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Uloha 9-1 Kineticka analyza enzymové reakce

Hodnoty pocatecni rychlosti enzymatické reakce

k1+ kz
E+S 7<_—> ES—— P+E
1—

stanoven¢ pii riznych koncentracich substratu, jsou uvedeny v nésledujici tabulce:

Cs 108 Do Cs 108 Do
mol dm™ mol dm ™ s mol dm™ mol dm ™ s
0,0003 0,822 0,012 12,6
0,0005 1,33 0,051 17,6
0,001 2,50 0,074 18,3
0,005 8,33 0,092 18,6

(a) Stanovte konstanty rovnice Michaelise a Mentenové.

(b) Jak dlouho bude trvat, nez zreaguje 25 % substratu, jehoz po¢atecni koncentrace byla
(i) 1,35-10 " mol dm™, (ii) 1,35 mol dm™, (iii) 1,35-10 mol dm>?

Vysledek: (a) Ky =7,0102-107 mol dm™ , vpax = 2,0002-10" mol dm™ s

(b) (i) 2,8 h, (ii) 468,7 h, (iii) 3,2694 h

| % + kalkulacka|, [® + Excel|, |#% + Maple]

Reseni:

Uloha 9-2 Kineticka analyza enzymové reakce

Kineticka studie syntézy vychazejici z kyseliny valerové a pentanolu, katalyzované PEG lipasou,
provadéna za konstantni koncentrace enzymu (cgo = 0,45 mg cm >, Mg = 250 000 gmol™) a
konstantni koncentrace pentanolu (0,75 mol dm ), poskytla tuto zavislost po&ate¢ni rychlosti vy na
koncentraci kyseliny valerové (substratu S)

Cs 104 Do Cs 104 Do
mol dm™ mol dm ™ min™’ mol dm > mol dm > min™’
0,042 1,80 0,370 6,30
0,083 2,95 0,550 7,11
0,126 3,73 0,760 7,65
0,167 4,50 1,000 7,92
0,238 5,36 1,300 8,06

(a) Nakreslete saturacni kiivku
(b) Stanovte Ky (mol dm ™), vmax (mol dm™ s™') a katalytickou aktivitu lipasy (s ).

Vysledek:
(a) Saturacni kiivka: zavislost vy na cs
(b) Ky = 0,17564 mol dm
Omax = 9,2539-10° mol dm > min™'
=1,5423-10° mol dm™ s~
k=8,568 s

0 02

04 06 08 1 12 14
Cs

Reseni: [® +kalkulackal, | % + Excel|, |# + Maple |
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Uloha 9-3 Kineticka analyza enzymové reakce

Pisobeni pepsinu na ethylester 1-karboxy-1-glutamyltyrosinu bylo sledovano pii teplot¢ 38°C a
pH = 4. Reakce, ktera ptedstavuje hydrolyzu peptidové vazby, byla provedena skomerénim
pepsinem v koncentraci 4,7-10° mol dm~ (molarni hmotnost 35500 gmol'). Reakce byla
sledovéna titraci uvolnéné kyseliny. Hodnoty pocate¢ni rychlosti pii riznych koncentracich substra-
tu jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Stanovte hodnoty Michaelisovy konstanty Ky a maximalni
rychlosti vpmax.

Cs 108 Do Cs 108 Do
mmol dm mol dm > 5! mmol dm mol dm > 5!
0,30 2,40 4,00 10,5
0,77 4,88 6,15 11,6
1,52 7,24 8,00 12,1
2,46 8,94 10,34 12,6

Vysledek: Ky =1,5027-10"° mol dm” , vpay = 1,4413-10 " mol dm ™ s
[ ® + kalkulackal, [ + Excell, | % + Maple|

Reseni:

Uloha 9-4 Kineticka analyza enzymové reakce

Pti stejnych podminkéch jako v pfedchazejicim piikladu (38°C pH = 4) bylo sledovano ptsobeni
pepsinu na 1-karboxy-1-glutamyltyrosin:

Cs 108 Do Cs 108 Do
mmol dm> moldm s mmol dm> moldm s
0,25 1,16 4.5 6,64
0,62 2,43 8,0 7,55
1,60 4,42 12,4 8,06
2,70 5,60 15,6 8,27

(a) Stanovte hodnoty kinetickych parametri Ky a vmax pro tento piipad.

(b) Vypocitejte, kolik procent piivodné pritomného 1-karboxy-1-glutamyltyrosinu se pfeméni za 10
hodin, je-li jeho po&ate¢ni koncentrace 0,8 mol dm™.

