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EnzymovEnzymovéé znaznaččkyky
jedna molekula znajedna molekula značčky pky přři deteki detekččnníí enzymovenzymovéé reakci reakci 
konvertuje mnoho molekul substrkonvertuje mnoho molekul substráátutu
– chromogenní, fluorogenní nebo poskytující jiné detekovatelné

produkty
taktakžže je zde vyue je zde využžit jistý zesilovacit jistý zesilovacíí mechanismusmechanismus
nejbnejběžěžnněějjšíší vyuvyužžititíí je v bioanalytice je v bioanalytice -- vv imunochemických imunochemických 
techniktechnikáách typu ELISAch typu ELISA

ELISAELISA
enzyme linked immunosorbent assayenzyme linked immunosorbent assay““
enzymovenzymovéé konjugkonjugááty (ty („„tracerytracery““) slou) sloužžíí pro detekci vzniku pro detekci vzniku 
a mnoa množžstvstvíí imunokompleximunokomplexůů
enzymovenzymováá znaznaččka se zachytka se zachytíí vv komplexu na pevnkomplexu na pevnéé ffáázizi
– povrch zkumavky, mikrotitrační destičky, imunostripu

ppřřididáánníím substrm substráátovtovéé smsměěsi se vyvolsi se vyvoláá barevnbarevnáá zmzměěnana

enzymovenzymováá znaznaččkaka protilprotiláátkatka analyt analyt 

kkompetitiompetitivnvníí sendvisendviččovováá (v(víícevrstevncevrstevnáá))
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Vlastnosti enzymu vhodnVlastnosti enzymu vhodnéého pro znaho pro značčeneníí
dostatedostateččnněě vysokvysokáá aktivitaaktivita
– vysoké číslo přeměny

stabilitastabilita
snadnsnadnáá detekovatelnostdetekovatelnost
skupiny vhodnskupiny vhodnéé pro konjugacipro konjugaci
– konjugáty lze připravit mezi zvoleným enzymem a značenou 

komponentou
– výhodně lze používat univerzálně např. biotinylované enzymy

nebo protein A (G) - enzymové konjugáty

PeroxidasaPeroxidasa
zz kokořřenenůů kkřřenu (HRP, enu (HRP, „„horse radish peroxidasehorse radish peroxidase““, EC 1.11.1.7), EC 1.11.1.7)
malý (40 kDa) oxidoredukmalý (40 kDa) oxidoredukččnníí enzym senzym s hemem (protohem IX) hemem (protohem IX) 
vv aktivnaktivníím mm mííststěě, glykoprotein, katalyzuje oxidaci , glykoprotein, katalyzuje oxidaci šširokirokéé šškkáály ly 
substrsubstrááttůů pomocpomocíí peroxidu vodperoxidu vodííkuku (i MeOOH a EtOOH)(i MeOOH a EtOOH)
donory fenolickdonory fenolickéé povahy nebo aromatickpovahy nebo aromatickéé aminy, kteraminy, kteréé jsou bezbarvjsou bezbarvéé
(leukoformy) a po oxidaci vznikaj(leukoformy) a po oxidaci vznikajíí intenzintenzíívnvněě barevnbarevnéé produktyprodukty
pH optimum je 5 apH optimum je 5 ažž 7, 7, stabilita pstabilita přři pH 4 ai pH 4 ažž 1010
enzym je inhibovenzym je inhibováán mimo jinn mimo jinéé azidem, kyanidy a sulfidyazidem, kyanidy a sulfidy
mnoho isoenzymmnoho isoenzymůů, komer, komerččnněě dostupndostupnáá HRP CHRP C

