uloha 8.

Kinetika enzymové reakce.
Inhibice enzymové reakce.

a) Stanoveni pocatecni rychlosti enzymové reakce, stanoveni molekularni aktivity (Cisla
pfemény) enzymu

b) Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci enzymu

c) Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu, stanoveni Ky a Vinax

d) Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci inhibitoru, stanoveni K; a typu inhibice

teoreticka priprava:

- trypsinova reakce

- substratova specifita trypsinu

- pfirozeny a umeély substrat trypsinu

- princip méfeni trypsinové aktivity s pouzitim pfirozeného substratu

- princip méfeni trypsinové aktivity s pouzitim umelého chromogenniho substratu

- rychlost enzymové reakce

- pocatecni rychlost enzymoveé reakce

- aktivita enzymu, jednotky enzymové aktivity

- molekularni aktivita (¢islo pfemény) enzymu), jednotky molekularni enzymové aktivity
- zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci enzymu

- zéavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu

- rovnice Michaelise a Mentenové, Michaelisova konstanta, maximalni rychlost reakce

- kompetitivni inhibice enzymu - Michaelisova konstanta a maximalni rychlost reakce

- nekompetitivni inhibice enzymu - Michaelisova konstanta a maximalni rychlost reakce
- akompetitivni inhibice enzymu - Michaelisova konstanta a maximalni rychlost reakce
- inhibi¢ni konstanta

vypocty:

- koncentrace latky ve zfedéném roztoku z udaji: koncentrace latky v nefedéném roztoku,
objem nefedéného roztoku, objem zfedéného roztoku

- absorbance nefedéného vzorku z Gdaju: absorbance ziedéného vzorku, fedéni vzorku

- koncentrace latky z udajii: absorbance roztoku, absorpcni koeficient, délka optické
drahy

- mnozstvi latky v roztoku z udaji: objem roztoku, koncentrace latky v roztoku

- vzajemny prepocet: hmotnost latky - latkové mnozstvi (pfi znamé molekulové hmotnosti
latky)

- molekularni aktivita (Cislo pfemény) enzymu z udaji: hmotnostni koncentrace enzymu
v enzymovém preparatu, objem enzymového preparatu v reakéni smeési, molekulova
hmotnost enzymu, pocatecni (maximalni) rychlost enzymové reakce



pouzité zkratky:

BAPNA = N,-benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilid

PNA = 4-nitroanilin (p-nitroanilin)

DMS = dimethylsulfoxid

TIEW = trypsinovy inhibitor z vaje€ného bilku (ovomukoid)



uloha 8.

a) Stanoveni pocatecni rychlosti enzymové reakce, stanoveni molekularni aktivity (¢isla
premény) enzymu

Princip:
Rychlost reakce je definovana jako zména koncentrace latky ¢ (mol/l) za ¢asovou jednotku t

(s):
v = do/dt

Jedna-li se o reakci katalyzovanou enzymem, Ize reak¢ni rychlost studovat jako pfeménu
urc¢itého mnozstvi latky n (mol) (v definovaném objemu reakéni smeési) v Case t (s):

v (mol/s) = dn/dt
Pozorovana rychlost reakce je mirou enzymové aktivity (mnozstvi enzymu) v reakéni smeési.

Zakladni jednotkou enzymové aktivity je katal (kat), coz je takova aktivita (mnozstvi)
enzymu, kterd pfeméni 1 mol latky za sekundu (kat = mol/s). Pro praxi je tato jednotka pfilis
vysoka, aktivita enzymu se obvykle vyjadfuje v jednotkach pkat (umol pfeménéné latky za
sekundu) nebo nkat (nmol pfeménéné latky za sekundu).

Pokud métime dobu enzymove reakce v minutach, je mozné vyjadtovat enzymovou aktivitu v jednotkach
umol/min; takto byla diive definovana tzv. mezinarodni jednotka (IU) enzymov¢ aktivity.

Rychlost enzymové reakce zavisi jak na podminkach prostiedi, ve kterém reakce probiha
(teplota, pH, pritomnost riiznych latek ovliviiujicich strukturu enzymu - srv. Glohy 7b,7¢,7d),
tak na koncentraci enzymu a substratu (srv. ulohy 8b,8c¢), pfipadné na pfitomnosti inhibitoru
(srv. ulohy &d, 11b).

Jako jednoduchy pfiiklad budeme nadale uvazovat enzymovou reakci, pfi niz se jeden substrat
§tépi enzymem za vzniku dvou produkti:

enzym

S - P+ P

Rychlost této reakce lze stanovit bud’ jako ubytek latkového mnozstvi substratu S v Case t
(vas = dS/dt), anebo jako prirtstek latkového mnozstvi nékterého z produktt Py, P, v Case t
(vap = dPy/dt = dP,/dt = dP/dt). Pro reakci s uvazovanou stechiometrii plati: vag = vap.
Rychlost enzymové reakce, do niz vstupuje pouze jeden substrat, je imérna koncentraci
substratu - reakce probiha podle kinetiky reakce prvého fadu. V prabéhu reakce prvého fadu
se s postupnym poklesem koncentrace substratu imérné snizuje i rychlost reakce.

Podle kinetiky reakce prvého fadu probihaji take reakce, kterych se u€astni vice reagujicich slozek, avSak
vSechny kromg jedné jsou v reakénim prostiedi ve znacéném nadbytku, a se tedy jejich koncentrace béhem reakce
prakticky neméni. Jsou to napf. i hydrolytické reakce, kde je jednou z reagujicich slozek voda (A + H,O = B-H
+ C-OH), jejiz koncentraci lze vzhledem k velkému nadbytku v roztoku (koncentrace vody je 55,6 mol/l)
povazovat za konstantni.



Je-1i koncentrace substratu vysoka a mnozstvi enzymu malé, pak maze byt reak¢ni rychlost
limitovana mnozstvim enzymu a na koncentraci substratu nezavisi. V takovém piipad¢ je
mnozstvi pfeménéného substratu za casovou jednotku konstantni a reak¢ni rychlost se v Case
neméni - reakce probihéd podle kinetiky reakce nultého fadu (viz uloha 8b).

Komplikace s proménlivym fadem reakce lze eliminovat, jestlize je enzymova reakce
charakterizovana pomoci pocdtecni rychlosti vy (voas = [dS/dt]i-o, Voap = [dP/dt]0). Na
pocatku reakce je v reakéni smési piitomen substrat v puvodni koncentraci, neni pfitomen
reakéni produkt, probiha reakce pocatecni (za danych podminek maximalni) rychlosti,
koncentrace produktu roste v zavislosti na Case linearné a rychlost eventuelni vratné reakce je
zanedbatelna. PocCatecni rychlosti mize enzymova reakce ve skutenosti probihat po urcitou
kratkou dobu, je-li substrat v nadbytku a jeho koncentrace v reakéni smési se tedy vyrazné
nemeéni, a je-li v reak¢ni smési zanedbatelna (vzhledem ke koncentraci substratu) koncentrace
produktu.

Pocatecni rychlost enzymové reakce lze zjistit nékolika zptsoby:

- vypoctem - je-li zavislost ubytku mnozstvi substratu nebo priristku mnozstvi produktu
na Case po dobu prubéhu reakce skutecné linearni, pak voas = AS/At, voap = AP/At,

- metodou tecny - reakéni rychlost Ize zjistit jako smérnici te€ny (s poc¢atkem v ¢ase 0)
nelinearni zavislosti ubytku mnozstvi substratu nebo pfiristku mnozstvi produktu na Case
(viz obrazek),

- metodou extrapolace diferenci (Ubytku mnozstvi substratu nebo pfiristku mnozstvi produktu
v zavislosti Case) k nulovému casu (viz tabulka a obrazek).

Pii metodé tecny a metodé extrapolace diferenci k nulovému Casu je zvolen vhodny
pravidelny Casovy interval (dt), ve kterém se stanovuje Ubytek substratu nebo piirtstek
produktu. Metoda tecny byva zatizena subjektivni chybou pfi sestrojovani tecny.

