1 Teoreticky uvod

1.1 Zakladni konstanty enzymové Kinetiky

Enzymy urychluji pribéh chemickych reakci v zivych organismech. Snizenim aktivacni
energie, ktera je nezbytnd k tomu, aby reakce probehla, urychluji dosazeni rovnovahy mezi
substraty a produkty, ale neovliviiuji slozeni reakéni smési. V pocatecnich studiich enzymové
kinetiky bylo prokazano, ze pokud je koncentrace substratu mnohem vyssi nez koncentrace
enzymu, reakcéni rychlost se stava nezavislou na koncentraci substratu a je tedy vzhledem
k substratu nultého fadu. Predpoklada se, Ze celkova reakce je slozena ze dvou elementarnich
reakci podle nésledujiciho modelu:
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Enzym (E) tvofi se substratem (S) komplex enzym-substrat ([ES]), ktery se nasledné
rozkladad na produkty (P) a enzym se opét uvolni. Konstanta ki je rychlostni konstanta
druhého fadu (jednotka 1/mol.s, 1/mol.min), konstanty ki1 a k2 jsou rychlostni konstanty
prvého fadu (jednotka 1/s, 1/min). Je-1i enzym slozeny z nékolika identickych podjednotek, E
se vztahuje spise k aktivnim mistim nez k molekulam enzymu. Pokud je mnozstvi substratu
dostate¢né k tomu, aby byl veskery enzym preménén na formu [ES], druhy krok reakce se
stane krokem urcujicim rychlost reakce. Dalsi zvySovani koncentrace substratu nepovede ke
zvySeni rychlosti enzymové reakce. Rychlost druhého kroku reakce je dana vztahem

dp
V=E=k2X[ES].

Celkova rychlost tvorby komplexu [ES] odpovida rozdilu mezi rychlosti jeho vzniku a

rozpadu:
d[ES]
dt

= k1 [E][S] = k_1[ES] = k[ES].

Pro fteSeni této rovnice jsou nezbytné zjednodusujici piedpoklady — piedpoklad
rovnovahy a predpoklad ustaleného stavu. Leonor Michaelis a Maude Mentenova
predpokladali, ze k1 je vyrazné vétsi nez ko a prvni krok reakce tedy dosahuje rovnovahy.
Disocia¢ni konstanta (Ks) pro prvni krok enzymové reakce je dana vztahem

ki _ [E]IS]

ST ky — [ES]T
Ptredpoklad ustaleného stavu vychdzi ze skutecnosti, ze za fyziologickych podminek je
bézny velky nadbytek substratu viici enzymu. Koncentrace komplexu [ES] zlstava v Case
priblizné konstantni, dokud neni substrat témet uplne€ vycerpan. Rychlost syntézy komplexu
[ES] se musi rovnat rychlosti jeho rozpadu, komplex [ES] zlstdva v tzv. ustdleném stavu.
Vyjimkou je tzv. pfechodova faze, ktera obvykle trva pouze n¢kolik milisekund po smichani
enzymu a substratu.



Z uvedenych ptedpokladt a s ohledem na praktické pouziti experimentalné¢ meétitelnych
hodnot byla odvozena rovnice popisujici rychlost enzymové reakce, tzv. rovnice Michaelise a
Mentenové, jejimz grafem je pravouhla hyperbola (Obr. 1):
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Obr. 1 Grafické vyneseni rovnice Michaelise a Mentenové.

Rovnice Michaelise a Mentenové je zakladni rovnici enzymové kinetiky. Pocéatecni
rychlost vo je v praxi rychlost méfena diive, nez se piiblizn¢ 10 % substratu preméni
Vv produkt. Limitni nebo také maximalni rychlost Viim je rychlost, kterd nastdva pii vysokych
koncentracich substratu, kdy je enzym zcela saturovan, tedy vSechen ve formé komplexu
[ES]. Km je tzv. Michaelisova konstanta, konstanta polovi¢ni saturace, je to koncentrace
substratu, pii které je reak¢ni rychlost rovna poloviné maximalni rychlosti. Zavisi na druhu

