O . 8 I  0 , 2 5  

A [ G 4 ]  × IO 2 0 .63  {).38 o. I2 
A [ G 2 ]  × lO 2 o .67  o .42 o .13  

+ A [ G ]  × lO 2 0 .05  0 .03  O.Ol 

Vh/Vtr G i n .  IO, H 3 o .o3 ,  ~ 

1 .0  0 . 5 0  0 . 2 0  O. 10 
600 300 3oo 300 

0 . 2 0 4  0 . 0 5 7  (}.030 o.{115 
0 . 0 8 4  o .o21  o . 0 1 2  0 . 0 0 6  
o . 1 5 7  0 . 0 4 2  0 . 0 2 4  o . o 1 2  

o.21 o .19  0 .25  {7.25 

[ E l  0 := 0 . 6 9 "  lO -7 M 
0 .47  o. 144 0 . 0 3 5  o . o !  3 0.{}{)44 
o .19  0 . 0 5 6  o . o t  4 0 . 0 0 5 2  {1.oo18 

0 . 0 8 6  o .o41  0 . 0 2 0  
o .o41  o . o 1 8  0 . 0 0 9  
0 . 0 4 5  o . o 1 9  o . o i  1 
o . o o  3 o , o o i  

0 .04  o.o4,~ o .o4a 0.{}3 .-- 

Glukose, [E]0 ~ 0 .35  • IO -7 3/I Malto tr iose  m i t  zusii tzl ich o.or  M 
- - A l G a l  × lO 2 1.26 
- I -A[G41  × lO 2 0 .62  
+ A [ G 2 1  × lO 2 0 .66  

3lal to te traose:  n l i t  E n z y m k o u z n .  
- - A [ G 4 ]  × IO 2 1 .89 
+ A [ G s ]  X 102 0 -90  
+ A [ G 3 ]  x lO 2 0 .97  

0 .73  o. 185 {).078 0 . 0 3 6  0 . 0 2 6  
0 .34  0 . 0 8 0  o .o31  O.Ol I 0 . 0 0 4  
0 .43  o .13  0 . 0 6 4  0 . 0 4 0  0 . 0 2 7  

[El0  = O . 3 5 - 1 0  7 M  
1.18 0 .28  O.lO2 o . o 5 !  0 . 0 3 0  
0 .57  o .141  o .o51  0 . 0 2 4  o . o 1 8  
0 .58  o .15  0 . 0 4 8  0 . 0 2 7  o . o 1 5  

Maltote traose  m i t  zusdtz l ich  o.or  M Glukose,  [E]0 - -  0 .35  • lO -~ M 
- - A [ G 4 ]  × lO 2 2 .02 0 .97  0 .33  O.lO5 0 . 0 5 5  0 . 0 2 9  
+ A[G~I  × lO 2 0 .95  0 .49  o . 1 3 3  0 . 0 4 0  O.Ol 7 0 . 0 0 6  
+ A I G s ]  X IO z 0 .95  0..56 o . 1 8 3  0 . 0 6 2  0 . 0 3 7  0 . 0 2 2  
-+ -A[G2]  X lO 2 o .o  0 . 0 4 7  o. I o i  0 . 0 2 3  0 . 0 2 2  o . o i  7 
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Fiir die Reakt ionen mit  Glukose als zusiitzlichem Acceptor (Abschnitt  IIb)  ent- 
steht eine zus~itzliche Menge Maltose. Da beim Arbeiten mit  Maltotriose auch dutch 
die normale Transferreaktion Maltose entsteht,  ist dieser mit  A [G4] identische Betrag 
von A [G2] zu subtrahieren, um den korrekten Wert  yon Vm nach G1.3 zu erhalten. 
Das ergibt 

vm (Maltotriose) = (A [Gz] -- A [G4])/At (13) 

Geht man von Maltotetraose aus, so entsteht  Maltose prim~ir nur  durch die Acceptor-  
reaktion mit Glukose. Daher gilt fiir Maltotetraose und die h6heren Oligomeren 

Vm (Maltotetraose) = A[G~]/ZJt (14) 

Die Ergebnisse der in der beschriebenen Weise durchgefiihrten und ausgewerte- 
ten Versuche sind in der Tabelle I zusammengestellt .  Die graphischen Darstellungen 
in den Abbn. 2 und 3 erm6glichen es, das aufgestellte Reakt ionsschema zu prtifen 
und die Zahlenwerte der linearen Beziehungen nach G1. 2 und 7 direkt aus den Figu- 
ren abzulesen. 

