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MMěřěřeneníí enzymovenzymovéé aktivityaktivity

optickoptickéé
elektrochemickelektrochemickéé
manometrickmanometrickéé
vhodnvhodnéé substrsubstráátyty
ppřřííklady stanovenklady stanoveníí nejdnejdůůleležžititěějjšíších ch 
enzymenzymůů

MMěřěřeneníí aktivityaktivity

•• podmpodmíínky konstantnnky konstantníí (slo(složženeníí pufru, pH, pufru, pH, 
teplota, tlak)teplota, tlak)

•• rychlost reakce limituje enzym (ostatnrychlost reakce limituje enzym (ostatníí
reagencie v nadbytku)reagencie v nadbytku)

•• rychlost zmrychlost změěny signny signáálu v lu v ččase by mase by měěla být la být 
konstantnkonstantníí (line(lineáárnrníí oblast, saturace enzymu oblast, saturace enzymu 
substrsubstrááty, tj. ty, tj. [S] >> [S] >> KKM,S M,S protoprotožžee pak pak platplatíí
vv ≈≈ VVlimlim))
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FotometrieFotometrie

•• pokles intenzity (absorbce) svpokles intenzity (absorbce) svěětelntelnéého paprsku po prho paprsku po průůchodu kyvetou chodu kyvetou 
s barevnou ls barevnou láátkou je tkou je úúmměěrný koncentraci stanovovanrný koncentraci stanovovanéé lláátkytky

•• vv praxi se poupraxi se použžíívváá absorbanceabsorbance AA, kter, kteráá je  pje  přříímo mo úúmměěrnrnáá koncentraci koncentraci 
cc (extink(extinkččnníí koeficient koeficient εε ppřři dani danéé vlnovvlnovéé ddéélce je konstantou lce je konstantou 
úúmměěrnosti) a velikosti rnosti) a velikosti ll kyvetykyvety

•• absorbance je bezrozmabsorbance je bezrozměěrnrnáá veliveliččinaina
•• (rozptyl sv(rozptyl svěětla se obvykle zanedbtla se obvykle zanedbáávváá ))

D
detektor

optická kyveta

intenzita I0 I

tloušťka l

)exp(0 clII ε=

clA ε=( ) =II /ln 0

c

Lambert-Beerův zákon

VýpoVýpoččet aktivityet aktivity

•• dA/dt dA/dt …… u pu přříístrojstrojůů s kontinus kontinuáálnlníím zm zááznamemznamem
•• ∆∆AA …… zmzměěna absorbance pna absorbance přři rui ruččnníím odem odeččtu tu 

((∆∆AA=A=Akoneckonec--AApopoččáátektek) za dobu inkubace ) za dobu inkubace ∆∆tt
•• VV …… objem reakobjem reakččnníí smsměěsi v kyvetsi v kyvetěě ppřři mi měřěřeneníí

(celkový, v(celkový, vččetnetněě vvššech pech přříídavkdavkůů))
•• ll …… ddéélka opticklka optickéé drdrááhy v kyvethy v kyvetěě (obvykle 1 cm)(obvykle 1 cm)
•• εε …… extinkextinkččnníí koeficient, udkoeficient, udáávváá se obvykle pse obvykle přři uri urččititéé

vlnovvlnovéé ddéélce (naplce (napřř. . εε280280) pozor na jeho jednotky) pozor na jeho jednotky

⎟
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UkUkáázka zzka zááznamuznamu

•• kontinukontinuáálnlníí a a diskontinudiskontinuáálnlníí mměřěřeneníí absorbanceabsorbance

čas

A

směrnice dA/dt

Apočátek

Akonec

startovací
přídavek

nastartovnastartováánníí reakce,reakce,
inkubace po dobu inkubace po dobu ∆∆t,t,
zastavenzastaveníí reakcereakce

FluorescenceFluorescence

•• je vyuje využžíívváána velmina velmi ččasto zasto z ddůůvodu vodu 
vysokvysokéé citlivosticitlivosti

