Enzymova kinetika (Cast 1)

Uloha 1

Urcete podil koncentrace substratu a Michaelisovy
konstanty (pomér [S]/K,), pfi kterém enzymova
reakce probihd s pocatecni rychlosti rovnou a) 10 %,
b) 90 %, c) 99 % rychlosti limitni.

Uloha 2
Za predpokladu, Ze kinetiku dané enzymové reakce lze
popsat rovnici Michaelise a Mentenové, dopliite
chybéjici udaje v nasledujici tabulce:
Koncentrace substratu
0,204 0,6
(mmol - dm3)
Pocatecni rychlost

28 40 55
(umol - mint- dm3)




Uloha 3

Michaelisova konstanta pro substrat S je rovna 0,1
mmol-dm3. Po pfidavku enzymu k roztoku substratu
poklesne za 5 min koncentrace S z poc¢atecni hodnoty
50 pmol-dm3 o 1 %. Vypoctéte hodnotu v, a
enzymovou aktivitu pfitomnou v 1 cm?® media.

Uloha 4

Krysi jatra obsahuji dva enzymy katalyzujici fosforylaci
glukosy pomoci ATP za vzniku glukosa-6-fosfatu: hexokinasu a
glukokinasu. Jejich Michaelisovy konstanty pro glukosu (pfi
saturujici koncentraci ATP) jsou 0,04 resp. 10 mmol-dm=3 a
pfislusné limitni rychlosti maji hodnoty 0,7 resp. 4,3 pmol
minl(g tkané)l. Vypoctéte, kolika procenty prispiva
glukokinasova reakce k tvorbé glukosa-6-fosfatu pri
hladovéni (koncentrace glukosy 3 mmol-dm3) a v sytém stavu
(koncentrace glukosy 9,5 mmol-dm-3). Pfedpokladejte, Ze ATP
je v obou pfipadech pfitomen v saturujici koncentraci.

Uloha 5

Odhadnéte horni mez pro pomér k,/K,, u jednosubstratové
reakce za predpokladu, Ze difuzni koeficient enzymu je
desetkrat nizsi nez difuzni koeficient substratu. Viskozita vody
pfi 25 °C €ini 0,001 Pa-s.

(Pozndmka: Ze Smoluchowského teorie plyne, Ze rychlost vzniku komplexu enzym-
substrat limitovana difuzi se rovnd 4000mN,(D; + Dg)(rg + r)[E][S], kde N, je
Avogadrova konstanta, D; a D diftizni koeficienty enzymu a substritu a rg a rg
pfislusné poloméry ¢astic povai ych za koule. Diftzni koeficient D pfitom
souvisi s polomérem ¢astice r prostfednictvim Stokes-Einsteinova vztahu
D = kT / (6mnr), kde kg znaci Boltzmannovu konstantu, T teplotu a n viskozitu.)




Uloha 6

Fumarasa katalyzuje nejen hydrataci fumaratu (k, =
2700 s, Ky, = 2,7-10° mol-dm3), ale i fluorfumaratu
(ke = 810 s, Ky, = 5.0-10° mol-dm3). Jaky lze
ocekavat pomér rychlosti pfemén obou substratd,

kdyz bude enzym ptisobit na jejich ekvimolarni smés?

Uloha 7

Alanin-racemasa (EC 5.1.1.1) katalyzuje vzajemnou
pfeménu D a L formy alaninu. U enzymu izolovaného z
bakterie Salmonella typhimurium byly pro pfeménu L-
alaninu na D-formu uréeny parametry K,' = 8,2
mmol-dm3 a k' = 1500 s*. Konverze D-alaninu na L-
formu se vyznacovala konstantou K;,° = 2,1 mmol-dm=.
Vypoctéte hodnotu k_,,°.

Uloha 8

Mistné fizenou mutagenezi byla k pivodnimu enzymu A
pfipravena varianta B. Z energetickych diagramu
odhadnéte, jak se zménily kinetické parametry K, a
k...? Bude B lepSim katalyzatorem nez A?

cat*




Uloha 9

Soucasti enzymového stanoveni glycerolu je prevedeni
tohoto substratu na glycerol-3-fosfat reakci s ATP za
katalyzy enzymem glycerolkinasou. Vypoctéte, jakou
minimalni enzymovou aktivitu je zapotiebi pfidat do 1
cm® vzorku obsahujictho 300 nmol glycerolu a
nadbytek ATP, ma-li za 15 minut konverze probéhnout
z 98 %. K,, pro glycerol se rovna 0,15 mmol-dm3.

Uloha 10

Inhibici produktem nebo inaktivaci enzymu béhem
enzymové katalyzované piemény substratu lze
jednoduse detegovat zméfenim ¢ast odpovidajicich
dvéma stupiitim konverze (napf. 20 a 40 %). Dokaite,
Ze v pripadé, kdy se rusivé jevy neuplatni, musi pomér
obou zjisténych cash t,q, a t,, leZet v intervalu 2 aZ
2,289.

Uloha 11

Termolabilni enzym katalyzuje ireverzibilni pfeménu
substratu na produkt. PFi vysoké saturujici koncentraci
substratu a pocateéni rychlosti 5:107 mol-dm3:s? se
v diasledku probihajici postupné inaktivace enzymu
produkt stacil akumulovat pouze do koncentrace 2:103
mol-dm=3. Vypoététe rychlostni konstantu inaktivace
enzymu.