Pii metodé€ extrapolace diferenci k nulovému Casu je potieba z namétfenych hodnot ubytku
mnozstvi substratu nebo pfiristku mnozstvi produktu vypocitat rozdily v jednotlivych
casovych intervalech (dt), vynést je do grafu v zavislosti na ¢ase (t) a extrapolovat

k nulovému ¢asu. Extrapolovany tisek na ose y udava ubytek mnozstvi substratu nebo
priristek mnozstvi produktu (ve zvoleném ¢asovém intervalu) v nulovém Case. K nulovému
Casu lze extrapolovat také pfimo reakcni rychlost (pokud vypocitame reakeni rychlost

v jednotlivych Casovych intervalech a vyna§ime hodnotu reakcni rychlosti v zavislosti na
dobé reakce) a na ose y odecist hodnotu pocatecni reakcni rychlosti.

V praxi se obvykle, je-li k dispozici vhodnd analytickd metoda, méfi v zavislosti na Case prirustek produktu.
Pokud by se méfil ubytek substratu, je ziejmé, ze by musel byt signifikantni a nebyla by tedy dodrzena
podminka pfiblizn¢ konstantni koncentrace substratu po celou dobu reakce v reakéni smési.

Tabulka uvadi vysledky experimentu, pfi némz bylo v pravidelnych casovych intervalech (dt
= 5 min) zjiStovano latkové mnozstvi jednoho z produkti P (umol) (hodnoty v grafu bez
rameckq, Cerné Ctverecky) v prubéhu reakce typu S = P; + P,. Pro jednotlivé Casové intervaly
dt (min) byly vypocteny pfirtistky latkového mnozstvi produktu dP (umol) (hodnoty v grafu

v rameccich, bila kolecka). Experimentalné zjisténé hodnoty P (umol) 1 vypocitané hodnoty
dP (umol) byly vyneseny v zavislosti na ¢ase t (min) do grafu.



K nelinearni zavislosti P na t byla sestrojeny tecna s poc¢atkem v ¢ase 0. Smérnice teCny
(velikost useku na ose y odpovidajici jednotkovému useku osy x) udava pocatecni rychlost
reakce vy (umol/min).

Kftivka zavislosti dP na t byla graficky extrapolovana k nulovému ¢€asu. Na ose y lze odecist
dP (umol) (pro zvoleny Casovy interval dt (min)) v ¢ase O (dPy) a nasledné vypocitat
pocatecni rychlost reakce vy (vo = dPo/dt ).

t (min) | P (umol) | dP (umol)
0 0 40 zjisténo extrapolaci

5 23.5 23.5

10 35.5 12
15 43.5 8 | vyneseni znazornéno v grafu

20 48.5 5

25 51 2.5

Stanoveni pocatecni rychlosti enzymové reakce - metoda teény
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Stanoveni pocatecéni rychlosti enzymové reakce - metoda extrapolace
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Moznosti stanoveni pocdtecni rychlosti vy:

- wpoctem (velmi nepiesné, zavislost P na t neni linearni):
dt =5 min, dP = 23,5 pmol, vo = 23,5/5 = 4,7 umol/min

- metodou tecny:
dt = 5 min, usek na ose y = 28 umol, vo=28/5 = 5,6 pmol/min

- metodou extrapolace diferenci k nulovému casu:
dt =5 min, dPy = 40 pmol, vo=40/5 = 8 pmol/min

Trypsin patii mezi serinové proteasy a hydrolyzuje peptidovou vazbu bilkovin v misté
karboxylovych skupin zbytkt lysinu a argininu (P, P jsou zbytky polypeptidového fetézce,
lys, arg zbytky lysinu nebo argininu):

H7O

P-CO-NH-lys-CO-NH-P' = P-CO-NH-lys-COOH + NH-P

H7O

P-CO-NH-arg-CO-NH-P' = P-CO-NH-arg-COOH + NH»-P’

Jako pfirozené substraty trypsinu byvaji pouzivany bézné bilkoviny (kasein, zelatina,
hemoglobin, albumin) a jako umély chromogenni substrat kromé jinych také N,-benzoyl-D,L-
arginin-4-nitroanilid (N,-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid, BAPNA), ktery je trypsinem
Sté€pen za vzniku N,-benzoyl-D,L-argininu a 4-nitroanilinu (PNA):

H]O
Ny-benzoyl-D, L-arginin-4-nitroanilid = N,-benzoyl-D,L-arginin + 4-nitroanilin



V kyselém prostiedi absorbuje 4-nitroanilin viditelné zafeni s maximem v okoli vinové délky
405 nm (epya= 9,62 L.mol”.cm™) a jeho mnozstvi vzniklé enzymovou reakci lze stanovit
fotometricky. Okyseleni vzorku zaroven ukoncuje enzymovou reakci.

Trypsin je jednim z travicich enzymu vylu¢ovanych pankreatem (slinivkou biisni) ve forme trypsinogenu
(neaktivni forma enzymu, tzv. proenzym, zymogen), ktery je na aktivni trypsinovou formu pteménovan bud’to
stfevni enteropeptidasou (enterokinasou) pii pH 5,2 - 6 v pfitomnosti vapenatych iontii anebo autokatalyticky pii
pH 7.9. Dochdzi pritom k odstépeni hexapeptidu. pH optimum trypsinu je v mirn¢ alkalické oblasti pH 8 - 9.

Pocatecni rychlost trypsinové reakce bude v tlloze stanovena dvojim zptisobem:

- s pouzitim pfirozeného bilkovinného substratu (zelatiny), kdy bude rychlost Stépeni
bilkoviny trypsinem sledovana titraéné stanovenim mnozstvi volnych karboxylovych skupin
peptidovych fetézca zakoncenych zbytky lysinu nebo argininu (princip neutraliza¢ni titrace
volnych karboxylovych skupin aminokyselin nebo peptidt viz Gloha 2c, tzv. formolova
titrace) vzniklych v riznych ¢asovych intervalech. V pripadé bilkovinnych hydrolyzata tato
metoda nedava zcela spolehlivé vysledky, nebot nelze pfesné urcit reak¢ni stechiometrii:
spotiebu titracniho ¢inidla ovliviiuje pfitomnost funkénich skupin né€kterych aminokyselin ve
zbytcich polypeptidickych fetézct (spotebu snizuji e-aminoskupiny lysinu a argininu,
spotiebu zvysuji karboxylové skupiny v bo¢nich fetézcich kyseliny asparagové a kyseliny
glutamové a fenolicka skupina tyrosinu),

- s pouzitim umélého chromogenniho substratu (BAPNA), kdy bude rychlost enzymové
reakce sledovana fotometricky stanovenim mnozstvi 4-nitroanilinu (PNA) vzniklého
v ruznych ¢asovych intervalech.

Material a vybaveni:

0,8 % roztok preparatu trypsinu s glukosou (0,2 g/25 ml vody) (zasobni preparat: trypsin :
glukosa =1 : 20)

5 % zelatina (vodny roztok)

40 % formaldehyd

0,2 mol/l hydroxid sodny

1 % roztok fenolftealeinu v ethanolu

40 mmol/l roztok BAPNA v dimethylsulfoxidu (DMS)

60 mmol/l Tris-Cl pufr s pfidavkem 30 mmol/l chloridu vapenatého, pH 8,2

30 % kyselina octova

pipety, zkumavky, kadinky, odmérné valce, byreta, titracni bariky, vortex, termostat, stopky

Postup:

Stanoventi pocdtecni rychlosti trypsinové reakce s pouZitim prirozeného substrdtu: Smichejte
75 ml 40 % formaldehydu a 150 ml vody, do kadinek odméite 125 ml roztoku Zelatiny a 25
ml enzymového preparatu. Do vSech roztokl pridejte nékolik kapek fenolftaleinu a 0,2 mol/l
hydroxid sodny do slabé rizového zbarveni, roztoky Zelatiny a trypsinu vytemperujte na
teplotu 37 °C.

Ptipravte sadu 14 titracnich banek obsahujicich 15 ml neutralizovaného zfedéného roztoku
formaldehydu.