enzymu, povaze substratu, je funkci teploty a pH. Km mlize byt vyjadiena nasledovné:
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Protoze Ks je disocia¢ni konstanta komplexu ES, afinita enzymu k substratu vzrista
s klesajici Ks. Michaelisova konstanta je méfitkem afinity enzymu k jeho substratu za
predpokladu, ze ko/kije malé ve srovnani sKs, tj. Ze ko < ki. Druhym faktorem pfi
posuzovani vztahu enzym-substrdt je limitni rychlost, tzn. rychlost pifemény substratu.
Z tohoto hlediska je nejlepSim substratem daného enzymu ten, jehoz pomér Vim/Km je

nejvyssi.
Meéftitkem katalytické u€¢innosti enzymt je katalyticka konstanta, kterd je ddna vztahem
k _ Vlim
kat = T
“ [Elr

[E]r je celkové mnozstvi enzymu. Hodnota katalytické konstanty se oznacuje také jako Cislo
obratu nebo ¢islo pfemény enzymu a udava pocet reakénich déju, které kazdé aktivni misto
katalyzuje za jednotku Casu.

Pro model Michaelise a Mentenové je kkat rovno kz. Je-li [S] << Kwm, tvoii se jen velmi
malo komplexu [ES], diky ¢emuz koncentrace volného enzymu téméf odpovida celkové



koncentraci enzymu a rovnici Michaelise a Mentenové mizeme redukovat na rychlostni
rovnici druhého fadu:

U = E — kkat

= X [Elr x 5]

X [E] x [S].

Hodnota kkat/Km je zdanliva rychlostni konstanta druhého fadu enzymové reakce a je
meéfitkem katalytické u¢innosti enzymu.

Urceni kinetickych konstant Ky a Viim Z vyneseni Vo proti [S] je v praxi velmi obtizné a
nepresné. Pro urceni téchto hodnot z kinetickych dat bylo formulovano nékolik typti vyneseni,
Znichz kazdé ma své vyhody a nevyhody. Béznou metodou je linearizace dle Hanse
Lineweavera a Deana Burka, ktera hyperbolu pfevede na piimku, ktera neprochazi poc¢atkem:

1 Ky 1 1

= X + ,
Vo Viim [S] Viim

Do grafu (Obr. 2) se vynasi 1/vo proti 1/[S]. Pfimka protind osu 1/Vo V bod¢ 1/Viim, OSU
1/[S] vbod¢ -1/Km a smérnici ptimky je Km/Vim Dalsi linearni vyneseni jsou uvedena
V nasledujici tabulce (Tab. 1).

1/ [vp]

Sklon = Km/ Vl.m

\

\ Prisedik = v,

0 1/1S]

Priselik = -I/Km

Obr. 2 Grafické vyneseni rovnice Lineweavera a Burka.

Tab 1. Linearni vyneseni kinetickych méfeni.

linearizace rovnice vyneseni

dle Hanse a Woolfa @ 1 5]+ Ky [S]/ vo proti [S]
Vo Vlim Vllm

dle Woolfa, Augustinssona a Hofstee Vo = =Ky X ES‘_O] + Vi, Vo proti vo / [S]
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1.2 Inhibice a inhibitory

Mnoho latek se miize na enzym navéazat zplisobem, ktery ndsledné¢ ovlivni vazbu
substratu nebo jeho reakéni obrat, a tim zméni jeho aktivitu. Latky, které aktivitu enzymu
(rychlost enzymovych reakci) snizuji, jsou oznacovany jako inhibitory. Naopak latky, které
timto zptsobem aktivitu enzymu zvySuji, jsou oznacovany jako aktivatory. Inhibici
rozliSujeme ireversibilni a reversibilni. Pfi ireversibilni inhibici dochédzi vazbou inhibitoru na
enzym nebo na komplex enzym-substrat ke kovalentni modifikaci funkénich skupin enzymu.
Pii reversibilni inhibici je vazba inhibitoru nekovalentni a inhibitor muze z komplexu
enzyme-inhibitor [EI] zase oddisociovat. Nejbéznéjsimi typy reverzibilni inhibice je inhibice
kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni. Inhibované reakce jsou popisovany tzv.