peroxidasa ze sojových bobperoxidasa ze sojových bobůů (40 kDa) je termostabiln(40 kDa) je termostabilníí (do 90 (do 90 °°C) a C) a 
aktivnaktivníí vv šširokirokéém rozsahu pH 2 am rozsahu pH 2 ažž 1010
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Konjugace Konjugace peroxidasyperoxidasy
ppřři tvorbi tvorběě konjugkonjugááttůů se peroxidasa mse peroxidasa můžůže jednodue jednodušše sledovat a e sledovat a 
stanovovat na zstanovovat na záákladkladěě absorbance pabsorbance přři 403 nm (typicki 403 nm (typickéé pro pro 
hemoproteiny)hemoproteiny)
pompoměěr absorbancr absorbancíí ppřři 403 a 275 nm charakterizuje i 403 a 275 nm charakterizuje ččistotu enzymuistotu enzymu
– toto jednoduché stanovení komplikuje existence několika isoenzymů
– velmi kvalitní preparáty mají tuto hodnotu (R.Z., reinheitzahl) mezi 3 až

3.4, nemá to ale vazbu na aktivitu
reakce mohou vyureakce mohou využžíít t εε--aminoskupiny zbytkaminoskupiny zbytkůů lyzinu lyzinu –– ty jsou ale ty jsou ale 
pouze 2, copouze 2, cožž je velmi mje velmi máálolo
vyuvyužžíívajvajíí se sacharidovse sacharidovéé postrannpostranníí řřetetěězcezce
– snadno se aktivují pomocí oxidace jodistanem a tak se získají

aldehydové skupiny

LuminogennLuminogenníí substrsubstrááty HRPty HRP
pro citlivou detekci HRP se poupro citlivou detekci HRP se použžíívváá luminolluminol
– 5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion

v nadbytku Hv nadbytku H22OO2 2 je intensita svje intensita svěětla (425 nm) tla (425 nm) úúmměěrnrnáá mnomnožžstvstvíí HRPHRP

zlepzlepššeneníí luminiscence (vyluminiscence (vyššíšší výtvýtěžěžek) ek) -- ppřříítomnost "enhancers" tomnost "enhancers" 
slouslouččenin enin -- pp--jodofenol, jodofenol, pp--fenylfenolfenylfenol
– nejde již o záblesk, ale o stabilnější světelný tok
– výsledek silně závisí na podmínkách reakce
– raději použít komerčně namíchané směsi

vyvyššíšší výtvýtěžěžek dek dáávváá
77--dimethylaminonaftalendimethylaminonaftalen--1,21,2--dikarboxyhydraziddikarboxyhydrazid
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AkridanovAkridanovéé luminogenyluminogeny
alternativnalternativníí substrsubstrááty pro HRPty pro HRP
emise pemise přři 435 nmi 435 nm
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AlkalickAlkalickáá fosfatasafosfatasa
katalyzuje katalyzuje ššttěěpenpeníí orthoortho--esteresterůů kyseliny fosforekyseliny fosforeččnnéé vv zzáásaditsaditéé oblasti oblasti 
pH (AP, EC 3.1.3.1)pH (AP, EC 3.1.3.1)
řřada isoenzymada isoenzymůů, pou, použžíívváá se enzym izolovaný zse enzym izolovaný z mukosy telecmukosy telecíích stch střřevev
– CIAP, 140 kDa dimer, 2 Zn2+ na podjednotku, vysoké číslo přeměny 3500 

s-1 při reakci kolem pH 9,8 (pH optimum je 8 až 10)
– aktivována aminoalkoholy (diethanolamin, Tris)

uchovuchováávváá se lyofilizovanse lyofilizovanáá nebo vnebo v 3 M NaCl3 M NaCl
– nesnáší kyselé prostředí
– poškozuje ji opakované

zmrazování / rozmrazování
relativnrelativněě dobdobřře sne snášíáší vyvyššíšší
teplotyteploty
– např. v průběhu hybridizace
– značka při detekci nukleových

kyselin
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Konjugace ALPKonjugace ALP
ppřřííprava konjugprava konjugááttůů nenneníí snadnsnadnáá a a ččasto dochasto docháázzíí ke ztrke ztrááttáám aktivitym aktivity
pomocpomocíí glutaraldehydu nebo lglutaraldehydu nebo léépe pe 
heterobifunkheterobifunkččnníími mi ččinidly SMCC a SPDP inidly SMCC a SPDP 
– je dobré provádět konjugaci ve fosfátovém pufru, který chrání aktivní

místo jako reverzibilní inhibitor
komerkomerččnněě dostupndostupnáá je ALP s maleimidem (EZje ALP s maleimidem (EZ--link od Pierce):link od Pierce):

protilprotiláátky se redukujtky se redukujíí merkaptoethanolem a po dialyse lze provmerkaptoethanolem a po dialyse lze provéést st 
konjugacikonjugaci
pro zavedenpro zavedeníí --SH slouSH sloužžíí SATASATA

