INHIBICE ENZYMU

Uloha 1: Stanoveni hodnoty ICsy inhibitoru cholinesteraz

Princip:

Latky, které zpomaluji enzymatické reakce se, nazyvaji inhibitory. Inhibi¢ni G¢innost téchto
latek se stanovuje pomoci hodnoty ICsg, coz je takova koncentrace inhibitoru, ktera zptsobi
50% inhibici enzymu (nebo také pokles aktivity enzymu na 50%).

Cholinesterazy jsou enzymy patfici do tfidy hydroldz a $tépi estery cholinu.

Princip Ellmanovy reakce:
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Roztoky a pomiicky:
roztoky inhibitorii o dané koncentraci
fosfatovy pufr pHS

DTNB (5.107 M)

roztok enzymoveho preparatu (butyrylcholinesterdza)
acetylthiocholin jodid (1.10° M)

pistové mikropipety

zkumavky

stojanek na zkumavky

Postup:

Ze zasobniho roztoku inhibitoru o koncentraci 1'10~ mol/l piipravte do 2 zkumavek (I, II)
roztoky inhibitoru o koncentraci: 1:110™, 110 M (objem 2 ml). Déle si p¥ipravte 12 zkumavek
a pipetujte dle tabulky a pokynli vyucujiciho.
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0,8 ml fosfatového pufru pH 8
doplnit destilovanou vodou na objem 1,44 ml
0,08 ml enzymového preparatu (BCHE), zkumavky protiepat, inkubovat 5 min pfi 0,08
laboratorni teploté ml
dest.
vody

0,4 ml DTNB (5.10™ M)

0,08 ml ATCH (1.10”° M)
zkumavky protiepat, inkubovat 10 min pfi laboratorni teploté, zméfit absorbanci A(412nm) proti

blanku

Vyhodnoceni:

Ze zjisténych hodnot absorbance vypocitejte procenta blokovaného enzymu podle vztahu:

% I=(1-Ai/Ap) x 100

% I - procento inhibice
- absorbance roztoku obsahujici inhibitor (zk. 1-10)
Ay - absorbance roztoku, ktery neobsahuje inhibitor (zk. 11)

Zjisténd procenta inhibice vyneste do grafu proti molarni koncentraci inhibitoru. Body
prolozte kiivkou a odectéte hodnotu c; v misté, kde kfivka protind hodnotu 50% inhibice
enzymu (% I = 50).

Do zavéru uved’te hodnotu ICsg daného inhibitoru.
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