Uloha 9 — Enzymova kinetika IT
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu: graf: zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu, graf: zavislost
rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu - linearizace podle Lineweavera a Burka, graf:
zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu - linearizace podle Hanese, graf: zavislost
rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu - linearizace podle Eadieho a Hofstee, graf: zavislost
rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu - linearizace podle Eadieho a Scatcharda, graf:
zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci inhibitoru — vyhodnoceni podle Dixona

OKRUHY K PRIPRAVE

Trypsinova reakce, princip méteni trypsinové aktivity s pouzitim umélého chromogenniho substratu.
Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu, rovnice Michaelise a Mentenové,
Michaelisova konstanta, limitni (maximalni) rychlost reakce. Linearizace rovnice Michaelise a
Mentenové. Kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni inhibice enzymu. Lamberttiv-Beertv zakon.
Chemické vypocty.

Navod vplném znéni plati pro obory molekularni biologie, chemie, biochemie
(pétihodinova a sedmihodinova cviceni).

Biologické obory kromé molekularni biologie (tfihodinova cvi€eni): jen €ast A.

Ucitelské kombinace (étyrhodinova cvic€eni): jen ¢ast A.

PRINCIP ULOHY
A. Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu,

stanoveni Km a Viim
Rychlost enzymovych reakci je zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech prostredi, mnozstvi enzymu
v reakéni smési, pritomnosti efektor (modifikéatori) a také na koncentraci substratii.

Jednosubstratové reakce probihaji podle obecného schématu:
E+S2ES—>(EP>)E+P (E = enzym, S = substrat, P = produkt/y/)

Pfi konstantni koncentraci enzymu je po&atecni rychlost jednosubstratové enzymové reakce vy (mol.s™)
zavisla na koncentraci substratu /S/ (mol.l-1) podle vztahu:
vo [mol.s] = (Viim - [S] )/(Km +[S] ) (rovnice Michaelise a Mentenové)

kde Viim [mol.s™] je limitni (maximdlni) rychlost reakce a Ky [mol.l''] je Michaelisova konstanta. Ky
je zakladni kinetickou konstantou, ktera je za urcitych podminek (pH, teplota, slozeni reak¢ni smesi atd.)
typicka pro kazdou dvojici enzym - substrat. Pfi koncentraci substratu [S] = Kw je reakéni rychlost rovna
poloving limitni (maximalni) rychlosti:

Vo = (Vnm[S] )/(KM +[S] ) KL[S]P Vo= V1im[S]/2[S] = Vlim/z

Enzym s malou hodnotou Ky tedy dosahuje maximalniho katalytického uc¢inku pfi nizkych koncentracich
substratu.

Michaelisova konstanta miize byt rovnéz vyjadiena jako: Km=k-;/ k; + ka2 / ki=Ks+ k2/ ki
Ks je v tomto piipad¢ disociacni konstanta Michaelisova komplexu a Ky tedy mtize byt také métitkem
afinity enzymu k substratu za pfedpokladu ze %/ k;je malé ve srovnani s Ks.
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Zavislost pocatecni rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu (pii konstantni koncentraci
enzymu) ma hyperbolicky pritbéh (rovnoosa /pravouhld/ hyperbola s posunutym zacatkem o soutadnicich
[Viim; - Km]) a sestava ze dvou ¢asti rozdélenych hodnotou Ku:

[S] <<Kwm => Vo = Viim . [S]/ Kum = konst. [S]
Vo = (Viim . [S])/(Km +[S]) \

[S]>>Kn=>vo = Vi . [S]/[S] = Vim

- pFi nizkych koncentracich substratu je jen mala ¢ast molekul enzymu vazana do komplexu ES, pro
koncentraci volného enzymu tedy plati: [E] >> [ES], rychlost reakce je imérnd koncentraci substratu [S] a
reakce probihd podle kinetiky reakce prvniho fadu.

V praxi se podminek nadbytku enzymu v reakéni smési vyuziva pro stanoveni koncentrace substratu (viz tloha 10).

- pri vysokych koncentracich substrdtu je naopak vSechen enzym vazan do komplexu ES, takze plati [E]
<< [ES], reakce se vzhledem k substratu stava reakci nultého fadu, je dosazeno limitni (mezni,
maximalni) rychlosti reakce Vim, ktera uz se zvysSujici 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 meéni s ¢asem linearn€ a smérnice
primky popisujici zavislost dP/dt je ekvivalentni koncentraci enzymu (aktivité enzymu). V praxi probiha za
podminek nadbytku substratu v reakéni smési (nepfimé - kinetické) méfeni aktivity enzymu (viz tloha 8): Viim je pii
nasyceni enzymu substratem imérna koncentraci enzymu. Nejde tedy (na rozdil od Michaelisovy konstanty, ktera na
koncentraci enzymu nezavisi) o veli¢inu charakteristickou pro studovany systém enzym-substrat.