Q / 
- y 

0.3 I 
/ 

01 

0 J t P 001/[G 2] 

2 4 6 8 10 

Abb. 2. Auftragung tier Messergebnisse ftir Maltose aus Tabelle I. C)--Q, Versuche ohne Glukose- 
zusatz nach G1. 2 ; + - - + ,  Versuche mit Zusatz yon o.oi M Glukose nach G1. 5- 

Die Versuche ohne Glukosezusatz zeigen bei Auf t ragung nach G1. 2 die ftir 
einen bin~iren Komplex zu erwartende lineare Form. Die aus Ordinatenabschnit t  und 
Steigung der Geraden abzulesenden Werte ftir die Parameter  a und b sind in Tabelle I I  
eingetragen. Man erkennt, dass sich die drei Oligomeren in ihrem kinetischen Ver- 
halten deutlich unterscheiden. 

Eine weitere Best~itigung des vorgeschlagenen Versuchsmechanismus ist die 
Aufw~irtskrtimmung der Kurven bei Zusatz von Glukose entsprechend G1. 5. Bei die- 
sen Versuchen tr i t t  der quadratische Term I/[Gn] 2 auf, wie es das Reakt ionsschema 
I I I a  bzw. I I I b  fordert. Die Kons tan ten  ag, bg und cg wurden aus den Versuchsdaten 
dutch Ausgleichsrechnung ermittelt  und in Tabelle I I  zusammengestellt .  Hierbei 
wurde fiir ag der Wert  von a aus der linearen Auffragung der Versuche ohne Glukose- 
zusatz verwendet.  

In  den Abbn. 3B ist das Verh~iltnis der Geschwindigkeit Vm der l~bertragung 
auf  Glukose zur Geschwindigkeit Vtr der Uber t ragung auf  Maltotriose und Malto- 
tetraose dargestellt, welches nach G1. I I  proport ional  zu I/[Gnl sein soll. 
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T A B E L L E  I I  

E X P E R I M E N T E L L E  K O N S T A N T E N  F O R  30L1GOMERE 

K o n s t a n t e :  a "x z o  2 b ~, l o  4 bg × ro  4 cg × z o  ~ Y 
D i m e n s i o n  : ( s e e )  ( s c c .  3 J o l  1 . ( s e c .  3 , Io1  ].  ( s e c .  M o l  ,2. 

[ 1) [ I) 1-2) 
G l e i c h u n g :  2a  2b 5, 5b 5, 5c 7, X 

Mal tose  1.3 [ 3-94 5-4 5-9 
M a l t o t r i o s e  0.85 0.99 i.  I i [ .58 O, 28  

M a l t o t e t r a o s e  o.73 o.66 o.77 0. SO o. 20 

Auch diese Beziehung wird dulch die Versuche best/itigt. Die Proportionalit~ttskon- 
stante Y nach GI. 7 ist in Tabelle I I m i t  eingetragen. 

Aus den in Tabelle I zusammengestellten Messdaten ergibt sich weiterhin die 
M6glichkeit, die Hydrolysereaktion in das Gesamtschema einzuordnen. Das VerhSJt- 
nis der Hydrolyse zur Transfergeschwindigkeit (vb/vtr) ist innerhalb der I:ehlergrenzen 
fiber einen Bereich von zwei Gr6ssenordnungen unabh~ingig von der Konzentration 
des Oligomeren. Das entspricht G1. H3 und schliesst die Annahmen HI  und H I I  aus. 