MMěřěřeneníí aktivityaktivity
pp--nitrofenylfosfnitrofenylfosfáátt (PNPP, 405 nm),(PNPP, 405 nm),
hydrolýzou vznikhydrolýzou vznikáá nitrofenolnitrofenol
– intenzivně žlutý v alkalickém prostředí

deriváty fluoresceinu, fluoresceindifosffluoresceindifosfáátt
44--MUP MUP (methylumbelliferylfosfát)
luminogennluminogenníí substrsubstráát t -- Lumigen PPDLumigen PPD
– chloro-4-methoxy-4-(3-fosfátophenyl)spiro[1,2-dioxetan-3,2'-adamantan])
– patří do skupiny dioxetanových luminogenů
– substibuce halegenem v adamantanovém skeletu zlepšuje citlivost 

detekce (už 600 molekul ALP, zeptomoly)
– 477 až (dle enhanceru) 620 nm
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55--bromobromo--44--chlorochloro--indolylfosfindolylfosfáát (BCIP)t (BCIP)

hydrolytickou reakchydrolytickou reakcíí vznikvznikáá indoxyl, který po oxidaci (napindoxyl, který po oxidaci (napřř. . 
tetrazolium) ptetrazolium) přřechecháázzíí na modrna modréé nerozpustnnerozpustnéé indigoindigo

BCIPBCIP

indoxylindoxyl

indigoindigo

GalaktosidasaGalaktosidasa
ββ--galaktosidasa (galaktosidasa (ββGal, EC 3.2.1.23) je velký enzym (540 kDa, 4 Gal, EC 3.2.1.23) je velký enzym (540 kDa, 4 
podjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivovpodjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivováánn
katalyzuje hydrolýzu galaktosidkatalyzuje hydrolýzu galaktosidůů, pI 4,6, pH optimum m, pI 4,6, pH optimum máá 7 a7 ažž 7,5 7,5 
(enzym z(enzym z Escherichia coliEscherichia coli))
mmáá dostatek sulfhydrylových skupin pro konjugadostatek sulfhydrylových skupin pro konjugaččnníí reakce, takreakce, takžže lze e lze 
jednodujednodušše spojit se spojit s protilprotiláátkami aktivovanými ptkami aktivovanými přředem SMCCedem SMCC
chromogen. substrchromogen. substráátem je ONPGtem je ONPG
– o-nitrofenyl-β-D-galaktopyranosid
– v hydrolytické reakci nitrofenol

Xgal produkuje indigoXgal produkuje indigo
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Gal jako reporter genovGal jako reporter genovéé expreseexprese

enzymenzym mmůžůže být rozde být rozděělen na dva len na dva peptidpeptidyy LacZLacZαα a LacZa LacZΩΩ
– samy o sobě nemají aktivitu
– ale spontánně se spojí do funkčního enzymu

vyuvyužžíívváá se v mnoha klonovacse v mnoha klonovacíích vektorech pro dosach vektorech pro dosažženeníí αα--
komplementace u specikomplementace u speciáálnlníích lab. kmench lab. kmenůů E. coliE. coli
– malý LacZα peptid je kodován v plasmidu
– velký LacZΩ je kodován bakteriálním chromosomem
– když se DNA fragment vpraví do vektoru a produkce LacZα se přeruší, 

ztratí se β-galaktosidasová aktivita
– základem pro modro/bílý screening rekombinantních klonů