Vysledek: (a) Ky =1,728-10° mol dm™, vpax =9,1884-10 *mol dm> s, (b) a=4,135-10"

[® + kalkulackal, [® + Excell, [®% + Maple |

Reseni:

Uloha 9-5 Kineticka analyza enzymové reakce

Enzymatickd hydrolyza jisté opticky aktivni latky (substratu) byla sledovana méfenim pocatecni
rychlosti pfi riznych koncentracich substratu. Rychlost byla métena rychlosti zmény udaje
polarimetru. Byla ziskéana tato data:

Cs 106 Do Cs 106 Do
mol dm™ mol dm ™ s mol dm™ mol dm ™ s
0,0052 0,608 0,15 5,02
0,012 1,26 0,53 6,18
0,041 2,97 1,32 6,54
0,079 4,07 1,67 6,59

Stanovte z téchto dat Michaelisovu konstantu Ky pro komplex enzym-substrat a hodnotu maximalni
rychlosti vpay .

Vysledek: Ky =0,0529 mol dm >, vpax = 6,8-10° mol dm™ s
[® + kalkulackal, | % + Excel|, [®% + Maple]

Reseni:

9. Enzymové reakce 3



Uloha 9-6 Vypoget stupné premény enzymové reakce

Vypocitejte, jakého stupné premény dosdhnete po 2 hodinach od ptidani enzymu k roztoku opticky
aktivni latky (viz pfedchozi tloha), provadite-li reakci

(a) v oblasti nizkych koncentraci, pfi cgo=1,2-10~ mol dm,

(b) v oblasti vysokych koncentraci, pfi cso= 1,5 mol dm™.

Vysledek: (a) a=0,6035, (b) a=0,03265

Reseni: [ +kalkulackal, | + Excel|,| ® + Maple |

Uloha 9-7 Vypocet pfemény enzymové reakce

Pisobeni ribosafosfatisomerasy na D-ribosa-5-fostat (substrat) bylo sledovéano pfi teploté¢ 37°C a
pH = 7,6. Michaelisova konstanta ma hodnotu Ky = 2,7~1073 mol dm™ , maximalni rychlost
Vmax = 3,6-1077 mol dm~ s7!. Kolik substratu se pfeméni za jednu hodinu, méla-1i vychozi koncen-
trace hodnotu 1,8- 107 mol dm 2

Vysledek: 4,73.10 " mol dm; 26,275 %

Reseni: [® + kalkulackal, [® + Excell, [ % + Maple |

Uloha 9-8 Vypocet koncentrace enzymu

Pti teploté¢ 0°C, kdy je desaktivace trypsinu zanedbatelnd, bylo sledovéano traveni kaseinu (substrat)
trypsinem s roztoky kaseinu o koncentraci 1,52:10* mol dm, jejichz pH bylo pufrem kyselina
borita-boritan sodny udrzovano na hodnoté 7,6. Pro Michaelisovu konstantu byla nalezena hodnota
Ky = 7-10"* mol dm™>. P¥i prvém pokusu klesla koncentrace kaseinu po 35 minutich na 80 % pi-
vodni hodnoty, pfi druhém pokusu se stejnou pocateCni koncentraci kaseinu, avSak s jinou
koncentraci enzymu, se za 24 minut po pfidani enzymu do roztoku kaseinu preménilo 30 %
kaseinu. Jaky byl pomér koncentraci enzymu pii prvém a druhém pokusu?

Vysledek: cgo(1)/ceo(2) =0,4333

Redeni: [® + kalkulacka|, |® + Excel|, |® + Maple|

Uloha 9-9 Vypoget molarni aktivity enzymu z integralnich dat

Pro Michaelisovu konstantu ribonukleasy z hovéziho pankreasu byla pfi jejim plisobeni na
3',5'thimidin (substrat) o po&ateni koncentraci 2 mol dm™ p¥i 25°C a pH = 7 zji§téna hodnota
Ky =0,0014 mol dm . Byl sledovan ubytek koncentrace substratu s asem pti dvou riiznych kon-
centracich enzymu:

L cpo=4,5-10" mol dm™ L. cpo=1,9-10°mol dm™
z/h o 7/ min a
1 0,121 8 0,0685
2,5 0,308 15 0,128
6 0,729 38 0,324
8 0,972 69 0,586

Casova zavislost stupné premény « je linearni. Stanovte molarni aktivitu ribonukleasy.

Vysledek: k,=150s"

Reseni: [® + kalkulacka, |® + Excel|, |#% + Maple|

9. Enzymové reakce




Uloha 9-10  Vypoget molarni aktivity enzymu z integrélnich dat

Pti studiu rozkladu mocoviny ptisobenim ureasy pfi teploté 35°C
CO(NH2)2 +2 H,O= (NH4)2CO3
byl sledovan vliv koncentrace enzymu.

