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Inhibice enzymovInhibice enzymovéé aktivityaktivity

inhibitory = linhibitory = láátky snitky snižžujujííccíí specificky aktivitu specificky aktivitu 
dandanéého enzymuho enzymu
ztrztrááta aktivity mta aktivity můžůže být doe být doččasnasnáá, aktivita se , aktivita se 
obnovobnovíí odstranodstraněěnníím inhibitoru (napm inhibitoru (napřř. dialysa, . dialysa, 
gelovgelováá filtrace, filtrace, ……) = ) = reverzibilnreverzibilníí inhibitoryinhibitory
ireverzibilnireverzibilníí inhibice = ztrinhibice = ztrááta aktivity je ta aktivity je 
nevratnnevratnáá (za norm(za normáálnlníích podmch podmíínek), aktivita nek), aktivita 
obvykle ubývobvykle ubýváá postupnpostupněě v v ččasease

ReversibilnReversibilníí inhibitoryinhibitory

obecnobecnéé schema reversibilnschema reversibilníí inhibiceinhibice
KKESES …… rovnovrovnováážžnnáá konstanta reakce enzymu se substrkonstanta reakce enzymu se substráátem, obvykle tem, obvykle 
platplatíí KKESES ~~ KKmm

KKisis …… rovnovrovnováážžnnáá inhibiinhibiččnníí konstanta (slope konstanta (slope -- smsměěrnicovrnicováá))
KKiiii …… rovnovrovnováážžnnáá inhibiinhibiččnníí konstanta (intercept konstanta (intercept -- úúsekovsekováá))
plnplnáá inhibice (inhibice (αα=0), parci=0), parciáálnlníí inhibice (inhibice (0<0<αα<1<1))
jsou to disociajsou to disociaččnníí konstanty konstanty -- ninižžšíší hodnota znamenhodnota znamenáá vvěěttšíší inhibiciinhibici

KKESES kk22
E + SE + S ESES E + PE + P

I     I     KKisis I      I      KKiiii
ααkk22

EIEI ESI      ESI      EI + PEI + P

[EI]
[E][I]

is =K

[ESI]
[ES][I]

ii =K
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Rychlost inhibovanRychlost inhibovanéé reakcereakce
]S['
]S['max

+
=

mK
Vv

KKmm(1(1 ++ [I]/[I]/KKisis)/(1 + [I]/)/(1 + [I]/KKiiii))VVmaxmax/(1 + [I]//(1 + [I]/KKiiii))smsměěsnsnáá
((KKiiii≠≠0,0, KKiiii≠≠KKisis,, KKiiss≠≠00))

KKmm/(1 + [I]//(1 + [I]/KKiiii))VVmaxmax/(1 + [I]//(1 + [I]/KKiiii))akompetitivnakompetitivníí
((KKiiss →→ ∞∞))

KKmmVVmaxmax/(1 + [I]//(1 + [I]/KKii))nekompetitivnnekompetitivníí
((KKiiii = = KKiis s ≡≡ KKii))

KKmm(1(1 ++ [I]/[I]/KKisis))VVmaxmaxkompetitivnkompetitivníí
((KKiiii →→ ∞∞))

KK''mm ==VV''maxmax ==InhibiceInhibice

""zdzdáánlivý" parametrnlivý" parametr '' = faktor x "skute= faktor x "skuteččný" parametrný" parametr

pomocpomocíí hodnot z tabulky pak lze zkonstruovat kinetickou rovnicihodnot z tabulky pak lze zkonstruovat kinetickou rovnici

KompetitivnKompetitivníí inhibiceinhibice
inhibitor i substrinhibitor i substráát se vt se váážžíí do stejndo stejnééhoho
aktivnaktivníího mho míísta enzymu sta enzymu -- kompetice kompetice 
(obvykle jsou strukturn(obvykle jsou strukturněě podobnpodobnéé))
ppřři velki velkéém nadbytku substrm nadbytku substráátu se vliv tu se vliv 
inhibitoru "pinhibitoru "přřekonekonáá" a rychlost dos" a rychlost dosááhne hne 
ppůůvodnvodníího maxima ho maxima VVmaxmax

((KKiiii →→ ∞∞))

ururččeneníí inhibiinhibiččnníí konstanty:konstanty:
soubor primsoubor primáárnrníích LB grafch LB grafůů
pro kapro kažždou danou dou danou [ I ][ I ]
zzíískskáá se soubor smse soubor směěrnicrnic
a a úúseksekůů
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UrUrččeneníí inhibiinhibiččnníích konstant (komp.)ch konstant (komp.)

dva sekunddva sekundáárnrníí grafy grafy -- výnosy hodnot smvýnosy hodnot směěrnic resp. rnic resp. 
úúseksekůů proti odpovproti odpovíídajdajííccíím koncentracm koncentracíím inhibitorum inhibitoru
obecný postup pro vobecný postup pro vššechny typy vratných inhibicechny typy vratných inhibicíí