Smichejte pfipravené roztoky zelatiny a trypsinu, promichejte a ihned odeberte dvakrat 10 ml
smési do dvou titracnich bané€k obsahujicich formaldehyd (odbér vzorka v Case O - slepy
vzorek). Oba vzorky titrujte 0,02 mol/l hydroxidem sodnym do trvale rizového zbarveni.
Dalsi vzorky (vZdy dva paralelni vzorky) odebirejte a titrujte stejnym zptsobem 5, 10, 15, 20,
25 a 30 minut po zahajeni enzymové reakce.

Stanoventi pocdtecni rychlosti trypsinové reakce s pouZitim chromogenniho substrdtu: Do 12
zkumavek (paralelni dvojice) pipetujte 1,5 ml Tris-Cl pufru a 0,2 ml roztoku BAPNA.
Zkumavky s reakéni smési vytemperujte na teplotu 37 °C.

Enzymovou reakci startujte pridavkem 0,3 ml roztoku trypsinu v intervalech 20 sekund a
reakci pfesné po 5, 10, 15, 20, 25 a 30 minutach (nezapomeiite pficitat 20ti sekundové
intervaly - viz tabulka) zastavujte v paralelnich dvojicich zkumavek ptidavkem 0,5 ml roztoku
kyseliny octové - dikladné promichejte.

Jako slepy vzorek ptipravte smés 1,5 ml Tris-pufru, 0,2 ml roztoku BAPNA, 0,5 ml roztoku
kyseliny octové a 0,3 ml roztoku trypsinu, do které byl trypsin pipetovan az po pridavku

kyseliny octové.

Zmérte absorbanci vSech vzorki pfi vinové délce 405 nm proti slepému vzorku.

zkumavka | doba start reakce - | konec reakce - | Ayos DA 405 fedéni Auos

¢. reakce cas cas vzorku |nefedény
t (min) |na stopkdch |na stopkdch vzorek

1 5 207 5720

2 40" 540"

3 10 1 117

4 120" 1120

5 15 1'40” 16°40”

6 2 17

7 20 220" 22°20"

8 2°40" 22°40"

9 25 3 28’

10 320" 28°20"

11 30 340" 33740

12 4’ 34

Pokud jsou hodnoty A5 vyS$$i nez cca 0,8, je zavislost absorbance vzorku na koncentraci produktu jiz nelinearni
vzhledem k neplatnosti Lambert-Beerova zakona pro tuto oblast hodnot absorbanci. Vzorky je nutné
definovanym zpisobem naredit vodou a znovu zméfit A,os.

Jsou-li hodnoty A4s nizsi nez 0,2 i po 30 minutich reakce, je potfeba bud’to pracovat s koncentrovanéjsim
preparatem enzymu anebo prodlouzit dobu reakce (coZ je z principu mozné, ale nevhodné z ¢asovych diuvodu), a
méieni zopakovat.



Vyhodnoceni:

Stanoventi pocdtecni rychlosti trypsinové reakce s pouZitim prirozeného substrdtu: Do
protokolu uved’te tabulku obsahujici experimentalni (spotteba hydroxidu sodného pfi
jednotlivych titracich, primérna spotieba hydroxidu sodného u paralelnich vzorka) a

vypoctené udaje:

prevazujici stechiometrie formolové titrace: 1: 1

doba reakce t
(min)

0

10

15

20

25

30

spotteba 0,02 mol/l NaOH
(ml)

primérna spotieba 0,02 mol/l NaOH
(ml)

prumérna spotieba 0,02 mol/l NaOH
po odecteni spotieby slepého vzorku (ml)

latkové mnozstvi
spotiebovaného 0,02 mol/l NaOH (umol)

latkové mnozstvi
volnych skupin -COOH
v 10 ml reakéni smési (umol)

latkové mnozstvi
volnych skupin -COOH
v 1 ml reak¢ni smési (umol)

prirastek
latkového mnozstvi volnych skupin -COOH
v 1 ml reakéni smési (umol)

reakéni rychlost (aktivita enzymu) v daném
casovém intervalu (5 min) v 1 ml reak¢ni
smési (umol/min)

Uved'te pocatecni rychlost trypsinové reakce (umol/min) jako pomér prirtstku latkového
mnozstvi volnych skupin -COOH v 1 ml reak¢éni smési a doby reakce pro prvnich 5 minut

reakce:
vo (umol/min) =

Do grafu vyneste zavislost latkového mnozstvi volnych skupin -COOH v 1 ml reakcni smési

na case a k zavislosti sestrojte te¢nu s poc¢atkem v ¢ase 0. Ze smérnice tecny vypoctéte
pocatecni rychlost trypsinové reakce jako rychlost vzniku volnych skupin -COOH

(umol/min):

Do grafu vyneste zavislost priristku (ve zvoleném Casovém intervalu 5 minut) /dtkového

mnozstvi volnych skupin -COOH v 1 ml reakcni smési na case a zéavislost extrapolujte

k nulovému ¢asu. Z extrapolované hodnoty prirtstku (ve zvoleném ¢asovém intervalu 5

minut) latkového mnozstvi volnych skupin -COOH v celém objemu reakéni smési v ase 0
vypoctéte pocatecni rychlost trypsinové reakce jako rychlost vzniku volnych skupin

-COOH (umol/min):




Do grafu vyneste zavislost reakcni rychlosti na dobé reakce. Zavislost extrapolujte
k nulovému ¢asu a na ose y odectéte hodnotu pocatecni reakéni rychlosti. Uved'te zjisténou
hodnotu poc¢atecni reak¢ni rychlosti (umol/min):

Stanoventi pocdtecni rychlosti trypsinové reakce s pouZitim chromogenniho substrdtu: Do
protokolu uved’te tabulky doplnéné experimentalnimi (A4os) a vypoCtenymi udaji.

(epna = 9,62 . 10° Lmol™ .cm™)
objem (nefedéného) vzorku pro fotometrii (ml):

zkumavka | doba CPNA npna | dnpna | dnpna reakeni rychlost (aktivita
¢. reakcet |(mmol/l)|(umol) | (umol)|v 1 ml enzymu) v daném casovém
(min) reakéni intervalu (5 min) v 1 ml

smési reakéni smési (umol/min)
(umol)

1 5

2

3 10

4

5 15

6

7 20

8

9 25

10

11 30

12

Vypoctéte pocateCni rychlost trypsinové reakce (umol/min) jako pomeér prirtstku latkového
mnozstvi 4-nitroanilinu v 1 ml reak¢ni smési a doby reakce pro prvnich 5 minut reakce:
Vo (umol/min) =

Do grafu vyneste zavislost latkového mnozstvi 4-nitroanilinu v 1 ml reakcni smési na case a
k zavislosti sestrojte te€nu s pocatkem v ¢ase 0. Ze smérnice tecny vypoctéte pocatecni
rychlost trypsinové reakce jako rychlost vzniku 4-nitroanilinu (pmol/min):

Do grafu vyneste zavislost prirustku (ve zvoleném Casovém intervalu 5 minut) /dtkového
mnozstvi 4-nitroanilinu v 1 ml reakcni smési na case a zavislost extrapolujte k nulovému ¢asu.
Z extrapolované hodnoty prirtstku (ve zvoleném ¢asovém intervalu 5 minut) latkového
mnozstvi 4-nitroanilinu v €ase 0 vypoctéte pocatecni rychlost trypsinové reakce jako rychlost
vzniku 4-nitroanilinu (pmol/min):

Do grafu vyneste zavislost reakcni rychlosti na dobé reakce. Zavislost extrapolujte
k nulovému ¢asu a na ose y odectéte hodnotu pocatecni reakéni rychlosti. Uved'te zjisténou
hodnotu poc¢atecni reak¢ni rychlosti (umol/min):




Na zakladé znalosti reak¢ni stechiometrie vypoctéte, kolik procent z pavodniho mnozstvi
substratu bylo v pribéhu reakce spotifebovano:

pocdtek reakce:

- objem reakcni smési (ml):

- koncentrace BAPNA v reak¢ni smési (mmol/l):

- mnozstvi BAPNA v reak¢ni smési (umol)(100 %):

konec reakce:

- objem vzorku pro fotometrii (ml):

- koncentrace PNA ve vzorku pro fotometrii (mmol/l):
- mnozstvi PNA ve vzorku pro fotometrii (umol):