v-v;

—, kde v je rychlost neinhibované

stupném inhibice i, ktery je definovan vztahem i =

reakce a vi je rychlost inhibované reakce. Vztah mezi enzymem a inhibitorem charakterizuje

inhibi¢ni konstanta Kj, ktera odpovida disocia¢ni konstantné komplexu enzym-inhibitor: E + |
EIx[I
o ElL K, =2
(ET]
1.2.1 Kompetitivni inhibice
Kompetitivni inhibitor obvykle strukturné pfipomind substrat a se substratem soutézi o
vazebné misto (Obr. 3). Vaze se do aktivniho mista enzymu nebo do jeho blizkosti a dochéazi
k tvorbé komplexu [EI], ktery je katalyticky neuc¢inny. Kompetitivni inhibitor timto zptisobem
snizuje koncentraci volného enzymu schopného vazat substrat.
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Obr. 3 Model kompetitivni inhibice.

i s . , EIx[I . .
e Inhibi¢ni konstanta je popsana vztahem K; = [ []I:"XIS Iy udava koncentraci
kompetitivniho inhibitoru, pti které se zdvojnasobi smérnice pifimky v grafu zavislosti

1/vo na 1/[S].
e Pro kompetitivni inhibici plati upravend dvojnasobné reciprokd rovnice dle
Lineweavera a Burka:

1 Ky ( [1]) 1 1
— = XI1+— | X=—=+=
Vi Vim K; [ST V

e Piimky, které se ziskaji vynesenim v dvojndsobné reciprokém grafu pii rtiznych
koncentracich inhibitoru, se protinaji na ose 1/Vo vV bod¢ 1/viim (Obr. 4).



+ Competitive

/ inhibitor

\ No inhibitor
present

1/V

A

g 1/[8]

Obr. 4 Lineweaver-Burktiv graf pro kompetitivné inhibovany enzym.

e Kompetitivni inhibici (stupen inhibice) je mozné potlacit nadbytkem substratu, Viim se
nemeéni, Ky roste.

1.2.2 SmiSena a nekompetitivni inhibice

V piipad¢ smiSené inhibice se inhibitor substratu nepodoba, mlze se vazat na misto
enzymu, které se ucastni vazby substratu nebo katalytického mechanismu. Inhibitor tvori
komplex s volnym enzymem i s komplexem [ES] za vzniku [EI] a [ESI] (Obr. 5), které jsou
katalyticky neti¢inné. Oba kroky vazby inhibitoru jsou v rovnovaze, ale li§i se rovnovaZznymi
konstantami. V piipad¢, kdy se inhibitor vaze se stejnou disocia¢ni konstantou na volny
enzym i na komplex [ES], mluvime o nekompetitivni inhibici.
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Obr. 5 Model nekompetitivni inhibice.
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pfi nekompetitivni inhibici udava takovou koncentraci nekompetitivniho inhibitoru,

pti niz dochazi k 50% inhibici enzymu.

¢ Inhibi¢ni konstanta je popsany vztahy K; = . Inhibi¢ni konstanta

e Pro nekompetitivni inhibici plati upravena dvojndsobné reciproka rovnice dle
Lineweavera a Burka:

1 K 1 1 1 1
—=—Mx<1+u>x—+—x<1+u>
Vi  Viim K; ST Viim K;



e Piimky, které se ziskaji vynesenim v dvojnasobné reciprokém grafu pii riznych
koncentracich inhibitoru, se protinaji na ose 1/[S] v bod¢ -1/Km (Obr. 6).
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Obr. 6 Lineweaver-Burkuv graf pro nekompetitivné inhibovany enzym.

e Stupen inhibice neni ovlivitovan koncentraci substratu, Viim se snizuje, Km se neméni.

