9-15 Inhibice enzymovych reakci — smiena inhibice
Ptikladem typicky smiSen¢ inhibice je ptipad, kdy v systému dochazi k témto dil¢im reakcim:
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Od pln¢€ nekompetitivni inhibice se toto schema li§i v tom, Ze plati
Ki K§
K1 Ks
Najdéte vyraz pro rychlost inhibované reakce. Pouzijte experimentdlnich dat uvedenych v nasledujici
tabulce ke stanoveni hodnot vSech konstant v rychlostni rovnici. Nakreslete Dixontiv graf a graf podle
Huntera a Downse.

a>1

cs 10° v;/ (mol dm™ s ™)

Ldm® c. =0 ci=0,005 ¢ =0,012 ¢ =0,017 ¢ =0,025
mol dm mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™

0,008 4,870 2,804 1,759 1,389 1,040

0,025 6,140 3,588 2,268 1,796 1,347

0,050 6,542 3,840 2,433 1,929 1,448

0,080 6,707 3,944 2,502 1,984 1,490

Reseni:

Pii odvozeni vyrazu pro rychlost inhibované reakce predpokladame, Ze mezi substratem, enzymem

a inhibitorem se rychle ustavuje rovnovaha a rychlost reakce je ddna vztahem

v =ky - Cpg
Koncentrace komplexu ES je dana vztahem pro disociacni konstantu Ks (= Ky) :
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Koncentraci volného enzymu cg vyjadiime z bilance
Cpo = C€g T Cgs T Cg1 + Cggi
Koncentrace komplexu EI — z disocia¢ni konstanty Ki:
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Koncentrace komplexu ESI — z disociacni konstanty Ks':
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(Ks=a-Ks, Ks=Kwy)
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Z rovnic [4] az [6] dosadime do bilance [3], z niz dostaneme koncentraci volného enzymu, potiebnou
pro vyjadfeni cgs.:
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Pro rychlost inhibované reakce pak plati
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Rovnici [8] upravime do tvaru rovnice Michaelise a Mentenové:
Drrnax ‘Cs
. = — 9
Dl KI’\/I + CS [ ]
= k cro s -yl s [10]
Porovnanim rovnic [9] a [10] dostaneme pro parametry inhibované enzymové reakce
K
o k,-c I 11
max 2 “E0 KI-I-CI/OC [ ]
Dmax
K, +c
Ky = |- 12
M (Kl +cp/ a] L12]
Linearizace:
1. podle Lineweavera a Burka
l: ’1 +I’<1’v[ .i:K1+cI/a+KM Ki+e 1 [13]
Ui Umax  Ymax ©s Umax K1 Umax K; Cs
usek smérnice
2. podle Hanese
C_S:{(l'v[_i_ ’l -cszKM _K1+CI+K1+CI/05‘CS [14]
Ui Vmax  Vmax Umax K I Umax K I
usek smérnice
3. podle Eadiea
0 K Ki+c ;
=y Kl L= N SR G [ ) S o B 15
U = Pmax T AM g Umax Ki+c/la M (K]+c1/05 g [13]
usek smérnice

Zpracovani experimentalnich dat linearizaci podle Lineweavera a Burka

Tabulka 1 1/v
I/Cs Ct — 0 1 — 0,005 Ct — 0,012 Ct — 0,017 1 — 0,025
125 2,053-10" 3,566-10" 5,685-10* 7,199-10* 9,615-10"
40 1,629-10* 2,787-10* 4,409-10* 5,568-10* 7,424-10*
20 1,529-10* 2,604-10* 4,110-10" 5,184-10* 6,906-10"
12,5 1,491-10* 2,535-10* 3,997-10* 5,040-10* 6,711-10*