- mnozstvi BAPNA ve vzorku pro fotometrii (umol):
- mnozstvi BAPNA ve vzorku pro fotometrii (%):

- ubytek BAPNA v reak¢ni smési béhem reakce (%):

Uved’te podrobné;si tidaje o ubytku substratu béhem reakce:

objem reak¢ni smési (ml):

doba reakce CPNA npNa NBAPNA % BAPNA ubytek

t (min) (mmol/T) (umol) (umol) BAPNA
béhem reakce
(%)

0 0 0 100 0

5

10

15

20

25

30

Pokuste se odhadnout, kolik substratu miize byt za zvolenych podminek stanoveni (pocatecni
koncentrace substratu, mnozstvi enzymu) vycerpano, aniz by se snizila pocatecni (maximalni)
rychlost reakce:



Srovnani dvou metod stanoveni pocdtecni rychlosti trypsinové reakce. Hodnoty pocatecni
rychlosti trypsinové reakce stanovené obéma metodami a riznym postupem zpracovani
vysledkt vzajemné srovnejte a pripadné rozdily vysvétlete:

neutralizacni titrace, prirozeny substrat trypsinu vo (umol/min) vypoctena
jako AP/At pro prvnich 5 min reakce

ze smérnice teCny zavislosti P na dt

z extrapolované hodnoty dP, zavislosti dP na dt
z extrapolované hodnoty vy zavislosti v na dt

Jfotometrické stanoveni, chromogenni substrat trypsinu | vo (umol/min) vypoctena
jako AP/At pro prvnich 5 min reakce

ze smérnice teény zavislosti P na dt

z extrapolované hodnoty dP, zavislosti dP na dt
z extrapolované hodnoty v, zavislosti v na dt

Vypoctéte molekularni aktivitu (Cislo premény) trypsinu v pfitomnosti pfirozeného substratu a
v pfitomnosti umélého chromogennicho substratu s pouzitim experimentalné zjisténych a
nasledujicich udaja:

- zasobni preparat trypsinu obsahuje: 38 mg trypsinu/100 ml
= Mirypsin = 23 300

- maximalni rychlost reakce v pfitomnosti pfirozeného substratu (zjisténa extrapolacnimi
metodami) (umol/min v 1 ml reakéni smési):

- maximalni rychlost reakce v pfitomnosti pfirozeného substratu (zjisténa extrapolacnimi
metodami) (mol/s v 1 ml reakéni smési):

- maximalni rychlost reakce v pfitomnosti umélého chromogenniho substratu (zji§téna
extrapolaénimi metodami) (umol/min v 1 ml reakéni smési):

- maximalni rychlost reakce v pfitomnosti umélého chromogenniho substratu (zji§téna
extrapolaénimi metodami) (mol/s v 1 ml reakéni smési):

- objem enzymového preparatu v 1 ml reakéni smeési (ml):
- mnozstvi enzymového preparatu v 1 ml reakéni smési (g):
- mnozstvi enzymového preparatu v 1 ml reak¢éni smési (mol):

- molekularni aktivita trypsinu v pritomnosti prirozeného substratu

(dopliite fyzikalni rozmér):

- molekularni aktivita trypsinu v pritomnosti umélého chromogenniho substratu
(dopliite fyzikalni rozmér):



uloha 8.

b) Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci enzymu

Princip:

Je-1i v reak¢ni smési dostateCny nadbytek substratu (koncentrace substratu je deseti- az
stonasobkem hodnoty Michaelisovy konstanty, srv. tloha 8c), probiha enzymova reakce
rychlosti, ktera odpovida 90 - 99 % maximalni rychlosti V. (srv. iloha 8c). Za téchto
podminek (nasyceni enzymu substratem) probiha enzymova reakce podle kinetiky nultého
fadu (rychlost je nezavisla na koncentraci substratu) a Vimax je pfimo imérna koncentraci
enzymu.

Pomoci Vimax (mol/s) 1ze neptimo vyjadtit aktivitu (mnoZzstvi) enzymu v reakéni smési na
zakladé jeho schopnosti katalyzovat pfeménu substratu na produkt. (Jednotky enzymové
aktivity tedy maji stejny fyzikalni rozmér jako rychlost enzymové reakce (srv. tloha 8a).)

V praxi se toto nepfimé vyjadreni bézné pouziva namisto pfimého uréeni koncentrace enzymu
napt. jako molarni nebo hmotnostni koncentrace, nebot’ stanovit latkové mnozstvi nebo
hmotnost enzymu obsazeného v biologickém materialu je velmi obtizné.

Material a vybaveni:

0,8 % roztok preparatu trypsinu s glukosou (0,2 g/25 ml vody) (zasobni preparat: trypsin :
glukosa =1 : 20)

40 mmol/l roztok BAPNA v dimethylsulfoxidu (DMS)

60 mmol/l Tris-Cl pufr s pfidavkem 30 mmol/l chloridu vapenatého, pH 8,2

30 % kyselina octova

zkumavky, pipety, vortex, termostat, stopky



Postup:

Do 12 zkumavek (paralelni dvojice) pipetujte postupné 1,5 ml Tris-Cl pufru a dale podle
rozpisu:

zk. | ml ml |start konec Agos | OAos | Tedéni | Ayos CPNA npna | Vo

¢. |roztoku |vody |reakce - |reakce - vzorku | nefedény | (mmol/1) | (umol) | (umol/min)
enzymu casna |cas na vzorek (aktivita

stopkach | stopkdch enzymu)

1 10,05 0,25 |20 5720

2 40" 540"

3 (0,1 02 |1’ 6’

4 1207 6720

5 10,15 0,15 1140 |6740”

6 2 7

7 10,2 0,10 |2°20"" 720"

8 240" |7407

9 10,25 0,05 |3’ 8

10 320 820"

11 10,3 0,00 |3°40"" |8'40”

12 4’ 9’

Zkumavky vytemperujte na teplotu 37 °C. Enzymovou reakci startujte ptidavkem 0,2 ml
roztoku BAPNA v intervalech 20 sekund a reakci pfesné po 5 minutach (nezapomeiite pficitat
20ti sekundové intervaly - viz tabulka) zastavujte v paralelnich dvojicich zkumavek
pridavkem 0,5 ml roztoku kyseliny octové - dikladné promichejte.

Jako slepy vzorek ptipravte smés 1,5 ml Tris-pufru, 0,2 ml roztoku BAPNA, 0,5 ml roztoku
kyseliny octové a 0,3 ml vody.

Zmérte absorbanci vSech vzorkl pfi vinové délce 405 nm proti slepému vzorku. Presahuji-li
absorbance hodnotu 0,8, vzorky definovanym zptsobem nafed’te vodou (vCetné slepého
vzorku).

Jsou-li hodnoty A5 nizsi nez 0,2 i v ptipad¢, kdy bylo v reakci pouzito 0,3 ml roztoku enzymu, je potfeba bud’
pracovat s koncentrovangj$im enzymovym preparatem anebo prodlouzit dobu reakce (coz je z principu mozné,
ale nevhodné z Casovych duvodil), a méfeni zopakovat.

V dalSich ¢astech ulohy bude v jednotlivych experimentech pouzivano vzdy 0,05 ml roztoku enzymu, v této Casti

ulohy je tedy potieba zjistit, zda je nutné enzymovy preparat ziedit anebo naopak pouzit jiny, koncentrovangjsi
roztok enzymu.

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved'te tabulku doplnénou experimentalnimi (A4os) a vypoctenymi udaji.

(EPNA = 9,62 1.1’1’101-1.01'1'1-1).
objem vzorku pro fotometrii (ml):

Do grafu vyneste zavislost aktivity enzymu na objemu enzymového prepardtu v reakcni smési.




Na zakladé znalosti reak¢ni stechiometrie vypoctéte, kolik procent z plivodniho mnozstvi

substratu bylo v prubéhu jednotlivych reakci spotfebovano:

objem reak¢ni smési (ml):

1’1’11 CPNA npna NBAPNA % BAP NA ubytek

roztoku (mmol/T) (umol) (umol) BAPNA

enzymu béhem reakce
(%0)

cas 0 0 0 100 0

cas 10 min

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

Uved'te, za jakych podminek probihala reakce po¢ate¢ni (maximalni) rychlosti:




uloha 8.

