Uloha 9-25 Diagnostika inhibovanych enzymovych reakci

Puisobeni lysozymu (molarni hmotnost 14300 g/mol, molekularni aktivita k, = 0,5 s ') v koncentraci
0,858 mg cm ° na substrat S bez piitomnosti inhibitoru je charakterizovano Michaelisovou konstan-
tou Ky = 0,085 mol dm™. Pro tutéZ enzymovou reakci byly v pfitomnosti inhibitoru namé&feny hod-
noty po&ate¢nich reak&nich rychlosti v; (mol dm > s™') pii riiznych koncentracich substratu cs (v mol
dm™) a inhibitoru ¢; v (mol dm™):

cs c 10° v; cs c 10° v;
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
inhibic¢nich konstant.

Reseni:
Saturacni krivky pro pribéh enzymové reakce za 18
pritomnosti enhibitoru ziskdme vyneseni zadanych Saturaéni kfivky
hodnot v; proti cs. 16 |
Saturacni kiivka pro neinhibovanou reakci byla il
vypoctena pomoci rovnice Michaelise a Mentenové
a zadanych hodnot 4, , cgp a Ky : 12 L
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Koy 104 [1] <10 |
ky=0,5s" E
weo = 0,858 mg cm > = 0,858 (10~ ) (10° dm™)
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Mg = 14300 g mol ' o elm000
WEO 0,858 s 5 4 | —a—cl=0,01
CRo= —— = =6-10" mol dm —o—¢cl=0,05
Mg 14300 s | —o—¢cl=0,09
Vmax = k2 - ceo=0,5 - 6:10°=3-10" mol dm s Obr. 1 s cl=045
0 L L ]
Ky = 0,085 mol dm™ 0 005 g 01 0,15

Tvar saturac¢nich kiivek na obr. 1 porovnadme s teoretickym prubéhem, ktery ukazuje obr. 2.
Experimentalni kiivky odpovidaji bud’ kompetitivni (obr. 2a), nekompetitivni (obr. 2b) nebo smisené
(obr. 2¢) inhibici.
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Ze zadanych hodnot vypocteme pro jednotlivé v; hodnoty poméru v; /cs za konstantni koncentrace
inhibitoru (tab. 1) a vyneseme proti sob¢ (obr. 6).

Tabulka 1
¢ =0 mol dm™ ¢1= 0,005 mol dm™ ¢1=0,01 mol dm™
10°0=y | 10°0/cs=x | 10°0i=y | 10°0i/cs=x| 10°vi=y | 10°0;/cs=x
2,283 326,087 2,102 300,286 1,954 279,143
7,826 260,870 7,323 244,100 6,900 230,000
14,063 187,500 13,400 178,667 12,824 170,987
17,561 146,341 16,909 140,908 16,330 136,083
c1 = 0,05 mol dm™ c1= 0,09 mol dm™ c1= 0,15 mol dm™
106v=y 10% 0 Jeg = x 106v=y 10% 0 /es = x 1061)=y 10% 0 Jeg = x
1,334 190,571 1,082 154,571 0,898 128,286
4,990 166,333 4,147 138,233 3,506 116,867
9,983 133,107 8,588 114,507 7,458 99,440
13,314 110,950 11,726 97,717 10,385 86,542
2 Graf podle Eadiea
ol ocl=0 y = -0,085x + 30
Acl=0,005| | y=-00929x+ 29,999
°r ocl=0,01 | | y=-0,1005x+ 30,005
14 o cl = 0,05 y =-0,1504x + 30,007
12 acl=0,09 || y=.0,1872x+ 30,022
0‘5 0 ocl=0,15 y =-0,2272x + 30,049
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Linearni regresi byly ziskany konstanty linearnich zavislosti y = A-x + B (viz obr. 6, 10° v; =y,
10° v/cs = x), z nichz porovnanim se vztahem [2] dostaneme

A=-Ky; a B=10%0

max

Tabulka 2 Vypoctené hodnoty parametrii enzymové reakce

ci/(mol dm™) | Kiy/(mol dm™) | v/, /(mol dm”s™)
0 0,08500 3,0000-10°
0,005 0,09290 2,9999-10°°
0,01 0,10048 3,0005-10°°
0,05 0,15044 3,0007-107
0,09 0,18721 3,0022-107
0,15 0,22719 3,0049-10°°
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Obr. 8 ukazuje, ze Dixonlv graf, sestrojeny
pomoci experimentalnich dat, je nelinedrni.
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Porovnanim rovnice ziskané linearni regresi hodnot Ky, (tabulka 2, obr. 9) dostaneme hodnoty kon-

stant
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