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1 Einleitung/Theorie

Das Enzym Penicillinase wurde 1940 entdeckt'. Das
Antibiotikum Penicillin wird durch dieses Enzym
Penicillinase (B-Lactamase, beta-Lactamase)
hydrolysiert. Bakterien, die dieses Enzym besitzen, sind
gegen das Antibiotikum Penicillin resistent. Schon kurz
nach der Einfiihrung haben sich die resistenten
Bakterienstimme, vor allem in den Spitilern
ausgebreitet® — nicht zuletzt bedingt durch die sorglose
Anwendung von Arzten und dem falschen Umgang der
Patienten.

Abbildung 1: beta-Lactamase =
Penicillinase

Im Hintergrund: Penicillium notatum, der Pilz, der Penicillin produziert
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Abbildung 2: Zunahme der Resistenzentwicklung durch Bakterien, die Penicillinase produzieren®

Gegen Penicilline oder Cephalosporine resistente Bakterien besitzen eine

B-Lactamase oder Penicillinase, die die Antibiotika Ampicilline, Cephalosporine und
Penicilline hydrolytisch spaltet. Clavulansdure- und Carbapenem-Verbindungen werden als
Penicillinase-Inhibitoren eingesetzt, um resistente Bakterienformen bekdmpfen zu kdnnen.

@)
OH beta-Lactamase
Abbildung 3: Konfiguration von Penicillin G Abbildung 4: Penicillin G mit der
(Benzylpenicillin) Elektonendichteverteilung (rot: hohe Dichte, Blau:

kleine Dichte)
2 Aufgabenstellung

Die Geschwindigkeit, mit der Penicillinase das Antibiotikum Penicillin abbaut und die
Abhingigkeit der Reaktion von der Penicillinkonzentration sollen untersucht werden.

2.1 Durchfihrung
Man werte die beiliegenden Daten von Experimenten aus.
Experiment: 10 ml, Enzym=10" g/10 ml

Das aus Bakterien gewonnene Enzym hat eine Masse von 29,6 kdal (Kilo-Dalton™)
entsprechen 29594.6128 g/mol.
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Anzahl Mole Penicillinase: n =10°/29594.6128 = 3.38+10* mol

2.2 Beobachtungen/Messungen
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Abbildung 5: Geschwindigkeit des Penicillin-Abbaus in Funktion der Penicillin-Konzentration

2.3 Michaelis-Menten-Gleichung’

Tabelle 1: Schematische Darstellung des Michaelis-Menten-Modells

Enzym + Substrat ki1 S k- Enzym- - ks 2  Produkt
Substrat Geschwindig-
Komplex keit
Gleich- Kopplung
gewicht
[E] [S] [ES] v
Konzentration ~Konzentration K,,=k,/k; Konzentration Proportiona  Messbare
des Enzyms  des Substrates Enzym- litats- Reaktions-
mol/l mol/l Substrat- Konstante geschwindig-
Komplex keit
Produkt-
bildung pro
Zeit
_ [S]
"™ [S]+ K,
v: Geschwindigkeit [molel'es™]:

[S]:  Substratkonzentration [mol/l]
Kwm :  Dissoziationskonstante (mg/kg) entspricht der Dosis flir die halbmaximale
Geschwindigkeit. Ubliche Werte von Ky: 102 — 107 [mol/1] (Ky : Michaelis-
Menten-Konstante).
KM = (kl + k3)/k2;6 meist ist k1 >> k3, dann gllt KM ~ k]/k2
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2.4 Bestimmung von Ky und Vmax
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Abbildung 6: Linewaver-Burk-Plot der Penicillinase

Man kann annehmen, dass die Wirkung von Penicillinase den gleichen Gesetzen folgt, wie die
Wirkung von anderen Enzymen. Deshalb wird das Michaelis-Menten-Modell verwendet’,*.

Linewaver-Burk-Plot zur Bestimmung von v, und K, 2.