1.2.3 Akompetitivni inhibice

Akompetitivni inhibitor se vaZe az na vznikly komplex [ES], nikoliv na volny enzym, za
vzniku komplexu [ESI] (Obr. 7).
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Obr. 7 Model akompetitivni inhibice.

[ES]x([I]
[ESI]
akompetitivniho inhibitoru, pfi které se pii plné saturaci enzymu substratem aktivita

enzymu sniZi na polovinu.

e Inhibi¢ni konstanta je popsdna vztahem K; = a udavd Kkoncentraci

e Pro akompetitivni inhibici plati upravend dvojnasobné reciprokd rovnice dle
Lineweavera a Burka:

1 K, 1 1 < [1]>
—= X=—+ X1+
vi Vim [S] Viim K;

e Piimky, které¢ se ziskaji vynesenim v dvojnasobné reciprokém grafu pii riznych
koncentracich inhibitoru, se neprotinaji, jsou rovnob&zné (Obr. 8).
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Obr. 8 Lineweaver-Burktiv graf pro akompetitivné inhibovany enzym.

e Akompetitivni inhibici neni mozné potlacit nadbytkem substratu, stupen inhibice se
zvySuje  srostouci  koncentraci  substratu, Vim 1 Ku klesa, pomér
Km/ Viim se neméni.

1.3 Stanoveni kinetickych parametri a charakteru inhibice

Charakter reversibilni inhibice a hodnota inhibi¢ni konstanty se prakticky stanovi
zmétenim rychlosti enzymové reakce pii péti riznych koncentracich substratu (kolem
hodnoty Km V rozsahu jednoho fadu) a v ptitomnosti zvolené koncentrace inhibitoru. Zméfena
data se vynesou do grafu zavislosti 1/vo proti 1/[S]. Prvni pfimka se ziska stanovenim
rychlosti enzymové koncentrace pii péti riznych koncentracich substratu a v nepfitomnosti
inhibitoru. Pfimka protina osu 1/vo vV bodé 1/viim a osu 1/[S] v bodé -1/Km. Toto slouzi pro
grafické vyhodnoceni zakladnich kinetickych parametri daného enzymu, jako je limitni
rychlost a Michaelisova konstanta. Dalsi tf1 pfimky ziskame métenim v pfitomnosti tfi vhodné
zvolenych koncentraci inhibitoru. Pokud se jedna o ¢istou kompetici, protnou se vSechny Ctyii
ptimky v bodé 1/Viim. V ptipadé nekompetitivniho inhibitoru ziskdme svazek ptimek, které
se protinaji na ose 1/[S]. Pro akompetitivni inhibici je charakteristicky graf se svazkem
rovnobéznych piimek.

Pro vyhodnoceni inhibi¢ni konstanty je nutné sestrojit sekundarni graf. V ptipadé¢
kompetitivni a nekompetitivni inhibice se vynasi smérnice piimek z primarniho grafu proti
koncentraci inhibitoru (méame celkem cCtyfi koncentrace inhibitoru, vCetné nulové). Ziskana
piimka se protina s 0sou koncentrace inhibitoru v bodé K, coz je inhibi¢ni konstanta neboli
disociacni konstanta komplexu EI. V pfipadé nekompetitivni inhibice lze sestrojit 1 druhy
sekundarni graf, ktery se rovnéZ vyuziva pfi vyhodnoceni inhibi¢ni konstanty pfi
akompetitivni inhibici, tj. vyneseni pruseciki pifimek primarniho grafu s osou 1/vo proti
koncentraci inhibitoru. Pii ¢isté nekompetitivni inhibici by se hodnoty obou takto ziskanych
inhibi¢nich konstant mély shodovat.