Glukosa oxidasaGlukosa oxidasa
((ββ--DD--glukglukososa:Oa:O22--11--oxidoreduktoxidoreduktasasa, EC 1.1.3.4, GOD)a, EC 1.1.3.4, GOD)
dostupndostupnáá z plz plíísnsníí Aspergillus nigerAspergillus niger nebo nebo Penicillinum notatumPenicillinum notatum
160 kDa, dimer se dv160 kDa, dimer se dvěěma FAD kovalentnma FAD kovalentněě vváázanými na podjednotkyzanými na podjednotky
obsahuje asi 16% glykosylových zbytkobsahuje asi 16% glykosylových zbytkůů
specifickspecifickáá aktivita preparaktivita preparááttůů ppřřesahuje 200 IU/mgesahuje 200 IU/mg
velmi stabilnvelmi stabilníí
v imunostanovenv imunostanoveníích ch ččasto "spolupracuje" s HRP, pro kterou asto "spolupracuje" s HRP, pro kterou 
generuje peroxid vodgeneruje peroxid vodííku oxidacku oxidacíí glukosyglukosy
– tunelovací stanovení, imunosensory
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UreasaUreasa

substrsubstráátem je motem je moččovinaovina
– změna pH vyvolaná hydrolysou, měří se
– pomocí indikátoru bromkresolová modř při 588 nm
– potenciometricky (light addressable potenciometric sensor, na 

bázi pH ISFETu) - pro imunosensory

LakasaLakasa
z choroz chorošše e Coriolus hirsutusCoriolus hirsutus, Cu, Cu--dependentndependentníí 1,41,4--benzendiol oxidasa benzendiol oxidasa 
(EC 1.10.3.2)(EC 1.10.3.2)
oxiduje fenolickoxiduje fenolickéé substrsubstrááty pomocty pomocíí kyslkyslííkuku
– alternativa k peroxidase
– menší problémy s dlouhodobou stabilitou substrátové směsi
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AcetylcholinesterasaAcetylcholinesterasa
vysokvysokéé ččííslo pslo přřememěěny (10ny (1055 ss--11))
z elektrickz elektrickéého ho úúhohořřee
vysokvysokáá citlivost stanovencitlivost stanoveníí
substrsubstráát acetylthiocholin a DTNBt acetylthiocholin a DTNB
– dithiobis(nitrobenzoová kyselina),

Ellmanovo činidlo
– poskytuje žluté zbarvení

LuciferasyLuciferasy
patpatřříí mezi oxygenasy, mezi oxygenasy, ššttěěppíí substrsubstráát t luciferin za luciferin za úúččasti ATPasti ATP
– meziproduktem je luciferyladenylát, ten je poté oxidován
– luciferin-4-monooxygenasa, 61 kDa, 550 aa
– dochází k emisi světla při 560 nm (žlutozelené světlo), výtěžek asi 0.88 !

zdrojem svzdrojem svěětlutlušškaka ((fireflyfirefly, , PhotinusPhotinus pyralispyralis), (), (EC EC 1.13.12.7)1.13.12.7)
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Reakce luciferasyReakce luciferasy
kroky I a II jsou enzymovkroky I a II jsou enzymovéé (ligace a oxygenace)(ligace a oxygenace)

Luciferasa z Luciferasa z RenillaRenilla
momořřskskáá sasanka ("sea pansy",sasanka ("sea pansy",
Renilla reniformis) Renilla reniformis) svsvííttíí ppřři dri dráážždděěnníí
emituje modremituje modréé svsvěětlo 480 nm, ptlo 480 nm, přřenosemenosem
na GFP vznikna GFP vznikáá zelenzelenéé zzáářřeneníí
36 kDa monomer36 kDa monomer
luciferinem je luciferinem je coelenterazincoelenterazin
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Luciferasa z broukLuciferasa z broukůů
zdrojem je "clickzdrojem je "click--beetle", beetle", Pyrophorus plagiophthalamusPyrophorus plagiophthalamus
rrůůznznéé enzymy emitujenzymy emitujííccíí od 544 do 593 nm (zelenod 544 do 593 nm (zeleněě aažž oranoranžžovověě))
– byly geneticky upraveny pro emisi při 611 nm a 544 nm
– lucRD červená emise ("Chroma-Glo"¨), lucGR zelená emise