(] 11 Ky+[S] 1_ 1 .[&Hj
[S]

vV = = - =

v °
"™OKy ISV Vi [S] vV oV
v: Geschwindigkeit (mol/min)
Vmax: maximale Geschwindigkeit (mol/min)
[S] : Substratkonzentration (mol/l)
Ky : Dissoziationskonstante (K,,= 1/K; K: Gleichgewichtskonstante)

max

Fiir die grafische Darstellung, Umwandlung in eine lineare Funktion:
1 K, 1 1

—_ _+_

y-Achse: 1/E; x-Achse: 1/[D]; a= K,;/Vmax; b=1/Vmax
Ky = 1.4E-9¢7622 = 7.62E-06

Vma=  1/1.4E-9 = 7.00E-10 (1/min)
Keai(s™) entspr. ks = Keag; ks=Vman/[Et] = 7.00E-10/3.38E-14 = 2.07E4
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3 Simulation (Typ 1)"

3.1 Annahmen
e Berechnung von v
e Zunehmende Substratkonzentration
® Vo 1St bekannt, ebenso Km

3.2 Simulationsdiagramm

v max
S X - Substratkonz
Zunahme

Abbildung 7: Simulationsdiagramm des Michaelis-Menten-Modells

3.3  Zeitdiagramm
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Abbildung 8: Die Geschwindigkeit v in Funktion der Substrat-Konzentration
3.4 Dokumentation (Gleichungen, Parameter)

(01) FINAL TIME =50

Units: Konzentration

The final time for the simulation.
(02)  INITIAL TIME =0

Units: Konzentration

The initial time for the simulation.
(03) Km= 7.62e-006

Units: Konzentration [0,?]
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(04) S=INTEG (-Zunahme, 5e-005)
Units: Konzentration [0,?]

(05)  SAVEPER =1
Units: Konzentration [0,?]
The frequency with which output is stored.

(06) Substratkonz= INTEG (Zunahme, 1e-006)
Units: Konzentration [0,?]

(07) TIME STEP =0.1
Units: Konzentration [0,?]
The time step for the simulation.

(08) v= v max*(Substratkonz)/(Km+Substratkonz)
Units: Konzentration [0,?]

(09) vV max= 7e-010
Units: Konzentration [0,?]

(10) Zunahme= 1e-006

Units: Dmnl [0,?]

3.5 Vergleich von Messungen und Simulation
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4 Interpretation

Die Geschwindigkeit des Abbaus (Hydrolyse) von Penicillin durch Penicillinase ist von der
Substratkonzentration abhingig. Sie erreicht die maximale Geschwindigkeit schon bei ca.
0.000°06 mol/l oder 60 pmol/l. Diese Konzentrationsabhédngigkeit kann mit einer Simulation
gut dargestellt werden.

Damit abgeschétzt werden kann, wie wirksam Penicillinase ist, sind Vergleiche angefiihrt:

Spektrophotometrische Bestimmung der relativen Hydrolyse-Geschwindigkeiten und der
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Tabelle 2: Michaelis-Menten-Konstante Ky, fiir verschiedene Penicilline®!

Substrate AMnm) | A (Mem™) Relative Geschwindigkeit| Ky
der Hydrolyse (%) | (u (M)
Benzylpenicillin 240 500 100 52
Penicillin V 240 405 148 64
Carbenicillin 240 400 35 120
6-APA 265 14 133 1400
Methicillin 305 41 3.5(5)° 490
Oxacillin 263 -240 3.0 (5)° 240
Tabelle 3:Vergleich der Umsatzzahlen verschiedener Enzyme
Enzyme Umsatzzahl
(Molekule/Sekunde)
entspricht Viax
Carboanhydrase 600’000
Acetylcholinesterase 25’000
Amylase 18’000
Penicillinase 2°000
DNA-Polymerase 15

Abbildung 9: Penicillinase 3D (anklicken)
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