Uloha 9-20 Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Pti syntéze purint byl sledovan vliv azaserinu, ktery ma inhibi¢ni u¢inky:

6
cs 1061) _______________________1(_)_131 ______________________
c1=0,004 c =0,012 c; =0,03 c1=0,05
0,005 1,000 0,937 0,831 0,662 0,540
0,008 1,429 1,344 1,200 0,968 0,797
0,012 1,875 1,772 1,594 1,300 1,080
0,018 2,368 2,250 2,040 1,690 1,418
0,022 2,620 2,493 2,271 1,894 1,600
0,035 3,182 3,045 2,802 2,377 2,034
0,048 3,530 3,390 3,138 2,690 2,324
0,060 3,750 3,609 3,355 2,900 2,516

. NN . . r r -3 -1 NI
v je pocateni rychlost neinhibované enzymové reakce (mol dm™ s ), v; pocatecni rychlost

enzymové reakce za piitomnosti inhibitoru (mol dm™ s™'), ¢s koncentrace substratu (mol dm™),
cr koncentrace inhibitoru (mol dm ). Posudte charakter inhibiéniho uginku azaserinu, najdéte
rovnici popisujici zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci substratu a inhibitoru a stanovte hod-
noty konstant.

Reseni:
Pro rychlost inhibované reakce plati
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Pro vypocet konstant Ky, a vy,,, zvolime napt. linearizaci podle Lineweavera a Burka:
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Tabulka 1
10"6/1)1 =y
l/es=x
=0 c1=0,004 c1=0,012 | ¢;=0,03 | ¢1=0,05
200 1,0000 1,0672 1,2034 1,5106 1,8519
125 0,6998 0,7440 0,8333 1,0331 1,2547

83,3333 0,5333 0,5643 0,6274 0,7692 0,9259
55,5556 0,4223 0,4444 0,4902 0,5917 0,7052
45,4545 0,3817 0,4011 0,4403 0,5280 0,6250
28,5714 0,3143 0,3284 0,3569 0,4207 0,4916
20,8333 0,2833 0,2950 0,3187 0,3717 0,4303
16,6667 0,2667 0,2771 0,2981 0,3448 0,3975

Pro jednotlivé koncentrace inhibitoru byly vypocteny konstanty A a B linedrnich zavislosti [1] a

z jejich hodnot parametry rovnice Michaelise a Mentenové pro inhibovanou reakei, v),, a Ky,

které jsou uvedeny v tab. 2.



Tabulka 2

a  |A=10"K /vl | B=10"°/0/  [10%] . =1/B|K{; = A -0l
0 3,9998-107° 0,2000 5,001 2,0002:10
0,004 4,3103-10 0,2052 4,874 2,1007-10°
0,012 4,9384-10° 0,2158 4,633 2,2882-10
0,03 6,3567-10 0,2390 4,184 2,659-107
0,05 7,9308-10°° 0,2648 3,776 2,9947-10

2,0

1,8

1,6

1,4

1,2

1,0

1046 /Z)i

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

o p> O ¢

Linearizace podle Lineweavera a Burka
1 Ky 1 1

Y
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Umax €S Vmax

50 100 200

l/CS

150

cl=0 y =3,99980E-03 x + 1,99972E-01
cl=0004| y =431025E-03x +2,05185E-01
cl =0012 ) =493838E-03 x +2,15824E-01
¢l =003 | ) =6,35672E-03 x +2,39010E-01
c1=005 | —793080E-03 x +2,64824E-01

Obr. 1

Typ inhibice ur¢ime pomoci Dixonova grafu a grafu Huntera a Downse.

Dixoniiv graf 0.11
Cs Graf podle Huntera a Downse i
* 0,005 010 a
0 0,008 0.09 | 5
©0,012
m0,018||| -, 0,08 | a
A 0,022 o
© 0,035 0,07 | a & cl=0,004
© 0,048 a Acl=0,012
© 0,06 006 | & ocl=0,03
ocl=0,05
0,05
0 002 ¢g 004 0,06
Obr. 2 Obr. 3

Dixontv graf (obr. 2) je linedrni. Z obr. 9-11 plyne, Ze jde bud’ o caste¢nou (kompetitivni,
nekompetitivni, nebo akompetitivni) inhibici nebo o inhibici smisenou. Hodnoty obou parametrt,

!

Dmax

i Ky, jsou zavislé na koncentraci inhibitoru. U kompetitivni inhibice je o[,

!

= Umax PTO

vSechny ¢ , u nekompetitivni inhibice je Ky; =Ky, takze zbyva castecné akompetitivni nebo



smiSend inhibice. RozliSeni mezi témito typy provedeme podle grafu Huntera a Downse. Jeho tvar
(obr. 3) odpovida smisené inhibici. Podle tabulky 9-1 pro parametry rychlostni rovnice plati
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v

Konstanta A v zavislosti [2] podle Lineweavera a Burka je linearni funkci ¢; (obr. 4)
Omax 0 K; v v K;

Hodnoty konstant rovnice Michaelise a Mentenové pro neinhibovanou reakci udava prvni fadek

tabulky 2:

max max max

Dmax = 5,001 - 10°moldm™>s"' a Ky = 0,02 mol dm™

Z porovnani vztahu [5] s rovnici (viz
obr.4) ziskanou linearni regresi
hodnot A (tab. 2) vypocteme
konstantu Ki:

0,008 |

<
LSV 0,004

Umax 0,006

A =0,004 + 0,07867 c1

K
—M __ =0,07867
Omax 'KI

Obr. 4
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Z rovnice [3] plyne, Ze pomér 14
maximalni rychlosti neinhibované a
inhibované reakce je linearni funkci
koncentrace inhibitoru,
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Obr. 5

Pomoci konstanty Kj, vypoctené
v pfedchozim kroku, ziskame 10 &
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