1.4 Aminoxidasy

Aminoxidasy jsou obecné rozsifené enzymy, které I1ze délit dle substratové specifity do tii
skupin:



e monoaminoxidasy (obsahujici flavin), zkr. MAO, EC 1.4.3.4; amin:O> oxidoreduktasa
(deaminacni, obsahujici flavin). Jsou obsazeny v krvi, mitochondriich a v celé fadé
rostlinnych celedi, ale vzdy ve velmi nizké aktivité. Katalyzuji oxidaci primarnich
amind, obvykle také sekundarnich a terciarnich s malymi substituenty.

e aminoxidasy (obsahujici méd’), zkr. AO, EC 1.4.3.6; amin:O, oxidoreduktasa
(deaminacni, obsahujici méd’). Jsou typické zejména pro placentu, kiru ledvin
a bobovité rostliny jako hrach, s6ja, vojtéska, jetel, Cocka apod.) Typickymi substraty
jsou diaminy putrescin (butan-1,4-diamin) a kadaverin (pentan-1,5-diamin), a proto
jsou také nékdy oznacovany jako diaminoxidasy (zkratka DAO).

e polyaminoxidasy (obsahujici flavin), zkr. PAO, nemaji zatazeni v EC, jsou typické
pro travy aobilniny, substraty jsou spermin (N,N'-3-aminopropylputrescin)
a spermidin (N-3-aminopropylputrescin).

Vsechny aminoxidasy spotiebovavaji k oxidaci substratu kyslik a produkuji peroxid

vodiku, amonny ion a ptislusny aldehyd:

R-CH:NHs* + O + HHO — R-CHO + NH4 + H0»

Vétsina polyaminoxidas jsou flavoproteiny, obsahujici jako kofaktor FAD. Organické
kofaktory ostatnich aminoxidas se podafilo identifikovat az v poslednich letech. N¢které
mikrobidlni aminoxidasy (napf. methylaminoxidasa) obsahuji kovalentné¢ vazany
pyrrolochinolinochinon (zkratka PQQ), zatimco aminoxidasy (obsahujici méd’) maji jako
kofaktor trihydroxyfenylalaninchinon (TOPA-chinon), ktery vznika posttransla¢ni modifikaci
peptidové vazaného tyrosinu (Obr. 9).
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pyrrolochinolinochinon (PQQ) trihydroxyfenylalaninchinon (TOPA-chinon)

Obr. 9 Pyrrolochinolinochinon (PQQ), trihydroxyfenylalaninchinon (TOPA-chinon).

Vhodnym enzymem pro potieby laboratorniho cvieni zaméfeného na
problematiku enzymologie je enzym aminoxidasa izolovany z klickt hrachu (PSAO). PSAO
ma dimerni strukturu a obsahuje organicky kofaktor TOPA-chinon a méd’ ve form& Cu(Il)
Vv kazdé z podjednotek. Relativni molekulovd hmotnost PSAO v nativnim stavu (dimer) je
150 kDa. Vychozim materidlem pro purifikaci rostlinnych Cu-aminoxidas jsou nejcastéji
etiolované 7-10 denni semenacky. Purifikacni metody zahrnuji homogenizaci rostlinného
materialu ve vhodném pufru, hrubé ptecisSténi extraktu, jeho zakoncentrovani a ftadu
chromatografickych postupi. Pro hrubé piecisténi extraktu lze pouzit metody srazeni
balastnich bilkovin siranem amonnym, chloridem manganatym ¢i protaminsulfatem nebo
fizenou tepelnou denaturaci balastnich bilkovin. Pro izolaci aminoxidas se vyuZiva



chromatografie na celulosovych iontoméni¢ich, na hydroxyapatitu a gelova permeacni
chromatografie.