•• aabsorbcbsorbcíí energie penergie přřechecháázzíí molekula do excitovanmolekula do excitovanéého stavu, nho stavu, náávrat do vrat do 
zzáákladnkladníího stavu je provho stavu je prováázen emiszen emisíí zzáářřeneníí –– fluorescencefluorescence

•• iintenzita fluorescence ntenzita fluorescence IIff zzáávisvisíí na absorbanci a kvantovna absorbanci a kvantovéém výtm výtěžěžku ku ΦΦ
•• eemisnmisníí spektrum lspektrum láátky je oproti excitatky je oproti excitaččnníímu posunuto kmu posunuto k vyvyššíšším m 

vlnovým dvlnovým déélklkáám (Stokesm (Stokesůův posuv)v posuv)
•• ppro budro budííccíí zzáářřeneníí se se ččasto pouasto použžíívváá svsvěětlo laseru, je taktlo laseru, je takéé výhodnvýhodnéé

poupoužžíívat polarizovanvat polarizovanéé zzáářřeneníí
•• vztah mezi fluorescencvztah mezi fluorescencíí a la láátkovým mnotkovým množžstvstvíím substrm substráátu tu čči produktu i produktu 

se urse urččíí kalibrackalibracíí (nen(neníí extinkextinkččnníí koeficient koeficient -- podmpodmíínky mnky měřěřeneníí mmáálo lo 
reprodukovatelnreprodukovatelnéé))

D
detektor

intenzita I0

c
zdroj svzdroj svěětlatla

fluorescencefluorescence
(kolmo na excita(kolmo na excitaččnníí
paprsek)paprsek)

IIff

I0 >> If

clkI f εΦ=
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LuminiscenceLuminiscence

•• je je to to emise svemise svěětla ztla z molekuly vmolekuly v excitovanexcitovanéém stavu, který vznikl m stavu, který vznikl 
jako djako důůsledek chemických reakcsledek chemických reakcíí

•• kkvantový výtvantový výtěžěžek luminiscence odpovek luminiscence odpovííddáá podpodíílu polu poččtu tu 
vyzvyzáářřených fotonených fotonůů a excitovaných molekula excitovaných molekul, u, u ppřříírodnrodníích systch systéémmůů
mmůžůže dosahovat ae dosahovat ažž 90%90%

•• iintenzita ntenzita II vyzavyzařřovanovanéého svho svěětla je ztla je záávislvisláá na na ččase, vase, v ururččititéém m 
okamokamžžiku prochiku procháázzíí maximem (maximem (ttmaxmax))

•• vztah mezi vztah mezi luminiscencluminiscencíí a la láátkovým mnotkovým množžstvstvíím substrm substráátu tu čči produktu se i produktu se 
ururččíí kalibrackalibracíí

aktivaceaktivace rozpadrozpad
hνXBA 21 * +⎯→⎯⎯→⎯ kk
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MMěřěřeneníí kyslkyslííkuku Au (Pt) elektroda
zatavená ve skle

Ag/AgCl elektroda

elektrolyt

membrána
propustná pro O2

•• provprovááddíí se elektrochemickyse elektrochemicky
pomocpomocíí Clarkova Clarkova ččlláánkunku

•• eelektrodovlektrodováá redukce kyslredukce kyslííkuku
((--750 mV750 mV, katoda, katoda) je) je
44--elektronový proces:elektronový proces:

•• OO22 + 2 H+ 2 H22O + 2 eO + 2 e-- HH22OO22 + 2 OH+ 2 OH--

•• HH22OO22 + 2 e+ 2 e-- 2 OH2 OH--
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UkUkáázka zzka zááznamuznamu

•• nejprve se provede jednornejprve se provede jednoráázovzováá kalibrace kalibrace sensoru, sensoru, 
pak vlastnpak vlastníí mměřěřeneníí

•• mměřěřííccíí nnáádobka uzavdobka uzavřřenenáá -- aby tam neaby tam neššel kyslel kyslíík z okolk z okolíí