- pFi koncentracich substratu blizkych hodnoté Ky probiha reakce podle kinetiky reakce smiSeného radu.

Kwm je (na rozdil od Viim) nezavisla na koncentraci enzymu, zavisi v§ak na prostfedi, v némz probiha
enzymova rekce (pH, teplota, pfitomnost efektorti).

Prakticky vyznam zjisténi hodnoty K je nasledujici:

- hodnoty K urcuji pfiblizné vnitrobunééné koncentrace substrati enzymi intermediarniho metabolismu,

- porovnani hodnot Ku je obvykle prvnim krokem pfi zkoumani totoznosti enzymt izolovanych z rtiznych
organismd, tkani.nebo subceluldrnich frakei bunky,

- u enzymu se $irsi substratovou specifitou se povazuje za fyziologicky ten substrat, ktery ma nejnizsi hodnotu Ky,

- znalost hodnoty Ky ma bezprostiedni vyznam pro optimalizaci podminek stanoveni aktivity enzymi v biologickém
materialu, pii pouZiti enzymu k analytickym u¢eltim apod. Pro spravné stanoveni aktivity enzymu je nutné, aby byla
koncentrace substratu v reakéni smési alespon desetinasobkem Michaelisovy konstanty.

Nedostatkem rovnice Michaelise a Mentenové je, Ze popisuje pouze poc¢atecni rychlost reakce (pro t = 0), kdy je
slozeni reak¢ni smési konstantni (koncentrace substratu se nelisi od vychozi, znamé [S] a koncentrace produktu

v reakéni smési je nulova). Z toho diivodu je nutno provadét kinetickd méfeni v pokud mozno co nejkratSim case,
obecné za podminek, pfi nichz se na produkt nepfemeénilo vice nez 10 % substratu vneseného do reakéni smési na
pocatku reakce, anebo méfit rychlost reakce v riznych ¢asovych intervalech a stanovit ve vSech pfipadech pocatecni
rychlost reakce extrapolacnimi metodami (viz uloha 8).

Nejednodussi zpisob grafického zjisténi hodnot Km a Viim spociva v sestrojeni zavislosti pocatecni
rychlosti enzymové reakce vy na koncentraci substratu [S]. Ode¢teni Vim a Ky z nelinearni zavislosti vy
na [S] je vSak neptesné a proto se prakticky nepouziva. Rovnici Michaelise a Mentenové 1ze nékolika
zpusoby linearné transformovat na rovnice typu y = ax + b (obecna rovnice piimky), kde x je nezavisle
promeénna, y je zavisle proménna, a je smérnice pfimky a b je usek na ose y:
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linearizace linearizovany tvar rovnice X y vynosy |a b
podle Michaelise a Mentenové proti x (smérnice (Gsek na
primky) 0s€ »)
Lineweaver - |1/vo= 1/[S] [1/vo | 1/vo Km/Viim 1/Viim
Burk Kwm/Viim. 1/[S] + 1/Viim proti
1/[S]
Hanes [S]/vo= [S] [S1/vo [[S]/vo 1/Viim Kwm/Viim
(1/Viim).[S] + Km/Viim proti
[S]
Eadie - Vo= vo/[S] | Vo Vo -Km Viim
Hofstee - Km. vo/[S] + Viim proti
vo/[S]
Eadie- Vo/[S] = Vo Vo/[S] Vo/[S] —I/KM Vlim/KM
Scatchard - vo/Km + Vii/Km proti
Vo
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Linearni zavislosti umoznuji pfesnéji odecitat hodnoty Ky a Viim ze smérnice piimky anebo z tiseku na
ose y (ptipadné z pruseciku pfimky s osou x). I kdyz se v soucasnosti pouziva nelinearni regrese
kinetickych dat s vyuzitim specialniho pocitacového software, pro bézné ucely je tento zplsob
vyhodnoceni kinetickych dat dostacujici.

V této uloze budou kinetické parametry enzymové reakce stanoveny jen pfiblizn€ - méteni reakénich
rychlosti bude provadéno pouze v jediném Casovém intervalu, bez extrapolace k nulovému Casu.

Zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu

45
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B. Inhibice enzymové reakce

Katalytickou u¢innost enzymt ovliviiuje fada latek - efektorti (modifikatorti). Zvysuji-li aktivitu
enzymu, jedna se o pozitivni efektory - aktivatory; snizuji-li aktivitu enzymu, jedna se o 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 ptivodni aktivitu enzymu lze rozliSit vratnou (reverzibilni) a nevratnou
(ireverzibilni) inhibici. Reverzibilni inhibitor 1ze z enzymu odstranit (napt. dialyzou) a obnovit tak
enzymovou aktivitu. Pfi ireverzibilni inhibici se jiz neda aktivita enzymu zZadnym zplisobem obnovit;
spiSe nez o inhibici se tedy jedna o inaktivaci enzymu. Kinetika je ireverzibilni inhibice (inaktivace)
jednoducha: postupnymi pridavky inhibitoru se rozsah inhibice stale zvétSuje, az je vSechen enzym
vazan do komplexu enzym-inhibitor a tim inaktivovan.

Reverzibilni inhibitory plisobi nejcastéji nasledujicimi mechanismy: bud’to vyvolavaji zménu struktury
molekuly enzymu a nasledkem toho pak enzym ztraci schopnost katalytické ucinnosti, anebo
konkuruji substratu pti vazb¢ na aktivni centrum a tim snizuji rychlost pfemény substratu.

Z hlediska mechanismu plisobeni na enzym existuji ¢tyfi zakladni typy (zpravidla reverzibilni)
inhibice, navzajem dobie rozeznatelné kinetickym métenim - srovnanim velikosti Michaelisovy
konstanty a limitni rychlosti reakce naméfenych bez inhibitoru (Km, Viim) @ v jeho pritomnosti (Kw”,
Viim'):

- kompetitivni inhibice - inhibitor neovliviiuje limitni rychlost reakce (Vim” = Viim), ale zvySuje
Michaelisovu konstantu (Ky™ > Kw),

- nekompetitivni inhibice - inhibitor snizuje limitni rychlost reakce (Viim" < Viim), Michaelisova
konstanta se v§ak neméni (Kn™ = Kw),
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- akompetitivni inhibice - inhibitor snizuje limitni rychlost reakce i Michaelisovu konstantu, ale tak,
ze se neméni jejich pomér (Km'/Km= Viim/Viim),

- smiSend inhibice - inhibitor méni limitni rychlost reakce, Michaelisovu konstantu i jejich pomér
(Knm'/Km # Viim/Viim).

Kompetitivni inhibitory maji strukturu (celé molekuly nebo jeji ¢asti uplatitujici se ve vazb¢ na enzym)
natolik podobnou substratu, Ze je enzym nerozezna a tvoti s nimi namisto komplexu enzym-substrat
inaktivni komplex enzym-inhibitor, ktery se nepfeméiuje na produkt (inhibitor neni schopen se
pfemeénit na produkt). Tvorba komplexu enzym-kompetitivni inhibitor je vratna. Je-li soucasné
pritomen substrat, sout€Zi s inhibitorem o aktivni misto enzymu. Rozsah inhibice pak zavisi na poméru
koncentraci obou latek a na poméru jejich afinit k enzymu. Uéinek inhibitoru Ize zcela odstranit
nadbytkem substratu. K dosazeni limitni rychlosti reakce v pfitomnosti inhibitoru je tfeba vySsi
koncentrace substratu nez v prostiedi 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. Nékdy se v§ak mohou ireverzibiln€ vazat do aktivniho centra
enzymu, ptipadné pobliz aktivniho centra, a v tomto druhém piipad¢ stericky branit pfistupu substratu
k aktivnimu centru enzymu. Jejich Gc¢inek 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 u¢inku zpravidla zalozen na allosterickém efektu: inhibitory
méni konformaci enzymu z aktivni na inaktivni prostfednictvim §ifici se zmény struktury, kterou
vyvolaji vazbou na molekulu enzymu. Ve vysledku je situace podobna, jako kdyby byla v reakéni
smesi sniZzena koncnetrace enzymu, ktery je k dispozici pro katalyzu.

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

Dulezitou skupinou ptirozenych inhibitorti tvoii inhibitory polypeptidové povahy, které inaktivuji nékteré
proteolytické enzymy. Patii sem i skupina inhibitorti trypsinu, zahrnujici napf. trypsinovy inhibitor z vajecného
bilku (ovomukoid) nebo trypsinovy inhibitor ze sdjovych semen.