¢) Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu, stanoveni Ky a Viyax

Princip:

Rychlost enzymovych reakci je zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech prostredi (srv.
ulohy 7b, 7c, 7d), mnozstvi enzymu v reakéni smeési (srv. uloha 8b), pfitomnosti efektort
(modifikatort) (srv. uloha 8d) a také na koncentraci substratu.

Jednosubstratové (srv. uloha 8a) reakce probihaji podle obecného schématu:
E+S—ES— (EP->)E+P
(E = enzym, S = substrat, P = produkt/y/)

Pti konstantni koncentraci enzymu je pocatecni rychlost jednosubstratové enzymoveé reakce vy
(mol/s) zavisla na koncentraci substratu [S] (mol/l) podle vztahu:

Vo = (Vimax - [S] )/(Kwm +[S]) (rovnice Michaelise a Mentenové)

kde Vmax (mol/s) je maximalni rychlost reakce (pocatecni rychlost reakce za podminek
nasyceni enzymu substratem) a Ky (mol/l) je Michaelisova konstanta. Ky je zakladni
kinetickou konstantou, ktera je za urCitych podminek (pH, teplota, slozeni reakcni smési atd.)
typicka pro kazdou dvojici enzym - substrat.

Zavislost pocdtecni rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu (pii konstantni
koncentraci enzymu) ma hyperbolicky prabeh (rovnoosa /pravouhla/ hyperbola s posunutym
zacCatkem o soutadnicich [Vimay; - Kum]) a sestava ze dvou casti rozdélenych hodnotou Ky

[S]<<Ky =>Vo = Viax . [S]/ Ky = konst. [S]

/

Vo = (Vmax . [S] )/(KM +[S] )

[S] >> KM =>vy = Vmax . [S] / [S] = Vmax

- pFi nizkych koncentracich substrdtu je jen mala ¢ast molekul enzymu vazana do komplexu
ES, pro koncentraci volného enzymu tedy plati: [E] >> [ES], rychlost reakce je Umérna
koncentraci substratu [S] a reakce probihé podle kinetiky reakce prvniho fadu (srv. uloha 8a).

V praxi se podminek nadbytku enzymu v reak¢ni smési vyuziva pro stanoveni koncentrace substratu (srv. tlohy
12a, 12b,12c).

- pFi vysokych koncentracich substrdtu je naopak vSechen enzym vazan do komplexu ES,
takze plati [E] << [ES], reakce se vzhledem k substratu stava reakci nultého fadu (srv. uloha
8a), je dosazeno maximalni (limitni, mezni) rychlosti reakce Vimay, ktera uz se zvysujici se
koncentraci substratu dale nestoupa, nebot’ pro dalsi substrat uz neni k dispozici volny enzym
(nasyceni /saturace/ enzymu substratem).



Mnozstvi vznikajicich produkti se pfi dostatecné vysoké koncentraci substratu méni s Casem linedrn€ a smérnice
piimky popisujici zavislost dP/dt je ekvivalentni koncentraci enzymu (aktivité¢ enzymu). V praxi probiha za
podminek nadbytku substratu v reakéni smési (nepiimé - kinetické) méfeni aktivity enzymu: V.. je pii nasyceni
enzymu substratem umérna koncentraci enzymu (viz tloha 8b).

- pFi koncentracich substrdtu blizkych hodnoté K, probiha reakce podle kinetiky reakce
smiSeného fadu.

Ky numericky odpovida takové koncentraci substratu, pii které probiha enzymova reakce
polovinou maximalni rychlosti:

Vo = Vmax/2 <=>[S] =Kwu

K je (na rozdil od Vi) nezavisla na koncentraci enzymu, zavisi vSak na prostredi, v némz
probiha enzymova rekce (pH, teplota, piitomnost efektortt). Charakterizuje katalytické
vlastnosti enzymu vzhledem k pfislu§nému substratu - je mirou afinity enzymu k substratu.
Hodnoty Ky se pro riizné enzymy pohybuji v Sirokém rozmezi (od 10™ do 10 mol/l). Cim je
hodnota Ky niz§i, tim vétsi ma enzym afinitu k substratu (poloviny Vy,.x je dosazeno pii nizsi
koncentraci substratu).

Prakticky vyznam zjisténi hodnoty Ky je nasledujici:

- hodnoty Ky urcuji piblizn¢ vnitrobuné¢né koncentrace substratti enzymu intermedidrniho metabolismu,

- porovnani hodnot Ky, je obvykle prvnim krokem pii zkoumani totoznosti enzymi izolovanych z riznych
organismu, tkani.nebo subcelularnich frakci burky,

- u enzymiu se $irsi substratovou specifitou (srv. ilohy 10a, 10b, 10c, 10d, 11a, 11b) se povazuje za fyziologicky
ten substrat, ktery ma nejnizsi hodnotu Ky,

- znalost hodnoty Ky; ma bezprostiedni vyznam pro optimalizaci podminek stanoveni aktivity enzymu

v biologickém materialu, pfi pouZiti enzymu k analytickym uceltim apod.

Vyznam V. spociva v jejim vztahu k rychlostni konstanté reakce EP — E + P. V oblasti
saturace enzymu substratem, kdy reakcni rychlost dosahuje mezni hodnoty a reakce je
vzhledem k substratu nultého tadu, je faktorem limitujicim rychlost reakce koncentrace
enzymu (srv. uloha 8b), takze

Vo = Vmax =k . [E]

Je-li znama molarni koncentraci enzymu [E], 1ze tedy z hodnoty V.« vypocitat rychlostni
konstantu k& (viz uloha 8a). Tato konstanta udava molekularni (ptesné&ji molarni) aktivitu
enzymu (tzv. Cislo premény) (s") - po&et molekul (moli1) substratu pfeménénych jednou
molekulou (molem) enzymu za casovou jednotku. Vysoké ¢islo pfemény znamena, ze
katalyzovana reakce probiha vysokou rychlosti.

Nedostatkem rovnice Michaelise a Mentenoveé je, Ze popisuje pouze pocateCni rychlost reakce (pro t =0, srv.
uloha 8a), kdy je sloZeni reak¢ni smési konstantni (koncentrace substratu se nelisi od vychozi, znamé [S] a
koncentrace produktu v reakéni smesi je nulova). Z toho duvodu je nutno provadét kineticka méteni v pokud
mozno co nejkratSim Case, obecné za podminek, pii nichz se na produkt nepfeménilo vice nez 10 % substratu
vnesencho do reakeni smési na pocatku reakce.



b grafického zjisténi hodnot Kyr @ Vinax spo€iva v sestrojeni zavislosti

pocatecni rychlosti enzymové reakce v na koncentraci substrdtu [S] podle vySe uvedené

rovnice Michaelise a Mentenové (tabulka uvadi experimentaln

vyneseny do grafu):
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Odecteni Vmax a Ky z nelinearni zavislosti vy na [S] je vSak dosti nepresné a proto se
prakticky nepouziva. Rovnici Michaelise a Mentenové lze nékolika zptsoby linearné
transformovat na rovnice typu y = ax + b (obecna rovnice piimky), kde x je nezavisle
promeénna, y je zavisle proménna, a je smérnice piimky a b je tisek na ose y:

linearizace linearizovany tvar X y vynosy |a b
podle rovnice Michaelise a protix |(smérnice |(usek na
Mentenové primky) 0se ))
Lineweaver - | 1/vp = 1/[S] [1/vo | 1/vo KM/ Vmax 1/Vinax
Burk KM/ Vinax - 1/[S] + 1/Vinax proti
1/[S]
Hanes [S] /vo = [ST [[S)Vvo [[S]1/vo  |(1/Vinax) KM/ Vinax
(1/Vimax).[ST + Kant/ Vinax proti
[S]
Eadie - Vo = vo/ [S] Vo Vo -Kwm Vinax
Hofstee - Knm. vo/[S] + Vinax proti
vo/[S]
Eadie- Vo/[S] = Vo Vo/[S] Vo/[S] -1/KM VmaX/KM
Scatchard - Vo/Kum T Vimax/Ki proti
Vo

Linearni zavislosti umoziuji presnéji odecitat hodnoty Ky a Vimax ze smérnice anebo z tseku
na ose y (pripadné z pruseciku primky s osou x). I kdyz je v soucasnosti tento zptsob

vyhodnoceni kinetickych dat jiz zastaraly a misto né€j se pouziva nelinearni regrese

kinetickych dat s vyuzitim specialniho pocitacového software, pro bézné ucely je dostacujici.