čas

I směrnice dI/dt

startovací
přídavek

IIsatsat

II = 0= 0
IIzbzb

siřičitan

propláchnutí,
probublání vzduchem
nebo kyslíkem

VýpoVýpoččet aktivityet aktivity

•• cc0,O20,O2 …… výchozvýchozíí koncentrace kyslkoncentrace kyslííku v roztoku za daných ku v roztoku za daných 
podmpodmíínek (typ pufru, teplota, tlak) nek (typ pufru, teplota, tlak) -- ururččíí se z tabulekse z tabulek

•• ddII/d/dtt …… rychlost rychlost úúbytku proudu v pbytku proudu v přříítomnosti enzymovtomnosti enzymovéé
reakcereakce

•• IIsatsat -- maximmaximáálnlníí velikost proudu pvelikost proudu přři saturuji saturujííccíí koncentraci koncentraci 
kyslkyslííkuku

•• IIzbzb -- zbytkový proud sensoru v mediu bez kyslzbytkový proud sensoru v mediu bez kyslííku ku 
(vy(vyččerperpáá se chemickou reakcse chemickou reakcíí se sise siřřiiččitanem itanem -- kalibrace)kalibrace)

•• nněěkdy sensor pkdy sensor přříímo mmo měřěříí koncentraci kyslkoncentraci kyslííkuku

dt
dI

II
Vc

dt
dn

a
zbsat −

== 22 O,0O
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AcidobazickAcidobazickéé titracetitrace
•• enzymovenzymovéé reakce zahrnujreakce zahrnujííccíí zmzměěnu pHnu pH --

zejmzejmééna hydrolasy (na hydrolasy (ššttěěpenpeníí konjugkonjugááttůů
poskytuje kyselinu jako jeden z produktposkytuje kyselinu jako jeden z produktůů))

•• oxidace substroxidace substrááttůů pomocpomocíí NADNAD++

•• vznikajvznikajííccíí kyselina (kyselina (bbáázeze) je pr) je průůbběžěžnněě titrovtitrováána na 
standardnstandardníím roztokem bm roztokem bááze (ze (kyselinykyseliny) o zn) o znáámméé
koncentraci tak, aby pH roztoku bylo pokoncentraci tak, aby pH roztoku bylo pořřáád d 
stejnstejnéé jako pjako přři zahi zaháájenjeníí reakce reakce -- zazařříízenzeníí
pHpH--statstat

•• rychlost "odebrychlost "odebíírráánníí" (" ("dod"dodáávváánníí"") iont) iontůů HH++ pak pak 
ururččuje aktivitu enzymuuje aktivitu enzymu

VýpoVýpoččet aktivityet aktivity

•• cctitrtitr …… koncentrace standardnkoncentrace standardníího roztoku ho roztoku 
titratitraččnníího ho ččinidla; pozor na stechiometrii, inidla; pozor na stechiometrii, 
napnapřř. . cctitrtitr = [= [HH++]] = 2= 2[H[H22SOSO44]]

•• ddVVtitrtitr/d/dtt …… rychlost prychlost přříítoku titratoku titraččnníího ho ččinidla inidla 
do mdo měřěřííccíí nnáádobkydobky

dt
dVc

dt
dna titr

titr==
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Princip pHPrincip pH--statustatu

mikroprocesor

výchozí pH

•• udrudržžovováánníí
konstantnkonstantníího pH v ho pH v 
pracovnpracovníí nnáádobcedobce

•• zpzpěětntnáá vazba vazba řřííddíí
rychlost prychlost přřididáávváánníí
titratitraččnníího ho ččinidlainidla

•• to kompenzuje to kompenzuje 
zmzměěny pH ny pH 
vyvolanvyvolanéé
enzymovou reakcenzymovou reakcíí

nádobka s 
míchadlem

pH elektroda

elektronická
byreta s 
titračním 
činidlem

signál = ddVVtitrtitr/d/dtt

UkUkáázka pH statuzka pH statu
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ManometrickManometrickéé metodymetody
•• mměřěříí se objem plynu vyvinutse objem plynu vyvinutéého (nebo ho (nebo 

spotspotřřebovanebovanéého) v enzymovho) v enzymovéé reakci za reakci za 
normnormáálnlníích podmch podmíínek (25 nek (25 °°C, 101 kPa)C, 101 kPa)