Utinek inhibitoru kvantitativné charakterizuje inhibi¢éni konstanta Ki, kterd udava koncentraci
inhibitoru [I] , pfi niz je dosaZeno praveé 50 % inhibice enzymu (50 % enzymu piitomného v reakéni
smési je vazano do komplexu enzym-inhibitor).

Zjisténi K; pfimou metodou podle Dixona, ktera zaroven umoziuje usuzovat na typ inhibice, spoc¢iva
v méfeni zavislosti pocatecni rychlosti reakce na koncentraci inhibitoru pti konstantni koncentraci
substratu v reak¢ni smeési (méfeni je nutno provést pii alespont dvou konstantnich koncentracich
substratu). Nevyzaduje pfitom znalost kinetickych parametrti neinhibované reakce. Grafické
vyhodnoceni je provedeno vynosem hodnot 1/vy proti [1] .

Pti kompetitivni inhibici se ptimky zavislosti 1/vy proti [I] namétené pii dvou riznych koncentracich
substratu protinaji ve 4. kvadrantu, jejich prise¢ik ma soufadnice [-Ki; 1/Viim].

Pti nekompetitivni inhibici se ptimky zavislosti 1/vy proti [I] namétené pii dvou riznych
koncentracich substratu protinaji na ose x, jejich prisecik ma soufadnice [-Kj; 0].
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Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci
kompetitivniho inhibitoru - vyhodnoceni podle Dixona
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Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci
nekompetitivniho inhibitoru - vyhodnoceni podle Dixona
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Jako p¥irozené substradty trypsinu byvaji pouZivany béiné bilkoviny (kasein, Zelatina, hemoglobin,
albumin) a jako umély chromogenni substrdt kromé jinych také N,-benzoyl-D,L-arginin-4-
nitroanilid (N,-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid, BAPNA), ktery je trypsinem $tépen za viniku N,
benzoyl-D,L-argininu a 4-nitroanilinu (PNA):

H;0
Ng-benzoyl-D,L-arginin-4-nitroanilid = N.-benzoyl-D,L-arginin + 4-nitroanilin

V kyselém prostiedi absorbuje 4-nitroanilin viditelné zdaieni s maximem v okoli vinové délky 405 nm
(epna=9,62.10° Lmol".cm™) a jeho mnoZstvi vzniklé enzymovou reakci Ize stanovit fotometricky.
Okyseleni vzorku zdaroveii ukoncuje enzymovou reakci.
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PRAKTICKA CAST A. Zavislost rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu, stanoveni Km a Viim

Material a vybaveni:

preparat trypsinu (viz tloha €. 8)

40 mmol.I'' roztok BAPNA v dimethylsulfoxidu

60 mmol.I"!' Tris-Cl puft s piidavkem 30 mmol.I"'chloridu vapenatého, pH 8,2
dimethylsulfoxid (DMSO)

30 % kyselina octova

kratké zkumavky, pipety, davkovace, vortex, termostat, stopky, fotometr

Postup:
Do 21 zkumavek (paralelni trojice) pipetujte 1 ml Tris-Cl pufru, 0,75 ml vody a déle podle rozpisu:
zk.| objem | objem c start reakce | konec Asos | DAs05 c n PNA rychlost
¢. | roztoku | DMSO | (BAPNA) | - ¢as na reakce - cas (PNA) [umol] | [umol.min™]
BAPNA | [ul] |[mmol.I"]|stopkdch na stopkdach [mmol.I''] | naml | namlreakéni
[ul] reak¢ni smési
smési
1 120 180 0" 5
2 120 180 20" 520"
3 120 180 |  |eeeeeem e 0,000
4 140 160 40’ 540"
5 140 160 1’ 6’
6 140 160 | |eeeeeee e 0,000
7 160 140 120" 620"
8 |60 140 1’40 6'40”
9 160 140 | |eeeeeee e 0,000
10 | 80 120 2 7
11 |80 120 220" 720"
12 | 80 120 | emememeem e 0,000
13 1120 80 2°40” 7°40"
14 1120 80 3 8
15 1120 80 | e e 0,000
16 | 160 40 320" 820"
17 1160 40 340" 840"
18 1160 L I e 0,000
19 1200 0,0 4’ 9
20 200 0,0 420" 920"
21 1200 00 | |eeeeeee e 0,000

Do zkumavek €. 3, 6,9 ,12, 15,18 a 21 pfipipetujte 0,5 ml kyseliny octové a 50 ul vody, zkumavky
ponechejte stranou - jejich obsah bude slouzit jako kontrolni vzorky.

