Uloha 9-24  Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Byl zkouman vliv riznych inhibitorii na enzymové plisobeni dehydrogenasy na pyrohroznan. Pro
neinhibovanou reakei byly zjistény konstanty Ky = 0,01 mol dm™ a vpax = 2,5-10 ° mol dm™ s,
VSechny tfi testované inhibitory maji akompetitivni u¢inky. Pfi koncentraci pyrohroznanu 0,02
mol dm™ byly ziskany tyto hodnoty po&ate&nich rychlosti enzymové reakce (v mol dm™ s™):

CI 105 Ui
mol dm inhibitor A inhibitor B inhibitor C
0,003 1,515 1,375 1,626
0,010 1,250 1,053 1,538
0,022 0,961 0,839 1,400
0,035 0,769 0,739 1,290
0,060 0,556 0,652 1,111

Na zakladé¢ téchto dat rozhodnéte, jde-li o inhibici plnou nebo ¢astecnou a v ptipadé plné inhibice
stanovte hodnoty inhibi¢nich konstant K .

Reseni:
Dmax = 2,5-1075 mol dm™> s,

Ky =0,01 mol dm
¢s = 0,02 mol dm™

Dixontiv graf (obr. 9.11c¢) pro plnou akompetitivni inhibici je linedrni
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Z grafu je patrné, zZe v ptipadech A a C jde o Dixontv graf
plnou akompetitivni inhibici. 20
Pro inhibitor A byla linearni regresi 18 | 107 /v, =19.97583 1+ 0’6005?6\
experimentalnich dat ziskdna rovnice
(1/vi)a = 6,0055-10* + 1,997583-10° - ¢;  [4] 16 1 5
a pro inhibitor C 14
(1/v1)c = 6,0115-10* + 4,99235-10° - ¢ [5] 5
12
Z rovnice [1] plyne, hodnota absolutniho ¢lenu, -
1 -(1+ KM) 10 |
Umax Cs C
nezéavisi na koncentraci inhibitoru. Musi mit 08
tedy stejnou hodnotu pro vSechny ptipady. s,
Zavislosti 1/v; na ¢y pro inhibitory A i C 06 107 /or = 499235 ¢1 + 060113
protinaji  svislou osu vjednom bodé o 0 0,02 004 ¢; 006 0,08

soufadnicich



l: 1 .1+KM = ! -1+0’01 =6-10" mol ' dm’ s
CS 2,5 . 10_5 0702

Tato hodnota souhlasi s hodnotami absolutnich ¢lenti v rovnicich [4] a [5].

Vypocet konstant K
Porovnanim hodnot smérnic piimek [4], popf. [5] s rovnici [1] pro konstanty K| dostaneme

1 _
— =1,997583-10° s mol * dm° (Dmax = 2,5-10 > mol dm > s ™)
Omax '(KI)A
1 3
= K)a = =0,020024 mol dm
(KDa 2,5-1075-1,997583-10°

;, = 4,99235-10° s mol  dm°
Umax '(KI)C

= (K])c = ! =0,080123 mol dm"

2,5-107°-4,99235-10°
Pro ¢astecnou akompetitivni inhibici ma Dixontiv graf hyperbolicky pribéh:

l_ K{(KM +CS)+CI'CS
Y Umax *Cs (KI’ +ﬂ'cl)

[6]

Tento tvar zavislosti 1/v; na ¢ byl zjiStén u inhibitoru B.



