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Zjawisko katalizy enzymatycznej znane jest od dawna, a jego zna-
czenie trudno przeceni¢. Katalizatorami sa tu enzymy — biatka ,za-
projektowane” przez Nature tak, aby reakcje biologiczne zachodzity
w sposob maksymalnie efektywny. Pierwszy model matematyczny opi-
sujacy kinetyke enzymatyczna opracowany zostat ponad sto lat temu,
najpierw przez Henri’ego (1903), a w ostatecznej formie przez Micha-
elisai Menten (1913) [I]. Od tego czasu ten klasyczny model znacznie
rozwinigto — w szczegdlnosci w zakresie badan zjawiska inhibicji enzy-
matycznej. Z jednej strony inhibitory to trucizny katalizatoréw enzy-
matycznych, a z drugiej strony moga mie¢ znaczenie przy regulacji ich
aktywnosci [2]. Wynikaja z tego ich potencjalne zastosowania — inhi-
bitory wybranych, kluczowych enzyméw moga by¢ srodkami ochrony
roslin w rolnictwie [3] a takze lekami w terapii niektérych choréb zwia-
zanych z zakidceniem homeostazy na skutek niewfasciwej aktywnosci
enzymow [2]. Rozwdj badan strukturalnych pozwolit na coraz skutecz-
niejsze projektowanie inhibitoréw enzyméw — szczegdlnie analogow
inhibitoréw wystepujacych w przyrodzie jak i analogéw substratéw,
produktéw i nietrwatych energetycznie intermediatéw katalizowanych
reakc;ji [3, 4]. Oczywiscie zaprojektowane w ten sposéb inhibitory wy-
magaja zbadania w rzeczywistych uktadach reakcyjnych, by potwier-
dzi¢ ich dziatanie, okresli¢ parametry kinetyczne oraz méc nastepnie
zaplanowac badania ich oddziatywania na organizmy zywe.

O ile literatura w jezyku polskim dotyczaca inhibicji klasycznej jest
bardzo bogata (wlaczajac w to monografie), to brakuje monografii
uwzgledniajacych specyficzny, dos¢ czesty i wazny rodzaj inhibicji —
inhibicje wolnowiazaca (slow-binding), ktéra opisana jest monografiach
angielskojezycznych [5+7].

Przy tym inhibitory wolnowiazace sie z enzymem czesto znajduja
zastosowanie w przemysle spozywczym, rolnictwie i medycynie [8].
Na przyktad, katalizowane przez tyrozynaze, brazowienie owocéw,
warzyw i napojow jest uwazane za jedng z najwazniejszych przyczyn
utraty jakosci zywnosci a inhibitory tego enzymu pozwalaja na zapobie-
ganie ciemnieniu zywnosci [9]. W artykule podjeto prébe przyblizenia
czytelnikowi specyfiki tego typu inhibicji, oraz zaprezentowano algo-
rytm pozwajajacy na analize inhibicji wolnowiazace;.

Charakterystyka inhibicji enzymatycznej wolnowiazacej

Inhibicje wolnowiazaca cechuje wzrost sity hamowania aktywnosci
enzymu w czasie. Rbwnowaga wiazania enzymu z inhibitorem osiggana
jest z mniejsza szybkoscia niz w procesie dyfuzji. Krzywe progresji uzy-
skiwane w obecnosci inhibitoréw wolnowiazacych sa inne niz w kla-
sycznym przypadku i opisuje je réwnanie (1) [10] (Rys. I).
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gdzie:

P- stezenie produktu reakgcji w czasie trwania reakcji
V. - predkos¢ reakcji w stanie stacjonarnym

V, — predkos¢ poczatkowa reakji

k,,,— obserwowana stata szybkosci reakji

t — czas przebiegu reakgiji

¢ — stafa (bfad) o wartosci oczekiwanej réwnej zero.
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Rys. 1. Przebieg reakcji hydrolizy p-nitroanilidu L-leucyny (L-Leu-pNA)
katalizowanej przez cytozolowa aminopeptydaze leucynowa (LAP C)
z nerek wieprzowych w obecnosci wzrastajacych stezen inhibitora
(stezenia podane sa w uM) i bez inhibitora

W celu znalezienia wartosci k_, V, i V, przeprowadza sig do-
pasowanie réownania (1) do wartosci eksperymentalnych, np. nu-
merycznie z wykorzystaniem algorytmu Levenberga-Marquardta
co pozwala na iteracyjne znalezienie optymalnych parametrow
Koo Vo i V,Zréwnania (1).