(nebo CBRluc, CBGluc)

Luciferasa z bakteriLuciferasa z bakteriíí

momořřskskéé bakterie bakterie -- luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje aldehydy (>C8, luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje aldehydy (>C8, 
dekanal, tetradekanal)dekanal, tetradekanal)
– Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium phosphoreum

nemajnemajíí význam pro pouvýznam pro použžititíí v eukaryotických buv eukaryotických buňňkkáách, pouze u ch, pouze u 
prokaryotprokaryot

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

NADH oxidoreduktasa 
 
Luciferasa 
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Geneticky upravenGeneticky upravenéé luciferasyluciferasy
svsvěětlutlušškyky::
– luc nativní varianta, luc+ "enhanced", zvýšená luminiscence (vyšší

svítivost) - vyžadují zlyzování buněk před přidáním substrátů
– hluc+ optimalizované kodony pro expresi v savčích buňkách, svítí déle, 

poločas přes 5 hod, "Steady-Glo", hlucP+ zkrácená stabilita uvnitř buňky, 
poločas 30 min, "Bright-Glo", hlucCP+ velmi krátká živostnost - svítí
přímo v buněčné kultuře, vhodné pro mikrodestičkový formát

– nahrazení C-terminální sekvence Ser-Lys-Leu cílové pro peroxisomy za 
Ile-Ala-Val

u u RenillaRenilla obdobnobdobnéé: R: Rlucluc, hR, hRlucluc, hR, hRluclucP, hRP, hRluclucCP, nemCP, nemáá CC--term. term. 
ccíílovou sekvencilovou sekvenci
"Dual"Dual--Luciferase" Luciferase" -- poupoužžijijíí se oba typy luciferas, lyze bunse oba typy luciferas, lyze buněěk, dva k, dva 
substrsubstrááty, postupnty, postupnéé mměřěřeneníí emiseemise
– "Dual-Glo" - stejné, ale přímo v buněčné kultuře

optimalizace kodonoptimalizace kodonůů pro dobrou expresi v savpro dobrou expresi v savččíích buch buňňkkááchch
odstranodstraněěnníí skrytých ("cryptic") regulaskrytých ("cryptic") regulaččnníích a potencich a potenciáálnlníích ch 
sestsestřřihových sekvencihových sekvencíí
www.promega.comwww.promega.com

VylepVylepššenenéé luciferasyluciferasy
z z lucluc+ na + na lucluc2 2 -- mnohemmnohem
vyvyššíšší expreseexprese
odstranodstraněěnníí konsensukonsensuáálnlnííchch
sekvencsekvencíí pro vazbu transkr.pro vazbu transkr.
faktorfaktorůů -- vyvyššíšší specifitaspecifita
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Reportery genovReportery genovéé expreseexprese
molekul luciferasy je pro zobrazenmolekul luciferasy je pro zobrazeníí potpotřřeba mnohem meba mnohem méénněě nenežž napnapřř. . 
GFP (musGFP (musíí mmíít silnt silněějjšíší promotor, je velmi stabilnpromotor, je velmi stabilníí))
– rychlejší metabolismus (začlenění sekvence pro degradaci - PEST, Pro-

Glu-Ser-Thr)
– lepší pro zobrazení dynamiky exprese
– efektorová specifita, uniformní a

optimální exprese v hostitelských buňkách
zobrazenzobrazeníí žžáádandanéé linie po linie po úúspspěěššnnéé transfekcitransfekci
– hledání a studium účinku nových léčiv
– efekty cizorodých látek na buněčné

procesy
identifikace interagujidentifikace interagujííccíích proteinch proteinůů --
spolespoleččnněě spustspustíí ppřřepis reporterepis reporter.. genugenu
studium interakcstudium interakcíí biomolekul a biomolekul a 
vzdvzdáálenostlenostíí mezi nimi mezi nimi -- BRETBRET
– fúze studovaného proteinu s luciferasou