K 10 cm’ roztoku, ktery obsahoval 0,00165 molu mo&oviny, bylo pfidavano 1 az 5 cm’ roztoku
ureasy (podle pokusu) a mnozstvi vody, potiebné k doplnéni vzorku na objem 15 ecm’. V 1 ecm’
roztoku ureasy bylo obsazeno 3,6 mg ureasy (M = 480 kg mol'). Reakce byla pierusovana po
vhodné volené dobé& ptidanim piebytku 0,1 M HCI. Tim se enzym zni¢il a mnozstvi HCI, zbylé po
neutralizaci uhli¢itanu amonného, vytvotfeného rozkladem mocoviny, bylo stanoveno titraci 0,1 M
hydroxidem. Byla zjisténa tato data:

7/min relativni mnoZzstvi enzymu rozlozena mocovina / %
80,0 1 51,2
40,0 2 52,0
26,6 3 52,6
20,0 4 53,2
16,0 5 53,3

MnozZstvi enzymu je uvadéno relativné k mnoZstvi enzymu pfidanému pii prvém pokusu. Jakd je

molarni aktivita ureasy? Michaelisova konstanta ma hodnotu Ky = 0,04 mol dm .

Vysledek: k,= 36,458 s
Reseni: [® + kalkulacka|, % + Excel|, % + Maple|

Uloha 9-11  Vypoget molarni aktivity enzymu z integrélnich dat

Pro enzymovou reakci probihajici podle schematu

E+S —><kl_+ ES —2 , E+p +p
T 1+ P

byla z po&atecnich reakénich rychlosti vyhodnocena Michaelisova konstanta Ky = 214 mmol dm .
Pti sledovani ¢asové zavislosti koncentrace substratu S bylo zjisténo, ze po 1 hodiné klesla jeho
koncentrace z pocateéni hodnoty 3 pg cm™ (Ms = 150 gmol™") na 40 % pivodni hodnoty.
Koncentrace enzymu, ktery uvazovanou reakce katalyzuje, byla pii tomto pokusu 2,17-107°
mol dm . Jaka je molarni aktivita tohoto enzymu?
Vysledek: k,= 25,15
Reseni: |® +kalkulacka|, |® + Excel|, % + Maple

Uloha 9-12  Kineticka analyza enzymové reakce — integralni data

Pii plsobeni chymotrypsinu, ziskaného z hovéziho pankreasu, na acetyl-L-tyrosinethylester
(substrat S) byla pti 25°C a pH = 7,8 zjisténa tato Casova zavislost okamzité koncentrace substratu:

T Cs T Cs
min mol dm™ min mol dm™

0 2,010 243 1,210
5.2 1,810 32,5 1,0.107*
10,9 1,6-107* 423 8,0-10°
17,2 1,410

Stanovte kinetické parametry Ky a omax této enzymové reakce.

Vysledek: Ky =7,1219-10"* mol dm ™, vpex = 1,8263-10° mol dm™ s
Reseni: [® +kalkulackal, (% + Excel|, % + Maple]
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Uloha 9-13  Kinetika enzymové reakce

Karbonanhydrasa - enzym, podilejici se na ustavovani rovnovahy

CO;, + H,O = H,CO3
se vyznacuje vysokou hodnotou molérni aktivity, k> = 6-10° pmol substratu (CO,) na umol enzymu
za sekundu. Michaelisova konstanta ma hodnotu Ky = 0,0084 mol dm. Jaké mnozstvi enzymu
(M =30000 gmol ') je zapotiebi, aby za 100s zreagovalo 30 % substratu, jehoZ po&ate&ni
koncentrace byla 13 mmol dm>?

Vysledek: cpo= 3,448 ug dm”
| & + kalkulackal, | % + Excel|, [# + Maple]

Reseni:

Uloha 9-14  Inhibice enzymovych reakci - piné akompetitivni inhibice
Pro pln¢ akompetitivni inhibici probihajici podle schematu

k1+ kZ
E + S & ES - E+P
ki +
|
ksy \m‘ 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). Predpokladejte, ze mezi substratem, enzymem a inhibitorem
se rychle ustavuje rovnovaha.

Z hodnot pocatecnich rychlosti, naméfenych pro plné akompetitivni inhibici pfi riiznych koncen-
tracich substratu a inhibitoru, uvedenych v nasledujici tabulce, zjistéte hodnotu disociacni konstanty
komplexu ESI K7, a hodnoty konstant K\ a vmax V zavislosti na koncentraci inhibitoru. Nakreslete

Dixoniiv graf a graf podle Huntera a Downse.