W literaturze [4, | 1] rozréznia sig trzy podstawowe mechanizmy
(A, B i C), wedtug ktorych moze przebiega¢ proces hamowania ak-
tywnosci enzymu przez wolnowiazacy inhibitor. Wedtug R. G. Dug-
gleby’ego [| 1] mechanizm inhibicji wolnowiazacej mozna rozrdznic¢
na podstawie zaleznoscik _od stezenia inhibitora. Wartos¢k _moze
by¢ liniowo lub hiperbolicznie zalezna od stezenia inhibitora [4, | I, 12].
Jednak przebieg zaleznosci k = f([I]) nie jest jedynym kryterium
umozliwiajacym rozrdznienie poszczegdlnych mechanizméw inhibi-
cji wolnowigzacej. Wedtug P Kuzmi¢a [12] klasyfikacja R. G. Dug-
gleby’ego moze by¢ niewystarczajaca do rozréznienia mechanizmu
A od mechanizmu B. Ryzyko biednej identyfikacji mechanizmu naka-
zuje przeanalizowanie dodatkowo zaleznosci V, = f([l]) i V, = f([I]).
W przypadku mechanizmu A i C wartosci szybkosci poczatkowej
reakgji (V,) sa niezalezne od stezenia inhibitora, a dla mechanizmu B
zmieniaja sie hiperbolicznie [10].

Mechanizm inhibicji wolnowiazacej typu A

W przypadku, gdy wraz ze wzrostem stezenia inhibitora, war-
tos¢ k_ wzrasta liniowo, inhibitory dziafaja zgodnie z mechanizmem
A (Rys. 2). Ponadto wartosci szybkosci poczatkowych (V) s nieza-
lezne od stezenia inhibitora, a wartosci szybkosci w stanie stacjonar-
nym zaleza hiperbolicznie od stezenia inhibitora. Mechanizm typu
A zaktada, ze formowanie sie kompleksu enzym-inhibitor to poje-
dynczy powolny krok charakteryzowany przez state szybkosci k, i k ,
(Schemat |). Réwnowaga miedzy enzymem i substratem jest uzyski-
wana szybko (ograniczana jedynie dyfuzja) natomiast wolno ustala sie
réwnowaga miedzy enzymem i inhibitorem (tworzenie kompleksu
enzyme-inhibitor).
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Rys. 2. Zalezno$¢ wartosci k_ od stezenia inhibitora (reakcja
hydrolizy Gly-L-Phe-pNA katalizowana przez katepsyne C
w obecnosci L-Phe-Gly-CHOH-PO,Et)) [13]

Warto$¢ statej K dla mechanizmu inhibicji wolnowiazacej typu
Amozna obliczy¢ dwiema metodami.

W pierwszej metodzie wykorzystuje si¢ zaleznosc¢ kapp = f([I]).
Z nachylenia prostej k= f([l]) mozna wyznaczy¢ wartos¢ k, nato-
miast jej punkt przecigcia z osig rzgdnych pozwala obliczy¢ wartos¢ k ,
(réwnanie (2) i Rys. 2). Wartosc stafej K oblicza si¢ z zaleznosci podanej
w réwnaniu (3).
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W drugiej metodzie, do obliczenia wykorzystuje sie réwnanie liniowe
(4) otrzymane po transformacii hiperbolicznej zaleznosci V. = f([I]).
Wartos¢ K wylicza sig z nachylenia prostej (Rys. 3).
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Rys. 3. Zlinearyzowana postac¢ zaleznosci V = f([l]) (reakcja hydrolizy
Gly-L-Phe-pNA katalizowana przez katepsyne C w obecnosci L-Phe-
Gly-CHOH-PO Et))

Wartosci K wyliczone dwiema metodami powinny by¢ takie same.

