Biomérndki niiveletek és folyamatok 4. fejezet: Enzim modulcic
Biomérndki BSc

INHIBICIO

REVERZIBILIS IRREVERZIBILIS
E+S= ESQ0 O E+ E+S U8+ ESO®- E+
Enzim modulacié ! '
El El
eldontése:

Enzim inhibicié és kinetikaja

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék fny Tanszék

Az enzim feliletén: INHIBICIO

Szubsztratkato-hely }Iehetnek azonosakis komplett, teljes részleges inhibicié
Katalitikus domain = AKTIV CENTRUM
Az enzim a kotédés hatésara Az aktivitds csak csokken, egy

Az aktivitast befolyasolhatjak: teliesen elveszti aktivitasat. része megmarad.
Tovabbi kotoh'elyek: . . , . LLinearis” inhibicié +Hiperbolikus” inhibici6 —

fémionok (ionos és kelat forméaban)

modulator molekulék (inhibitor, aktivator) A DIXON féle linearizalt kinetikai diagramok alakjabdl.
A fehérje kovalens médositasa:

foszforilezés DIXON &brézolés: 1/v — | (inhibitor koncentracio)

glikozilalas

proteolizis
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ENZIM MODULACIO Irreverzibilis inhibitorok

Di-izopropyl-foszfofluoridat:

a sarin ideggaz prototipusa

Irreverzibilisen inaktivalja az
acetilkolinészterazt (Ser-

Modulatorok hatasa

Inhibitorok: Aktivatorok: proteazokat). A Ser195-hez
csokkentik a novelik a kovalensen kétédik (az ak-

reakciésebességet reakcidsebességet tiv centrumban)

Vi Va
e AR Ay e Hasonl6k: Malathion , ethyl
Az inhibici6 mértéke: az aktivalas mértéke: arathion (szerves foszfat
-y, peszticidek)
gi =
VD
3 6
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Biomérndki niiveletek és folyamatok
Biomérndki BSc

4. fejezet: Enzim modul@cic

1. Kompetitiv inhibicio

Versengés S és | kdzott az E aktiv helyéért, vagy-vagy:
kolcsonos kizaras
I lehet:

el > termék

1. MODELL: Klasszikus kompetitiv inhibicio
Az | verseng S-sel ugyanazon aktiv hely elfoglalasaért

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

» szubsztrat analég
> alternativ szubsztrat

Kompetitiv inhibicid

4. MODELL: atlapolas

m—ve ©

1 és 3 kotbhely koti az inhibitort, a 2 és 4 kétéhely pe-
dig a szubsztratot, de egymast kolcsonosen kizarjak.
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Kompetitiv inhibicid

2. MODELL: sztérikus gatlas A

T

| kétédése egy masik kotéhelyhez térbelileg gatolja S-nek
az aktiv helyhez kotését.
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Kompetitiv inhibicid

5. MODELL: N 1

| k6tédése az enzimhez konfor- - v

maci6 valtozast okoz az enzi-

men és ez megakadalyozza S- v

nek az aktiv centrumhoz kots- . V'

dését.

llyen a végtermék gatlas (feed .
A

back inhibicio) is.

1

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Kompetitiv inhibicié
3. MODELL: sztérikus gatlas B

mv. Vo

| és az S egy analog része verseng egy kozos koté-
helyért.
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A kompetitiv inhibicio kinetikaja

A klasszikus kompetitiv inhibicié kinetikaja:

E+S 0y ESOfA. E+ K —EB

. " (E9)

|

TK K, = EO

EIOf- E+P (E1)
» ha k,,, >0 akkor | alternativ szubsztrat

app
app =0 akkor |, dead end” kompetitiv inhibitor

» ha k
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Biomérndki BSc

A kompetitiv inhibicio kinetikaja A kompetitiv inhibicio kinetikaja

Alternativ szubsztrat: az enzim az analég szerkezetli mole- ’ o B ’ o
kulaval is végrehajtja a reakciot — alternativ termék keletke- A sebességet végul ebben az egyszeri formaban irhatjuk fel:

zik.
E+S' Ul E+ P
A csoportspecifikus és régidspecifikus enzimeknek értelem-
szer(ien tobb alternativ szubsztratja van.
Példa: maj enzimek: alkohol dehidrogenaz, aldehid dehidro-

genaz
' Y " "
H—(I:—clz—oﬂﬂ—u—cl:—(lzo LN H-¢-c=0 H—(I:—ouﬂ H—¢|:=oﬂ» H—c¢=o0
H H H H H OH H H oH
etanol acetaldehid ecetsav metanol formaldehid hangyasav