cs vi /(mol dm™ s™")
S =0 ¢ =0,008 c =0,018 ¢ =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 1,563-107 9,115-10° 6,000-10°° 4,248-10° 3,114-10°
0,0125 2,016-10 1,049-107* 6,560-107° 4,525107 3,260-107
0,0250 2,232-10°* 1,105-10°* 6,772-107 4,625107 3,311-107
Vysledek: o ——t2 0 g K K
[ e j Kl +¢; KI +¢;
Ky +ceg| 1+
KI
Lineweaver a Burke: 1 ,1 I,<M 1A+ c[, + Kv L
U Omax  YUmax €S Dmax 'KI Umax Cg
usek smérnice
] C_S_Kfv[ 1 Ky K['-l-Cl'
Hanes: o e Uom S  man m K]
usek  smérnice
; K K :
Eadie: =0 Kl . L _ . L
adie 1)1 vmax KM CS Umax KI' + Cl M KIf + CI CS
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Kinetické parametry (pro ¢; /(mol dm™)):

21-10-6 1,75-107°
K /(moldm>)=—"—-— | o/ /(moldm>s!)=—"""——
uit ) 7-107 +¢ max /¢ ) 7-10° +¢,
o o . o1 1 M 1
Dixontv graf: rovnobézné ptimky se stejnou smérnici: — = 1+ + O]
Ui Umax ¢ Omax * K I
usek smérnice
Graf Huntera a Downse: jedna hyperbola pro vSechny koncentrace inhibitoru:
0. ', 106
C DIZKI KM+KI’=2’1 10 71053
Reseni: [ +kalkulacka], [# + Excel|, ® + Maple
Uloha 9-15  Inhibice enzymovych reakci — smigena inhibice
Prikladem typicky smiSené inhibice je pfipad, kdy v systému dochazi k témto dil¢im reakcim:
k k ki
E+S = ES—2, P+E K==
kl— k1+
k k
E+1 &5 EI K==
ks k3
k., . kg
El+S —— ESI Kg=—
k3_ k4+
k3+ ' k5—
ES +1 —— ESI Ki=—
k3_ k5+
Od pln¢ nekompetitivni inhibice se toto schema li§i v tom, Ze plati
Ki _Ks
—= =a>1
K1 Ks

Najdéte vyraz pro rychlost inhibované reakce a pro nize uvedend experimentdlni data stanovte
hodnoty vSech kinetickych konstant. Nakreslete Dixontiv graf a graf podle Huntera a Downse.

Cs 10° v;/ (moldm™>s™)
Ldm® . =0 ¢ = 0,005 ¢ =0,012 ¢ =0,017 ¢ =0,025
moldm 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
K c
Vysledek: v =k, -c | S S ,
y 1 2 E0K1+cl/0{ ( K1+C[ J
Ky | —1 T g
Ki+c¢la
, K, ' K +¢
= —1 K=Ky ——1
Omax = max Ki+cla MM (KI+CI/OJ

Omax = 7-107° moldm > s, Ky = 0,0035 mol dm >,
K;=0,006 moldm™, =12,

K| =0,0072 mol dm™ ,
K&=0,0042 mol dm
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5,04-1077

' J(moldmP s ) =—"r0—
( )= 2100 e,

Dmax

6-107 + ¢

_ ro ¢;/ mol dm™
7,2-10—3+cJ (proci )

K} /(moldm=)=4,2-1073 (

. 1 K, 1 K +¢g/la Ky Ki+c 1
Lineweaver a Burk: —=——+-M . 1 1T *2 "M L 1. _
i Umax  Umax €S Omax * K I Omax K I Cg
usek smérnice
Hanes: s Ky N 1 Ky Ki+e  Ki+cola
. N r : CS - * K + K . CS
i Umax  Umax Dmax I Omax " 181
usek smérnice
. 0 K K +c :
Eadie: v =0 ax_K{v['—lzvmax'—I—KM' k) S S D O
CS K1+CI/0! K1+CI/05 CS
\—{—/
usek smérnice
. . , , . 1 Ky +c 1 K
Dixoniv graf: svazek sbihavych piimek —=| —M—-5 |4 + M e
Y Umax " €S Umax 'Kl " Dy 'KI " Cs

usek smérnice

e v _ oK (Ky +cg)

Graf podle Huntera a Downse - nelinearni prab¢h:

0= Ky +egla
Reseni: [® + kalkulackal, [ + Excel|, ® + Maple
Uloha 9-16  Inhibice enzymovych reakci — daste&né kompetitivni inhibice
Odvod'te (a) vyraz pro rychlost plné kompetitivni reakce, probihajici podle schematu
ki+ k>

