Inhibice enzymové aktivity

® inhibitory = latky snizujici specificky aktivitu

daného enzymu

m ztrata aktivity muze byt docasna, aktivita se
obnovi odstranénim inhibitoru (napf. dialysa,
gelova filtrace, ...) = reverzibilni inhibitory

® jreverzibilni inhibice = ztrata aktivity je

nevratna (za normalnich podminek), aktivita

obvykle ubyva postupné v ¢ase

Reversibilni inhibitory
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® obecné schema reversibilni inhibice
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® plna inhibice (a=0), parcialni inhibice (0<a<1)
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Kgs ... rovnovazna konstanta reakce enzymu se substratem, obvykle

Kis ... rovnovazna inhibi¢ni konstanta (slope - smérnicova)
K;i ... rovnovazna inhibicni konstanta (intercept - Usekova)

jsou to disociacni konstanty - nizSi hodnota znamena vétsi inhibici
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pomoci hodnot z tabulky pak Ize zkonstruovat kinetickou rovnici

Kompetitivni inhibice |-
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Uréeni inhibiénich konstant (komp.)
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= dva sekundarni grafy - vynosy hodnot smérnic resp.
useku proti odpovidajicim koncentracim inhibitoru

= obecny postup pro vSechny typy vratnych inhibici
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®= angl. uncompetitive
® inhibitor se vaze pouze na
komplex ES a ne na voiny E
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Inhibice smésnaa |E+s ES — > E+P
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VN, SToVnani uéinka vratnych inhibitora
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(a) smésn4, [1] = K, .= 0.5K;, mensi V', ,,= 0.67V,,,,, vys$§i K' = 2K |
(b) kompetitivni, [ I ] = Kis’ Vlmax= Vmax’ Vy§§i KIm= 2Km

(c) akompetitivni, [ 1] = K;; mensi V', .= 0.5V, aK' =0.5K
() nekompetitivig, [1]= K= K;; mensi V' .= 0.5V, .., K',.= K,
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Inhibice substratem (nadbytkem)

Kes K [ESI[S]
E+S —— ES E+P g =2
[ES,]
S Ks = do aktivniho mista se navaze druha
vV [S] molekula substratu
V= = ES » specialni pfipad akompetitivni
K +[S][1 +[S]j 2 YWV inhibice K/
m 1 E
KS 049 2 —.___.___..._ ’IOC
Ukazka vlivu rostouci Kg 0 ? -
vzhledem ke K,,: ook A
_ P
o 0 5'7/ —T=={10
bez inhibice, Ks/K,>>100 £
Ke/K,, =100 032,[’"“"\
Ke/K,, = 10 0.2 e =
KKy, =1 0 1{ 1
1 2 3 1 % g8 9 10




Ireversibilni inhibice

® vazi se kovalentné do aktivniho mista
® zni¢i skupinu aminokyseliny enzymu,
ktera se ucastni biokatalytické reakce

OH

vznikne velmi pevna nekovalentni interakce (allopurinol

a xanthinoxidasa)

dulezité pro studium pribéhu
enzymové reakce - Ize tak uréit,
které aminokyseliny se na ni podili

ukazka reakce chymotrypsinu a
diisopropylfluorfosfatu (DFP),
vedouci ke kovalentni modifikaci
serinu v aktivnim misté
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Titrace enzymové aktivity irev. inhibitorem

= postupné pridavani inhibitoru, aktivita (resp. reakéni
rychlost) linearné klesa s mnozstvim pridaného

inhibitoru

" v "bodé ekvivalence" je latkové mnozstvi enzymu ng
(resp. jeho aktivnich mist) rovné latkovému mnozstvi

prfidaného inhibitoru n,

= |ze tak jednoduse urcit

mnozstvi enzymu ng

® napr. DFP a cholinesterasa,

tézké kovy a -SH skupina
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“"Sebevrazedné"
substraty

normalné prakticky
nereaktivni

po navazani do aktivniho
mista enzymu probéhne ¢ast
enzymové reakce, pricemz
vznikne velmi reaktivni
meziprodukt, co se
kovalentné navaze v aktivnim
misté

angl. "suicidal inactivators"”,
nebo také "mechanism-
based inactivators"

cileny navrh lé€iv - neSkodné
v bunééném prostiedi,
inaktivuji pouze "svij"
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specificky enzym

Specifické znaéeni enzymu

® reaktivni skupina na
analogu substratu nebo
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® Tag = znacka (fluorescein, biotin, ...)




Activity-based enzyme profilling

® srovnavaci studie
®" mapovani enzymového profilu
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Cilena modifikace postrannich skupin

s E-NH O:N trinitrobenzensulfonova
(Lys) R-N=C=S HO,S NO, kyselina (subst.)
isothiocyanat aldehyd R-CH=0
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Cilena modifikace postrannich skupin
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