•• konstanta konstanta úúmměěrnosti rnosti -- molmoláárnrníí objem plynu, objem plynu, 
VVmm=22,4 dm=22,4 dm33/mol/mol

VýpoVýpoččet aktivityet aktivity

nejsounejsou--li normli normáálnlníí podmpodmíínky, urnky, urččíí se lse láátkovtkovéé
mnomnožžstvstvíí plynnplynnéého produktu ze stavovho produktu ze stavovéé
rovnice:rovnice:

dt
dV

Vdt
dna

m

1
==

RT
Vpn ∆=∆

NAD(P)NAD(P)++ / NAD(P)H / NAD(P)H -- WartburgWartburgůův optický testv optický test

•• ppřřirozený substrirozený substráát, který pt, který přři i 
enzymovenzymovéé reakci mreakci měěnníí barvu barvu 
(chromogenn(chromogenníí) ) -- ppřři 340 nmi 340 nm

•• univerzuniverzáálnlníí pro stanovenpro stanoveníí
dehydrogenas (xDH)dehydrogenas (xDH)

•• ččasto funguje jako koncový krok asto funguje jako koncový krok 
"zviditel"zviditelňňujujííccíí" p" přředchedcháázejzejííccíí
"nebarevn"nebarevnéé" enzymov" enzymovéé reakcereakce

+

⎯⎯ →⎯⎯→⎯⎯→⎯

NAD                                
NADH...PS (DH)EEE n21

dehydrogenasadehydrogenasa
AHAH22 + NAD+ NAD++ A + NADH + HA + NADH + H++
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TetrazoliovTetrazoliovéé
solisoli

•• umoumožňžňuje napojenuje napojeníí na reakce produkujna reakce produkujííccíí NADH NADH -- mměřěřeneníí probprobííhháá ve ve 
viditelnviditelnéé oblasti spektraoblasti spektra

•• ppřřenos elektronenos elektronůů z NADH na tetrazolium probz NADH na tetrazolium probííhháá pomocpomocíí daldalšíšího ho 
enzymu diaforasy nebo pomocenzymu diaforasy nebo pomocíí medimediáátoru fenazinmethosulftoru fenazinmethosulfáátu (PMS)tu (PMS)

N
+

NN

NR''

R

R'

H
+

N

N N
R'

N
H

R

R''

2e-

bezbarvbezbarváá tetrazoliovtetrazoliováá ssůůll barevný formazanbarevný formazan

NADH diaforasa(FAD) formazan

NAD+ diaforasa(FADH2) tetrazolium

N

N
+

CH3

N
+

N
CH3

H HCH3SO4
-

2H+   2e-

PMSPMS

Peroxid vodPeroxid vodííku, peroxidasaku, peroxidasa

•• obecnobecnáá reakce peroxidasy:reakce peroxidasy:

DHDH22 + H+ H22OO22 D + 2 HD + 2 H22OO
bezbarvýbezbarvý barevnýbarevný

•• šširokirokáá řřada substrada substrááttůů
•• ABTS, kyselina 2,2ABTS, kyselina 2,2´́--azinoazino--bis(ethylbenzothiazolin)bis(ethylbenzothiazolin)--66--sulfonovsulfonováá

S

N

CH2

CH3

SO3

N
+

SO3S

H CH2

CH3

N N
N

+  

S
N N

CH2

CH3

H2O2

peroxidasa

- -

ABTSABTS
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TMBTMB

• 3,5,3’,5’-tetramethylbenzidin

44--aminoantipyrinaminoantipyrin

fenol    4fenol    4--aminoantipyrin    chinoniminaminoantipyrin    chinonimin
(510 nm)(510 nm)
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HydrolasyHydrolasy

•• poupoužžititíí derivderivááttůů 44-- nebo 2nebo 2--nitrofenolu anitrofenolu a
44--nitroanilidunitroanilidu