E + S & ES — E+P

+ kl,

|

ks [T ks
El

(b) linearizované tvary rychlostni rovnice podle (i) Hanese, (i1) Lineweavera a Burka, (iii) Eadiea,
(c) Pro data uvedena v nasledujici tabulce vypocitejte kinetické parametry ovpm.x, KM a K

uvazované inhibované reakce

Cs vi/ (mol dm”s™)
- =0 1 = 0,005 e =0,012 e =0.032 c1 = 0,084
mot dm mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™
0,014 1,718-10°° 1,654-10°° 1,571-10°° 1,375-10°° 1,038-10°¢
0,038 3,828:10°° 3,710-10°° 3,555-10°° 3,178:10°° 2,490-10°°
0,124 7,609-10°° 7,464-10°° 7,269-10°° 6,766:10°° 5,733-10°°
0,340 1,053-107 1,043-107 1,028-107 9,904-10°° 9,035-10°°

(d) Zkonstruujte Dixontv graf a graf podle Huntera a Downse.
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ky-cpo-cs

c
Ky | 1+-L |+c
(b) Linearizované tvary:

Vysledek: (a) v, =

I Ky 1_ 1 Ky Kta 1

Lineweaver a Burk: — =t —=
b Omax Omax €S Dmax Omax K 1 Cg
usek smérnice
c K3 1 Ky Ki+c 1
Hanes: S = ,M+ —Cg = M 2Ly - Cg
Ui Omax  Umax Omax K 1 Omax
usek smérnice
: 2 ' 1 K + s
Eadie: 0; = Upax — Ky -i:vmax -Ky - LT )%
CS —_— KI CS
usek
smérnice
(©) 00y =Vpmay = 1,350-10° mol dm > s
Ky =0,0960633 moldm™ , K;=0,1121 mol dm™
K, +
K =Ky [ 1 j =0,09606 + 0,85694-¢;
I
) 1 1 K K
(d) Dixonuv graf - svazek sbihavych piimek: ——= -[1 +—M j +( M J Cr
Ui Upmax Cg Omax * K 1°Cs
usek smérnice
D K
Graf podle Huntera a Downse - svazek sbihavych piimek: e Ky + —L e

V=0 —— Ku

smernice
Reseni: | + kalkulacka|, [ + Excel|, ® + Maple
Uloha 9-17  Inhibice enzymovych reakci — piné kompetitivni inhibice
Pro jistou enzymovou reakci bylo navrzeno schema
ky+ k,
E+S 2 ES — E+P
+ ki +
| | k= kg
ke I ks kse ] ks
ky+ ks
El + S =2 ESI —> EI+P
ks

které popisuje ¢aste¢né kompetitivni inhibici.

(a) Odvodte vztah pro rychlost této inhibované reakce a porovnejte vyrazy pro zdanlivé konstanty
K\ a vhax 8 Kum @ bmax neinhibované reakce

(b) Odvod'te linerizované vyrazy
(1) podle Lineweavera a Burka, (ii) podle Hanese, (iii) podle Eadiea.

(c) Z hodnot poc¢atecnich rychlosti, namétenych pii riiznych koncentracich substratu a inhibitoru,
stanovte hodnoty konstant v rychlostni rovnici.

(d) Sestrojte graf (i) podle Dixona, (i1) podle Huntera a Downse. Jak rozliS§ime plné¢ kompetitivni
inhibici od ¢astecné kompetitivni?

9. Enzymové reakce 9



Cs 10° v; / (mol dm > s™)
3 c. =0 c =0,013 ¢ =0,027 ¢ =0,075 ¢ =0,109
mol dm mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™
0,012 5,778 4,841 4,785 4,749 4,733
0,090 6,393 6,216 6,204 6,195 6,192
0,260 6,463 6,399 6,394 6,391 6,390
0,380 6,474 6,430 6,427 6,425 6,424
Vysledek:
(a) v = k2 0 5s s Dr'nax = k2 "CE0 = Umax » KIV\/I = KM m
( K +¢ J Ki+c¢la
Ki+¢la

(b) Linearizace:

11 Ky 11 Ky K+¢g 1

(1) Lineweaver a Burk: — =+ —= + . —
b Umax  Umax €S Umax  Umax Kl + 8 la s
,_\,_J %v.—/
usek smérnice
. c K; 1 K K, +c 1
(i) Hanes: S_M L cg = M 17 ‘Cg
i Omax Omax Omax KI +¢ la Omax
usek smeérnice
: K, +c :
iii) Eadie =0 —Ki—=p Ky | —— L |
( ) 1 max M ¢ max M K-+ lal e
S S 1 1 S
usek y
smernice
(€) Vmax =0 = 6,500-10° moldm™s™" ,  Ky=1,4991-10" mol dm
Ki= 6,7528-10"* mol dm™ , a=3014

K{ =2,0351-10" mol dm™
K§ =4,5179-10”° mol dm * (Ks = Ku)

6,7528-10 + ¢,

K, =4,5183-1072-
2,0353-103 +¢,

(d) (1) Dixonuv graf — je nelinedrni- tim lze rozlisit ¢astecné kompetitivni inhibici od inhibice plne, jejiz
Dixontv graf je linearni (viz Uloha 9-16)

