Stanoveni aktivity enzymu



Obecné schema:

Detekce enzymu
— chceme zjistit, jestli je ve vzorku aktivni enzym

Stanoveni katalytické aktivity
— chceme zjistit kolik je ve vzorku aktivniho enzymu

Méreni katalytickych schopnosti enzymii
— chceme zjistit kolik substratu by dokazal enzym transformovat za urcCity Cas



Obecné schema:

Jednotka aktivity

reakcni rychlost

katalyticka aktivita katal (kat)
jednotka (U)

ostatni jednotky

specificka aktivita vztazena na objem

specificka aktivita vztazena na hmotnost

Cislo premény

mol.I"!.s™

mol.s™
Mmol.min”
mg.min™’

1

kat.I™
U.ml™

U.mg™

kat.mol™ = s™



Obecné schema:

kontinualni
smichame substrat(y) s enzymem a méfime
zménu koncentrace substratt a produktu

presnost, jistota ze merime rozsah pouzitelnych metod
pocCateCni reakCni rychlost paralelizovatelnost
»end-point*

smichame substrat(y) s enzymem, smes
inkubujeme po vybrany Cas, pak reakci zastavime
a zméfime koncentrace substratu nebo produktu

specialni metody



Obecné schema:

Nutno kontrolovat:
- dobu reakce
- teplotu
- pH
- koncentrace substratu
- koncentrace aktivniho enzymu
- koncentrace soli, kofaktor(i a podobné

a-L-Fucosidase assay
Enzymatic activity of a-L-fucosidase was measured in 25 mM EPPS buffer
(pH 8) at 37°C for 10 min using pNPa-L-Fuc (Biosynth AG®, Switzerland) as

a substrate (7 mM in the reaction mixture). An equal volume of 10% Na_CO,

was used for reaction termination and the absorbance of reaction mixture
was measured at 405 nm. Calibration curve, constructed for p-nitrophenol in
the concentration range 0—100 pmol/L, was constructed under the same
reaction conditions and served for the calculation of realeased amount of
p-nitrophenol. Enzyme amount, which was able to release 1 ymol of

p-nitrophenol per minute at 37°C, was defined as one unit.



Pocatec€ni reakéni rychlost:
- rychlost v Case mérenit =0

- abychom ji mohli mérit, nesmi se podminky béhem méreni prilis menit,
konkrétné:

- nemeni se pfiliS koncentrace substratu

- nemeéni se pH

- nedochazi k inhibici produktem

- enzym je stabilni
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Pocatec€ni reakéni rychlost:

Problém C. 1:
Reakce se zpomaluje

Abs

0.02 0.04 0.06 0.08 0.0

0.00

£as (min)




Pocatec€ni reakéni rychlost:
Problém C. 1:

Reakce se zpomaluje

- nedostatek substratu/

rovnovaha

- inhibice produktem
(v€etné zmeény pH)

- nestabilita enzymu
- inhibice s pomalou rovnovahou
- artefakt metody

- jina zména v podminkach
stanoveni

Abs

0.02 0.04 0.06 0.08 0.0

0.00

£as (min)




Pocatec€ni reakéni rychlost:

Problém ¢&. 2:
»lag-faze“ nebo zrychleni na zaatku

Abs

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

0.00

&as (min)




Pocatecni reakéni rychlost:

Problém C. 2:

»lag-faze“ nebo zrychleni na zaatku
- pomalé smichani roztokii

- Spatna regulace teploty

- usazovani ¢astic

- pomala odezva detektoru

- pomalé ustalovani ustaleného stavu
- inhibice s pomalou rovnovahou

- inhibice substratem

- aktivace produktem

- preména mezi formami substratu

Abs

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

0.00

&as (min)




Pocatec€ni reakéni rychlost:

Problém €. 3:
nenulovy slepy pokus

Abs

0.02 0.04 0.06 0.08 0.0

0.00

£as (min)




Pocatec€ni reakéni rychlost:
Problem €. 3:

nenulovy slepy pokus

- precipitace

- usazovani ¢astic

- kontaminace substratem

- kontaminace jinym enzymem
- adsorbce na stény nadoby

- neenzymatickeé reakce

Abs

0.02 0.04 0.06 0.08 0.0

0.00

£as (min)




Pocatec€ni reakéni rychlost:

Problém C. 4:
Nelinearni zavislost rychlosti
na koncentraci enzymu

0.4
|

rychlost

0.2

0.1

0.0

koncentrace enzymu



Pocatec€ni reakéni rychlost:
Problem C. 4.