•• po hydrolyse vznikpo hydrolyse vznikáá intenzivnintenzivníí žžlutlutéé zbarvenzbarveníí

O2N O R O2N OH

O2N N
H

R

O

O2N NH2

H2O

H2O

55--bromobromo--44--chlorochloro--indolyl   (Xindolyl   (X--))

•• hydrolytickou reakchydrolytickou reakcíí vznikvznikáá indoxyl, který po indoxyl, který po 
oxidaci (napoxidaci (napřř. tetrazolium) p. tetrazolium) přřechecháázzíí na modrna modréé
indigoindigo

N
H

O R

H

Br
Cl

H

OH O

H

H

N
H

N
H

O
Br

Br

Cl

ClO

H2O

- ROH

-2e-
XX--

indoxylindoxyl

indigoindigo
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FluorogennFluorogenníí substrsubstrááty oxidoreduktasty oxidoreduktas
O

H

NH2NH2

O
O

CH3

O NH2NH2

O
O

CH3

+

O2
-

dihydrorhodamin oxiduje superoxidový radikdihydrorhodamin oxiduje superoxidový radikáál na rhodamin 123, zelenl na rhodamin 123, zelenáá
fluorescence, fluorescence, λλexex / / λλemem = 505= 505 / / 534nm534nm)

rhodamin 123rhodamin 123

..

FluorogennFluorogenníí substrsubstrááty hydrolasty hydrolas

O O

CH3

OPOH

O

OH
O O

CH3

OHH2O

- H3PO4

44--methylumbelliferylmethylumbelliferylfosffosfáát (t (MUPMUP), po hydrolyse fosfatasou vznik), po hydrolyse fosfatasou vznikáá
44--methylmethyl--77--hydroxyhydroxykkumarin umarin (methylumbelliferol), modr(methylumbelliferol), modráá fluorescence, fluorescence, 
λλexex / / λλemem = 360= 360 / / 450 nm450 nm)

MUPMUP

O O

CH3

Z-X-NH derivderivááty 7ty 7--aminoamino--44--methylumbellifermethylumbelliferolu (olu (ZZ--XX--AMCAMC
nebo Znebo Z--XX--MCA), AMC produkt MCA), AMC produkt λλexex / / λλemem ppřři i 342342 // 441441
nmnm, nap, napřř. . 77--aaminomino--44--methylmethylkkumarinumarin NN--CBZCBZ--LL--
ffenylalanylenylalanyl--LL--argininamid (argininamid (ZZ--FRFR--AMCAMC) pro stanoven) pro stanoveníí
serinových proteinas a plasminu, kalikreinu, serinových proteinas a plasminu, kalikreinu, 
katepsinu), nebo katepsinu), nebo 77--aaminomino--44--methylmethylkkumarin, umarin, NN--CBZCBZ--
LL--aspartylaspartyl--LL--glutamylglutamyl--LL--valylvalyl--LL--asparasparagylagylamidamid
((ZZ--DEVDDEVD--AMCAMC) pro kaspasu 3) pro kaspasu 3

alternativnalternativněě derivderivááty ty 77--aaminomino--44--trifluoromethyltrifluoromethylkkumarinumarinu, napu, napřř. . ZZ--DEVDDEVD--AAFFCC

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-
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FluorogennFluorogenníí substrsubstrááty hydrolasty hydrolas

O N
H

N
H

R-ZZ-R

O

O

rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinové proteinasy, (496 /
520 nm) cca 100x citlivější než sloučeniny 
založené na AMC

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

O

O

O

OO PP OO

OH

OH

OH

OH

FDPFDP

deriváty fluoresceinu, např. 
fluoresceindifosfát pro ALP

N

O OOR

deriváty resorufinu 

SrovnSrovnáánníí spektrspektráálnlníích vlastnostch vlastnostíí

λλ

44--methylmethyl--77--hydroxyhydroxykkumarinumarin
excitaceexcitace emiseemise

λλ

rhodamin 110rhodamin 110
excitace              emiseexcitace              emise
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fluorescenční skupina (fluorofor)          zhášející skupina (quencher)