11 Ky 1 Ki+g

B Cq KI+CI/(Z

i Umax  Umax

(i1) Graf podle Huntera a Downse - je linearni, svazek sbihajicich se primek
o (a-Ki+¢) + (a-K;+¢)
v - (-1 Ky -(ax=1)

usek smérnice

S

Reseni: | ® + kalkulaékaL |Q< + Excel|, € + Maple
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Uloha 9-18  Inhibice enzymovych reakci — piné nekompetitivni inhibice

Enzymova reakce probiha za ptitomnosti inhibitoru podle néasledujiciho schématu:

k1+ k2
E + S & ES - E+P
+ ki +
|

k3+ l//]\ k37 k4+ k5+ J/T ksf
El + S &=  ESI
ks
(a) Odvod’te vztah pro rychlost inhibované reakce. Jak ovliviiuje tato plné¢ nekompetitivni inhibice
hodnoty parametrii Ky @ vmax vV porovnani s neinhibovanou enzymatickou reakei?
(b) Odvod'te linearizované tvary rychlostni rovnice podle (i) Lineweavera a Burka, (ii) Hanese,
(iii) Eadiea a vypocitejte hodnoty kinetickych parametrtt Ky, 0max, Kpp> Oppax @ K-
(c) Pomoci zavislosti podle (i) Dixona, (ii) Huntera a Downse ukazte jak lze rozlisit plnou a
caste¢nou kompetitivni inhibici.

Cs vi/ (mol dm”s™)
- c =0 c =001 c =0,02 c =003 c =0,04
mol dm mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™
0,026 4514-107 2,138-1077 1,401-1077 1,042-1077 8,291-10°°
0,108 1,459-10°° 6,913-107 4,529-107 3,368-1077 2,681-1077
0,340 2,824.10°° 1,338:10°° 8,764-107" 6,517-107 5,187-107
0,570 3,425-10°° 1,623-10°° 1,063-10°° 7,905-1077 6,292-107"
K ,
k2 *Cgo ! Cg Omax " Cs
Vysledek: (a) v, = fra , s K=Ky 5 Ofnax = Vpax * A
Ky +cg Ky +cg K +¢
(b) Linearizace
(i) Lineweavera a Burka: i: ,1 + I,<M .i: Kt + Kv Kite 1
b Omax Omax €s Omax KI Dmax KI Cg
%/_/ %/—/
usek smérnice
. C K 1 K K +c K, +c
(ii) Hanese S_OM - =M BTO L, T,
b Umax Umax S OUmax K 1 Omax KI S
usek smérnice
(iii)) Eadica Y . R S BN O §
CS KI + CI CS
%,_/
usek smérnice
Omax = 5-10° mol dm®s™, Ky =0,262 moldm> , K;=9-10° mol dm™
, 5 4,5-107
Upax /(moldm™ s7') = ———
9-1073 + ¢
1 1 K 1 K
(c)(i) Dixontiv graf je linearni: —= -(1 +—M ] + -(1 +-—M J -c
Ui Umax Cg Omax K 1 Cg !
usek smérnice
(i1) Graf podle Huntera a Downse CI_' Zl =K; - jedind pfimka pro vSechny koncentrace

i e
inhibitoru.

Reseni: |® + kalkulacka, | % + Excel|, ® + Maple
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Uloha 9-19

Inhibice enzymovych reakci — ¢asteCné nekompetitivni inhibice

O jisté enzymové reakci se predpoklada, ze probiha podle schématu

k1+ k2
E + S & ES — E+P
+ ki +
I I
k3+ \LT ks- - kes+ \LT ks- k
El + S &= ESI — EI+P

ks

které popisuje castecné nekompetitivni inhibici. Vyjadrete

(a) rychlost reakce jako funkci koncentrace substratu a inhibitoru,

(b) nejcastéji pouzivané linearizované tvary rychlostni rovnice

(c) Z dat uvedenych v nasledujici tabulce vypocitejte kinetické parametry inhibované i neinhibo-
vané reakce

