Uloha 9-17  Inhibice enzymovych reakci — &aste&né kompetitivni inhibice

Pro jistou enzymovou reakci bylo navrzeno schema

ki+ k,
E + S & ES - E+P
+ ki +
I I k2:k6
k3+ \LT k- e ks+ \m\ ks_ K
El + S &= ESI — EI+P
ky

které popisuje ¢astecné kompetitivni inhibici.
(a) Odvodte vztah pro rychlost této inhibované reakce a porovnejte vyrazy pro zdanlivé konstanty
K1 a vjax S Kum @ bmax neinhibované reakce

(b) Odvodte linerizované vyrazy
(1) podle Lineweavera a Burka, (ii) podle Hanese, (ii1) podle Eadiea.
(c) Z hodnot pocatecnich rychlosti, namétenych pii riznych koncentracich substratu a inhibitoru:

cs 10° v/ (mol dm™ s7)
> c. =0 ¢ =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

stanovte hodnoty konstant v rychlostni rovnici.
(d) Sestrojte graf (i) podle Dixona, (ii) podle Huntera a Downse. Jak rozliSime pln¢ kompetitivni

inhibici od ¢astecné kompetitivni?

Reseni:

(a) Pii daste¢né kompetitivni inhibici se inhibitor, stejné jako pfi pIné kompetitivni inhibici, vaze na
misto blizké vazebnému mistu, ale vznikajici komplex ESI se rozklada na produkt a inaktivni komplex
El, v némz ziistdva vazéna Cast enzymu. Rychlostni konstanty rozpadu komplexti ES a ESI jsou
stejné, k» = ke. Protoze vazba inhibitoru ovliviiuje vazbu substratu, plati pro pomér disocianich
konstant (ozna¢ime «)

Ki _Ks _
K Ks a>1
Rychlost reakce je dana vztahem
v = ky - Cpg + kg - cggp = ky - (Cpg + Cpgp) [1]

Koncentraci komplexu ES lze vyjadfit ze vztahu pro disocia¢ni konstantu Ks (= Ky) :

Cgp *C
o = B 2]

CEs Ky

Koncentraci volného enzymu cg vyjadiime z bilance
Cro = Cg + Cs + Cpp + Cpgy [3]
kde koncentrace komplexu EI je dana disocia¢ni konstantou Kj:



KI :CE'CI — :cE'cI [4]

c
CEl N K
a koncentrace komplexu ESI disocia¢ni konstantou Ks':
K. = eI’ Csl = CElL ',Cs __ 46 5]
CEsI Ky  Ki-a-Ky
(K§=a-Ks=a-Ky)
nebo Ki'; KI’ = Ses G = cpg = Cgs "Cs _ Cg " Cg - Cp (6]
CEsI K; Ky -a-K;
(Ki =a-Ki)

Z rovnic [4] az [6] dosadime do bilance [3] a vyjadiime koncentraci volného enzymu, potiebnou pro
vyjadieni cgs.:

CEo [7]

CE: s

Pro rychlost inhibované reakce pak plati
Cg -C CpCp-C ky-cgy-c c
A S A R A 2 Cpo "Cs (14— =

Ky Ky-a-Ky Kol145 .6 GSs K-«
MUKy K K-a-Ky

Rovnici [8] upravime do tvaru rovnice Michaelise a Mentenové:

v = k2 "Cgo " Cs _ Dr,nax "Cs [9]

1 K| +¢ Ky +cs

Kyl ————|+¢g
Ki+cla
K
kde Kl =Ky —1 [10]
Ki+cla

Dlrnax = k2 "CE0 = Umax [1 1]

(b) Linearizace:

(i) podle Lineweavera a Burka
l_ 1 Ky 1_ 1 Ky K+g |

i U;nax D;nax Cs &1,21_xd Umax KI ¢ o s [12]
usek smérnice
(i1) podle Hanese
s_ K, 1 K Kra L [13]
i Ur'nax r,nax S Umax KI + ¢ la Dmax S
usek smérnice
(ii1) podle Eadiea
, ;oo K;+¢ v;
Di_vmax_KM'a_%_KM(mj'a [14]