Der AusscMuss von H I I  besagt, dass die Hydrolyse nicht direkt aus der Ver- 
bindung E G erfolgt, sondern dass Maltose und Maltotriose durch Anlagerung an das 
Enzymmolektil  die Enzym-Glukose-Bindung lockern (vergl. Abschnitt V). 
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Abb .  3. (A) A u f t r a g u n g  dc r  M e s s e r g e b n i s s e  f i i r  M a l t o t r i o s e  trod M a l t o t c t r a o s e  aus  T a b e l l e  1. 
@ - - @ ,  V e r s u c h e  o h n e  G l u k o s e z u s a t z  n a c h  GI. 2 ; t - - 4  , Z u s a t z  v o n  o .o i  M G l u k o s e  n a c h  G1. 5. 
(B) A u f t r a g u n g  n a c h  G1. 7- 
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Nachdem vorangehend bewiesen wurde, dass das in Schema 2 dargestellte 
Reaktionssystem mit dem experimentellen Befund gut iibereinstimmt, soll jetzt ver- 
sucht werden, die Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten der Teilreaktio- 
nen aus den experimentellen Parametern zu berechnen. Hierfiir ist die Frage zu be- 
antworten, wieviel Unbekannten wieviel Gleichungen gegeniiberstehen. 

Nach Schema 2 existieren ffir jedes Oligomere 6 Gleichgewichte, die nach G1. 3 
durch je 2 Konstanten festgelegt sind. Das gibt fiir jedes Oligomere 12 und fiir die 3 
Oligomeren zusammen 36 Konstanten. Wie unten gezeigt werden wird, sind aber die 
Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionen I u n d  6 eliminierbar, so dass sich die 
Zahl der insgesamt zu berechnenden Konstanten auf 30 reduziert. 

Diesen stehen nach Tabelle I I  zun~ichst 14 Gleichungen mit den experimentell 
best immbaren Paratern a, b, bg, c~, Y gegeniiber. Dazu kommen noch die IO Identi- 
t~iten aus Schema 2: 

I I  II1 I I  I I I  I i  I I I  I I  I I I  I I  I I I  

k 4 = k 3 ; k -  4 : k - 3 ;  k 5 = k 2 ; k - ~  - -  k 2 ;  K e  = K 1  

I I [  I V  I I I  I V  I I I  I V  I I I  I V  I I I  I V  

k ,  : k 3 ; k -  4 : k - z ;  k 5 : k~ ; k_~ : k_2;  K e = K 1 

und folgende 3 Beziehungen der Gleichgewichtskonstanten 

I I  I I  I I  I I  I I  I I  

K13 : K 1 K 4 K 5 / K  2 K a K 6 : 1 . 0  

I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  I I I  

K 2 4  : K I K 4 K 5 / K ~  K 3 K,~ - -  I . O  ( I 6 )  

IV  IV  IV  IV  I V  I V  

K35 = K 1 K ,  K B / K ,  K 3 K e = I . O  

da die in der vorangegangenen Arbeit s definierten Konstanten K13 = K24 = k~5 --  I 
sind. 

Den 30 Unbekannten stehen damit 14 + IO + 3 = 27 Gleichungen mit ex- 
perimentell best immbaren Parametern gegenfiber; das Gesamtsystem ist also noch 
unterbestimmt. Um uns dem angestrebten Ziel zu niihern, werden noch folgende drei 
Hilfsvoraussetzungen ger0acht : 

(a) Die Werte s/imtlieher Gleichgewiehts- und Geschwindigkeitskonstanten 
miissen positiv sein. Da bei Aufl6sung des Gleichungssystems Differenzen auftreten, 
ergeben sich dadurch untere Grenzwerte ffir einige Konstanten. Hierdurch gelingt die 
Eliminierung der Konstanten k 1 und k 6. 

(b) Entsprechende Konstanten verschiedener Oligomerer (z.B. k II und k~ II) 
k6nnen nicht um mehr als eine Gr6ssenordnung verschieden sein. 