FRET FRET fluorescence energy resonance transferfluorescence energy resonance transfer

•• citlivcitliváá detekce hydrolas, napdetekce hydrolas, napřř. proteinas. proteinas
-- v mv můůstku je peptidovstku je peptidováá vazbavazba

excitace 

nezářivý resonanční přenos
energie na blízkou skupinu
akceptoru

ŽÁDNÁ FLUORESCENCE

hydrolysa vhodné skupiny
ve spojovacím můstku 

oddálení - není
přenos energie 

nástup fluorescence 

FRET FRET -- vhodnvhodnéé skupinyskupiny

NO2

NO2

O

R O

O

O

N(CH3)2(CH3)2N

O R

(CH3)2N N
N S

O

O
O R

O

O

O

OHOH

O R

N
CH3 CH3

S OO
R

FAMFAM
dansyldansyl

DNPDNP TMRTMR
DABSYLDABSYL

fluorofory (donory, R znafluorofory (donory, R značčíí napojennapojeníí
na dalna dalšíší ččáást molekuly)st molekuly)

zhzhášášeečče (akceptory)e (akceptory)
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LuminogennLuminogenníí substrsubstráátyty
•• propro citlivou detekci peroxidu vodcitlivou detekci peroxidu vodííku se pouku se použžíívváá luminolluminol (5(5--aminoamino--2,32,3--

dihydroftalazindihydroftalazin--1,41,4--dion), celkový výtdion), celkový výtěžěžek je pouze 0.01 (ek je pouze 0.01 (ššpatnpatnáá fluorescence)fluorescence)
•• intensitaintensita svsvěětla je tla je úúmměěrnrnáá koncentraci Hkoncentraci H22OO22, , katalyzujekatalyzuje peroxidasaperoxidasa

•• alternativa alternativa -- akridanovakridanovéé luminogenyluminogeny

 

N H 
N H 

N H 2 

O 

O 

COO- 

C O O - 

N H 2 

N2 

*
+H2O2 +OH-

 
katalyzátor -N2

hν + 3-aminoftalát 

luminolluminol

N
CH3

O O
FF

F

N
H

O

 

N
+

CH3

O O
FF

F

FF

F

OH

CO2

+ H2O2

*

hν
PSPS--33

(akridan(akridan)

(akridinium(akridinium)

MMěřěřeneníí superoxidovsuperoxidovéého radikho radikáálulu

•• lucigeninlucigenin

N
+

N
+

CH3

CH3

N

N

CH3

CH3

O
O N

CH3

O

+ 2O2
-

2 + hν
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O O
O CH3

O P O
OH

OH

O CH3

OH

O

Cl

O
+ H2O

+ Pi + hν

FosfatasyFosfatasy

•• Lumigen PPD (chloroLumigen PPD (chloro--44--methoxymethoxy--44--(3(3--fosffosfáátophenyl)spiro[1,2tophenyl)spiro[1,2--dioxetandioxetan--
3,2'3,2'--adamantan]) adamantan]) -- vhodný luminogennvhodný luminogenníí substrsubstráát pro mt pro měřěřeneníí alkalickalkalickéé
fosfatasy (ALP)fosfatasy (ALP)

Lumigen PPDLumigen PPD

Luciferasy (ATP resp. NAD(P)HLuciferasy (ATP resp. NAD(P)H
•• ššttěěppíí substrsubstráát luciferin (rt luciferin (růůznznéé dledle organismu), porganismu), přřiiččememžž dochdocháázzíí k emisi svk emisi svěětlatla
•• svsvěětlutlušškaka ((fireflyfirefly, , PhotinusPhotinus pyralispyralis))

luciferasaluciferasa (EC 1.13.12.7) oxiduje (EC 1.13.12.7) oxiduje 
ppřřííslusluššný luciferin za ný luciferin za úúččasti ATP, asti ATP, 
emise pemise přři 560 i 560 nmnm, výt, výtěžěžek asi 0.88 ek asi 0.88 !!

