Méreni enzymové aktivity

= optické

= elektrochemické
* manometrické

= vhodné substraty

vvvvvv

enzymu

Méreni aktivity

« podminky konstantni (slozeni pufru, pH,
teplota, tlak)

» rychlost reakce limituje enzym (ostatni
reagencie v nadbytku)

* rychlost zmény signalu v €éase by méla byt
konstantni (linearni oblast, saturace enzymu
substraty, tj. [S] >> K, s protoZe pak plati
V = Viin)



Fotometrie oticks kyveta | =1, explecl)
intenzita |, I
©
detektor
<------ >
tloustka |

In(1,/1)= A — 5CI Lambert-Beertv zakon

pokles intenzity (absorbce) svételného paprsku po priichodu kyvetou
s barevnou latkou je umérny koncentraci stanovované latky

v praxi se pouziva absorbance A, ktera je pfimo umérna koncentraci
¢ (extinkéni koeficient € pri dané vinové délce je konstantou
umérnosti) a velikosti | kyvety

absorbance je bezrozmérna veli¢ina
(rozptyl svétla se obvykle zanedbava )

Vypocet aktivity

~dn_ V(dA VAA

a=—= — || ®R—
dt o\ dt At

e dA/dt ... u pristrojui s kontinualnim zaznamem

« AA ... zména absorbance pfi ruénim odectu
(AA=Aygnec-Apocatek) Za dobu inkubace At

* V... objem reakéni smési v kyveté pri méreni
(celkovy, véetné vSech pridavku)
* | ... délka optické drahy v kyveté (obvykle 1 cm)

* g ... extinkEni koeficient, udava se obvykle pfi urcité
vinové délce (napf. &,5,) pozor na jeho jednotky



Ukazka zaznamu

smérnice dA/dt ,
.’l //
. N \ konec

A startovaci
pridavek

nastartovani reakce,
inkubace po dobu At,
-- zastaveni reakce

A

pocatek

»
»

* kontinualni a diskontinualni méreni absorbance

Fluorescence _ _
intenzita I0 fluorescence
(kolmo na excitacni
|, =kdecl paprsek
C

zdroj svétla If D
lp >> I

je vyui’iv?fm_a veI.mi Casto z diivodu detektor
vysoké citlivosti
absorbci energie prechazi molekula do excitovaného stavu, navrat do
zakladniho stavu je provazen emisi zareni — fluorescence

intenzita fluorescence [; zavisi na absorbanci a kvantovém vytézku @
emisni spektrum latky je oproti excitacnimu posunuto k vySsSim
vinovym délkam (Stokestiv posuv)

pro budici zareni se ¢asto pouziva svétlo laseru, je také vyhodné
pouzivat polarizované zareni

vztah mezi fluorescenci a latkovym mnozstvim substratu ¢i produktu

se urci kalibraci (neni extinkéni koeficient - podminky méreni malo
reprodukovatelné)




Luminiscence

A

Ky

sB"—% sX +hv

aktivace

rozpad

« je to emise svétla z molekuly v excitovaném stavu, ktery vznikl
jako dusledek chemickych reakci

« kvantovy vytézek luminiscence odpovida podilu poctu
vyzarenych fotont a excitovanych molekul, u pfirodnich systému

muze dosahovat az 90%

intenzita | vyzarovaného svétla je zavisla na case, v urcitém
okamziku prochazi maximem (t

kk
|zA 172
(AT,

1 2

max)

‘ [exp(—kit) —exp(—K,t)

¢ vztah mezi luminiscenci a latkovym mnozstvim substratu ¢i produktu se

urci kalibraci

Méreni kysliku

» provadi se elektrochemicky
pomoci Clarkova ¢lanku

 elektrodova redukce kysliku

(-750 mV, katoda) je

4-elektronovy proces:

¢ H202+26'—) ZOH-

AN |

Au (Pt) elektroda
/ zatavena ve skle

|_—Ag/AgCl elektroda

e elektrolyt

A membrana

/ propustna pro O,




Ukazka zaznamu startovaci

/ pridavek

lgat ‘ proplachnuti,
probublani vzduchem
nebo kyslikem

sifi¢itan

'bk_

Cas
* nejprve se provede jednorazova kalibrace sensoru,
pak vlastni méreni

* meéfici nadobka uzaviena - aby tam nesel kyslik z okoli

Vypocet aktivity

a_dn02 B cO,OZV dl
—1, dt

dt I

sat

Co02 --- VYchozi koncentrace kysliku v roztoku za danych
podminek (typ pufru, teplota, tlak) - urci se z tabulek

di/dt ... rychlost ubytku proudu v pfitomnosti enzymové
reakce

l.,: - maximalni velikost proudu pfi saturujici koncentraci
kysliku

I, - zbytkovy proud sensoru v mediu bez kysliku
(vy€erpa se chemickou reakci se sifi€itanem - kalibrace)
nékdy sensor pfimo méfi koncentraci kysliku



Acidobazickeé titrace

* enzymové reakce zahrnujici zménu pH -
zejména hydrolasy (Stépeni konjugatu
poskytuje kyselinu jako jeden z produktt)

» oxidace substrati pomoci NAD*

» vznikajici kyselina (baze) je prubézné titrovana
standardnim roztokem baze (kyseliny) o znamé
koncentraci tak, aby pH roztoku bylo porad
stejné jako pri zahajeni reakce - zarizeni
pH-stat

 rychlost "odebirani" ("dodavani") ionta H* pak
urcuje aktivitu enzymu

Vypocet aktivity

dn dV,,
a=—=¢C,, —
titr
dt dt
* Cyy --- kOncentrace standardniho roztoku

titracniho Cinidla; pozor na stechiometrii,
napf. cy, = [H*] = 2[H,SO,]

« dV,,/dt ... rychlost pfitoku titracniho €inidla
do mérici nadobky



Princip pH-statu vychozi pH _|

[ signal = v, at |

v

pH elektroda mikroprocesor
* udrzovani
| konstantniho pH v
i pracovni nadobce
elektronicka| « zpétna vazba Fidi
g{r(:;zi; rychlost pridavani
L] &inidlem titracniho Cinidla
nadobka s * to kompenzuje
michadlem zmény pH
. vyvolané
+ enzymovou reakci

Ukazka pH statu




Manometrické metody

* meéri se objem plynu vyvinutého (nebo
spotiebovaného) v enzymové reakci za
normalnich podminek (25 °C, 101 kPa)

« konstanta umeérnosti - molarni objem plynu,
V,,=22,4 dm3/mol

V ” w = = V

nejsou-li normalni podminky, urci se latkové
mnozstvi plynného produktu ze stavové
rovnice: An PAV

RT

NAD(P)* / NAD(P)H - Wartbhurguv opticky test

dehydrogenasa
AH, + NAD* A + NADH + H*
S[mc)l.l'l.cm'l] o o—¢ NAD@ . pfirozeny substrét, kter)'( pfl
0--=~0 NADH enzymové reakci méni barvu
s000d o (chromogenni) - pii 340 nm

univerzalni pro stanoveni
dehydrogenas (xDH)

Casto funguje jako koncovy krok
"zviditelnujici" predchazejici
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- = H
Tetrazolioveé N—N W e N-R
soli N N
R N R R,,)\N:N\Rl

bezbarva tetrazoliova sul barevny formazan

umoziuje napojeni na reakce produkujici NADH - méfreni probiha ve
viditelné oblasti spektra

pirenos elektroni z NADH na tetrazolium probiha pomoci dalsiho
enzymu diaforasy nebo pomoci mediatoru fenazinmethosulfatu (PMS)

NADHX’ diaforasa(FAD) ‘XVformazan
diaforasa(FADH, i

NAD+* tetrazolium

QD @@

CH,SO,

Peroxid vodiku, peroxidasa

» obecna reakce peroxidasy:
DH, + H,0, D+2H,0
bezbarvy barevny
 Siroka rada substratu

» ABTS, kyselina 2,2"-azino-bis(ethylbenzothiazolin)-6-sulfonova

T e
peroxidasa

\
CIZH
ABTS CH3 &y

S—N= N—|
[?l .
2 CI:HZ

3 3




CHy CH,

TMB H,N@—Q—NH,

CHy CH,
Amax=285nmM

|-«
[ CH,

CHS CH! " HNNH
¢ Y - CH3
HN L ) |12 +H*
CHy CH, CH, CHy
HN‘C>=C>=NH
CHy CHs
l " Amax* 370,652 nm
o