cs vi/ (mol dm”s™)
B c =0 ¢ =0,0053 ¢ =0,012 ¢ =0,025 ¢ = 0,060
mol dm mol dm ° mol dm mol dm* mol dm > mol dm
0,025 7,054-10°° 6,008-10°° 5,442-10°° 4,979-10° 4,600-10°°
0,110 2,294.107 1,954-10°° 1,770-10°° 1,620-107 1,496-107
0,250 3,648:107° 3,107-107 2,814-10° 2,575-107 2,379-107
0,550 4,883-10° 4,159:107 3,766:10° 3.446.10°° 3,184-107
(d) Sestrojte grafy podle Dixona a podle Huntera a Downse.
Vysledek: (a) o, =| LA Cu| ko Ceo G5
K; +¢ Ky +cg
(b) Linearizace podle
N ) 1 1 K\ ‘L_ 1 ' K; +¢ KM‘ K+ L
(1) Llneweavera : Burka Di - Dr'nax i Dr'nax CS - Umax KI + IH : CI ! Dmax Kl + ﬂ ' Cl CS
usek smérnice
.. s Ky 1 Ky Ki+¢ 1 K+
(11) Hanese Ui - Dr'nax " Ur,nax - Umax Kl + ﬂ a " Umax KI + ﬂ q B
usek smérnice
(iii) Eadica bmv Kl Simy KiEAa e v
cg K+ Cg
usek smérnice

(C) Umax =6,8-10° moldm™ s, Kyy=0,216 mol dm™> , K;=0,009 moldm” , f=0,6

o _612:107 +4,08-10% ¢,
max 9107 +¢

Y

(i1) Graf podle Huntera a Downse

Reseni:

9. Enzymové reakce

| % + kalkulacka|, | ® + Excel|, %

R . . K (K
(d) (i) Dixoniv graf je nelinearni: 1 = (K +¢5)- (Ky £1)

Dmax 'CS'(KI +ﬁ'cl)
-y Ki+pB-q

1-p

- soustava rovnobéznych piimek

L —U;

+ Maple

12



Uloha 9-20 Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

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

6
Cs ]061) _______________________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™),
¢ koncentrace inhibitoru (mol dm™). Posudte charakter inhibi¢niho uéinku azaserinu, najdéte
rovnici popisujici zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci substratu a inhibitoru a stanovte hod-
noty konstant.
Omax * KI . Cs

K +¢
Ki+ela
Omax = 51006 moldm s ; Ky =0,02moldm™® ; K;=0,051 moldm?> , «=3

Reseni: |® +kalkulackal | ® + Excel|, ® + Maple

Vysledek: SmiSena inhibice: v; =

aKi+c Ky -

Uloha 9-21 Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Plisobeni enzymu arginasy na substrat argirin bylo pfi teploté¢ 37°C a pH 8,4 sledovéano jednak za
pritomnosti, jednak za nepfitomnosti norvalinu, ktery ma inhibi¢ni ucinek. Vysledky byly
vyjadieny pomérem hodnot rychlosti v/v; (v nepfitomnosti inhibitoru v, za pfitomnosti inhibitoru v;)
pro rtizné koncentrace inhibitoru a substratu:

cs (argirin) ¢1 (norvalin)

— — 0/v;
mol dm mol dm

0,0223 0,0890 3,67
0,0445 2,34
0,0178 1,53
0,0667 0,0334 2,03
0,0179 1,54
0,0083 1,25
0,0445 0,0890 3,74
0,0445 2,36
0,0178 1,54

Na zaklad¢ téchto dat posud’te, zda norvalin mé pln€ kompetitivni nebo nekompetitivni ucinek a
stanovte inhibi¢ni konstantu (konstanty).

Vysledek: Pln& nekompetitivni, -2 = — <L — K, = 0,033 mol dm™
v—0v; v —1

Reseni: [® +kalkulackal | + Excel|, ® +Maple
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Uloha 9-22  Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Inhibice pisobeni arginasy na argirin, vyvolana pfitomnosti ornithinu byla sledovdna pfi teploté
37°C a pH 8,4 méfenim pocateCnich reakénich rychlosti pii riznych koncentracich argirinu a
inhibitoru. Pomér poc¢atecni rychlosti v neptitomnosti inhibitoru (v) a v pfitomnosti inhibitoru (v;) je
uveden ve tfetim sloupci nésledujici tabulky:

Cs C1 Cs a
(argirin) (ornithin) o/v; (argirin) (ornithin) v/o;
mol dm mol dm mol dm mol dm
0,0223 0,0890 9,1 0,0667 0,0667 3,44
0,0445 5 0,0334 2,17
0,0223 29 0,0167 1,61
0,0111 1,89 0,00834 1,30
0,0297 0,0297 3,06 0,089 0,0890 3,42
0,0148 1,98 0,0445 2,20
0,0074 1,47 0,0223 1,63
0,0111 1,31
0,0445 0,0445 3,33 0,00556 1,16
0,0223 2,18
0,0111 1,57

Rozhodnéte, zda se jedna o pln¢€ kompetitivni nebo pln€ nekompetitivni inhibici a stanovte hodnoty
disocia¢nich konstant pro systém arginasa-argirin (Ky) a arginasa-ornithin (Kj).

