Uloha 9-16
Odvod'te (a) vyraz pro rychlost pln¢ kompetitivni reakce, probihajici podle schematu

Inhibice enzymovych reakci — plné kompetitivni inhibice
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(b) linearizované tvary rychlostni rovnice podle (i) Hanese, (ii) Lineweavera a Burka, (iii) Eadiea,

(c) Pro data uvedena v nasledujici tabulce vypocitejte kinetické parametry o ,., Ky a Ki

uvazované inhibované reakce

Cs vi/ (mol dm”s™)
Ldm® . =0 ci_= 0,005 ¢ =0,012 ¢ =0,032 ¢ =0,084
motdm 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 1,053-10° 1,043-107° 1,028:107° 9,904-10°° 9,035-10°°
(d) Zkonstruujte Dixontv graf a graf podle Huntera a Downse.
Reseni:
(a) Rychlost inhibované reakce je ddna vztahem
Koncentraci komplexu ES vyjadiime z disocia¢ni konstanty Ks (= Ky) :
Cg - C Cp-Cy Cg-C
Kg=ES o (=ES_5'S 2]
CEs Ky Ky
Bilance enzymu:
Cpo = Cg +Cps T Cgp [3]
Za koncentraci komplexu EI dosadime z disocia¢ni konstanty Ki:
CpC CpC
Kj=——1 = cyg=-—"—— [4]
CEl Ky
Pro koncentraci volného enzymu pak plati.:
C
EO [5]

Cg = p ,
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Pro rychlost inhibované reakce pak plati
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Pro parametry inhibované enzymové reakce plati

Dlrnax = k2 "CE0 = Umax [7]
K;+c
waZKM'[ I I] [8]
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(b) Linearizace:

(1) podle Lineweavera a Burka

l_1 Ky 1_ 1 Ky K+g 1

RIS S <V - [9]
Y Umax  Umax €S Umax  Ymax I s
—
usek smérnice
(i1) podle Hanese
S _ ['(M N ,1 .CS:KM .K1+C1+ 1 s [10]
Y Umax  Vmax Umax K | Omax
usek smérnice
(ii1) podle Eadiea
vi=v;1ax—KM-i=vmax—1<M-(Kl”lj-i [11]
s~ K, s
usek —~—
SMeErnice
(c) Vypocet kinetickych parametra z linearizovaného tvaru rychlostni rovnice podle Hanese
Tabulka I | cs/(mol dm™) 0,014 0,038 0,124 0,340
a=0 cs/v /s 8149,010 9926,855 16296,491 32288,699
3
mol dm vi/(moldm>s™) | 1,71810° | 3,82810° | 7.609-10° | 1,053-10°
c1=0,005 | cs/v/s 8464,329 10242,588 16613,076 32598,274
3
mol dm vi/(moldm™>s™) | 1,654-10° | 3,710-10° | 7.464-10° | 1,043-10°
c1=0,012 | cs/v/s 8911,521 10689,170 17058,743 33073,930
3
mol dm vi/(moldm™>s™) | 1,571-10° | 3,555.10° | 7,269-10° | 1,028-10°
c1=0,032 | cs/v/s 10181,818 11957,206 18326,929 34329,564
3
mol dm vi/(moldm>s™) | 1,375-10° | 3,17810° | 6,766-10° | 9,904-10°
c1=0,084 | cs/v/s 13487,476 15261,044 21629,164 37631,433
3
mol dm vi/(moldm>s™) | 1,03810° | 2,490.10° | 5,733-10° | 9,035-10°
Linearni regresi (viz obr. 1) byly pro jednotlivé koncentrace inhibitoru ziskdny rovnice tvaru
y=Ax+B [12]

s konstantami A a B, jejichZ hodnoty uvadi tab. 2. Porovnanim s linearizovanou rychlostni rovnici
[10] pro konstanty rovnice [12] dostaneme

UL [13]
Umax Umax
o Ky _ Ku Ki+g (14]
Ul,nax Dmax Kl



Tabulka 2

C1 B
mol dm™ |(moldm”s )" S
0 74047 7113,2
0,005 74028 7430
0,012 74120 7871,9
0,032 74076 9143
0,084 74067 12448
Tabulka 3
C1 v;nax K]'\/l
moldm> | moldm?s’' mol dm
0 1.350-107° 0,0960633
0,005 1,351-107 0,1003674
0,012 1,349. 10° 0,1062048
0,032 1,350-10°° 0,1234273
0:684 356+ 668064
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Hodnoty kinetickych parametra v,
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Linearizace podle Hanese
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prvni fadek tabulky plati pro prib¢h reakce bez inhibitoru, tj.

Omax = 1,350-10° mol dm ™ s~

a Ku=0,0960633 mol dm™

a Ky, vypoctené ze vztaht [13] a [14], jsou uvedeny v tab. 3;

Hodnota maximalni rychlosti je nezavisld na koncentraci inhibitoru. Pro konstantu Ky, plati

rovnice [8], ktery pro vypocet K; upravime do linedrniho tvaru

K!
M _ 1+L-cI [15]
Kyt I
Konstantu Kj ziskdme ze smérnice ptimky [15]: -
1 3 1,7 |
K= =0,1121 mol dm
8,91809 1.6 1
1,5 |
K3 '
Pak Ky 14|
1,3 |
c '
K1, =0,0960633-(1+ ——) = 12t Ky _
M ( 0,1121) ol . ~8.91809 c1+ 1
=0,0960633+0,85694 - ¢, 1.0
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(c) Dixontiv graf:
! (1+KMJ+£ Ky j.cl [12]
Ui Umax Cs Umax K 1°Cs
tsek smérnice




Tabulka 4 1/v;
=0 1= 0,005 c1=0,012 c1=0,032 c1=0,084
cs=0,014 5,821-10° 6,046-10° 6,365-10° 7,273-10° 9,634-10°
cs=0,038 2,612-10° 2,695-10° 2,813-10° 3,147-10° 4,016-10°
cs=0,124 1,314-10° 1,340-10° 1,376-10° 1,478-10° 1,744-10°
cs = 0,340 9,497-10* 9,588-10" 9,728-10* 1,010-10° 1,107-10°

Graf podle Huntera a Downse:

Umax " €5

CI' Cr K
v _ KM[1+K1]+CS _ cl.KM-KI+KMI.cI+KM.CS
D=0 Umax 'G5 Umax " €s 1 _ K I
Ky +cg KM[1+CI]+cS Kyt+es Ky K+ Ky o+ Ky e
Ky
cr- K
B Ky Ky + Ky o+ Ky -
1 B K;
Ky +eg Ky -Ki+Kyop+Ky e
;I—Zli = K + 1’;—;4 .cg [13]
usek ——
smérnice
Tabulka 5 cr
PR
Cs cr = 0,005 c=0,012 cr=0,032 cr = 0,084
0,014 0,1292 0,1282 0,1283 0,1282
0,038 0,1572 0,1563 0,1565 0,1563
0,124 0,2574 0,2566 0,2568 0,2567
0,340 0,5215 0,4934 0,5063 0,5077

Oba grafy jsou linearni. Pomoci Dixonova grafu lze rozlisit plnou a casteCnou inhibici (pro
¢aste¢nou inhibici ma Dixoniiv graf hyperbolicky pribeh)
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