[ I ][ I ]

smsměěrnicernice

[ [ 0,0 0,0 ]] [ I ][ I ]

úúseksek

[ [ 0,0 0,0 ]]

KKiiii →→ ∞∞KKiiss

KKii "sm"směěrnicovrnicováá""
KKii ""úúsekovsekováá""

AkAkompetitivnompetitivníí inhibiceinhibice

angl. uncompetitiveangl. uncompetitive
inhibitor se vinhibitor se váážže pouze nae pouze na
komplex ES a ne na volný Ekomplex ES a ne na volný E
v LB prim. výnosu se zv LB prim. výnosu se zíískskáá
soubor rovnobsoubor rovnoběžěžek ek ((KKiiss →→ ∞∞))
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Inhibice smInhibice směěsnsnáá a a 
neknekompetitivnompetitivníí

angl. mixed resp. angl. mixed resp. 
noncompetitivenoncompetitive
smsměěsnsnáá inhibiceinhibice je je 
obecný pobecný přříípad,pad,
KKii ii ≠≠ KKisis

KKiiss KKiiii
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[ I ] nar[ I ] narůůststáá

smsměěrnicernice
rrůůznznéé nekompetitivnnekompetitivníí

inhibiceinhibice jeje
specispeciáálnlníí ppřříípad,pad,
KKii ii = = KKisis = = KKii

KKii = = [ I ][ I ]5050
(vz(vzáácncnéé))

Kde bude prKde bude průůseseččíík?k?

KKisis << KKiiii
KKisis >> KKiiii
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SrovnSrovnáánníí úúččinkinkůů vratných inhibitorvratných inhibitorůů

typ inhibice:typ inhibice:
(a) (a) smsměěsnsnáá,, [[ II ] = ] = KKiiss= 0.5= 0.5KKiiii,, menmenšíší VV''maxmax= 0.67= 0.67VVmaxmax, vy, vyššíšší KK''mm= 2= 2KKmm
(b) kompetitivn(b) kompetitivníí,, [ I ] = [ I ] = KKisis, , V'V'maxmax= = VVmaxmax, vy, vyššíšší KK''mm= 2= 2KKmm
(c) akompetitivn(c) akompetitivníí, , [[ II ] = ] = KKiiii; ; menmenšíší V'V'maxmax= 0.5= 0.5VVmaxmax a a K'K'mm= 0.5= 0.5KKmm
(d) nekompetitivn(d) nekompetitivníí, , [[ II ] = ] = KKiiss= = KKiiii; ; menmenšíší VV''maxmax= 0.5= 0.5VVmaxmax, , K'K'mm= = KKmm

Inhibice substrInhibice substráátem (nadbytkem)tem (nadbytkem)

do aktivndo aktivníího mho míísta se navsta se naváážže druhe druháá
molekula substrmolekula substráátutu
specispeciáálnlníí ppřříípad akompetitivnpad akompetitivníí
inhibiceinhibice

KKESES kk22
E + SE + S ESES E + PE + P

S      S      KKSS

ESES22

Ukázka vlivu rostoucí KS
vzhledem ke Km:

bez inhibice, KS/Km>> 100
KS/Km = 100
KS/Km = 10
KS/Km = 1

][ES
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IreversibilnIreversibilníí inhibiceinhibice
vváážžíí se kovalentnse kovalentněě do aktivndo aktivníího mho míístasta
znizniččíí skupinu aminokyseliny enzymu,skupinu aminokyseliny enzymu,
kterkteráá se se úúččastnastníí biokatalytickbiokatalytickéé reakcereakce
vznikne velmi pevnvznikne velmi pevnáá nekovalentnnekovalentníí interakce interakce (allopurinol (allopurinol 
a xanthinoxidasa)a xanthinoxidasa)

ddůůleležžititéé pro studium prpro studium průůbběěhuhu
enzymovenzymovéé reakce reakce -- lze tak urlze tak urččit, it, 
kterkteréé aminokyseliny se na naminokyseliny se na níí podpodííllíí

ukukáázka reakce chymotrypsinu a zka reakce chymotrypsinu a 
diisopropylfluorfosfdiisopropylfluorfosfáátu (DFP),tu (DFP),
vedoucvedoucíí ke kovalentnke kovalentníí modifikacimodifikaci
serinu v aktivnserinu v aktivníím mm mííststěě