A kompetitiv inhibicio kinetikaja A kompetitiv inhibici6 kinetikaja

a K, novekszik

Analdg kinetikai levezetés: F_igye_lj[]!( M f’wgy aket
kinetikai paraméter (K,
E+sS O ESOfl- E+F K, =5 Kk =E0 Vinax) K6zl csak Kg VAItO- | vyt -
(ES) (1) o -
+ zott, latszolag csokkent -0, e
| a ,minket érdekl6” reakcidse- az enzim affinitasa a ~
besség: dF szubsztrathoz. Ve N,
TK, V= =ka(ES) S
EIOf-E+P s
. . (VAR
anyagmeérleg az enzimre: Eo - E+ (ES) + (EI) : :, :,
Vnax €rtéke nem valtozik, ko |
+ 4 t
Ki

L bt
i

e
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A kompetitiv inhibicié kinetikaja A kompetitiv inhibicié kinetikaja

A Lineweaver-Burk féle li-
nearizalt abrazolasban az
egyenes egyenlete:

= Kky(ES)

TE+(ED+E

\'
Osszuk el a két egyenletet: E

Helyettesitsuk be: Ks:(E 1_1 K (1+L]1
\4 Vmax Vmax KI S
KE-> >
2= D 1/V ax €rtéke nem valto-
= = 575 _— zik (k6z6s metszéspont),
. ]
o E+ EK +E— az 1/K,, csokken. | T :
igy azonosithat6 a kompe- |~ wﬁ{,'—’) “
titiv inhibicio! -

e
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A kompetitiv inhibicié kinetikaja Kompetitiv inhibicio
A Lineweaver-Burk féle li- tgal Alterr)ativ szubsztratok : hexokinaz: gltikoz,
nearizalt  egyenesekbdl S K fruktoz
masodlagos abrazolassal 3 tgh= e S-anal6gok: gyégyszerek:
tovabbi informéaciét kapha- " T
tunk: a meredekségeket o X HC —C —NH, HE CH NH
az inhibitor koncentraci6 } : H | 2
figgvényében abrazolva a Vi | o)
tengelymetszet megadja a KI /:\
K-t. HO \ fe) \O

H

K | K K
9=y [:Hij: Ry D-alanin cikloszerin

Vmax K | Vmax K y max

#i% BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék #i% BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Néhany szamitas Kompetitiv inhibicio
i
A L-B egyenes meredeksége aranyos az | koncentracidval. n,n-@c—on p-NHz-benzoesav (PABA)
Mekkora | duplazza meg az inhibitor nélkili L-B egyenes me-
40617 :
il £ K Szulfonamidok ¢a PABA-t az enzim folsavva alakitja
tga=—=S[1 I (mikrobaellenes
Vax 2= 1+K— szerek) hatas- 8 .
K | | mechanizmusa: ,,‘N@c_,_ﬁﬁ ~ abaktérium
2tgay = —S [1_,_7} =K, H ﬁ: Félsav szamara szu.k-
séges vitamin
max I
Azaz |1=K, esetben lesz kétszeres a meredekség. j‘z
De ez nem jelent 50%-os inhibicict! Szulfametoxazol
ViV =0,5 kiszémitésa: — ik ) PABA analog,
blokkolja a fol
20 sav szintézist
i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék 2
Néhany szamitas
y COOH COOH
| | COOH
Adott S-nél melyik az az |, amelyik 50%-0s inhibici6t okoz? CHyp ZE CH |
# | sukcingt-de- ” CH2
I CH2 hidrogenaz CH
v Ks 1+K— +S | | COOH
1=05=— '/
v , S COOH COOH
Ks +S borostyankésav fumarsav malonsav
S S P |
I =K, [ +1
S Szukcinat-dehidrogenéz(1.3.99.1)
S = szukcinat | = fumaréat K; =1,9.10" mmol/l
# 21 24
i ﬁi BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Analog inhibiciok NEMKOMPETITIV INHIBICIO

kompetitiv inhibicio: termék inhibicié: K
S kp
V:VW% V:Vmax% E+Sé Es E+P
Ky 1+—|+S Ky 1+—[+S | |
K, Kp

alternativ, versengé szubsztratok esetén:

. . E. X
= - K.=—= =—=
Vi = Vi Vv, —VZmaxisz " Es © %TE TEs
Ks1(l+KS2 j+31 Ksz(l"' Sl j+SZ V ES
s2 s1 V = kp(ES) bl
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NEMKOMPETITIV INHIBICIO NEMKOMPETITIV INHIBICIO
E+l =— EI - [E+s == ES — E+P| . S vo_ ES
K 1 Product J e e V.. E+ES+ El+ ESI
Inhibitor g Substrate @ =5 Dot
K, | o) vagy
: p v s s :
gy s -
C? 4 ) K K; K,
7 iiletvee
Ki
3 — _ 1 S Az inhibitor a latszolagos Vi, értéket
R K sl V= Vs 1)K, +S valtoztatja meg, K, (illetve K.,) értékét
- (”*] nem befolyasolja.
26 .

NEMKOMPETITIV INHIBICIO ASUNCILH SIS e

Az inhibitor az enzimnek egy masik kétéhelyéhez
kapcsol6dik és nem befolyasolja a szubsztrat kotédését —
nem valtoztatja meg az enzimnek a szubsztrathoz valo
affinitasat.

Csak a rapid ekvilibrium kértlményei kozott [étezik, K=K,

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Biomérnoki BSc

NEMKOMPETITIV INHIBICIO

Példak:
Mekkora | dupldzza meg a L-B

egyenes meredekségét?
Mekkora | okoz 50%-0s inhibici6t?

|
Ugyanaz a megoldas: =—» |=K, Zgﬂ=ﬁ[1+?j

Példak:
Kreatinkinaz (2.7.3.2)
S= kreatin/ATP  inhibitor: ADP K;=2.10%

Frukt6z-bifoszfataz (3.1.3.11)
S=Dfr-1,6biP inhibitor: AMP K; =1,1.104

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

NEMKOMPETITIV INHIBICIO

A katechin-oxidaz kompetitiv in- i
hibitora: With
para-hidroxi-benzoésav (PHBA), phenylthioures
ugyanoda kotédik, mint a kate-

chin. L

'With PHEA

nem-kompetitiv inhibitora: fenil-
tiourea — ez egy rézionhoz koto-

No inhibitor

dik, ami szilkséges az enzimmi- Z
B —
kodéshez. The-NH-C~tH, ‘ ‘ ‘
¥ LY 1 2 3

",
-1

151

=|

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

NEMKOMPETITIV INHIBICIO

Példak:
H* ionok hatasa a kimotripszin esetében. Itt az aktiv cent-
rumban egy proton akceptor hely van, amely inhibealhaté no-

UNKOMPETITIV INHIBICIO

| csak a mar létrejott ES komplexhez kotédik.

vekvé H*-ion koncentracioval. ——- Product

(A L-B abrazoléas tiszta nemkompetitiv inhibiciét mutat, azon-

ban ne feledkezziink meg arrél, hogy a pH-nak hatasa van a

fehérje molekula mas részeire is). | ketohely

. kész’
nehézfém molekuldk (-SH reagensek) vagy cianidok. | kotshely
Ezeknél azonban a hatas gyakran irreverzibilis. ,nincs kész"
S kotdhely
Bt a2
el § BME Alkamazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék %@ eltorzult®
NEMKOMPETITIV INHIBICIO UNKOMPETITIV INHIBICIO
Az almaszelet levegén megbarnul: o-difenol-oxidaz, kate- | csak a mar étrejott ES komplexhez kotddik
chin-oxidaz: katechin — o-kinon -
. 2 k
ol 0 ez_to'vgbb E+S ES 2 > E+P
(A) 172 07— + o oxidalédik 5
o 0 barna 1
catechol g-quinone termékekké
0H \J P I(i
®) ESI —%—> P
HOOC:
para-hydrosubenzoic acid
V = kp(ES) =—= ésK;= — =
(hasonlé enzim: tirozinaz tirozin — melanin.) ° Es ' ESI Viaw E+ES*+ESI

s et S ) e 3 B bt ) e &
i isgss BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméany Tanszék 3 8§ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméany Tanszék
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UNKOMPETITIV INHIBICIO KEVERT TiPUSU INHIBICIO