Nelinearni zavislost rychlosti
na koncentraci enzymu

- kovalentni inhibitor

- aktivator

rychlost
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Pocatec€ni reakéni rychlost:

Problém C. 5:
Nelinearni zavislost rychlosti
na koncentraci enzymu

rychlost
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Pocatec€ni reakéni rychlost:

Problém C. 5:

Nelinearni zavislost rychlosti
na koncentraci enzymu

- viz problém 1

- pomala sprazena reakce

- pfitomnost inhibitoru
v preparatu enzymu

rychlost
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Analytické metody pouzivané pri stanovovani aktivity:

- spektrofotometrie
- spektrofluorimetrie
- luminimetrie

- radiometrické metody

- chromatografie
- elektroforesa

- potenciometrie, mereni pH, pH-stat
- polarografie, voltametrie, amperometrie
- coulometrie



Spektrofotometrie

Lambert-Beerdv zakon:

A:_loglo T :861




Spektrofotometrie

Chromogenni substraty

hydrolasy
T, O O, O
R R
o " ol N N~
H H
Derivaty: p-nitrofenolu o-nitrofenolu p-nitroanilinu o-nitroanilinu
HN hydrolasa HN oxidace kyslikem
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Spektrofotometrie

Chromogenni substraty
hydrolasy

_ 10, \sponténné
B-galaktosidasa
N\
HO\)\/\O HO



Spektrofotometrie

Chromogenni substraty
peroxidasa

H,C CH, O
HN NH
WeSas | Ravaac
N
o M)
H,C CH, 2 3~ ?

H,N NH

3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) 3,3'-diaminobenzidin (DAB) 3-amino-9-ethylkarbazol




Spektrofotometrie

Chromogenni substraty
alkalicka fosfatasa




Spektrofotometrie NAD(P)H NAD(P)+
+
Chromogenni substraty +H > >
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Spektrofotometrie

NAD(P)"/NAD(P)H jako ,pfirodni“ chromogenni substrat

absorbance

260 300 340 380 420 460
vinova délka (nm)



Spektrofotometrie

NAD(P)"/NAD(P)H jako ,pfirodni“ chromogenni substrat

Aspartataminotransferasa
2-oxoglutarat + L-aspartat — L-glutamat + oxalacetat
oxalacetat + NADH + H" — L-malat + NAD"

Alaninaminotransferasa
2-oxoglutarat + L-alanin — L-glutamat + pyruvat
pyruvat + NADH + H" — L-laktat + NAD"

Kreatinkinasa
kreatinfosfat + ADP — kreatin + ATP
ATP + glukosa — ADP + glukosa-6-fosfat
glukosa-6-fosfat + NADP* — 6-fosfoglukonat + NADPH + H*



Spektrofotometrie

NAD(P)"/NAD(P)H jako ,pfirodni“ chromogenni substrat

ATP
ATP + glukosa — ADP + glukosa-6-fosfat
glukosa-6-fosfat + NADP" — 6-fosfoglukonat + NADPH + H*

ATP + fosfoglycerat — 1,3-bisfosfoglycerat + ADP

1,3-bisfosfoglycerat + NADH + H* — glyceraldehyd-3-fosfat + NAD" + Pi
glyceraldehyd-3-fosfat — dihydroxyacetonfosfat

dihydroxyacetonfosfat + NADH + H* — glycerol-3-fosfat + NAD"

ADP
fosfoenolpyruvat + ADP — pyruvat + ATP
pyruvat + NADH + H* — L-laktat + NAD*

AMP
AMP + ATP — 2 ADP
ADP ...



Spektrofotometrie

NAD(P)"/NAD(P)H jako ,pfirodni“ chromogenni substrat

Pi
glykogenn + Pi — glukosa-1-fosfat
glukosa-1-fosfat — glukosa-6-fosfat
glukosa-6-fosfat ...

PPi
PPi+HO — 2 Pi
Pi ...

HCO~

HCO," + fosfoenolpyruvat — oxalacetat + Pi
oxalacetat + NADH + H" — malat + NAD*



Spektrofotometrie
rozpustné VS. nerozpustné produkty

+ spektrofotometrie + detekce v gelu, v mikroskopickych
preparatech a na agarovych miskach




Spektrofluorimetrie

fluorogenni substraty hydrolas

H
0 o_ _0O N o_ _0O
R R
Z Z
CH CH

4-methylumbelliferyl 4-methyl-7-aminokumarinyl



Spektrofluorimetrie

FRET — fluorescence (Forster) resonance energy transfer




Spektrofluorimetrie

FRET — fluorescence (Forster) resonance energy transfer

Fluorescein Indokarbokyanin enhanced GFP cyan fluorescent enhanced GFP
(520 nm) (Cy3) (566 nm) (508 nm) protein (477 nm) (508 nm)

Donor
(emisni vinova délka)

Akceptor
(excitaéni vinova délka)

Tetraethylrhodamin Indodikarbokyanin Indokarbokyanin  yellow fluorescent yellow fluorescent
(550 nm) (Cy5) (650 nm) (Cy3) (554 nm) protein (514 nm) protein (514 nm)



Luminimetrie

Bioluminiscence — produkce a emise svetla zivymi system
Chemiluminiscence — reakce emitujici svétlo, v€etné enzymovych reakci
se synthetickymi substraty