N
N

N

N

H

OH

Titrace enzymovTitrace enzymovéé aktivity irev. inhibitoremaktivity irev. inhibitorem

postupnpostupnéé ppřřididáávváánníí inhibitoru, aktivita (resp. reakinhibitoru, aktivita (resp. reakččnníí
rychlost) linerychlost) lineáárnrněě klesklesáá s mnos množžstvstvíím pm přřidanidanéého ho 
inhibitoruinhibitoru
v "bodv "boděě ekvivalence" je lekvivalence" je láátkovtkovéé mnomnožžstvstvíí enzymu enzymu nnE E 
(resp. jeho aktivn(resp. jeho aktivníích mch mííst) rovnst) rovnéé lláátkovtkovéému mnomu množžstvstvíí
ppřřidanidanéého inhibitoru ho inhibitoru nnII

lze tak jednodulze tak jednodušše ure urččit it 
mnomnožžstvstvíí enzymu enzymu nnEE

napnapřř. DFP a cholinesterasa,. DFP a cholinesterasa,
ttěžěžkkéé kovy a kovy a --SH skupinaSH skupina

aa

[ I ][ I ][0,0][0,0]
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"Sebevra"Sebevražžednednéé""
substrsubstráátyty
normnormáálnlněě prakticky prakticky 
nereaktivnnereaktivníí
po navpo naváázzáánníí do aktivndo aktivníího ho 
mmíísta enzymu probsta enzymu proběěhne hne ččáást st 
enzymovenzymovéé reakce, preakce, přřiiččememžž
vznikne velmi reaktivnvznikne velmi reaktivníí
meziprodukt, co se meziprodukt, co se 
kovalentnkovalentněě navnaváážže v aktivne v aktivníím m 
mmííststěě
angl. "suicidal inactivators", angl. "suicidal inactivators", 
nebo taknebo takéé "mechanism"mechanism--
based inactivators"based inactivators"
ccíílený nlený náávrh lvrh lééččiv iv -- nenešškodnkodnéé
v bunv buněčěčnnéém prostm prostřřededíí, , 
inaktivujinaktivujíí pouze "svpouze "svůůj" j" 
specifický enzymspecifický enzym

podobnpodobnýý
transitntransitníímumu
stavu u norm.stavu u norm.
substrsubstráátutu

SpecifickSpecifickéé znaznaččeneníí enzymenzymůů

Tag = znaTag = značčka (fluorescein, biotin, ka (fluorescein, biotin, ……))

reaktivnreaktivníí skupina na skupina na 
analoguanalogu substrsubstráátu nebo tu nebo 
inhibitoruinhibitoru



8

ActivityActivity--based enzyme profillingbased enzyme profilling

srovnsrovnáávacvacíí studiestudie
mapovmapováánníí enzymovenzymovéého profiluho profilu

CCíílenlenáá modifikace postrannmodifikace postranníích skupinch skupin

EE--NHNH22
(Lys)(Lys)

EE--SHSH
(Cys)(Cys)

EE----

(His)(His)

R-N=C=S

O2N

NO2

O2N

HO3S

R-CH=Oisothiocyanisothiocyanáátt
(adice (adice -- thiomothiomoččovina)ovina)

trinitrobenzensulfonovtrinitrobenzensulfonováá
kyselina (subst.)kyselina (subst.)

aldehydaldehyd
(+ redukce borohydridem)(+ redukce borohydridem)

Cl-Hg COOH N OO
R

S S NO2O2N

HOOC COOH

pp--chlormerkurichlormerkuri
benzoovbenzoováá k.k.

maleimidy, napmaleimidy, napřř. NEM. NEM
(adice)(adice)

5,55,5''--dithiodithio--bis(bis(22--nitrobenzoovnitrobenzoováá k.)k.)
DTNB, Ellmanovo DTNB, Ellmanovo ččinidloinidlo
(substituce)(substituce)

NH
N

O
CO

CO

OC2H5

OC2H5

diethylpyrokarbondiethylpyrokarbonáát (alkoxylace)t (alkoxylace)
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CCíílenlenáá modifikace postrannmodifikace postranníích skupinch skupin

EE--OHOH
(Ser)(Ser)

EE----
(Tyr)(Tyr)

EE----
(Arg)(Arg)

P
O

F
O

O

CH(CH3)2

CH(CH3)2

C
H2

S F
O

O

diisopropylfluorfosfdiisopropylfluorfosfáátt
DFP (fosforylace)DFP (fosforylace)

fenylmethylsulfonylfluoridfenylmethylsulfonylfluorid
PMSF (sulfonylace)PMSF (sulfonylace)

OH C(NO2)4

tetranitromethantetranitromethan
(nitrace)(nitrace)

NN--acetylimidazolacetylimidazol
NAI (acetylace)NAI (acetylace)N

N

CO-CH3

NH
NH2+

NH2

O
O

CH3

CH3

O
O

H

2,32,3--butandionbutandion
(kondenzace)(kondenzace) fenylglyoxal (kondenzace)fenylglyoxal (kondenzace)