A kevert tipusu inhibicié kinetikdjanak levezetése megegye-
— s S | zik a nem-kompetitivval, annyi eltéréssel, hogy az ESI har-
Vinax 1+ —+ Ks+S{ 1+ K mas komplex koncentraciojanak behelyettesitésénél bekerdl

az o tényezé: S
\ Ks

K Vmax - 1& S|
ol K, K, K, a/i K,
mint a nemkomp.inh. "0 L, L
o o R vagy kissé atalakitva:
a kompetitiv forditottja, Kg csokken s
Az unkompetitiv | a KS és Vmax értékét ugyanolyan meérték- V=V I |
ben csokkenti K |1+— |+S| 1+——
¥ £ i K, aKk, ) ©

UNKOMPETITIV INHIBICIO

KEVERT TiPUSU INHIBICIO

Vagy ha a két kinetikai paraméter valtozasat fejezziik ki:

41

4. KEVERT TIiPUSU INHIBICIO KEVERT TiPUSU INHIBICIO

A kevert inhibici6 séméaja a nem-kompetitiv inhibiciéra ha-

sonlit, i}
Kq kp
E+S—<— ES E+P
+ +
I 1
o s
Ks
—_—
El + S —— ESI
de:

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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KEVERT TIPUSU INHIBICIO INHIBICIOK OSSZEFOGLALASA
A kevert tipusu inhibiciébdl szinte mindegyik elébb targyalt
levezethet§ a reakcidséma részeinek elhagyasaval: A kinetikai paraméterek (vmax, Ks) meghatérozasahoz nem
szilkséges az egyenletek linearizalasa. Az inhibicio tipusa-
E+S gﬁj‘ ESOP-. B | nak azonositasahoz viszont nagy segitséget nyujt:

o < 1 unkompetitiv = co kompetitiv

43 46

o 2 o 2
ity BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméany Tanszék ity BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméany Tanszék

LINEWEAVER-BURK ABRAZOLAS

INHIBICIOK OSSZEFOGLALASA ] W
(“? - ! K, I
1
max NG
S és | kdlcsonosen kizarjak egymast az enzimré|
KOMPETITIV
S és | egymastdl fuggetlenul kétédnek az enzimre B .
NEMKOMPETITIV
v
mint az el6z6, de az | megvaltoztatja az enzim affinitasat Lo m
KEVERT TIPUSU Vo K
mai K ]
\ Voo (“K)
I csak a S utan kotédik UNKOMPETITIV 2 ki)
/_ } .
K,

[ i
+ 7wl s

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

44

i BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

Hanes — Langmuir abrazolas

NEMKOMPETITIV INHIBICIO

INHIBICIOK OSSZEFOGLALASA

kompetitiv nemkompetitiv unkompetitiv
1 S

max 1+L 'KS+S
KI

- -

#5151 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudominy Tanszék

V=YV,

m

sisdertudomany Tanszék

45
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4. fejezet: Enzim modulcic
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EADIE- HOFSTEE abrazolas

- — - — Nemkompetitiv inhibicié:

Dixon:
—

Vinax

I KEVERT TIPUSU INHIBICIO

VIS Vinax

- \1/Vmax
\m 0 !
masi Vo 52
| Ko@) BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék
s . . PSP Unkompetitiv inhibicio6:
Egy Ujabb linearizalas: DIXON
L-B: 1 _Kpl, 1 (1+L m i= 1 |+ L (1+K—m)
V VourS Voml K, V. ViaKi Vi S
Az inhibicios kinetikak vizsgalatahoz hasznalhat6 az 1/v - | 1V S
(Dixon féle) abrazolas is. Itt azonos S értékekhez tartozé Sz
sebesség értékeket vizsgalunk. Ha ezek egyenest adnak, J
akkor az inhibicio linearis. Az egyenesek elhelyezkedése i(h Km)
segit beazonositani az inhibici6 tipusat és kinetikai kons-
tansait.
b 50
41 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméany Tanszék