Mechanizm inhibicji wolnowiazacej typu B

W przypadku, gdy zaleznosci kapp =f([1]), v, = f([1]) iV, = f([I]) maja
przebieg hiperboliczny, akrzywak = = f([l]) rosnie wraz ze wzrostem
stezenia inhibitora, to hamowanie wolnowiazace przebiega zgodnie
z mechanizmem B. Mechanizm ten charakteryzuje postepujacy w cza-
sie proces hamowania aktywnosci enzymu, wynikajacy z wolnych

zmian konformacyjnych szybko powstajacego kompleksu enzymu
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z inhibitorem. Zmiany te prowadza do powstania zizomeryzowanej
postaci kompleksu enzym-inhibitor EI* charakteryzujacego sie o wiele
silniejszym wiazaniem (Schemat 2).
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Schemat 2

Wartosc¢ stafej hamowania (K) mozna w przypadku mechanizmu B
obliczy¢ trzema metodami.

0,0120

0,000 4

0,0080 1

0,0060 4

Kappe 577

0,0040

0,0020

0,0000 T T T T T T J
[} 0,00002 0,00004 000006 000008 00001 000012 000014

(1],

Rys. 4. Zalezno$¢ k__ od stezenia inhibitora (reakcja hydrolizy
L-Leu-pNA katalizowana przez LAP C w obecnosci C, H,.N,O P-H,0;
niepublikowane wyniki wiasne)

W pierwszej metodzie wykorzystuje si¢ hiperboliczng zaleznos¢
Kpp = f([1]) (réwnanie (5) i Rys. 4). Po transformacji réwnania (5) do po-
staci liniowej (réwnanie (6)) mozna wyznaczy¢ warto$¢ k, z zalezno-
$ci (punkt przecigcia z osia rzednych wynosi I/k,) (Rys. 5). Natomiast
wartos¢ statej k , musi by¢ wczesniej wyliczona na podstawie zalezno-
$ci (7) lub tez przy zastosowaniu metody iteracyjnego dopasowania
bezposrednio réwnania (6). Warto$¢ statej hamowania (K) wylicza sig
z nachylenia zaleznosci (6).
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Rys. 5. Zlinearyzowana posta¢ zaleznosci k= f([I]) - mechanizm B
(reakcja hydrolizy L-Leu-pNA katalizowana | przez LAP C w obecnosci
zwiazku C, H, N, O P-H,O; niepublikowane wyniki wtasne)
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Druga metoda wykorzystuje hiperboliczng zaleznos¢ V, = f([I]).
Po jej transformacji do réwnania liniowego (8) (Rys. 6), z nachylenia
prostej mozna obliczy¢ wartos¢ K .
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Rys. 6. Zlinearyzowana postac¢ zaleznosci V, = f([I]) - mechanizm B
(reakcja hydrolizy L-Leu-pNA katalizowana przez LAP C w obecnosci

zwiazku C, H,,N,O P-H,O; niepublikowane wyniki wiasne)
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Natomiast w trzeciej metodzie wykorzystuje sie hiperboliczna
zaleznos¢ V_ = f([l]). Wartos¢ K. obliczy¢ mozna po transformacii
krzywej do réwnania liniowego (9) (Rys. 7). Z nachylenia tej prostej
obliczy¢ mozna K, a nastepnie K, stosujac réwnanie (10). Oznacza
to, ze w tym przypadku konieczne sg wartosci statych k, i k , wyzna-
czone z réwnania (6) lub (7).