(c} Entsprechende Konstanten n~ihern sich bei den h6heren Oligomeren einem 
Grenzwert. Wir nehmen an, dass die Konstanten der 2. Halbreaktion des Trimeren 
und Tetrameren von diesem Grenzwert nicht mehr sehr weit entfernt sind. Daraus 
ergeben sich folgende N~herungsbeziehungen: 

I I [  I V  I I I  I V  I I I  I V  

K5 ~ K5 k-B =k-5 K6 = Ks (I7) 

Da Voraussetzung (c) ziemlich ungewiss ist, sind die damit errechneten Werte in 
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TABELLE Ill 

Z A H L E N ~ V I ? ; R T E  D E R  E I N Z E I . K O N S T A N T E N  Ir(?R I ) I F  T I £ I L R I g A K T I O N E N  IN ~ C H L M A  2 (t) 11 ( ) .D:  2,% ) 

I(onslante (;rdissen- 31altose ;I . lallo- 3/[allo 
ordmcng triose h4raos(! 

I( 1 io :~ 2 7.4 5 .2 
t~ 1 > l O a  
k 1 > l o r' 

l£2  1o  I 5 2 . 6  1 . 0  

k 2 IO ~ 2.5 2. 7 I6 
'/~2 10  3 0 . 5  I .O 1 o 

1( a t o  I o. 5 3. N 4. 2 
/~ 3 I 0  2 0 I ( / . 2  IO .O  

/}a TO 3 1 2 2. 7 2 . 6  

1£~ Jo I 3. s 4.2 (4) 
k 4 It.) 2 I (3 .2  l o . O  ( t O )  

k~ I°a ".7 2.5 (2.5) 

li~ i o  I 2.~) l . o  ( t . 5 )  

/e - s  1() 2 2.  7 I~) ( 1 5 )  
I% 1 o a  ~-( )4  ~ o  (~ ( , )  

K 6 io a 7.  t 5 . 2  ( 5 )  
l¢-6 > 1 0  3 

kt; > 10  5 

Tabelle I I I  in Klammern gesetzt. Das Gesamtergebnis der Auswertung aller Kon- 
s tanten ist in Tabelle I I I  zusammengestellt .  

Zur Ausreehnung noch folgende Erg/inzungen: Die Konstanten  k~, k~a, b - m  
k_a,IV k ii4, k-4,II ---aK III und das Verh/iltnis K 1 / K  2 k6nnen ohne (tie Hilfsannahmen 
bereehnet werden. Dadurch  sind die Gr6ssenordnungen wiehtiger Teilreaktionen fest- 
gelegt. Aus Hilfsvoraussetzung (a) ergibt sich k% > Ioa; aus (b) k2tV ~~ I. Mit diesen 
beiden Voraussetzungen kann man die Terme I l k  6 und I/k2II in einigen Gleichungen 
vernaehl/issigen. Dadurch  erh/ilt man  die Zahlenwerte Kt, K2, K3, K4, K a, k2III, kalI, 
k,~ III. 

D I S C U S S I O N  

Durch den Nachweis, dass die Transferreaktion der Amylomaltase tiber bin/ire 
Komplexe verl/iuft, ist Schema 2 die einfachste Reaktionsform, welehe alle bisherigen 
Exper imente  wiederzugeben vermag. Nachfolgend werden noch einige spezielle Er- 
gebnisse besprochen. 

Die korrekten Werte  ftir die maximalen Wechselzahlen der Amylomal tase  
gegeniiber den drei hier untersuchten Oligomeren lassen sich aus den Daten der 
Tabelle I I  berechnen. Aus G1.2 folgt, dass die Anzahl Mole Glukose, welche I Mol 
E n z y m  bet Substrattiberschuss in der Zeiteinheit iibertr/igt, durch I /a  (pro see) bzw. 
6o/a (pro min) gegeben ist. Dadureh ergibt sich fiir Maltose 46oo, fiir Maltotriose 7ooo 
und ftir Maltotetraose 82oo pro rain. 

