Enzymova kinetika — ¢ast 3 (inhibice)
Uloha 1

Vypoctéte % inhibice enzymové reakce pfi [S] = Km a [I] = K, je-li uZito inhibitoru a) kompetitivniho,
b) akompetitivniho, c) nekompetitivniho.

Uloha 2

Enzymovou pfeménu uréitého substratu charakterizuje hodnota Ky = 10* mol.dm3.Jaka zdanliva
Michaelisova konstanta by byla experimentalné zjisténa, kdyby se substrat v zasobnim roztoku ze 3 %
rozloZil na uginny kompetitivni inhibitor reakce (Ki = 10°® mol.dm™) tak, Ze z kazdé molekuly
rozloZzeného substratu by vznikla molekula inhibitoru?



Uloha 3

Ethylenglykol (1,2-ethandiol) vyvolava po poziti otravu tim, Ze se oxiduje v jatrech aZ na toxickou
kyselinu $tavelovou. Prvni stupen uskuteénuje enzym jaterni alkoholdehydrogenasa (ADH). Jako
antidotum proto lze aplikovat latky inhibujici oxidaci ethylenglykolu timto enzymem.

a) Pfipravek proinebrium pusobi jako nekompetitivni inhibitor ADH (K, = 2 umol.dm). Uréete jeho
koncentraci potfebnou k 95% inhibici ADH.

b) Rychlost oxidace ethylenglykolu (Kv = 0,1 mmol.dm™) Ize sniZit poddnim ethanolu jako
alternativniho substratu enzymu (Ky = 0,01 mmol.dm=3). Jakd koncentrace ethanolu je potfebnd k
95% inhibici oxidace ethylenglykolu pfitomného v koncentraci 50 umol.dm™?

Uloha 4

Kompetitivni inhibitor pFfidany v koncentraci 50 pmol.dm™ ved! k 3,5 ndsobnému zmenseni Useku na
vodorovné ose Lineweaver-Burkova grafu. Vypoctéte K.



Uloha 5

Oxidacni dekarboxylace 2-oxoisovaleratu (S) je uskutec¢iovana multi-enzymovym komplexem
dehydrogenasy rozvétvenych oxokyselin a probiha podle rovnice:

2-oxoisovalerdt + CoASH + NAD* - isobutyryl-CoA + CO, + NADH + H*

Bylo zjisténo, Ze reakci reverzibilné inhibuji p-chlorfenoxymethylpropionat (1) resp. fenylpyruvat (J).
Vysledky kinetického studia inhibice uvedenymi l[atkami shrnuji nasledujici tabulky - hodnoty rychlosti
v (hmol.min't.mg?) pro dané kombinace koncentraci substréatu a inhibitor(:

13,9 19,8 25,0

8,8

8,5 11,3 13,4
6,1 7,9 9,2
3,9 4,9 5,6

1,2 2,1 3,5 53

Pro oba ptipady uréete typ inhibice a vyhodnotte rovnovazné konstanty disociace inhibitoru z
komplexl enzym-inhibitor a enzym-substrat-inhibitor. Objasnéte, ¢im se lisi plsobeni inhibitord | a J.



Uloha 6

Michaelisova konstanta hydrolyzy acetylcholinu acetylcholinesterasou se rovna 0,26 mmol.dm™3, Pfi
nadbytku substratu je reakce inhibovana vznikem neaktivniho ternarniho komplexu ES; (K, = 32
mmol.dm™3). Vypoététe koncentraci acetylcholinu, pfi niZz enzymova reakce probiha nejrychleji.

Uloha 7

Po inkubaci roztoku enzymu E se vzristajicimi koncentracemi inhibitoru | byl pfidan nadbytek
substratu a zmérena pocatecni rychlost enzymové reakce v. Vysledky ukazuje tabulka:

[11o x 108 (mol.dm) 0 1 2 3 4
v x 107 (mol.s?) 7,5 6,0 4,5 3,0 1,5

UkaZte, Ze pozorovanou inhibice Ize povaZovat za ireversibilni a vypoctéte koncentraci aktivnich
center v roztoku (pfedpokladame vazbu 1 molekuly | do aktivniho centra).



Uloha 8

Aktivitu katalytického centra enzymu lze stanovit titraci ireversibilnim inhibitorem. U surového
preparatu cholinesterasy z hovézich erythrocytl bylo pozorovano, Ze jeho pocatecni aktivita rovna
3,2 nkat poklesla pfi inkubaci s 1,6:10"*2 mol dicyklohexylfluorofosfonatu (DCFP) o 31 %, kdeZto u
vzorku ¢astec¢né purifikovaného enzymu o aktivité 2,1 nkat Cinil zjiStény Ubytek 82 %. Urcete z téchto
udajl zdanlivé aktivity katalytickych center obou enzymovych preparatl a pokuste se objasnit pficinu
rozdilu vypoctenych hodnot.

Uloha 9

K uplné inaktivaci 1 mg Cistého enzymu je zapotiebi 25 nmol AgNOs. Vypoctéte minimalni relativni
molekulovou hmotnost enzymu.



Uloha 10

Enzym deoxyriboza-5-fosfat-aldolasa z bakterie Salmonella typhimurium katalyzuje reverzibilni
Stépeni deoxyribosa-5-fosfatu na glyceraldehyd-3-fosfat a acetaldehyd. Jako meziprodukt se reakci
aminoskupiny aktivniho centra s aldehydovou skupinou substratu vytvari Schiffova baze. Bylo
zjisSténo, Ze akrolein zpUsobuje Ucinnou ireverzibilni inhibici aldolasy. V jednom z experimentu bylo
urcité mnozstvi enzymu inkubovano s riznymi pocatecnimi koncentracemi akroleinu a po 5 minutach
byl méfrenim residualni aktivity uréen stupen inaktivace v %.

[akrolein]o (mmol dm™) 0,13 0,25 0,50 1,00 2,00

% inaktivace 26,3 41,7 57,1 69,0 76,9

UkaZte, Ze prvym krokem pfi inaktivaci enzymu je reverzibilni vazba akroleinu na enzym, stanovte
zdanlivou disocia¢ni konstantu a porovnejte ji s Michaelisovou konstantou acetaldehydu (Kw =
3,5.102 mol.dm?3). Pokuste se navrhnout mechanismus interakce akroleinu s deoxyribosa-5-fosfat-
aldolasou.