usek

smeérnice



(c) Vypocet kinetickych parametri z linearizovaného tvaru podle Eadiea

Tabulkal | c¢g/(mol dm™) 0,012 0,09 0,26 0,38
=0 vi/(moldm™s™) | 5,7780-10° | 6,3930-10° | 6,4630-10° | 6,4740-107
-3
mol dm vles (s 4,8150-10° | 7,1033-10* | 2,4858-10°* | 1,7037-10°*
c1=0,013 | v/(moldm™s™) | 4,8410-10° | 6,2160-10° | 6,3990-10° | 6,4300-10°
-3
mol dm viles 1(s7 4,0342:10° | 6,9067-10* | 2,4612:10°* | 1,6921-107°
¢1=0,027 | v/(moldm™s™) | 4,7850-10° | 6,2040-10° | 6,3940-10° | 6,4270-10°
-3
mol dm viles /(s 3,9875-10° | 6,8933-10* | 2,4592.10* | 1,6913-10°*
c1=0075 | v/(moldm>s™) | 4,7490-10° | 6,1950-10° | 6,3910-10° | 6,4250-10°
-3
mol dm viles 1(s7™) 3,9575-10° | 6,8833-10* | 2,4581-10* | 1,6908-10°*
=0,109 | v/(moldm>s™)| 4,7330-10° | 6,1920-10° | 6,3900-10° | 6,4240-10°
-3
mol dm viles /(s 3,9442-10° | 6,8800-10°* | 2,4577-10* | 1,6905-107*
Z dat v tab. 1 byly linedrni regresi 6,5E-05 — _
ziskany konstanty rovnice [14], které Linearizace podle Eadiea
jsou rovny kinetickym parametrim:
6,0E-05
Tabulka 2 -
o}
usek smeérnice
0! K 59809 cl =0,013
C1 max M = 0,027
mol dm>| moldm> s mol dm™ y =-14991E-03x -+ 6,4998E-05 =0,075
0 6,500-10° | 1,4991.107 5,0E-05 | y=-4,1122E-03x + 64999E-05 =0,109
0’027 6,5()0 0 4’3007 e y = -4,4238E-03x + 6,4997E-05
’ s ’ ' y = -4,4800E-03x + 6,5000E-05
0,075 6,500-107 4.4238-10 } 4,5E-05 ‘ ‘ ‘ ‘
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
0,109 6,500-10’5 4.4800- 107 Obr. 1 vi/cs

Udaje v prvni fadce tab. 2 plati pro enzymovou reakci bez p¥itomnosti inhibitoru,

Vmax = 6,500-10° mol dm™>s™ | Ky =1,4991-10" mol dm™
Konstanta Kj; je funkci koncentrace inhibitoru (rovnice [10]). Jestlize upravime tento vztah do

linearniho tvaru,
KM _ KI/CI +1/a

Ky Ky/g+l
Ky K Ky K 1
_'._+
KM 1 KM 1 a

Ky _1,

1

2

1 o
muzeme ze zavislosti pomeru —> na c— - vypocitat hodnoty konstant K a o

Km
Ky



Tabulka 3

K 0,37
x=i-(1—KMj Y= ,
Cr Km M
48,8808 0,3645 o
24,1270 0,3486 <
8,8150 0,3389 035
6,1044 0,3346
0,34
Linearni regresi ziskame vztah
0,33
0 10 20 30 40 50
?A =0,33181 + 6,7528-10* - {i( —i—Mﬂ 1 Ky,
M “ M/] | Obr.2 oq U Ky

a jeho porovnanim s rovnici [15] dostaneme
Ki= 6,7528:10 *moldm” a 1/a=033181 = «=3,014
Ze znamych hodnot Ky , K1, a & vypocitame hodnoty zbyvajicich kinetickych parametri:

K=K -a =6,752810"- 3,014 =2,0351-10 ° mol dm*
K{=Ks-a=Ky-a =14991-10 - 3,014 =4,5179-10° mol dm
(Ks = Kw)
a zéavislost zdanlivych kinetickych parametrii inhibované reakce na koncentraci inhibitoru (rovnice

[10]a[11]):

10-4 104
6,7528- 107+ _, o103 3. 6752810 4+

K{; =1,4991-1073.
6,7528-107* +¢; /3,014 2,0353:-1073 + ¢

’
v max v max

(d) (1) Dixontv graf
! g
1 ,1 +I,{M R +KM 1 Ki+¢ [16]
Ui Umax  Vmax €S  Umax Pmax €S K 1 +¢ la
zavislost  1/v; na ¢ za Kkonstantni > 2E+04
koncentrace substratu -je nelinedrni — tim ’ Dixoniiv graf
1ze rozlisit ¢asteéné kompetitivni inhibici od 2,1E+04 |
inhibice plné, jejiz Dixondv graf je linearni
(viz Uloha 9-16). 2,0E+04 |
—0—¢S8=0,012
| 1OE¥04 | —B— cS=0,09
— —0—cS=0,26
Ui 1,8E+04 | A S=0.38
1,7E+04 N
1,6E+04 @é&;la = — &
R R !
1,5E+04 ! !
0 002 004 006 008 01 0,12
Obr. 3 C1




(i1) Graf podle Huntera a Downse - je linearni, stejn¢ jako u pln¢ kompetitivni inhibice (viz lohu
9-16):

. Opmax “Cs " (Ky+¢p/ )
Ky Ky +Ky e+ K-cg+eg-¢p/a
v Dy *Cs B Opmax * Cs " (Kj +¢/ )
Kyt+eg Ky -Ki+Ky-oi+Ki-cgt+eg-cp/a

‘1
b

_ o (K +o/a) (Ky +¢)

¢ (Ki+ela) (Ky +cg)

" KK+ Ky -0 + Ko +-eg-epter— KKy — Ky -1/ a— Kyt —es—erter

_ o (K +e/a)- (Ko +¢g) _(Kite /) (Ky +es) (@K +ep)-(Ky +¢)
Kyt —Ky &y Ky -(1-1/a) Ky (1)

0 (x-1) Ky -(a=1)

usek smérnice

[17]

Graf Huntera a Downse
16

14 | c1 =0,109

12 |
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U_Ui 8 |
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Obr.4 O 0,1 0,2 cs 0,3 0,4