Die Zahlenwerte fiir die einzelnen Kons tan ten  in Tabelle II1 k6nnen vorl/tufig 
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nur bezfiglich ihrer Gr6ssenordnung diskutiert werden, da bei den langwierigen 
Rechenoperationen die Versuchsfehler sich vergr6ssern und die Anwendung der Hilfs- 
voraussetzungen (a) und (b) den approximativen Charakter der Rechnung noch ver- 
st~trkt. Jedoch diese Gr6ssenordnungen sind bereits in mehrfacher Hinsicht aufschluss- 
reich. 

Interessant ist das VerhXltnis der Michaelisgleichgewichte (i) und (6) des freien 
Enzyms mit den Oligomeren verglichen mit den entsprechenden Gleichgewichten (3) 
und (4) der Enzym-Glukose-Verbindung mit denselben Oligomeren. Die Michaelis- 

o - - o  o. ? 

H G - - G  G ." 
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Abb. Modell ffir die aktivierende Wirkung yon Maltose und Maltobriose auf die Hydrolyse 
(+ Haftstelle). 

konstanten K 1 und K s liegen in der Gr6ssenordnung lO -3, dagegen K 3 und K 4 in der 
Gr6ssenordnung io -1. Die Bindung des Oligomeren an das freie Enzym ist also we- 
sentlich starker als an die Verbindung E-G. Auch die Geschwindigkeit der entspre- 
chenden Gleichgewiehtseinstellungen ist bei dem freien Enzym um Gr6ssenordnungen 
h6her als bei der Verbindung E-G. Dabei ist zu berficksichtigen, dass die ffir die Kon- 
stanten kl, k_l, ks, k_e in Tabelle III  angegebenen Gr6ssenordnungen nur Minimal- 
werte sind. 

Die Gleichgewichtskonstanten K 2 und K 3 des ffir den Glukosetransfer zentralen 
Prozesses (GnE) ~- (G._IE-G) liegen in der N~he yon I (etwa 15-3o% Gn_IE-G im 
"inneren" Gleichgewicht). Das ist fast selbstverst~tndlich, wenn man bedenkt, dass 
die freie Entha|pie der a-glukosidischen Bindung beim ~bergang v o n d e r  ersten zur 
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zweiten Halbreakt ion  erhal ten bleiben muss. Die Wechselzahl dieses " inneren" 
Gleichgewichts liegt ungefiihr in der Gr6ssenordnung Io a pro sec. 

Die Hydrolysereakt ion erscheint in diesem Zusammenhang  als eine Fehllei- 
s tung aus dem inneren Gleichgewieht heraus. Da die Verbindung E - G  stabil  gegen- 
fiber Hydrolyse ist, kann  man  Maltose und  (in schw/icherem Masse) Maltotriose als 
Akt iva toren  der Hydrolyse auffassen. Aus den Versuchen ist nicht  mit Sieherheit zu 
schliessen, dass diese Oligomeren als Akt iva toren  der Hydrolyse die gleiche Stelle der 
Enzymoberfl/ iche besetzen wie bei der Transferreaktion.  Andererseits ist es nicht  un-  
wahrscheinlich, dass die fiir die Anlagerung der Oligomeren vorgesehenen Haftstellen 
aueh bei der Hydrolyseakt iv ierung besetzt werden, jedoeh in anderer Anordnung.  

Modellm/issig k6nnte  man  sich das etwa nach Abb. 4 w)rstellen. An der akt iven 
Stelle des freien Enzyms  befinden sieh z.B. vier Haftstel len fiir Glukosereste und  ein 
H-Atom, das gegen einen Glukoserest ausgetauscht  werden kann.  Die Aktivierungs-  
schwelle der Bindung E G wird durch jede Anlagerung wm Oligomeren an die Haft- 
stelle herabgesetzt  ; in den Posi t ionen II,  I I I  und  V zugunsten  eines Oligomeren als 
Aeceptor, in den Posi t ionen VI, VII  und  V I I I  zugunsten der Hydrolyse. I)ie Ver- 
b indung  IV ist gegen Hydrolyse stabil. 
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