Luminimetrie

Luciferin + luciferasa
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Luminimetrie

Chemiluminiscence

Peroxidasa

NH

NH

O
luminol

Alkalické fosfatasa

CDP-Star



Radiometrie

Nuklid

°H

14C

32P

358

125|

Rozpad

B_

B_

Polocas

12,3 roku

5700 let

14,3 dnu

87 dni

57,4 dni

Pouziti

Mereni aktivity, studium kinetiky
studium metabolismu

Mereni aktivity, studium kinetiky
studium metabolismu

Mereni aktivity a studium kinetiky
kinas, fosfatas atd., znacCeni
DNA/RNA

znaceni proteinu

znaceni protilatek pri RIA,
znaceni proteinu



Radiometrie

Popis sloucenin

- jednoduché (°*H20, *C02)

- uniformé znacené (['*C] alanin)

- specificky znac¢ené (L-[methyl-'*C] methionin, [methyl-"H] thymidin)

Jednotky
Bequerel — jeden rozpad za sekundu

Curie — radioaktivita 1 g *’Ra

Detekce
- ionisacni detektor (Geiger-Mullerova trubice)
- scintila¢ni — pevné nebo tekuté ,koktejly”
- fotograficka média
- polovodiCe (scannery)
- tomografie (PET, SPECT)



Radiometrie

Separace produktu
- chromatografie, napr. ionexovy papir

Thymidinkinasa:
[methyl-*H] thymidin + ATP — [methyl-°’H] TMP + ADP
- zachyceni radioaktivniho TMP na ionexovy papir a zméreni radioaktivity

- precipitace (DNA/RNA — isopropanol, proteiny — TFA, HCIO,)

- méreni radioaktivity ve vznikajicim plynu nebo tekave latce
- extrakce
- elektroforesa, TLC, papirova chromatografie



Pouziti stabilnich isotopt

karbonathydrolyasa:

[®*0O]1 H,0 + CO, H,0 +[*CO]
\J \J
rovnovaha rovnovaha

~ 7

rovnovaha



Chromatografie

Typ
GC, LC, TLC, HPLC

Stacionarni faze
Silikagel, ionex, reversni faze, size exclusion, afinitni, atd.

Detektor
UV-vis, fluorescencni, index lomu, elektrochemicky, MS, atd.

Priprava vzorki
Odstranéni proteinu: HCIO4, TFA, solid phase extraction

Kvantifikace
Kalibraéni krivka, vnitfni standart



Elektroforesa

Typ

PAGE, SDS-PAGE, Tricine-PAGE, agarosova, IEF

Zymogram

Varianty:

- s renaturaci

- s blottingem

- se sandwichovym gelem

- vyfiznuti prouzku, elektroeluce

barveni

\

chromogenni
substrat



Elektroforesa + Western blot

Proteinkinasy

WB: anti-pY
m



Elektroforesa + Western blot

Proteinkinasy

IP: anti-protein X

WB: anti-protein X

s

WB: anti-pY



Elektrochemické metody

Metoda
Potenciometrie
Coulometrie
Voltametrie
Polarografie

Amperometrie

Konduktometrie

Mérené velic¢ina
Napeéti
Naboj

Proud

Vodivost

Privadéné napéti
zadné
stejnosmeérné
stejnosmerné
konstantni nebo

proménlivé

stridave

Vztah s koncentraci

U ~ log(c)
Q~n
| ~c
G~c



Elektrochemické metody

Potenciometrie

amoniak (iontové selektivni elektroda)
hexakyanoZeleznatan/hexakyanozelezitan
pH

Halogenidy, kovy




Elektrochemické metody

pH-stat

+ coulometrické provedeni




Elektrochemické metody

Voltametrie, Polarografie, Amperometrie

HO

2 2
R-S-H
C=0 (napf. pyruvat)

NAD+

S polopropustnou membranou

Kyslik




Elektrochemické metody

Enzymova elektroda Q Q

Glukosa — glukosaoxidasa

Glutamat — glutamatoxidasa
Xanthin — xanthinoxidasa

RuUzné slou€eniny — peroxidasa

Enzym (+mediator)

\

Membrana —




High-throuput screening
Mikrotitracni destiCky — 96, 384, 1536 a 3456 (UHTS — vice nez 100 000 za den)

Chromogenni substraty, fluorogenni substraty, FRET, ...

http://www.openscreen.cz/



Profilovani enzymu

Activity-based enzyme profiling

vzorek bunéc¢ného

elektroforesa,
extrakiu A/B W detekce pomoci UV
O &ZO
<
— -
serinova -
') \ o < proteasa serinové
| méné aktivni proteasy
ve vzorku A méné aktivni
O O )S]\ 8 ﬁ ve vzorku B
HO N N N =
o o _ H 0
fluorescenéni znacka linker reaktivni 7

sonda H,C



Jednomolekularni enzymologie

enzym

biotin o
streptavidin
PEG i i i i P

sklicko
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