Vysledek: Graf podle Dixona je ptimkovy pro oba pfipady. PIn¢ kompetitivni a plné nekompetitivni je
mozno odli$it zavislosti podle Huntera a Downse — vyraz c;-v;/(v—1v;) je linearn€ zavisly
na cs, inhibice je plné kompetitivni:

Ci-vy K

= :K + .
v—v; v/ —1 ! Km e

(pro pln¢€ nekompetitivni inhibici nezavisi na koncentraci inhibitoru ani na koncentraci substratu)
K;=3,651-10"° mol dm
Ky =0,01009 mol dm™

Regeni: | ® + kalkulacka|, |® + Excel|, % + Maple

Uloha 9-23  Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Analyzou kinetickych dat ziskanych sledovanim enzymatického ptsobeni hexakinasy (M = 380
kg mol ™) na substrat S pii koncentraci enzymu 4,75 mg dm” byla zjisténa pro Michaelisovu
konstantu hodnota Ky; = 0,0035 mol dm™ , pro molekularni aktivitu enzymu hodnota k, = 250 st
Z hodnot pocatecnich reakcnich rychlosti namétenych za ptitomnosti glukosa-6-fosfatu (viz
tabulka) urcete povahu inhibi¢nich u¢inkt glukosa-6-fosfatu, sestavte rovnici pro zavislost rychlosti
inhibované reakce na koncentraci substratu a inhibitoru a stanovte hodnoty konstant této rovnice.
Porovnejte prubéh saturacni kiivky neinhibované a inhibované reakce.

9. Enzymové reakce 14



Cs 10%v; / (mol dm s ™)
mol dm> e =2,510" i =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

Vysledek: Prubéh saturacnich kiivek odpovida bud nekompetitivni inhibici (obr. 9.8a) nebo inhibici
smiSené (obr. 9.10a). Dixonitv graff ma hyperbolicky pribéh = inhibice je Ccastecné
nekompetitivni.

K;=7-10*mol dm , =07

Reseni: |® +kalkulackal, | + Excel|, ® + Maple

Uloha 9-24  Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Byl zkouméan vliv riznych inhibitorii na enzymové plsobeni dehydrogenasy na pyrohroznan. Pro
neinhibovanou reakei byly zjistény konstanty Ky = 0,01 mol dm™ a vmax = 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™'):

Cy 10° v;
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-1i o inhibici plnou nebo ¢astecnou a v ptipad€ plné inhibice
stanovte hodnoty inhibi¢nich konstant K.

Vysledek: Dixoniiv grafje linearni v ptipadé inhibitortt A a C, hyperbolicky u inhibitoru B.
A: plna inhibice, K{ = 0,02 mol dm™
B: ¢aste¢na inhibice,
C: plna inhibice, Ki = 0,08 mol dm™

Regeni: [® + kalkulackal, [® + Excel|, ® + Maple
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Uloha 9-25 Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Puisobeni lysozymu (molarni hmotnost 14300 g/mol, molekularni aktivita k> = 0,5 s ') v koncentraci
0,858 mgcm° na substrdt S bez piitomnosti inhibitoru je charakterizovano Michaelisovou
konstantou Ky = 0,085 mol dm™. Pro tutéZ enzymovou reakci byly v pfitomnosti inhibitoru
naméfeny hodnoty pocatecnich reak¢nich rychlosti v; [mol dm™ s7'] pti riznych koncentracich
substratu cs (v mol dm™) a inhibitoru ¢; v (mol dm™):

Cs 1 10% o, Cs c 10° 0
0,007 0,005 2,102 0,075 0,005 13,400
0,01 1,954 0,01 12,824

0,05 1,334 0,05 9,983

0,09 1,082 0,09 8,588

0,15 0,898 0,15 7,458

0,03 0,005 7,323 0,12 0,005 16,909
0,01 6,900 0,01 16,330

0,05 4,990 0,05 13,314

0,09 4,147 0,09 11,726

0,15 3,506 0,15 10,385

Zjistéte, jaky typ inhibice tento inhibitor vyvolava, navrhnéte rychlostni rovnici a stanovte hodnoty
inhibi¢nich konstant.

Vysledek: c¢asteéné kompetitivni inhibice

o = Umax €S
Lk Kiva
M Ky +¢ /o
K;+c
K=Ky ——1— | Dpax= 0" =3-10° moldm~ s
M M KI +CI /0{ max
i /(mol dm™) | Kiy/( mol dm™) | v/, /(moldm”s™)
0 0,08500 3,0000-10°°
0,005 0,09290 2,9999.10°°
0,01 0,10048 3,0005-107°
0,05 0,15044 3,0007-107°
0,09 0,18721 3,0022-10°°
0,15 0,22719 3,0049-107°

K= 0,042 mol dm,
a=>5

ReSeni: | ® +kalkulackal, | + Excel|, % + Maple

9. Enzymové reakce 16



	9.  Heterogenní katalýza