•• mměřěřeneníí enzymenzymůů produkujprodukujííccíích ATPch ATP

ATP + luciferin + O2              AMP + PP + oxyluciferin + CO2 + hν 

momořřskskéé bakteriebakterie ((Vibrio fischeriVibrio fischeri, , VV.. harveyiharveyi, , PhotobactPhotobact. . phosphoreumphosphoreum) ) 
luciferasa (EC 1.14.14.3) aluciferasa (EC 1.14.14.3) ažž 5% obsahu bu5% obsahu buňňky, oxiduje aldehydy (ky, oxiduje aldehydy (>>CC88, , 
dekanal, tetradekanal);dekanal, tetradekanal); v buv buňňce obsahujce obsahujíí i NAD(P)H:FMN oxidoreduktasu:i NAD(P)H:FMN oxidoreduktasu:

mměřěřeneníí dehydrogenasdehydrogenas

NAD(P)H + FMN + H+                                           NAD(P)+ + FMNH2 
 
FMNH2 + R-CHO + O2                         FMN + R-COOH + H2O + hν 

NADH oxidoreduktasa 
 
Luciferasa 
 

HO S

N

S

N
COOH

H

lluciferinuciferin
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RadiometrieRadiometrie
• sledování radioaktivně označeného substrátu nebo produktu
• používané sloučeniny:

– jednoduché - 14CO2, 3H2O, 35SO4
2-

– uniformě značené - [14C] alanin, [14C] ethanol
– specificky značené L-[methyl-14C] methionin, [methyl-3H] thymin

• jednotky: Bequerel ~ s-1 (dle SI), Curie ~ 1 g 226Ra, (µCi – mCi v praxi)
•• detektorydetektory

–– ionizaionizaččnníí (Geiger(Geiger--Mullerova trubice)Mullerova trubice)
–– scintilascintilaččnníí
–– polovodipolovodiččovovéé skeneryskenery
–– fotografický materifotografický materiááll

•• separace rad. produktuseparace rad. produktu
–– precipitacprecipitacíí, extrakce, extrakce
–– vývoj nebo inkorporace rad. plynu nebo tvývoj nebo inkorporace rad. plynu nebo těěkavkavéé lláátkytky
–– elektroforesa, papelektroforesa, papíírovrováá nebo tenkovrstevnnebo tenkovrstevnáá chromatografiechromatografie
výhodyvýhody
–– ppřřesnost, chemickesnost, chemickáá identita, midentita, měřěřeneníí radioaktivity nezradioaktivity nezáávisvisíí na formna forměě a a 

podmpodmíínknkááchch
•• problprobléémymy

–– nnáákladnkladnéé vybavenvybaveníí i reagencie, pracovni reagencie, pracovníí rizikarizika

MicroarraysMicroarrays
•• screening enzymscreening enzymůů poupoužžititíím mnoha rm mnoha růůzných substrzných substrááttůů (array) (array) 

zakotvených na nosizakotvených na nosiččii
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Screening kinasScreening kinas

…… radioaktivnradioaktivníí znaznaččeneníí
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PrPrůůbběěh reakce h reakce -- "z"záávady"vady"

ččasas

[P][P]

startstart

normální zpomalování reakce
- málo substrátu, vznik rovnováhy
- inhibice produktem
- nestabilní enzym
- inhibice s pomalou rovnováhou
- nedokonalá metoda
- změněné podmínky stanovení

lag fáze / rychlejší počátek
- špatná regulace teploty
- usazování částic
- špatné promíchání
- pomalý ustálený stav
- pomalá odezva detektoru
- inhibice substrátem
- aktivace produktem

reaguje i bez enzymu (či substrátu)
- precipitace
- usazování částic
- kontaminace substrátu enzymem

(enzymu substrátem)
- neenzymový rozklad substrátu
- usazování na stěny reakčních nádob

Rychlost vs. enzymRychlost vs. enzym

[enzym][enzym]

d[P]d[P]
dtdt

normální

zpomalování rychlosti
- neměří se počáteční rychlost
- pomalá spřažená reakce
- přítomen nekovaletní inhibitor

přítomen kovalentní
inhibitor

přítomen aktivátor


