Uloha 9-23  Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Analyzou kinetickych dat ziskanych sledovanim enzymatického piisobeni hexakinasy (M = 380
kg mol ') na substrat S pii koncentraci enzymu 4,75 mg dm > byla zji§téna pro Michaelisovu kon-
stantu hodnota Ky = 0,0035 mol dm™ , pro molekularni aktivitu enzymu hodnota k; = 250 s! Za

ptitomnosti glukosa-6-fosfatu byly naméteny tyto hodnoty pocatecnich reakénich rychlosti:

Cs 10° v; / (mol dm™ s )
mol dm> c=2,510" c=6,810" =210 =710
mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™
0,0003 0,227 0,210 0,192 0,179
0,0015 0,863 0,800 0,729 0,682
0,0027 1,253 1,160 1,058 0,990
0,0039 1,517 1,404 1,280 1,198
0,0043 1,587 1,468 1,340 1,253
0,0058 1,795 1,660 1,516 1,417
0,0090 2,072 1,917 1,750 1,636
0,0120 2,228 2,062 1,882 1,760

Porovnejte prib¢h saturacni kiivky neinhibované a inhibované reakce. Urcete povahu inhibi¢nich
ucinkl glukosa-6-fosfatu, sestavte rovnici pro zavislost rychlosti inhibované reakce na koncentraci

substratu a inhibitoru a stanovte hodnoty konstant této rovnice.
Reseni:

Saturacéni kfivka: zavislost v na cg

Neinhibovana reakce - vypocet: v = Dmax " €8
Ky +cg

Ky =0,0035 mol dm >,

ky=250s".

wgo = 4,75 mg dm>=4,75-10"° mg dm>
.10-6

cng = WEO _ 4,75-107° _ 125.10° mol dm>

Mg 380

Mg =380 kg mol'
Omax = ko + cpo =250 - 1,25-10°=3,125-10 * mol dm > s !

Tabulka 1 Saturacni kiivka
neinhibované reakce 3,0
Saturacni krivky
Cs 10% o 25 |
mol dm™ |mol dm™ s
0 0 20
0,0003 0,247
0,0015 0,938 S 157
0,0027 1,361 % a0
0,0039 1,647 — 10 e cl=25x10-4
0,0043 1,723 —a—cl=6,8x10-4
0,0058 1,949 05 r —o—cl=2x10-3
0,009 2,250 Obr.1 |—o—cl=7x10-3
0,012 2,419 0,0 ‘ I
0 0,005 cs 0,01

0,015




Pribéh saturacnich kiivek odpovida bud’ nekompetitivni inhibici (obr. 9.8a) nebo inhibici smiSené
(obr. 9.10a).

Linearizace podle Eadiea
pro nekompetitivni inhibici soustava rovnobéznych piimek o stejné smérnici (viz obr. 9.8d), pro
smiSenou inhibici svazek pfimek protinajicich se v jednom bod¢ (obr. 9.10d)
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Tabulka 2

Cs =0 a=2,510" =6,810"

[

v; / cg

Ui

l)i/CS

Ui

v; / cs

0,0003
0,0015
0,0027
0,0039
0,0043
0,0058
0,009

0,012

2,467-107
9,375-1077
1,361-10°
1,647-10°°
1,723-10°°
1,949-10°
2,250-10°°
2,419-10°°

8,224-107"
6,250-107
5,040-10°
4,223-107"
4,006-107"
3,360-10°
2,500-10°"
2,016-107"

2,270-107
8,630-1077
1,253-10°
1,517-10°°
1,587-10°
1,795-10°
2,072:10°°
2,228-10°°

7,567-107*
5,753-10"
4,641-10°
3,890-107*
3,691-10™
3,095-107*
2,302:107*
1,857-107*

2,100-1077
8,000-1077
1,160-10°
1,404-10°°
1,468-10°
1,660-10°
1,917-10°°
2,062:10°°

7,000-107*
533310
4,296-10°
3,600-107*
3,414-10*
2,862-107*
2,130-107*
1,718-107*

Cs
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2107

C1:7'
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Uj

l)i/Cs
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l)i/Cs

0,0003
0,0015
0,0027
0,0039
0,0043
0,0058
0,009

0,012

1,920-10°7
7,290-1077
1,058-10°°
1,280-10°
1,340-10°
1,516-10°
1,750-10°
1,882-10°

6,400-10°"
4,860-10°
3,919-10°
3,282-10"
3,116-10"
2,614-10
1,944-10°
1,568-10°

1,790-10°7
6,820-107"
9,900-107"
1,198-10°
1,253-10°
1,417-10°
1,636-10°
1,760-10°

5,967-10"
4,547-10°
3,667-107"
3,072-10°
2,914-10°
2,443-107"
1,818-10°
1,467-10°

2,5

20 |

05 |

0,0

ocl=0
ecl=25x10-4
Acl=6,8x10-4
Ocl=2x10-3

ocl=7x10-3

x =107 v;/cs

Z obr. 2 je patrné, ze jde o nekompetitivni inhibici. Linedrni regresi byly ziskany konstanty rovnice
[2] pro jednotlivé koncentrace inhibitoru:

Tabulka 3 Konstanty linearizované zavislosti podle Eadiea

C smérnice = K usek =vmax
mol dm™ mol dm™ mol dm™> s~

0 -3,5000-10°° 3,1250-10°°
2,50-10*| —3,5048-10°° 2,8795-10°
6,80-10°*| -3,5012-10°° 2,6636-10°°
2,00-10°* | —3,4987-10° 2,4299.10°°
7,00-10* | —3,5089-10°° 2,2751-10°

Michaelisova konstanta je ddna primérnou hodnotou smérnic:
Kt = Ky = 3,5027-107 mol dm ™



Na zdklad¢ Dixonova grafu (obr. 3) rozhod-
neme, jde-li o pln¢ nekompetitivni (linearni
zavislost) nebo ¢astecné nekompetitivni (hy-
perbolicky prabéh) inhibici.

Inhibice je castecné nekompetitivni

Pro konstanty rychlostni rovnice plati

Obr. 3
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ktery, jak ukazuje obr. 4,

se smérnici K;=7- 10~ mol dm™

a usekem p=0,7
Dmax cI Umax
0,92144 314,240
0,85235 217,129
0,77757 111,216
0,72803 38,853
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