Uloha 9-19

Inhibice enzymovych reakci — ¢asteCné nekompetitivni inhibice

O jisté enzymové reakci se predpoklada, ze probiha podle schématu
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které popisuje ¢astecné nekompetitivni inhibici. Vyjadiete

(a) rychlost reakce jako funkci koncentrace substratu a inhibitoru,

(b) nejcastéji pouzivané linearizované tvary rychlostni rovnice

(c) Z dat uvedenych v nasledujici tabulce vypocitejte kinetické parametry inhibované i neinhibova-

né reakce

Cs vi/ (mol dm”s™)

o =0 ¢ =0,0053 ¢ =0,012 e = 0,025 1 = 0,060
motdm mol dm> mol dm™ mol dm> mol dm™ mol dm™
0,025 7,054-10°° 6,008-10°° 5,442-10°° 4,979-10°° 4,600-10°°
0,110 2,294.107 1,954-10°° 1,770-10°° 1,620-107 1,496-10°°
0,250 3,648-107 3,107-107 2,814-107 2,575-107 2,379-107
0,550 4,883-107 4,159-107 3,766-10°° 3.446.10°7° 3,184-10°°

(d) Sestrojte grafy podle Dixona a podle Huntera a Downse.

Reseni:

Pii éasteéné nekompetitivni inhibici vazba inhibitoru neovliviiuje vazbu substratu, tedy K{=K; a
K¢ = Kg, ternarni komplex se viak na rozdil od plné kompetitivni inhibice (viz Uloha 9-18) rozpada
na produkt, ale pomaleji nez komplex ES (k, > k):

(a) Rychlost reakce se rovna souctu rychlosti tvorby produktu rozpadem komplexu ES a komplexu
ESI:

[1]

0 = ky - cps + kg - Cgg

Koncentrace komplexu ES je dana vztahem pro disociacni konstantu Ks (= Ky) :
CE * CS CE * CS
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Koncentraci volného enzymu cg vyjadiime z bilance
Cro = Cp + Cgs T Cpr T Cesi
kde koncentraci komplexu EI je dana disociacni konstanty K:
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a koncentrace komplexu ESI disocia¢ni konstantou Ks' (=K5) :
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nebo K|’ (=K)):
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Z rovnic [4] az [6] dosadime do bilance [3] a vyjadiime koncentraci volného enzymu, potiebnou pro
vyjadieni cgs.:

CEo [7]
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Pro rychlost inhibované reakce pak plati
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Pro pomér rychlostnich konstant ke¢/k> je zvykem pouzivat symbolu £ Rovnici [8] upravime do
tvaru rovnice Michaelise a Mentenové:

D_:[KI-FIB'CIJ.]CZ’CEO’CS _ Umax "S5 [9]
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kde Kl =Ky, [10]
. K c
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(b) Linearizované tvary rychlostni rovnice:

1. podle Lineweavera a Burka
1_1 Ky 1_ 1 K+q Ky K+g |
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(c) Vypocet kinetickych parametrt Ky, v, .., Kia S
Pouzijeme napf. linearizovaného tvaru Lineweavera a Burka

Tabulka 1 1/v0 1/v;
1/cg cg =0 cr =0,0053 c =0,012 c =0,025 cr =0,060
40,000 1,418:10° 1,664-10° 1,838:10° 2,008-10° 2.174-10°
9,091 4,359-10* 5,118-10* 5,650-10* 6,173-10* 6,684-10*
4,000 2,741-10* 3,219-10* 3,554-10* 3,883-10* 4203-10*
1,818 2,048-10* 2,404-10* 2,655-10" 2,902-10* 3,141-10*
Konstanty linearizované
rovnice [12] 2 BE+05 Linearizace podle Lineweavera a Burka
_ c1= 0,060 y=4870,9588x + 22554,4514
y=Ax+B popsos | €1=0025  y=45002846x+20829,8760
‘ | c1=0012  y=4117,2064x + 19067,7649
AKXy Kitg c1=00053  y=3729.4524x + 17267,6497
Umax Ki+ B¢ 156405 | er=0 y=3176,4145x + 14708,245
))
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Tabulka 2
cr usek B smérnice A K =Ky O ax
mol dm (mol dm™ 571)71 S mol dm™ mol dm™ s~
0 14708,245 3176,415 0,21596 6,7989- 107
0,0053 17267,650 3729.,452 0,21598 5,7912-1 0°
0,012 19067,765 4117,206 0,21592 5,2445. 107
0,025 20829,876 4500,285 0,21605 4,8008-10 >
0,06 22554,451 4870,959 0,21596 4,4337. 107

Udaje v prvém fadku tabulky plati pro priibdh enzymové reakce bez piitomnosti inhibitoru.
Omax = 6,8-10° moldm s, Ky =0,216 mol dm™ ,

Konstanty Ky a
vypocitame z linearizovaného vyrazu [11] pro v, ,, :
M:ﬂ+K1.{1_DmaX].L [15]
Dmax max / €I
—
y X

Konstanta £ je rovna useku a konstanta K; smérnici této linearni zavislosti. Jejich hodnoty byly
ziskany linearni regresi dat z tab. 3 (obr. 2):
B=0,6 , K;=0,009moldm”



Tabulka 3

c g max [ (1_ Df’nan.i 0,9
Dmax Umax ) €1 085 | ZM = 8,9998E-03x + 6,0006E-01
0 1 Umax 0,8 max
0,0053 | 08518 | 27,9660 Y s o 76
0,012 0,7714 19,0527 '
0,025 0,7061 11,7555 0.7 ¢
0,06 0,6521 5,7980 0,65 |
0,6
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Pro zavislost maximalni rychlosti inhibované reakce na koncentraci inhibitoru pak plati
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(d) Dixontv graf:
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Na obr. 3 jsou vyneseny hodnoty 1/v; 2 7E+05
proti koncentraci inhibitoru (viz tab. 1). Dixonuv graf
Zavislost ma hyperbolicky pribéh (pro
plné nekompetitivni inhibici by byla line- 2,2E+05 -
arni)
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Graf podle Huntera a Downse:
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Vyraz — nezavisi na cs. Jak ukazuje obr. 4, rovnice [18] dobfe vyhovuje experimentalnim da-
i
tam.
Tabulka 4 ey
-,
cs a1 = 0,0053 c =0,012 a =0,025 ¢ = 0,060
0,025 3,044-1072 4,051-1072 5,999:-107 1,125-107"
0,11 3,046:107> 4,053-107> 6,009-107> 1,125-107"
0,25 3,044-107 4,049-107 6,000-1072 1,125-107"
0,55 3,045-107 4,046-1072 5,995-107> 1,124-107"
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