Wartosci K wyliczone trzema metodami powinny by¢ poréwnywalne.
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Rys. 7. Zlinearyzowana posta¢ zaleznosci V, = f([I]) - mechanizm B
(reakcja hydrolizy L-Leu-pNA katalizowana przez LAP C w obecnosci
zwiazku C O P-H,0; niepublikowane wyniki wiasne)

20 ZSNZ
Mechanizm inhibicji wolnowiazacej typu C

Jezeli szybkos¢ poczatkowa reakgji jest niezalezna od stezenia
inhibitora, zaleznos¢ kapp = f([I]) ma przebieg hiperboliczny a krzywa
kapp = f([I]) maleje wraz ze wzrostem stezenia inhibitora, to hamo-
wanie wolnowiazace przebiega zgodnie z mechanizmem C (Rys. 8).
Mechanizm ten charakteryzuje wzrost sity hamowania aktywnosci
enzymu w czasie spowodowany wolnymi zmianami konformacji en-
zymu, ktdry dopiero w zizomeryzowanej formie tworzy silny kom-
pleks z inhibitorem (Schemat 3).
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Rys. 8. Zaleznos¢ k_ , od steZenia inhibitora (reakcja hydrolizy Gly-L-
Phe-pNA katalizowana przez katepsyne C w obecnosci L-Phe-/-Ala-
CHOH-PO.Et,) [11]

Wartos¢ K dla mechanizmu inhibicji wolnowiazacej typu C moz-
na obliczy¢ dwiema metodami. W pierwszej metodzie wykorzystu-
je sie hiperboliczng zaleznos¢ kapp = f(I) (réwnanie (1) i Rys. 8).
Do obliczen transformuje sie réwnanie (1) do postaci liniowej
(rownanie (12), Rys. 9). Za pomoca iteracyjnego dopasowania
wyznacza sig¢ warto$c statej A (réwnanie (12)). Stata k, oblicza sig
z wartosci A natomiast statg k ; z odcigtej réwnania (12). Z nachy-
lenia z kolei obliczy¢ mozna K.
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Rys. 9. Zlinearyzowana postac zaleznosci k = f([I]) dla mechanizmu C
(reakcja hydrolizy Gly-L-Phe-pNA katalizowana przez katepsyne C
w obecnosci L-Phe-$-Ala-CHOH-PO Et )

W metodzie drugiej, po transformaciji zaleznosci V, = f([I]) do po-
staci liniowej, wyznacza sig stafe kinetyczne (K" oraz K) (réwnanie (13)
i Rys. 10). State k, i k , wyznaczy¢ mozna praktycznie tylko z réwnania
(12), poniewaz chcac skorzysta¢ z réwnania (I3), jedna z nich musi
by¢ wczesniej znana.

379

50 lat opolskiej chemii



50 lat opolskiej chemii

25 7

(Vimax/Va)-1

w

o 200 400 600 800 1000 1200

11, uM

Rys. 10. Zlinearyzowana posta¢ zaleznosci V. = f([I]) dla mechanizmu
C (reakcja hydrolizy Gly-L-Phe-pNA katalizowana przez katepsyne C
w obecnosci L-Phe-$-Ala-CHOH-PO Et,)

Vm._“_1= Ky [ﬁ][l]+&(l+£]
Y [SI'K; (k. [S] k_;

5

(13)

gdzie:

Jednak po wyznaczeniu ilorazu obu tych statych z wartosci odcietej
réwnania (13), mozliwe jest obliczenie K z nachylenia tego samego
réwnania bez potrzeby korzystania z réwnania (12).

Wartosci Ki wyliczone obiema metodami powinny by¢ poréwny-
walne. Jezeli dobrze koreluja ze sobg, to mozna przyjaé, ze reakcja
przebiega zgodnie z zalozonym mechanizmem.

Autorzy tej pracy opracowali zestaw arkuszy kalkulacyjnych po-
zwalajacych na fatwe ustalenie z jakim typem inhibicji wolnowiazacej
ma do czynienia eksperymentator i wyliczenie stafych kinetycznych.
Arkusze te moga zosta¢ udostepnione zainteresowanym po skontak-
towaniu sie z autorami.
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