Ostatni zkumavky inkubujte v termostatu temperovaném na teplotu 37 °C po dobu 10 minut. Poté
startujte enzymovou reakci pfidavkem 50 pl roztoku trypsinu v intervalech 20 sekund (po pfidavku
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enzymu reakéni smés promichejte na vortexu) a reakci pfesné€ po 5 minutach zastavte pridavkem 0,5
ml roztoku kyseliny octové. Vzorek dikladn€ promichejte na vortexu.
Béhem enzymové reakce ziistavaji zkumavky s reakéni smési v termostatu.

Zm¢éfte absorbanci vSech vzorki pti vinové délce 405 nm proti prisluSnému kontrolnimu vzorku
(zkumavky €. 3,6, 9,12, 15,18 a 21).

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved’te tabulku doplnénou experimentalnimi (A4os) a vypoctenymi udaji (epna =
9,62.10° Lmol.cm™).

Do grafu vyneste zavislost reakcni rychlosti na koncentraci substratu. Z grafu ptiblizn¢ odhadnéte
velikost Ky (odhad v grafu znazornéte).

Experimentalni vysledky dale graficky zpracujte pomoci linearizovanych vynosi podle autori
a) Lineweaver - Burk (1/vo proti 1/cgapna)

b) Hanes (cBapNA/Vo Proti CapNa)

c) Eadie - Hofstee  (vo proti vo/Ceapna)

d) Eadie - Scatchard (vo/ceapna proti vo)

Vypoctené udaje nejprve prehledné shriite do tabulky:

Lineweaver - Hanes Eadie - Eadie -
Burk Hofstee Scatchard
c 1/vo 1/cBapNA | CBAPNA/VO | CBAPNA Vo Vo/CBAPNA | Vo/CBAPNA | VO
(BAPNA)
[mmol.I'"]

Z linearizovanych grafii ode¢téte hodnoty vyrazl, z nichz lze vypocitat Ky a Viim.

Lineweaver - Hanes Eadie - Eadie -
Burk Hofstee Scatchard

smérnice piimky

usek na ose y

soufadnice priseciku ptimky
S 0sou X

Ob¢ veli¢iny vypoctéte.
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Srovnejte hodnoty Km a Viim zjisténé riznymi zptisoby:

graficke vyneseni podle Kwm Viim Viim Ky [mmol.I'] nebo
[mmol.I""] | [umol.min™'] [nkat] Viim [umol.min™!]
zjisténda ze souradnic
priseciku primky a osy x

Michaelis - Mentenova
Lineweaver — Burk
Hanes

Eadie - Hofstee

Eadie — Scatchard
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PRAKTICKA CAST B. Inhibice enzymové reakce

Material a vybaveni:

preparat trypsinu (viz loha €. 8)

40 mmol.I"' roztok BAPNA v dimethylsulfoxidu

60 mmol.I"! Tris-Cl puft s pfidavkem 30 mmol.l ! chloridu vapenatého, pH 8,2
dimethylsulfoxid (DMSO)

30 % kyselina octova

20 mg.I'! TISB

kratké zkumavky, pipety, davkovace, vortex, termostat, stopky, fotometr

Postup:
Do 24 zkumavek (paralelni dvojice) pipetujte 1 ml Tris-CL pufru a dale podle rozpisu:
zk. | objem | objem | objem | objem |start konec Asos | O c n rychlost
¢. | roztoku | roztoku |DMSO| vody |reakce - |reakce - Ass| (PNA) PNA | [umol.min™]
BAPNA |inhibitoru| [ul] [ul] |cas cas [mmol.I''] | [umol] na ml
[ud] [ul] na na na ml reak¢ni
stopkach | stopkach reakéni smeési
smési
1 |25 0 25 900 207 1020”
2 |25 0 25 900 |40~ 10°40”
3 125 50 25 850 1’ 11’
4 |25 50 25 850 120" 1120”
5 |25 75 25 825 1’40 11°40”
6 |25 75 25 825 2 12°
7 125 100 25 800 [2720” 12°20”
8 |25 100 25 800 [2°40” 12°40”
9 |25 125 25 775 3 13’
10 |25 125 25 775 320" 1320”
11 |25 150 25 750 (3740 " 13°40”
12 |25 150 25 750 |4 14’
13 150 0 0 900 |20~ 1020”
14 |50 0 0 900 |40~ 10°40”
15 |50 50 0 850 1 11’
16 |50 50 0 850 120" 1120”
17 150 75 0 825 1’40 11°'40”
18 |50 75 0 825 2 12°
19 |50 100 0 800 [2720” 12°20”
20 |50 100 0 800 [2740” 12°40”
21 50 125 0 775 3 137
22 50 125 0 775 320" 1320”
23 |50 150 0 750 (3740 " 13°'40”
24 50 150 0 750 |4 14’