Nejoblibenéjsi, 1 kdyz neyméné presné, je vyhodnoceni dat pomoci linearizace podle
Lineweavera a Burka, velmi Casto je pouzivano také presnéjsi vyhodnoceni podle Hanese:

experimentalné ziskana vynos podle
data Lineweavera a Burka
[S] Vo
(umol/l) (umol/min) | 1/[S] 1/vo
3 10.4 0.333 0.096
5 14.5 0,2 0.069
10 22.5 0,1 0.044
30 33.8 0,033 0.03
90 40.5 0.011 0.025




1/v0

012 -
01 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

Zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu - linearizace podle
Lineweavera a Burka

y = 0,2246x + 0,0225

0,05 0,1 0,15

1/[S]

0,2 0,25 0,3 0,35

usek osy y = 0,0225 => 1/Vpax = 0,0225 => Vo = 44,44 pmol/min
smérnice piimky = 0,2246 => Ky/Viax = 0,2246 => Ky = 9,97 pmol/l
prusecik piimky a osy x ma souradnice [-1/ Ky; 0]

experimentalné ziskana vynos podle
data Hanese
[S] Vo
(umol/1) (umol/min) |[S] [S]/vo
3 10.4 3 0.288
5 14.5 5 0.344
10 22.5 10 0.444
30 33.8 30 0.888
90 40.5 90 2.222
Zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu - linearizace podle Hanese
25
5 | y =0,0222x + 0,225
S$15 ¢
w1
05
0
0 20 40 60 80 100

[S]

smérnice pfimky = 0,0222 => 1/Vpax = 0,0222 => Vo = 45,05 pmol/min
usek osy y = 0,225 => Ky/Vimax = 0,225 => Kyy=10,13 pmol/l
prusecik piimky a osy x ma soufadnice [-Kyy; 0]



Dosti pfesné, 1 kdyz méné pouzivané, je vyhodnoceni dat podle Eadieho a Hofsteeho nebo

podle Eadieho a Scatcharda:

experimentalné ziskana vynos podle
data Eadieho a Hofsteeho
[S] Vo
(umol/l) (umol/min) |vo/[S] Vo
3 10.4 3.467 10.4
5 14.5 2.9 14.5
10 22.5 2.25 22.5
30 33.8 1.127 33.8
90 40.5 0.45 40.5
Zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu - linearizace podle Eadieho
a Hofsteeho
50
40 +
o 30 | y =-10.203x + 45.142
> 20 -
10 +
0
0 1 2 3 4
vo/[S]

usek osy y = 45,142 => V. = 45,14 pmol/min
smérnice piimky = -10,203 => -Ky; = -10,203 => Ky; = 10,20 umol/l
prusecik piimky a osy x ma soutradnice [Vmax/ Kui; 0]

experimentalné ziskana vynos podle
data Eadieho a Scatcharda
[S] Vo
(umol/l) (umol/min) | vy vo/[S]
3 10.4 10.4 3.467
5 14.5 14.5 29
10 22.5 22.5 2.25
30 33.8 33.8 1.127
90 40.5 40.5 0.45




Zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu - linearizace podle Eadieho
a Scatcharda

N w H»
T

y=-0.0978x + 4.4183

vol[S]

Vo

smérnice piimky =-0,0978 =>-1/Ky;=-0,0978 => Ky;= 10,22 pmol/l
usek osy y = 4,4183 => Vy,/Ky = 4,4183 => Ve = 45,16 umol/min
prusecik piimky a osy x ma soutradnice [Vmax; O]

Dalsi graficka metoda stanoveni hodnot Ky a Vi (podle Eisenthala a Cornish-Bowdena)
spociva v sestrojeni spojnic mezi ptislu§nymi hodnotami [S] (na ose x - Cerna kolecka) a v,
(na ose y - Cerné Ctverecky) u normalni saturacni kiivky (zavislost v, na [S] podle rovnice
Michaelise a Mentenové - bilé trojahelnicky). Prasecik vSech spojnic (Cerny trohuhelnicek) ve
4. kvadrantu ma soutadnice [-Kyi; Vimax] ([-10; 45]):

Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu -
vyhodnoceni kinetickych dat podle Eisenthala a Cornish-Bowdena

50
45

[-10;45]

Vo

100
[S]



Pii ur€ovani hodnot Ky; a V..« na zdklad¢ méfeni zavislosti pocate¢ni rychlosti enzymové reakce na koncentraci
substratu je potfeba dodrzovat tyto zasady:

- hodnoty vy je potieba zjistovat pii nejméné péti riznych koncentracich substratu blizkych hodnoté Ky,
(optimdln¢ cca 0,3 - 3 Kyy), je proto vhodné ptedbézné odhadnout hodnotu Ky,

- Vo je nutné urcit (ptimo nebo extrapolaci - srv. tloha 8a) z useku kinetické kfivky, ve kterém se béhem reakce
spotiebovalo méng nez 10 % puvodni koncentrace substratu (to se tyka predevsim nejnizsich koncentraci
substratu), pro veskera kineticka métenti je proto potieba zvolit vhodné mnozstvi enzymu v reakéni smesi (srv.
uloha 8b),

- experimentalng ziskana data se graficky vyhodnoti n€kolika zptisoby a takto zjisténé hodnoty Ky a V. se
piipadné podrobi statistické analyze.

Material a vybaveni:

0,8 % roztok preparatu trypsinu s glukosou (0,2 g/25 ml vody) (zasobni preparat: trypsin :
glukosa =1 : 20)

40 mmol/l roztok BAPNA v dimethylsulfoxidu (DMS)

60 mmol/l Tris-Cl pufr s ptidavkem 30 mmol/l chloridu vapenatého, pH 8,2
dimethylsulfoxid (DMS)

30 % kyselina octova

zkumavky, pipety, vortex, termostat, stopky
Postup:

Do 21 zkumavek (paralelni trojice) pipetujte 1,5 ml Tris-Cl pufru, 0,25 ml vody a dale podle
rozpisu:

zk. | ml ml CBAPNA start konec A405 ®A405 CPNA npNna Vo

¢. |roztoku |DMS |(mmol/l) |reakce - reakce - (mmol/l) | (umol) | (umol/min)
BAPNA cas na cas na

stopkdach | stopkdch

1 10,020 |0,180|0.4 207 520"

2 40" 540"

3

4 10,040 |0,160(08 1 6

5 120" 620"

6

7 10,060 |0,140|1,2 140" 6'40"

8 2 7

9

10 {0,080 |0,120|1,6 220" 720"

11 2°40" 740"

12

13 10,120 | 0,080 |24 3 8

14 37207 820"

15

16 {0,160 |0,040|3,2 340 840"

17 4’ 9

18

19 10,200 {0,000 |4 420" 920"

20 4'40" 9'40”

21




Do zkumavkek €. 3, 6, 9,12, 15,18 a 21 napipetujte nejprve 0,5 ml kyseliny octové a potom
0,05 ml roztoku trypsinu, zkumavky ponechejte stranou - jejich obsah bude slouzit jako slepé
vzorky.

Ostatni zkumavky inkubujte v termostatu temperovaném na teplotu 37 °C po dobu cca

10 minut. Potom startujte enzymovou reakci ptidavkem 0,05 ml roztoku trypsinu

v intervalech 20 sekund (spust'te stopky, po 20 sekundach startujte pfidavkem enzymu ve
zkumavce €. 1 - dikladn€ promichejte, stopky nevypinejte, po dalSich 20 sekundach startujte
ptidavkem enzymu ve zkumavce €. 2, atd., viz tabulka). Pfesné€ po 5 minutach opét v
pravidelnych intervalech 20 sekund reakci zastavujte pfidavkem 0,5 ml kyseliny octové -
dikladn€ promichejte.

