Uloha 9-18

Inhibice enzymovych reakci — plné nekompetitivni inhibice

Enzymova reakce probihd za ptitomnosti inhibitoru podle néasledujiciho schématu:
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(a) Odvod’te vztah pro rychlost inhibované reakce. Jak ovliviiuje tato plné¢ nekompetitivni inhibice
hodnoty parametriit Ky @ vmax vV porovnani s neinhibovanou enzymatickou reakci?

(b) Odvod'te linearizované tvary rychlostni rovnice podle (i) Lineweavera a Burka, (ii) Hanese,
(iii) Eadiea a vypocitejte hodnoty kinetickych parametrtt Ky, 0max, Kpfs Upax @ Ki-

(c) Pomoci zavislosti podle (i) Dixona, (ii) Huntera a Downse ukaZzte jak Ize rozlisit plnou a ¢astec-
nou kompetitivni inhibici.

cs vi/ (mol dm™s™)
e c =0 ¢ =0,01 e =0,02 ¢ =0,03 e =0,04
motdm mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™ mol dm™
0,026 4,514-10" 2,138-10”7 1,401-10”7 1,042-10” 8,291-10°°
0,108 1,459:10° 6,913-107 4,529-107” 3,368-107 2,681-107
0,340 2,824-10°° 1,338-10°° 8,764-10" 6,517-107 5,187-107
0,570 3,425.10°° 1,623-10° 1,063-10° 7,905-10" 6,292-10"
Reseni:
Pti pIné nekompetitivni inhibici
(a) Z uvedeného schématu plyne, ze pro rychlost inhibované reakce plati

Koncentrace komplexu ES je dana pomoci substratové konstanty Ks, kterd je rovna Michaelisove
konstanté Ky pro neinhibovanou reakci

ki CE - Cs Cg - C
Ks|=7—|=Ku = = Cps =——— [2]
ki CES Ky
Pro koncentraci volného enzymu cg plati bilance
Cro = Cp + Cps T Cpr T Cisi [3]
Za koncentraci komplexu EI dosadime z disociacni konstanty Ki:
Cp € Cp-C
Kj=——1 = cyg=-—— [4]
CEl K;

Koncentraci komplexu ESI vyjadiime z disociac¢ni konstanty Ks' (= Ks):
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Po dosazeni z rovnic [2], [4] a [5] do [3]
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Kombinaci rovnic [1], [2] a [8] dostaneme vyraz pro rychlost inhibované reakce
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ktery upravime do tvaru rovnice Michaelise a Mentenové pro neinhibovanou reakei:
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Mezi parametry inhibované a neinhibované reakce tedy plati
' K K I

2 EO
Ki+e, ™ K +¢

[10]

[11]

[12]

Hodnota Michaelisovy konstanty neni timto typem inhibice ovlivnéna, je vSak sniZzena hodnota
limitni rychlosti. Vazba inhibitoru tedy neovliviiuje vazbu substratu, ale snizuje rychlost jeho pie-
mény na produkt. Z kinetického hlediska se systém chové tak, jako by bylo pfitomno mensi

mnozstvi enzymu, nebot’ ¢ast je ho inaktivovana vazbou inhibitoru.

(b) Linearizace rychlostni rovnice

(1) podle Lineweavera a Burka
1 1 +K1'v[ 1_K1+CI+KM_KI+CI.L

1 1
Ui Umax  Umax €S Umax K I Umax K | Cg
usek smeérnice
(i1) podle Hanese
g Ky 1 Ky Ki+e  Kp+¢
_— = 7 7 . CS f— . + . S
v; D ) D K D -K
1 max max max I max I
usek smeérnice
(ii1) podle Eadiea
, ) K; v;
D: =0 — K —=0D . — —_
1 max M cg max KI + cr M cg
usek smeérnice

Pro vypocet kinetickych parametrii vyjdeme napt. z linearizované rovnice podle Hanese:
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Tabulka 1

cs cs /v
=0 c1=0,01 c1=0,02 1= 0,03 c1= 0,04
0,026 5,760-10* 1,216-10° 1,856-10° 2,495-10° 3,136:10°
0,108 7,402-10* 1,562-10° 2,385-10° 3,207-10° 4,028-10°
0,340 1,204-10° 2,541-10° 3,880-10° 5,217-10° 6,555-10°
0,570 1,664-10° 3,512-10° 5,362-10° 7.211-10° 9,059-10°
Tabulka 2 wuvadi konstanty linearizované 1000000 - —
, . y=200021x + 52405 |°¢
rychlostni rovnice [14]: y = 422027x + 110638 | =00"
y=644520x + 168834 |50 20
Tabulka 2 S0 T y=866756x+227017 |o 0 -00s
y = 1088858x + 285264
usek smeérnice
Kr 1 600000 |
’ - ’ = s
vmax Dmax z)_l
KM KI +¢q KI +cq 400000 |
c .
! Umax KI Umax 'KI
0 52405 200021 200000 |
0,01 110638 422027
0,02 168834 644520
0,03 227017 866756 0 |
0,04 285264 1088858 obr.1 ° 01 02 03 04 05
Cs
Z udajt tabulky 2 vypocitame hodnoty Ky, a vy, (tab. 3):
Tabulka 3 Tabulka 4
c ;1 K- usek c
! Umax = gsek M ™ smémice ! Umax
[mol dm™ mol dm™> s mol dm™ mol dm™ Umax
0 4,99948-10°° 0,2620 0,00 | 1,0000
0,01 2,36952-10°° 0,2622 0,01 |2,1099
0,02 1,55154-10°¢ 0,2620 0,02 |3,2223
0,03 1,15373-10°° 0,2619 0,03 |4,3333
0,04 9,18393-10" 0,2620 0,04 |5,4437
—6 S -3 6
Dmax = 5-107 moldm™ s, Ky =0,262 mol dm
5 D?‘i =111,lc;+1

Pro maximalni rychlost inhibované reakce plati
vztah [12], znéhoz je moZno po upravé do
linearniho tvaru stanovit konstantu K;
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Pro maximalni rychlost inhibované reakce podle rovnice [12] patom plati

9-1073 4,5-107°
ol /(moldm™s71)=5-107. . = 5
(c) Dixontv graf:
K c K 1 1 K 1 K
—= 1 M _ - -(1+ M} -(1+ Mj-cl [16]
Ui Umax 'KI Umax 'KI Umax €S Umax s Umax K I s
usek smérnice
Zavislost 1/v; na ¢y za konstantni koncentrace 14E+07
substratu je linearni. Tim se 1i§i plna inhibice Dixondv graf
od ¢asteCn¢ nekompetitivni inhibice, kde ma 12E+07 |
tato zavislost hyperbolicky prib¢h (viz Uloha
9-19) 1,0E+07 |
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(11) Graf podle Huntera a Downse: —— proti cs
Y
0 & C
MK e O K
Cy - = KM+CS = K1+CI = KI :Kl [17]
DR o K; -c - K; K+ —K;
Dmax 'CS max KI+CI S KI+CI
KM + CS KM + CS
V obou ptipadech, pro plnou 1 ¢astec- Graf Huntera a Downse
nou inhibici (viz Uloha 9-19) je hodno- 1,0E-02
ta vyrazu L2 konstantni
y - ' CI _Ui
U plné inhibice (obr. 4), na rozdil od v
inhibice ¢aste¢né neni ani funkci kon-
centrace inhibitoru. 9,0E-03 | O o)
c1= |—o—0,01
—0— 0,02
——0,03
—o—0,04
8,0E-03
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