Pro stanoveni aktivity aminoxidasy byla vypracovana tada rizné€ specifickych a citlivych
metod. Metoda, kterou budeme dale vyuzivat je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni
zlutohnédého zbarveni indikujiciho aminoxidasovou reakci vznikly peroxid vodiku. Vznikly
peroxid vodiku je za pfitomnosti peroxidasy (EC 1.11.1.6) a bezbarvého guajakolu
(o-methoxyfenol) rozkladan na kyslik a vodu. Kyslik oxiduje guajakol za vzniku
zlutohnédého tetraguajakolochinonu s absorbénim maximem pii 436 nm. Narust absorbance
pii 436 nm v Case odpovida vznikajicimu peroxidu vodiku a tedy aktivit¢ aminoxidasy.
Vhodnymi substraty aminoxidasy z klickii hrachu jsou diaminy putrescin a kadaverin.
Kadaverin je dokonce oxidovéan za pfitomnosti aminoxidasy rychleji nez putrescin, ktery je
diamin a druhym kyslik. Mechanismus aminoxidasové reakce ma ping-pongovy charakter, jak
je naznaceno v Clelandové schématu. V anaerobni fazi reakce dochdzi nejdiive k reakci
enzymu s aminoskupinou aminu (A), uvolni se odpovidajici aldehyd (P) a vzniké redukovana
forma enzymu (Ered). Reakci redukované aminoxidasy s molekularnim kyslikem (B) dochazi
k uvolnéni H202 (Q) a NHz (R), coz je spojeno s reoxidaci enzymu (Eox) (Obr. 10).
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Obr. 10 Clelandovo schéma bi-ter ping-pongového mechanismu aminoxidasové reakce.

Enzymovou reakci v aktivnim misté aminoxidasy zprostiedkovavaji chinonovy kofaktor
aion Cu?'. Interakce chinonového kofaktoru s primarni aminoskupinou substratu vede
k tvorbé kovalentni vazby a vzniku chinoketiminu. Zachycenim o-protonu substratu
histidinovym zbytkem vznik4 z chinoketiminu karbanion, ktery se velmi rychle méni na
bezbarvy chinoaldimin. Po uvolnéni aldehydu se v aktivnim centru tvofi redukovana forma
kofaktoru, aminokatechol. Stav Cu(ll)-aminokatechol je v rovnovaze s radikalovou formou
Cu(l)-semichinon, semichinolaminem. Jeho reakci s molekularnim kyslikem vznika opét
oxidovana forma enzymu, uvolni se peroxid vodiku a amoniak.

Pti dalSich kinetickych méfenich budeme uvazovat, Ze koncentrace kysliku (vzduchu) je
stala po celou reakéni dobu, reakéni smés je nasycena vzduchem, a mliZeme proto ménit
koncentraci putrescinu a studovat Km (Michaelisovu konstantu) stejné¢ jako inhibitory ve
vztahu k diaminu.



2 Prakticka c¢ast

2.1 Stanoveni zakladnich Kkinetickych parametra a typu inhibice
aminoxidasy

2.1.1 Vybaveni

2.1.1.1 Pristroje
e Centrifuga, spektrofotometr.
2.1.1.2 Chemikalie

o Kienova peroxidasa, putrescin, hydrogenfosfore¢nan didraselny,
dihydrogenfosfore¢nan draselny, guajakol, inhibitor = 3-aminopropionitrilfumarat.

2.1.1.3 Roztoky

e 0,01% kienova peroxidasa
5 mg peroxidasy se rozpusti ve vod¢ a upravi se objem na 50 ml.

e 0,1 M K-fosfatovy pufr pH 7
5,45 g dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho a 12,23 g hydrogenfosfore¢nanu draseného
se rozpusti v 800 ml vody. Upravi se pH na hodnotu 7 a doplni na objem 1 1.

e 0,035 M guajakol
196 mg guajakolu se rozpusti ve vodé¢ a doplni do objemu 50 ml.

e 87,5 mM putrescin
140,96 mg putrescinu se rozpusti ve vod¢ a doplni do objemu 10 ml. Zasobni roztok
putrescinu se pouZzije pro piipravu putrescinll o koncentracich 5,83; 7,00; 8,75; 11,66;
17,50 a 35,00 mM.

e Enzym s aminoxidasovou aktivitou (pi‘ecistény extrakt 7 hrachu)

e Inhibitor — 3-aminopropionitrilfumardt
9 mg 3-aminopropionitrilfumaratu (Mw 128,13) se rozpusti ve 100 ml vody.