Zméite absorbanci vzorkt pii vinové délce 405 nm proti prislusnému slepému vzorku (tzn.
zkumavky €. 1 a 2 proti 3, zkumavky €. 4 a 5 proti 6 atd.).

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved'te tabulku doplnénou experimentalnimi (A4os) a vypoctenymi udaji.

(epna = 9,62 L.mol™.cm™)
objem vzorku pro fotometrii (ml):

Do grafu vyneste zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substrdtu. Z grafu odectéte
hodnoty Ky a Vinax obvyklym zptisobem a dale metodou podle Eisenthala a Cornish-
Bowdena.

Experimentalni vysledky dale graficky zpracujte pomoci linearizovanych vynosi podle autort
a) Lineweaver - Burk (1/vy proti 1/cgapna)
b) Hanes (CBAPN A/Vo proti CBAPN A)

c) Eadie - Hofstee (v proti vo/Cpapna)
d) Eadie - Scatchard (vo/cpapna proti vo)

Vypoctené uidaje nejprve prehledné shriite do tabulky:

Lineweaver - Hanes Eadie - Eadie -
Burk Hofstee Scatchard

CBAPNA 1/vo 1/cBapNA | CBAPNA/VO | CBAPNA Vo Vo/CBAPNA | Vo/CBAPNA | VO

(mmol/l)

0,4

0,8

1,2

1,6

2,4

32

4




Z linearizovanych grafi odectéte hodnoty vyrazil, z nichz lze vypocitat Ky a Viax.

Lineweaver - | Hanes Eadie - Eadie -
Burk Hofstee Scatchard
smérnice piimky
usek na ose y
soufadnice praseciku piimky s osou x
Obé veliCiny vypoctéte.
Srovnejte hodnoty Ky @ Viax zjiSténé raznymi zpusoby:
grafické vyneseni podle Kwm Vimax Ky (umol/1) nebo
(umol/l) | (umol/min) | Vppax (Wmol/min)

zjisténd ze souradnic
priiseciku primky a osy x

Michaelis - Mentenova

Michaelis - Mentenova

- odecet podle Eisenthala a Cornish-Bowdena

Lineweaver - Burk

Hanes

Eadie - Hofstee

Eadie - Scatchard

Na zakladé znalosti reak¢ni stechiometrie vypoctéte, kolik procent z plivodniho mnozstvi
substratu bylo v prubéhu jednotlivych reakci spotfebovano:

objem reak¢ni smési (ml): 2

objem vzorku pro fotometrii (ml): 2,5

CBAPNA NBAPNA % CpNA npNA NBAPNA % ubytek
(mmol/l) | (umol) BAPNA |(mmol/l) |(umol) |(umol) |BAPNA |BAPNA
na poc¢atku |na na poc¢atku |na konci | na konci |na konci |na konci | b&hem
reakce pocatku | reakce reakce reakce |reakce |reakce reakce (%)
reakce

100

100

100

100

100

100

100




uloha 8.

d) Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci inhibitoru, stanoveni K a typu
inhibice

Princip:

Katalytickou ucinnost enzymu ovliviiuje fada latek - efektort (modifikatortr). Zvysuji-li
aktivitu enzymu, jedna se o pozitivni efektory - aktivdtory; snizuji-li aktivitu enzymu, jedna se
negativni efektory - inhibitory. Efektory méni aktivitu enzymu tim, Ze se vazou bud’ pfimo

v aktivnim centru enzymu, nebo mimo né (allosterické efektory).

Podle moznosti obnovit puvodni aktivitu enzymu lze rozlisit vratnou (reverzibilni) a
nevratnou (ireverzibilni) inhibici. Reverzibilni inhibitor 1ze z enzymu odstranit (napft.
dialyzou) a obnovit tak enzymovou aktivitu. Pfi ireverzibilni inhibici se jiz nedé aktivita
enzymu zadnym zpusobem obnovit; spiSe nez o inhibici se tedy jedna o inaktivaci enzymu.
Kinetika je ireverzibilni inhibice (inaktivace) jednoducha: postupnymi ptidavky inhibitoru se
rozsah inhibice stale zvétSuje, az je vSechen enzym vazan do komplexu enzym-inhibitor a tim
inaktivovan.

Reverzibilni inhibitory ptisobi nejcasté&ji nasledujicimi mechanismy: bud’to vyvolavaji zménu
struktury molekuly enzymu a nasledkem toho pak enzym ztraci schopnost katalytické
ucinnosti, anebo konkuruji substratu pfi vazbé na aktivni centrum a tim snizuji rychlost
pfemény substratu.

Z hlediska mechanismu ptsobeni na enzym existuji ¢tyfi zakladni typy (zpravidla
reverzibilni) inhibice, navzajem dobie rozeznatelné kinetickym méfenim - srovnanim
velikosti Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti reakce namétenych bez inhibitoru
(KM, Vmax) a v jeho pfitomnosti (Ky', Vinax ):

- kompetitivni inhibice - inhibitor neovliviiuje maximalni rychlost reakce (Vmax' = Vimax), ale
zvySuje Michaelisovu konstantu (Ky™ > Kw),

- nekompetitivni inhibice - inhibitor snizuje maximalni rychlost reakce (Vimax” < Vimax),
Michaelisova konstanta se vSak neméni (Ky' = Kw),

- akompetitivni inhibice - inhibitor snizuje maximalni rychlost reakce 1 Michaelisovu
konstantu, ale tak, ze se neméni jejich pomér (Ky' /Ky = Vimax /Vinax),

- smiSend inhibice - inhibitor méni maximalni rychlost reakce, Michaelisovu konstantu 1 jejich
pomér (KM,/ I<M ?é Vmax,/ Vmax)~

Kompetitivni inhibitory maji strukturu (celé molekuly nebo jeji ¢asti uplatriujici se ve vazbe
na enzym) natolik podobnou substratu, Ze je enzym nerozezna a tvoii s nimi namisto
komplexu enzym-substrat inaktivni komplex enzym-inhibitor, ktery se nepfeméiuje na
produkt (inhibitor neni schopen se pfeménit na produkt). Tvorba komplexu enzym-
kompetitivni inhibitor je vratna. Je-li soucasné pfitomen substrat, soutézi s inhibitorem o
aktivni misto enzymu. Rozsah inhibice pak zavisi na poméru koncentraci obou latek a na
poméru jejich afinit k enzymu. Uginek inhibitoru Ize zcela odstranit nadbytkem substratu.
K dosazeni maximalni rychlosti reakce v pfitomnosti inhibitoru je tfeba vyssi koncentrace
substratu nez v prostfedi bez inhibitoru. Kompetitivni inhibice je disledkem neabsolutni
specifity enzymu.



Nekompetitivni inhibitory v typickém piipadé€ neovliviiuji vazbu substratu na enzym, ale
snizuji rychlost pfemény substratu na produkt. Nekdy se vSak mohou ireverzibiln€ vazat do
aktivniho centra enzymu, ptipadné pobliz aktivniho centra, a v tomto druhém ptipadé
stericky branit pfistupu substratu k aktivnimu centru enzymu. Jejich ucinek je nezavisly na
koncentraci substratu (nesoutézi se substratem o vazebné misto) a nelze jej odstranit zvysenim
koncentrace substratu. Rozsah inhibice zavisi pouze na koncentraci inhibitoru a jeho afinité
k enzymu. Jestlize se vazou zcela mimo aktivni centrum enzymu, je mechanismus jejich
ucinku zpravidla zaloZen na allosterickém efektu: inhibitory méni konformaci enzymu

z aktivni na inaktivni prostfednictvim Sifici se zmény struktury, kterou vyvolaji vazbou na
molekulu enzymu. Ve vysledku je situace podobna, jako kdyby byla v reakéni smési snizena
koncnetrace enzymu, ktery je k dispozici pro katalyzu.

Akompetitivni inhibitory se mohou vazat na enzym, teprve kdyz vazba substratu vhodné
pozméni konformaci enzymu. Nevazou se tedy na volny enzym, ale na komplex enzym-
substrat, pficemz zabrani preméné substratu na produkt. Akompetitivni inhibici nelze zrusit
nadbytkem substratu. Je typicka pro vicesubstratové reakce (proto nebude dale podrobnéji
popisovana).

