Uloha 9-14
Pro pIn€ akompetitivni inhibici probihajici podle schematu

Inhibice enzymovych reakci

k1+ k2
E + S 2 ES — E+P
ki +
I
ks “\ ks
ESI

navrhnéte rovnici popisujici zavislost rychlosti této inhibované reakce na koncentraci substratu a
inhibitoru a ptfevedte rychlostni rovnici do nejcastéji pouzivanych linearizovanych tvarQ
(Lineweavera a Burka, Hanese, Eadiea). Pfredpokladejte, ze mezi substratem, enzymem a inhibitorem
se rychle ustavuje rovnovaha.

Z hodnot poc¢atecnich rychlosti, namétenych pro pln¢€ akompetitivni inhibici pfi riznych koncentracich
substratu a inhibitoru:

cs vi /(mol dm™ s™)
e =0 1 = 0,008 e =0,018 e = 0,030 e = 0,045
mol dm mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™
0,0008 5263107 4242107 3,415-107 2,767-107 2,236:107
0,0050 1,563-10™ 9,115-10° 6,000-10° 4,248-107 3,114-10°
0,0125 2,016:10™ 1,049-10° 6,560-107 4,525-107 3,260-107
0,0250 2,232:107* 1,105-10* 6,772:107 4625107 3,311-10°

zjistéte hodnotu disocia¢ni konstanty komplexu ESI K7, a hodnoty konstant K3y a v/, pro jednotlivé

koncentrace inhibitoru. Nakreslete Dixontiv graf a graf podle Huntera a Downse.

Reseni:
Za neptitomnosti inhibitoru je rychlost reakce popsana rovnici Michaelise a Mentenové:
Omax * C
p = —max S [1]
KM + Cg
Pro rychlost inhibované reakce plati

Koncentrace komplexu ES je dana pomoci substratové konstanty Ks, kterd je rovna Michaelisové
konstanté Ky pro neinhibovanou reakci

CE-C k- Cg -C
E S = Ks=——=Ku = Cpg =3 [3]
k
CES 1+ Ky
Koncentraci volného enzymu cg vyjadiime z bilance
Cro = Cg T Cgs T Cgsi [4]

Pro koncentraci komplexu ESI plati
CES *C ks_ Cic Ci Cu - Ca-C
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Po dosazeni z rovnic [3] a [5] do [4]
cEO:cE+CE.CS+CE.CS'CI [6]
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Kombinaci rovnic [3], [7] a [2] dostaneme
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Vyraz pro rychlost inhibované reakce upravime do tvaru rovnice Michaelise a Mentenové pro
neinhibovanou reakci:
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Mezi parametry inhibované a neinhibované reakce tedy plati

Linearizace rychlostni rovnice

1. podle Lineweavera a Burka

2. podle Hanese

3. nebo podle Eadiea
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Vypocdet kinetickych parametri

Pro vypocet kinetickych parametrii Ky; a vp,,

Burka (rovnice [12])

usek

smérnice

Tabulka 1
1/ 1/v;
1/es =0 1= 0,008 c1=0,018 cr=0,030 o1 = 0,045
1250 1,900-10* | 2,357-10°* 2,928-107* 3,614-10°* 4472107
200 6,398-107 1,097-10°* 1,667-107 2,354-107 3211-10°
80 4,960-10° | 9,533-10° 1,524-10° 2,210-10° 3,067-10°
40 4,480-10°° 9,050-10°° 1,477-10° 2,162-107* 3,020-10°
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zvolime napf. linearizaci podle Lineweavera a



Linearni regresi byly pro jednotlivé
koncentrace inhibitoru ziskdny tyto
hodnoty konstant rovnice [12]:

5.0E+04 Linearizace podle Lineweavera a Burka

456404 | ¢1=0,045
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Tabulka 2 3,5E+04 |
smeérnice usek 30E+04 |
KI'\/[ Kyl 1 KI' +Cq 1 25E+04 |
(& ' = ’ = K! l)_ |
Umax  Umax |Pmax  Vmax "8 i 2,0E+04
mol dm_3 S (mol dm—3 S—l)—l 15E+04 |
0 12,0007 3999,5122 1.0E+04 |-
0,008 12,0023 8570,9575 5,0E+03 |
0,018 12,0012 14279,4844 0,0E+00 ‘ ‘ w
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
0,03 11,9997 21140,5646 Obr. 1 ee
0,045 12,0045 29716,4824

Pti nulové koncentraci inhibitoru z hodnoty tiseku dostaneme v,ax pro neinhibovanou reakei:

1 4 3
= =25.] ]
Umax =3 310 ,5-10 " moldm™ s

Pro Michaelisovu konstantu plati

Ky =12,0007s = Ky=12,0007-2,5-10"% = 3-10* moldm™

vmax

Konstantu K| stanovime z hodnot Gseku linearni zavislosti [12] (viz tab. 2).Vztah pro usek
upravime do tvaru

Dmax 1
X —— . +1 [15]
Omax Kl !
a linearni regresi vypocitame smérnici, pro kterou plati
1
FI, =142,8718
8
KI’:7-103m01dm3 ,
Tabulka 3 i
’ Umax
C1 Omax / Omax Ol ax 4
0 1 3 Omax = 1428718 ¢ + 1,0000
0,008 2,143 2 Vmax
0,018 3,570 1
0,03 5,286 0 : : : :
0.045 7.430 Obr 0 0,01 0,02 c 0,03 0,04 0,05

Pro kinetické parametry inhibované reakce v zavislosti na koncentraci inhibitoru (mol dm™) tedy
podle vztahti [10] a [11] plati
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Dixontv graf:
1/v; proti ¢; za konstantni koncentrace substratu
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Graf podle Huntera a Downse:
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