(Rluc) a druhého partnera s vhodným 
fluoroforem (GFP)

Luciferasový reporterový vektor pGL4Luciferasový reporterový vektor pGL4
pro ppro přřenos reporterovenos reporterovéého genu do hostitelských bunho genu do hostitelských buněěk, obsahuje:k, obsahuje:
– promotorové sekvence (HSV-TK, SV-40, CMV)
– savčí selekční sekvence (Hygr - resistence k hygromycinu)
– poly(A) úseky
– klonovací místa
– luc gen (dle volby), 

• luc2
• RlucNeo
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PPřřehled variant luciferasehled variant luciferas

BRETBRET
bioluminiscence resonance energy transferbioluminiscence resonance energy transfer
– neradiační přenos energie z luminiscentního donoru na fluorescentní

akceptor
– vyskytuje se také in vivo (rod Renilla obsahuje luciferasu emitující modré

světlo, BRET přenosem na GFP se ale mění na zelené
– účinnost BRET se stanovuje jako poměr intenzit emise akceptoru a emise 

donoru - eliminují se tak vlivy techniky měření, počtu buněk, prostředí
aplikace in vivo aplikace in vivo -- studium interagujstudium interagujííccíích biomolekulch biomolekul
– jeden z partnerů se na úrovni DNA sfúzuje s genem luciferasy (rluc), 

druhý partner pak s genem GFP
výhodyvýhody
– není problém s fotorozkladem
– lze studovat buňky citlivé na světlo, případně buňky s vysokou 

přirozenou autofluorescencí
ppřři sterických probli sterických probléémech lze poumech lze použžíít velmi malou luciferasu z rodu t velmi malou luciferasu z rodu 
GaussiaGaussia (20 kDa)(20 kDa)
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Bioluminiscence vs. fluorescenceBioluminiscence vs. fluorescence

FF -- vysoký jas, excitovanvysoký jas, excitovanéé stavy mohou vznikat rychle dstavy mohou vznikat rychle dííky masky masíívnvníímu mu 
excitaexcitaččnníímu zmu záářřeneníí (napumpov(napumpováánníí energie)energie)
– ale zvyšuje se i signál pozadí, rozhoduje poměr signál/šum
– detektory nerozliší excitační a emitované fotony (geometrická

diskriminace ani filtry nejsou 100% účinné)
– emitují i nežádoucí fluorofory přítomné v komplexním biomateriálu
– uplatní se při zobrazování detailů - rozhraní, kdy S/N nemá takový vliv
– mikroskopie, cytometrie, kdy stejně optická konstrukce limituje citlivost 

detektoru

BLBL -- ninižžšíší intenzita svintenzita svěětla, ale soutla, ale souččasnasněě prakticky nulovprakticky nulovéé pozadpozadíí
– uplatní se při "větších" vzorcích, kdy je pouze jednoduchá optika (žádné

filtry) a detekce fotonů je tedy efektivnější (detektor blíže vzorku)
– stanovení ve zkumavkách, v mikrodestičkách, detaily u větších organismů

(myši, …)
– široká lineární oblast (6 až 8 koncentračních řádů)
– při bioanalytických stanoveních dosahuje 10 až 1000x vyšší citlivosti a 

limity detekce (10-20 mol, cca 104 molekul/vzorek, několik molekul v buňce)
– luminofor je chráněn při emisi uvnitř bílkovinného obalu

AcetAcetáátkinasatkinasa

jako znajako značčka pro vysoce citlivka pro vysoce citliváá imunostanovenimunostanoveníí
generuje ATP z acetylfosfgeneruje ATP z acetylfosfáátu a ADPtu a ADP
vzniklvznikléé ATP se pak pouATP se pak použžije pro vyvolije pro vyvoláánníí bioluminiscence bioluminiscence 
luciferinu s luciferasouluciferinu s luciferasou
citlivost acitlivost ažž 1010--2222 molmol