2.1.2 Postup

e Vsechny roztoky (0,01% kienovou peroxidasu, enzym s aminoxidasovou aktivitou,
inhibitor a 5,83 — 35,00 mM roztoky putrescinu) nechejte rozmrznout pii pokojové
teplote.

e Piecistény extrakt z hrachu po rozmrznuti zcentrifugujte (5 minut, 12000 g) a
supernatant prepipetujte do Cisté mikrozkumavky. Supernatant béhem méfeni chlad’te
na ledu.

e Do kédinky si pfipravte reakéni smés na 60 méteni:

90 ml 0,1 M K-fosfatového pufru pH 7
1,5 ml 0,035 M guajakolu



1,5 ml 0,01% kienové peroxidasy
Nastavte si spektrofotometr. Zména absorbance vzorki bude méfena pii 436 nm po
dobu 1 minuty.
Vsechna méfeni provadéjte v jedné plastové kyveté. Mezi jednotlivymi méfenimi je
nutné kyvetu vyplachovat destilovanou vodou. Obsah kyvety béhem méfeni
promichévejte.
Do kyvety napipetujte dle rozpisu v tabulce 1 reakéni smés, enzym s aminoxidasovou
aktivitou (precistény extrakt hrachu), vodu a pfipadné€ inhibitor. Tato smes slouzi jako
blank pro vynulovani pfistroje.
Reakci startujte piidavkem putrescinu o znamé koncentraci. Po piidavku putrescinu
spust’'te métfeni na spektrofotometru. Po 1 minuté si zaznamenejte zménu absorbance.
V piipad€, ze zména absorbance za 1 minutu je vyssi nez 1, upravte po konzultaci
S vyucujicim objem vzorku enzymu aplikovany do reakéni smési, piipadné dobu
méieni.
Namé&fené hodnoty okamzité zaznamenejte do grafu zavislosti 1/v na 1/S.
Po zméteni prvni sady zkonzultujte dosazené vysledky s vedoucim cviceni.
Na zaklad¢ presnosti méfeni vedouci rozhodne, zda se stanoveni bude opakovat.
V ptipadé schvaleni dosazenych vysledkli pokracujte v proméfovani stejnym
zpusobem druhé a tieti sady zkumavek.



Tabulka 1 Rozpis aplikace inhibitoru a substrati o rizné koncentraci pii stanoveni
kinetickych parametrii aminoxidasy.

Koncentrace | Reak¢ni | Aminoxidasa | Inhibitor | Voda Startovat pifidavkem
putrescinu | smés (ml) (ml) (ml) (ml) putrescinu (ml)
(mM)
Prvni sada
5,83 1,55 0,05 0 0,1 0,05
7,00 1,55 0,05 0 0,1 0,05
8,75 1,55 0,05 0 0,1 0,05
11,66 1,55 0,05 0 0,1 0,05
17,50 1,55 0,05 0 0,1 0,05
35,00 1,55 0,05 0 0,1 0,05
Druha sada
5,83 1,55 0,05 0,05 0,05 0,05
7,00 1,55 0,05 0,05 0,05 0,05
8,75 1,55 0,05 0,05 0,05 0,05
11,66 1,55 0,05 0,05 0,05 0,05
17,50 1,55 0,05 0,05 0,05 0,05
35,00 1,55 0,05 0,05 0,05 0,05
Treti sada
5,83 1,55 0,05 0,1 0 0,05
7,00 1,55 0,05 0,1 0 0,05
8,75 1,55 0,05 0,1 0 0,05
11,66 1,55 0,05 0,1 0 0,05
17,50 1,55 0,05 0,1 0 0,05
35,00 1,55 0,05 0,1 0 0,05




2.1.3

Vyhodnoceni

Vysledky meéteni vyneste do dvojnasobné reciprokého grafu. Namisto pifepoctu
absorbance na rychlost enzymové reakce vyneste v grafu naméfenou absorbanci
(resp. jeji reciprokou hodnotu).

Z grafu urcete hodnotu Km, Viim, charakter inhibice.

Vypracujte sekundarni graf vynesenim smérnice piimek z primarniho grafu na osu y
proti koncentraci inhibitoru na ose X. Z grafu vyhodnotte Ki.