CHs CHs

Hn-D—Q-NH + 2H+

CHy CH,
1,...‘450 nm

* 3,5,3’,5’-tetramethylbenzidin

4-aminoantipyrin

fenol 4-aminoantipyrin chinonimin
(510 nm)

CH;
pemmﬁase w
2Hy0 + —OH + N +4Hy0




Hydrolasy

* pouziti derivatu 4- nebo 2-nitrofenolu a
4-nitroanilidu

e po hydrolyse vznika intenzivni zluté zbarveni

H,0

O—R — - O\N

2

H,O

R — = ON

O
Orm

5-bromo-4-chloro-indolyl

(X-)

X-

o—R

Br
L
N
H

a5

’ C H

indigo

Iz

OH o)
H.0 N\ (_H
H —_—
ROH H

indoxyl

-2e”

Br
0 Cl

» hydrolytickou reakci vznika indoxyl, ktery po
oxidaci (napf. tetrazolium) prechazi na modré

indigo



Fluorogenni substraty oxidoreduktas

rhodamin 123

dihydrorhodamin oxiduje superoxidovy radikal na rhodamin 123, zelena
fluorescence, A, / A, = 505 / 534nm)

Fluorogenni substraty hydrolas

Il
OH |
= - H3PO, %
MUP
CH, CH,

4-methylumbelliferylfosfat (MUP), po hydrolyse fosfatasou vznika
4-methyl-7-hydroxykumarin (methylumbelliferol), modra fluorescence,
Ay ! A, = 360 / 450 nm)

> XNH 5 0 derivaty 7-amino-4-methylumbelliferolu (Z-X-AMC
nebo Z-X-MCA), AMC produkt A, / A,,,, pfi 342 / 441
| nm, napf. 7-amino-4-methylkumarin N-CBZ-L-
= fenylalanyl-L-argininamid (Z-FR-AMC) pro stanoveni
serinovych proteinas a plasminu, kalikreinu,
CH, katepsinu), nebo 7-amino-4-methylkumarin, N-CBZ-

L-aspartyl-L-glutamyl-L-valyl-L-asparagylamid
(Z-DEVD-AMC) pro kaspasu 3

alternativné derivaty 7-amino-4-trifluoromethylkumarinu, napf. Z-DEVD-AFC

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-



Fluorogenni substraty hydrolas

OH R—0O (@] (0]
OH N

derivaty resorufinu
FDP

derivaty fluoresceinu, napr.
fluoresceindifosfat pro ALP

rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinové proteinasy, (496 /
520 nm) cca 100x citlivéjSi nez slou¢eniny
zalozené na AMC

jiny priklad - rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-
fenylalanyl-L-arginin amid) (Z-FR-R110)
pro cysteinové proteinasy katepsin B a L

Srovnani spektralnich viastnosti

4-methyl-7-hydroxykumarin

excitace rhodamin 110

excitace

emise

300 350 400 450 500 550
A (nm) 400 450 500 550 600
A (nm)




FRET fluorescence energy resonance transfer

fluorescencni skupina (fluorofor) ’zhééejl'ci skupina (quencher)

hydrolysa vhodné skupiny

’L%:xcitace

ve spojovacim mustku

oddaleni - neni
prenos energie

+® - @
R L 4 | ﬁ
nezafivy resonanéni prenos nastup fluorescence
energie na blizkou skupinu
akceptoru
ZADNA FLUORESCENCE

« citliva detekce hydrolas, napf. proteinas
- v muastku je peptidova vazba

FRET - vhodné skupiny

|_ fluorofory (donory, R znaé¢i napojeni
na dalSi ¢ast molekuly)

~

CH,

zhasece (akceptory)

R (CH3)2 N(CH3)2
ONP O DABSYL

TMR

(0] R




Luminogenni substraty

pro citlivou detekci peroxidu vodiku se pouziva luminol (5-amino-2,3-
dihydroftalazin-1,4-dion), celkovy vytézek je pouze 0.01 (Spatna fluorescence)

intensita svétla je umérna koncentraci H,0,, katalyzuje peroxidasa

o) e
COO
NH  +H:O, +OH
| sl N2 | hv +3-aminoftalat
NH katalyzator COoO -Na
NH, O luminol NHz

alternativa - akridanové luminogeny

F F F
PS-3 /@i €02
F F F F = F hv
Oy O  (akridan) 0.__O o
‘\j) —Cr 0
L0 — 20 909
) Ny y
CH, (akridinium) cH, H

Méreni superoxidového radikalu

<", "
N: N
0, Q0
X +20,

?