Zkumavky rozdélte na dve skupiny (1-12 a 13-24) a v kazdé skupiné proved’te enzymovou reakci

zvlast.

Zkumavky inkubujte v termostatu temperovaném na teplotu 37 °C po dobu 10 minut. Poté startujte
enzymovou reakci piidavkem 50 ul roztoku trypsinu v intervalech 20 sekund (po pfidavku enzymu
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Uloha 9 — Enzymova kinetika IT
Prakticka cast B. Inhibice enzymové reakce

reakéni smés promichejte na vortexu) a reakci presné po 10 minutach zastavujte ptidavkem 0,5 ml
roztoku kyseliny octové. Vzorek dikladné promichejte na vortexu.
Béhem enzymové reakce ziistavaji zkumavky s reakéni smési v termostatu.

Jako kontrolni vzorky ptipravte:
- pro zkumavky €. 1 - 12: 1 ml Tris-pufru, 25 ul roztoku BAPNA, 25 ul DMSO, 0,95 ml vody a
0,5 ml kyseliny octové,
- pro zkumavky €. 13 - 24: 1 ml Tris-pufru, 50 ul roztoku BAPNA, 0,95 ml vody a 0,5 ml
kyseliny octové.

Zm¢éfte absorbanci vSech vzorki pti vinové délce 405 nm proti prislusnému kontrolnimu vzorku.

Vyhodnoceni:
Do protokolu uved'te tabulku doplnénou experimentalnimi (A4os) a vypoctenymi udaji (epna =
9,62.10° 1.mol!.cm™).

Experimentalni vysledky graficky zpracujte pomoci linearizovaného vynosu podle Dixona.

Experimentalné zjisténé a vypoctené udaje nejprve piehledné shriite do tabulky:

¢ (BAPNA)[mmol.I']: ¢ (BAPNA)[mmol.I']:
c(inhibitor) | vo 1/vo Vo 1/vo
[mg.I'']: [umol.min™'] [umol.min™']

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

Ki (dopliite fyzikalni rozmér):
typ inhibice:

Na zaklad¢ znalosti reakce katalyzované trypsinem, struktury aktivniho centra trypsinu, struktury
substratu a inhibitoru zjisténé vysledky vysvétlete:
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Uloha 9 — Enzymova kinetika IT
Kontrolni list.

KONTROLNI LIST

jména:
obor: datum provedeni:
ULOHA 9A
zk. objem DMSO Asos
¢. roztoku [ul]

BAPNA

(]

1 20 180
2 20 180
3 20 180 0,000
4 40 160
5 40 160
6 40 160 0,000
7 60 140
8 60 140
9 60 140 0,000
10 80 120
11 80 120
12 80 120 0,000
13 120 80
14 120 80
15 120 80 0,000
16 160 40
17 160 40
18 160 40 0,000
19 200 0,0
20 200 0,0
21 200 0,0 0,000

Podpis vedouciho cviceni:
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Kontrolni list.

ULOHA 9B

zk. objem objem objem objem Asos
¢. roztoku roztoku DMSO vody [ul]

BAPNA inhibitoru [ul]
[1l] [1l]

1 25 0 25 900
2 25 0 25 900
3 25 50 25 850
4 25 50 25 850
5 25 75 25 825
6 25 75 25 825
7 25 100 25 800
8 25 100 25 800
9 25 125 25 775
10 |25 125 25 775
11 |25 150 25 750
12 |25 150 25 750
13 |50 0 0 900
14 |50 0 0 900
15 |50 50 0 850
16 |50 50 0 850
17 150 75 0 825
18 |50 75 0 825
19 150 100 0 800
20 |50 100 0 800
21 |50 125 0 775
22 |50 125 0 775
23 |50 150 0 750
24 |50 150 0 750

Podpis vedouciho cviceni:
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