Z hodnot smérnic a useku 1 OE+05 Linearizace podle Lineweavera a Burka
zéavislosti [13], ziskanych ' y = 2,5806E+02x + 6,3900E+04_—© ¢ =0,045
linearni regresi dat z tab. 1 9.0E+04 1
vypocteme kinetické 8,0E+04 |
parametry. 7.0E+04 | y = 1,9193E+02x + 4,8003E+04 o . =0 030
V lineérnich zavislostech 1 6.0E+04 1 ¢1=0,018
(viz obr. 1) o SOEH04 A/A/Awsgsam
' y X 4,0E+04 120,008
jsou 3,0E+04 1 w 04
! ’ =9, +01x + 2, +
BZKM I SVIRES 2,0E+04 | y c1=0
Omax  Vmax KI ' m04
1,0E+04 |
Ao 1 Ki+qla 0,0E+00
- ,)I'nax - Umax * K1 Obr.1 0 50 lleg 100 150
Tabulka 2
C1 A B U;nax =1/A KI,\/I :B'Dr'nax
mol dm™| (mol dm”s™')” s mol dm™ s™ mol dm™
0 49,985 14286 6,99986-10° 0,00349888
0,005 91,637 24208 4,13087-10° 0,003785402
0,012 150,04 38095 2,62502-10°° 0,003938575
0,017 191,93 48003 2,0832-10° 0,003998292
0,025 258,06 63900 1,56495-10° 0,004038498
Prvni fadek tabulky uvadi hodnoty pro enzymovou reakci bez pritomnosti inhibitoru:
Omax = 7-107 mol dm3s' a Kyv = 10,0035 mol dm™
A 1B jsou linearnimi funkcemi koncentrace inhibitoru, coZ umoziiuje stanovit hodnoty
konstant Kj. Obé rovnice upravime do vhodnéjsich tvart (tab. 3) :
Tabulka 3
B-v 1 1
I ﬁ:H_E.CI (obr. 2) A.UmaX:1+a-KICI(Obr' 3)
0 1 1
0,005 1,8333 1,6945
0,012 3,0017 2,6666
0,017 3,8397 3,3601
0,025 5,1627 4,4729
6 5
5| 4|
B'vmax4 | 3 r
Ky o3 A Dpax
2 L
2r “Umax
] Ky~ 166,6956 c1+1,0000 1 Ao, = 1388892 ¢ +1,0000
0 0
Obr.2 © 0005 001 0015 002 0025 003 Obr. 30 0005 001 0015, 002 0025 003




Pro konstantu Kj plati (viz tab. 3 a obr. 2)

KL =166,6956 = K;=0,006 mol dm”
I
a pro konstantu «
! =138,8892 = a= ! =1,
a- K1 138,8892-0,006

Pro zavislost v, ,, a K}, nakoncentraci inhibitoru dostaneme po dosazeni za Ki a o do rovnic [11]
a[12]
.10-3 10-7
ol =7.10°5. 6-10 __5,04-10
6103 +¢; /1,2 7,2:107 +¢

1073 1073 + ¢
K1’\4:3»5'10_3' 6-107 +¢ =4,2.1073- M
61073 +¢; /1,2 7,2-107 + ¢

A protoze pro konstanty K§ a K| plati

Ki K5
K~ Ks ©
dostaneme Ki=a-K; =12-0,006=0,0072 mol dm

Ki=a-Ks=a Ky =1,2-0,0035=0,0042 mol dm*

Dixontiv graf:

1_ 1 N 1 ot Ky N Ky _
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1 Ky +c 1 K
—=| =M Sy + M e [16]
Y Umax " €s Umax 'Kl " Upypx 'KI "Cg
usek smérnice (C)
Ze smérnic jednotlivych pfimek 1 2E+05
pro konstantni cs , y = 3,0252E+06x + 2,054 E-+04 0 cS=0,008
y=C-x+D 1,0E+05 | ¥ =2.3180E+06x+ 1,6281E+04 o ¢S=0,025
Ize podle rovnice [16] rovnéz y =2,1508E+06x + 1,5286E-+04 A ¢S=0,05
p
zjistit hodnoty Kj a 8.0E+04 | ¥ =2,0880E+06x+ 1,4911E+04 o ¢S=0,08
Smérnice C je linearné zavislana | 1
1/cs (viz obr. 5) U 6,0E+04 |-
1 K 1
C= M.
Umax 'KI "0 Uy 'KI Cs 4.0E+04 |-
Tabulka 4 2,0E+04 o
Dixonav
f
lVes C 0,0E+00 ara
125 3,0252-106 0 0,005 001 0015 002 0,025 0,03
40 2,3180-10° Obr. 4 €1
20 2,1508-10°
12,5  [2,0880-10°




linedrni regresi: 3,2E+06
K ’ ’ 3,0E+06 I
—M__ =8 3284.10°
Umax * K1 2.8E+06 |
10-3
= 3,510 = (0,006 mol dm™ C 26E+06 |
7-107°-8,3284-10°
1 2,4E+06 |
=1,9843-10°
Omax 'KI o | 22E+06 1 Obr. 5
o= =12 2,0E+06 : :
7-1072-0,006-1,9843-10° 0 5 1les 100 150
Graf podle Huntera a Downse — je nelinedrni:
Cr - Umax " Cs 'KI
0=y - Omax "Cs Omax 'CS'KI
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cr :cl-Kl-(KM+cS) (171
0= Ky +eg/a
Zavislost 1% na koncentraci substratu, dana rovnici [17], je nelinearni (obr. 6).
0 —;
Tabulka 5
¢s /(mol dm™) ¢ /(mol dm™)
0,005 0,012 0,017 0,025
0,008 6,786-107 2,020-1072 6,382-1072 7,450-107°
0,025 7,030-107 2,062:107> 6,469-10 > 7,500-107>
0,05 7,106-107 2,075-1072 6,507-1072 7,526-1072
0,08 7,137-107° 2,082-107 6,511-1072 7,540-1072
Graf Huntera a Downse
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