AN o
N O O
b Y
3 CH,

o
2 "
I
CH,

* lucigenin



Fosfatasy

0—-0 '
— O O O—CH
O—CH, +H,0 3
—_— +P +hy
(IJH Cl
—_p— OH
Lumigen PPD © I'T ©
OH

e Lumigen PPD (chloro-4-methoxy-4-(3-fosfatophenyl)spiro[1,2-dioxetan-
3,2'-adamantan]) - vhodny luminogenni substrat pro méreni alkalické
fosfatasy (ALP)

Luciferasy (ATP resp. NAD(P)H

« §tépi substrat luciferin (rizné dle organismu), pficemz dochazi k emisi svétla

» sveétluska (firefly, Photinus pyralis) luciferin COOH

luciferasa (EC 1.13.12.7) oxiduje N N—(_
prislusny luciferin za ucasti ATP, >\ /< "H
emise pii 560 nm, vytézek asi 0.88 ! s S

HO

* méreni enzymu produkujicich ATP

ATP + luciferin + O, ——> AMP + PP + oxyluciferin + CO, + hv

m  moiské bakterie (Vibrio fischeri, V. harveyi, Photobact. phosphoreum)
luciferasa (EC 1.14.14.3) az 5% obsahu buriky, oxiduje aldehydy (>Cj,

dekanal, tetradekanal); v burice obsahuji i NAD(P)H:FMN oxidoreduktasu:

NAD(P)H +FMN + H* NADH oxidoreduktasa NAD(P)+ + FMNH,

Luciferasa
FMNH; + R-CHO+ 0O, ————~ FMN + R-COOH + H,0O + hv

=  méreni dehydrogenas



Radiometrie

« sledovani radioaktivné oznaéeného substratu nebo produktu

e pouzivané slouceniny:
— jednoduché - 1“CO,, 3H,0, 33S0,*
— uniformé znaéené - [4C] alanin, [4C] ethanol

— specificky znaéené L-[methyl-14C] methionin, [methyl-3H] thymin

« jednotky: Bequerel ~ s (dle Sl), Curie ~ 1 g 226Ra, (UCi — mCi v praxi)

¢ detektory
ionizacni (Geiger-Mullerova trubice)
scintilacni
polovodic¢ové skenery
fotograficky material
¢ separace rad. produktu
— precipitaci, extrakce
— vyvoj nebo inkorporace rad. plynu nebo tékavé latky
— elektroforesa, papirova nebo tenkovrstevna chromatografie
vyhody

— presnost, chemicka identita, méfeni radioaktivity nezavisi na formé a

podminkach
e problémy
— nakladné vybaveni i reagencie, pracovni rizika

Microarrays

« screening enzymu pouzitim mnoha rtznych substrati (array)

zakotvenych na nosici

ii::ﬂ i
! L .

4 f

glykosyltransferasa +

UDP- &
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I 2

fluorescenéné
znaceny
lektin

o>e




Screening kinas
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Prubéh reakce - "zavady"

zpomalovani reakce

- malo substratu, vznik rovnovahy
- inhibice produktem

- nestabilni enzym

- inhibice s pomalou rovnovahou
- nedokonala metoda

- zménéné podminky stanoveni

normalni

[P]

lag faze / rychlejsi pocatek

seliceveseeseeresees - §patna regulace teploty

- usazovani ¢astic

¢as - $patné promichani

- pomaly ustaleny stav

- pomala odezva detektoru

reaguje i bez enzymu (Ci substratu) - inhibice substratem

- precipitace - aktivace produktem

- usazovani castic

- kontaminace substratu enzymem
(enzymu substratem)

- neenzymovy rozklad substratu

- usazovani na stény reakénich nadob

Rychlost vs. enzym

pritomen kovalentni

normalni P
inhibitor

zpomalovani rychlosti

- neméri se pocatecni rychlost
- pomala sprazena reakce

- pfitomen nekovaletni inhibitor

d[P]

pritomen aktivator

[enzym]