Kompetitiv inhibicié:

1 1 K 1)1 Dixon:
L-B: —= +—S | 1+— —
V Vi vmx( Kl]s _

SZUBSZTRAT INHIBICIO

A szubsztratnak ahhoz, hogy termékképzdé atmeneti komplex
jojjon létre, két vagy tobb helyen kell, hogy az enzimhez ko-

todjék.
1NV Sok S molekula esetén egy S molekula az egyik, a masik pe-
dig egy masik kétéhelyhez kapcsolddik, igy inaktiv komple-
1 (1+£d ZKe - tga xek jonnek Iétre (ez is reverzibilis inhibicid).
Voa\ S ) VoK 1S
\ — 00C —00C -—— OOCCH,CH,COO-
CH, HG

S CH, H
t Sse t¢d=0 —-00C —-00C — “OOCCH,CH,COO

7 AT Borostyankdsav Fumérsav

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Normalis kapcsolodas
;;;i‘ﬂwwf;,w it

41 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméany Tanszék

S-inhibicié
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4. fejezet: Enzim modulcic

SZUBSZTRAT INHIBICIO

mNagy S koncentracional egy S molekula olyan kétéhelyhez is kap-
csolédhat az enzimen, amely nem az aktiv centrum része, az ilyen
két6dés NEMKOMPETITIV (v. unkompetitiv) médon megakadalyoz-
za a normalis S kotédést.

mAz enzim milkodéshez sziikség lehet egy AKTIVATOR molekulara.
Ha ez kapcsolodni képes a szubsztrattal, sok S molekula "elvonja"
az enzimtdl az aktivatort, igy csokkentve annak tényleges aktivitasat.

mKét (vagy tdbb) szubsztratos reakciok esetén az egyik szubsztrat
feleslege lekdtheti a masik szubsztrat kété helyeit, megakadalyozva
a szlikséges masodik szubsztrat kapcsolodasat, igy inaktiv komp-
lexek jonnek létre.

mNagy S koncentracié aspecifikus médon is géatolhatja a reakciét,
példaul az ioner6sség megnovekedése miatt.

il BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

SZUBSZTRAT INHIBICIO

A szubsztrat inhibicié értelmezheté az unkompetitiv inhibicio
egy specidlis eseteként, amikor a szubsztrat viselkedik inhi-

bitorként:  eredeti: | helyett S:
VeV Vev—S
K5+5[1+—) K +S+—
K; K,
A szubsztrat inhibiciéra levezettiik:
A T
14Key S K +S+§
S a*K s K.

hnologia és iszertudomény Tanszék

SZUBSZTRAT INHIBICIO

/ 1 K AN bk /7

E+ S&=—E S—> E + P b é . Py
és ¢ — a Ks disszociacios

N v N\

alland6 megvaltozasat méré

°KS/7 \st faktorok egyszeres S kotés

A esetén,

SZUBSZTRAT INHIBICIO

E\/S_ E\ S— Gl e el R ol e Kis szubsztrat koncentracioknal S/K; — 0, V=V S
/ ekkor visszakapjuk a M-M alakot: " K +S
ab;g\\ /acKs Rendszerint mindegyik > 1
s
/S~
S Nagy szubsztrat koncentracioknal K, el- V=V 1
' 1 hanyagolhat6, igy a reakciésebesség hi- S
W=V s g 1’ SV 1 W=V K _ S perbolikusan csokken: K;
1+ ; 1 + o [K! ] S ak, . 50
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SZUBSZTRAT INHIBICIO

L-B abrazolasban egy egyenes és egy hiperbola szuperpozicidja.
\V; 1MV

S
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—8— V,,70.9,Ks=50,k=10 —#— V,.=0.9,Ks=50,K=100
—0— V/,,70.9,Ks=50,K=50
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