Diilezitou skupinou pfirozenych inhibitori tvofi inhibitory polypeptidové povahy, které inaktivuji nékteré
proteolytické enzymy. Patii sem i skupina inhibitoru trypsinu.

Utinek inhibitoru kvantitativng charakterizuje inhibicni konstanta K;, ktera udava koncentraci
inhibitoru [I] (mol/l), pfi niz je dosazeno pravé 50 % inhibice enzymu (50 % enzymu
pfitomného v reakéni smeési je vazano do komplexu enzym-inhibitor).

Nasledujici tabulka a graf uvadéji experimentalné zjisténé hodnoty pocatecni rychlosti
enzymove reakce v zavislosti na koncentraci substratu bez inhibitoru, v pfitomnosti
kompetitivniho (inhibitor A) a v pfitomnosti nekompetitivniho (inhibitor B) inhibitoru:

bez inhibitoru | inhibitor A |inhibitor B
[S] Vo Vo Vo
(umol/l) | (umol/min) | (umol/min) | (umol/min)
3 10.4 4.1 3.96
5 14.5 6.4 5.75
10 22.5 113 8.7
30 33.8 22.6 13
90 40.5 33.6 15.8




Zavislost pocatec¢ni rychlosti enzymové reakce na koncentraci
substratu v pfitomnosti kompetitivniho a nekompetitivniho inhibitoru

vo (umol/min)

—&—bez inhibitoru
—&— kompetitivni inhibitor
—— nekompetitivni inhibitor

[S] (pmol/)

Z grafu lze odecist jak kinetické parametry neinhibované reakce (Ky, Vimax - znazornéno
Sipkami), tak parametry reakci inhibovanych (Ky;', Vmax'), a z jejich hodnoty usuzovat na typ
inhibice (kompetitivni, nekompetitivni). Pfesné;jsi zjisténi hodnot Ky, Vinax @ Ky, Vinax ™ Opét
umoziuji lienarizované vynosy experimentalné zjisténych dat (podle Lineweavera a Burka,
podle Hanese, podle Eadieho a Hofsteeho, podle Eadieho a Scatcharda), ze kterych Ize navic
snadno zjistit velikost inhibi¢ni konstanty K; pouzitého inhibitoru.

Experimentalné jednodussi a pfitom presnéjsi postup zjisténi velikosti K; vSak spociva
(nikoliv v méteni zavislosti vy na [S] v ptitomnosti a nepfitomnosti inhibitoru, ale) v méfeni
zavislosti pocdtecni rychlosti reakce na koncentraci inhibitoru pii konstantni koncentraci
substratu v reak¢ni smési (meéfeni je nutno provést pii alespori dvou konstantnich
koncentracich substratu). Jde o pfimou metodu zji§téni K; podle Dixona, ktera zaroven
umoziuje usuzovat na typ inhibice. Nevyzaduje piitom znalost kinetickych parametra
neinhibované reakce.

Grafické vyhodnoceni je provedeno vynosem hodnot //vy proti [1] .

Pti kompetitivni inhibici se pfimky zavislosti //vy proti [I] namétené pti dvou rtiznych
koncentracich substratu protinaji ve 4. kvadrantu, jejich prasecik ma soutadnice [-Ki; 1/Vax].

Pti nekompetitivni inhibici se pfimky zavislosti //vy proti [I] namétené pti dvou riznych
koncentracich substratu protinaji na ose x, jejich prusecik ma soufadnice [-Kj; 0].



Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci
kompetitivniho inhibitoru - vyhodnoceni podle Dixona
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Material a vybaveni:

0,8 % roztok preparatu trypsinu s glukosou (0,2 g/25 ml vody) (zasobni preparat: trypsin :
glukosa =1 : 20)

40 mmol/l roztok BAPNA v dimethylsulfoxidu (DMS)

60 mmol/l Tris-Cl pufr s ptidavkem 30 mmol/l chloridu vapenatého, pH 8,2
dimethylsulfoxid (DMS)

30 % kyselina octova

1 uM TIS v Tris-pufru (0,027 mg/ml)

zkumavky, pipety, vortex, termostat, stopky



Postup:

Do 24 zkumavek (paralelni dvojice) pipetujte 1,5 ml pufru a dale podle rozpisu:

zk. |ml ml ml ml start konec Auos | OAsos | cpna npna | Vo
¢. |roztoku [roztoku |DMS |vody |reakce - |reakce - (mmol/l) | (umol) | (umol/min)
BAPNA |inhibitoru cas cas
TIS na na
stopkdch | stopkdch
1 10,025 [0,000 0,025{0,400 |20 10°20”
2 40" 10'40"
3 10,025 |0,050 0,025]0,350| 1" 11’
4 120" 1120
5 10,025 0,075 0,025]0,325|1°40" 11°40”
6 2 12°
7 10,025 |0,100 0,025]0,300 (220" 12°20”
8 2°40" 12°40"
9 10,025 0,125 0,025]0,275|3° 137
10 320" 1320”
11 {0,025 0,150 0,025]0,250(3°40 " [13740”
12 4’ 14’
13 {0,050 [0,000 0,0000,400 20" 10°20”
14 40" 10'40"
15 10,050 [0,050 0,000|0,350|1° 11’
16 120" 1120
17 10,050 0,075 0,000|0,325|1°40" 11°40”
18 2 12°
19 10,050 |0,100 0,000|0,300 (220" 12°20”
20 240" 12°40"
21 {0,050 0,125 0,000|0,275|3" 137
22 320" 1320
23 10,050 |0,150 0,000|0,250(3°40 " [13740”
24 4’ 14’

Zkumavky inkubujte v termostatu temperovaném na teplotu 37 °C po dobu cca 10 minut.

Zkumavky rozdélte na dveé skupiny (1-12 a 13-24) a v kazdé skupin€ proved’te enzymovou

reakci zvlast.

Enzymovou reakci startujte pridavkem 0,05 ml roztoku trypsinu v intervalech 20 sekund
(spustte stopky, po 20 sekundach startujte pfidavkem enzymu ve zkumavce ¢. 1 — dikladné
promichejte, stopky nevypinejte, po dalSich 20 sekundach startujte pridavkem enzymu ve

zkumavce €. 2, atd., viz tabulka). Pfesn€ po 5 minutach opét v pravidelnych intervalech 20

sekund reakci zastavujte pridavkem 0,5 ml kyseliny octové - dikladn€ promichejte.




Jako slepé vzorky pfipravte:

- pro zkumavky €. 1 - 12: 1,5 ml Tris-pufru, 0,025 ml roztoku BAPNA, 0,025 ml DMS,
0,4 ml vody, 0,5 ml kyseliny octové a 0,05 ml roztoku trypsinu — pfidejte do smési
jako posledni,

- pro zkumavky €. 13 - 24: 1,5 ml Tris-pufru, 0,050 ml roztoku BAPNA, 0,4 ml vody,
0,5ml kyseliny octové a 0,05 ml roztoku trypsinu — pfidejte do smési jako posledni.

Zmérte absorbanci vzorkl pfi vinové délce 405 nm proti pfislusnému slepému vzorku.
Vyhodnoceni:
Do protokolu uvedte tabulku doplnénou experimentalnimi (A4os) a vypoctenymi udaji.

(epxa = 9,62 L.mol™.cm™)
objem vzorku pro fotometrii (ml):

Experimentalni vysledky graficky zpracujte pomoci linearizovaného vynosu podle Dixona.

Experimentalné zji§téné a vypoctené udaje nejprve piehledné shriite do tabulky:
objem reak¢ni smeési (ml):

koncentrace substratu koncentrace substratu
(mmol/l) 0,5 (mmol/l) 1
Cinhibitor Vo 1/vo Vo 1/vo
(mol/l) (umol/min) (umol/min)

Z grafu odectéte hodnotu K; inhibitoru a urcete, o jaky typ inhibice se jedna:

Kii
typ inhibice:

Na zékladé¢ znalosti reakce katalyzované trypsinem, struktury aktivniho centra trypsinu,
struktury substratu a inhibitoru zjisténé vysledky vysvétlete:



