Enzymové znacky
= jedna molekula znacky pfi detekéni enzymové reakci

konvertuje mnoho molekul substratu

— chromogenni, fluorogenni nebo poskytujici jiné detekovatelné
produkty

= takze je zde vyuzit jisty zesilovaci mechanismus
= nejbéznéjsi vyuziti je v bioanalytice - vimunochemickych
technikach typu ELISA

ELISA
= enzyme linked immunosorbent assay*

= enzymové konjugaty (,,tracery“) slouzi pro detekci vzniku
a mnozstvi imunokomplext

= enzymova znacka se zachyti v komplexu na pevné fazi
— povrch zkumavky, mikrotitraéni desti¢ky, imunostripu

= pridanim substratové smési se vyvola barevna zména

kompetitivni sendvicova (vicevrstevna)

% enzymova znacka protilatka analyt




Vlastnosti enzymu vhodného pro znacéeni
dostatec¢né vysoka aktivita
— vysoké gislo premény
stabilita
snadna detekovatelnost
= skupiny vhodné pro konjugaci

— konjugaty lze pripravit mezi zvolenym enzymem a znacenou
komponentou

— vyhodné Ize pouzivat univerzalné napr. biotinylované enzymy
nebo protein A (G) - enzymové konjugaty

Peroxidasa
=z korenu kienu (HRP, ,,horse radish peroxidase®, EC 1.11.1.7)

= maly (40 kDa) oxidoredukéni enzym s hemem (protohem IX)
v aktivnim misté, glykoprotein, katalyzuje oxidaci Siroké Skaly
substratii pomoci peroxidu vodiku (i MeOOH a EtOOH)

= donory fenolické povahy nebo aromatické aminy, které jsou bezbarvé
(leukoformy) a po oxidaci vznikaji intenzivné barevné produkty

= pH optimum je 5 az 7, stabilita pfi pH 4 az 10
= enzym je inhibovan mimo jiné azidem, kyanidy a sulfidy
= mnoho isoenzymi, komeréné dostupna HRP C

HEP + Ha0 2 —— Componnd I
Compound I+ AHzxoxidizable subatrate)— Compound 11 + AHY
Componnd 1T + AH:——HREP + AH
ZAH——sOxidized product

= peroxidasa ze sojovych bobt (40 kDa) je termostabilni (do 90 °C) a
aktivni v Sirokém rozsahu pH 2 az 10




Konjugace peroxidasy

= pfi tvorbé konjugatil se peroxidasa muize jednoduse sledovat a
stanovovat na zakladé absorbance pfi 403 nm (typické pro
hemoproteiny)

= pomér absorbanci pfi 403 a 275 nm charakterizuje ¢istotu enzymu

— toto jednoduché stanoveni komplikuje existence nékolika isoenzymu

— velmi kvalitni preparaty maji tuto hodnotu (R.Z., reinheitzahl) mezi 3 az
3.4, nema to ale vazbu na aktivitu

= reakce mohou vyuzit e-aminoskupiny zbytk( lyzinu — ty jsou ale
pouze 2, coz je velmi malo
= vyuzivaji se sacharidové postranni retézce

— snadno se aktivuji pomoci oxidace jodistanem a tak se ziskaji
aldehydové skupiny

Luminogenni substraty HRP
= pro citlivou detekci HRP se pouziva luminol
— 5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion
= v nadbytku H,0, je intensita svétla (425 nm) imérna mnozstvi HRP
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= zlepSeni luminiscence (vyssi vytézek) - pritomnost "enhancers”
sloucenin - p-jodofenol, p-fenylfenol

— nejde jiz o zablesk, ale o stabilnéjSi svételny tok
— vysledek silné zavisi na podminkach reakce
— radéji pouzit komeréné namichané smési
= vy$Si vytézek dava
7-dimethylaminonaftalen-1,2-dikarboxyhydrazid




Akridanové luminogeny

= alternativni substraty pro HRP
= emise prFi 435 nm
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Alkalicka fosfatasa

= katalyzuje stépeni ortho-esterd kyseliny fosforeéné v zasadité oblasti
pH (AP, EC 3.1.3.1)

= Fada isoenzymu, pouziva se enzym izolovany z mukosy telecich strev
— CIAP, 140 kDa dimer, 2 Zn?* na podjednotku, vysoké cislo pfemény 3500

s pfi reakci kolem pH 9,8 (pH optimum je 8 az 10)

— aktivovana aminoalkoholy (diethanolamin, Tris)

= uchovava se lyofilizovana nebo v 3 M NaCl

— nesnasi kyselé prostredi

— poskozuje ji opakované ”S‘ M:l; T
zmrazovani / rozmrazovani o :
= relativné dobfe snasi vyssi :
teploty
— napf. v pribéhu hybridizace
— znacka pfri detekci nukleovych
kyselin
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Konjugace ALP
= pfiprava konjugatil neni snadna a ¢asto dochazi ke ztratam aktivity
= pomoci glutaraldehydu nebo lépe

= heterobifunkénimi €inidly SMCC a SPDP

— je dobré provadét konjugaci ve fosfatovém pufru, ktery chrani aktivni
misto jako reverzibilni inhibitor

= komeréné dostupna je ALP s maleimidem (EZ-link od Pierce):
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Wdﬂdc Activated Protein-AP conjugate
Alkaline Phosphatase (AP) with thioether linkage
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= protilatky se redukuji merkaptoethanolem a po dialyse Ize provést
konjugaci

L] i- Z7i MEA
pro zavedeni -SH slouzi SATA ﬁ» »(/W\W»SH . ng

Mérfeni aktivity
= p-nitrofenylfosfat (PNPP, 405 nm),
hydrolyzou vznika nitrofenol
— intenzivné zluty v alkalickém prostredi
= derivaty fluoresceinu, fluoresceindifosfat
= 4-MUP (methylumbelliferylfosfat)
= Juminogenni substrat - Lumigen PPD
— chloro-4-methoxy-4-(3-fosfatophenyl)spiro[1,2-dioxetan-3,2'-adamantan])
— patfi do skupiny dioxetanovych luminogent

— substibuce halegenem v adamantanovém skeletu zlepsuje citlivost
detekce (uz 600 molekul ALP, zeptomoly)

— 477 az (dle enhanceru) 620 nm
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5-bromo-4-chloro-indolylfosfat (BCIP)
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Cl
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= hydrolytickou reakci vznika indoxyl, ktery po oxidaci (napf.
tetrazolium) prechazi na modré nerozpustné indigo

Galaktosidasa
= B-galaktosidasa (BGal, EC 3.2.1.23) je velky enzym (540 kDa, 4
podjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivovan
= katalyzuje hydrolyzu galaktosidq, pl 4,6, pH optimum ma 7 az 7,5
(enzym z Escherichia coli)
= ma dostatek sulfhydrylovych skupin pro konjugacni reakce, takze Ize
jednoduse spojit s protilatkami aktivovanymi predem SMCC
= chromogen. substratem je ONPG
— o-nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid
— Vv hydrolytické reakci nitrofenol

= Xgal produkuje indigo




Gal jako reporter genové exprese

enzym muze byt rozdélen na dva peptidy LacZa a LacZQ

— samy o sobé nemaji aktivitu

— ale spontanné se spoji do funkéniho enzymu
vyuziva se v mnoha klonovacich vektorech pro dosazeni a-
komplementace u specialnich lab. kmen E. coli

— maly LacZa peptid je kodovan v plasmidu

— velky LacZQ je kodovan bakterialnim chromosomem

— kdyz se DNA fragment vpravi do vektoru a produkce LacZa se prerusi,
ztrati se B-galaktosidasova aktivita

— zakladem pro modro/bily screening rekombinantnich klonu

Glukosa oxidasa

(B-D-glukosa:0,-1-oxidoreduktasa, EC 1.1.3.4, GOD)

dostupna z plisni Aspergillus niger nebo Penicillinum notatum

160 kDa, dimer se dvéma FAD kovalentné vazanymi na podjednotky
obsahuje asi 16% glykosylovych zbytku

specificka aktivita preparatli presahuje 200 IlU/mg

velmi stabilni

v imunostanovenich €asto "spolupracuje” s HRP, pro kterou
generuje peroxid vodiku oxidaci glukosy
— tunelovaci stanoveni, imunosensory




Ureasa

= substratem je moc€ovina
— zména pH vyvolana hydrolysou, méfi se
— pomoci indikatoru bromkresolova modr pfi 588 nm

— potenciometricky (light addressable potenciometric sensor, na
bazi pH ISFETu) - pro imunosensory

Lakasa

=z chorose Coriolus hirsutus, Cu-dependentni 1,4-benzendiol oxidasa
(EC 1.10.3.2)

= oxiduje fenolické substraty pomoci kysliku
— alternativa k peroxidase
— mensi problémy s dlouhodobou stabilitou substratové smési




Acetylcholinesterasa

= vysoké éislo pfemény (10° s-1)
=z elektrického uhoie

= vysoka citlivost stanoveni

= substrat acetylthiocholin a DTNB

— dithiobis(nitrobenzoova kyselina),
Ellmanovo ¢inidlo

— poskytuje zluté zbarveni

Luciferasy
= patii mezi oxygenasy, Stépi substrat luciferin za ucasti ATP
— meziproduktem je luciferyladenylat, ten je poté oxidovan
— luciferin-4-monooxygenasa, 61 kDa, 550 aa
— dochazi k emisi svétla pfi 560 nm (zlutozelené svétlo), vytézek asi 0.88 !
= zdrojem svétluska (firefly, Photinus pyralis), (EC 1.13.12.7)
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Reakce luciferasy

= kroky I a ll jsou enzymové (ligace a oxygenace)
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Luciferasa z Renilla
= moiska sasanka ("sea pansy",
Renilla reniformis) sviti pfi drazdéni
= emituje modré svétlo 480 nm, pfenosem
na GFP vznika zelené zareni
= 36 kDa monomer
= |uciferinem je coelenterazin
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Luciferasa z brouku

zdrojem je "click-beetle", Pyrophorus plagiophthalamus

riizné enzymy emitujici od 544 do 593 nm (zelené az oranzové)
— byly geneticky upraveny pro emisi pfi 611 nm a 544 nm
— lucRD ¢éervena emise ("Chroma-Glo™’), lucGR zelena emise

(nebo CBRIuc, CBGluc)
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Luciferasa z bakterii

moi'ské bakterie - luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje aldehydy (>C8,

dekanal, tetradekanal)

— Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium phosphoreum
nemaji vyznam pro pouziti v eukaryotickych burikach, pouze u

prokaryot

Luciferasa

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

FMNH; + R-CHO + O, ——— > FMN + R-COOH + H,0 + hv
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Geneticky upravené luciferasy
= svétlusky:

— luc nativni varianta, luc+ "enhanced", zvySena luminiscence (vyssi
svitivost) - vyzaduji zlyzovani bunék pred pfidanim substratt

— hluc+ optimalizované kodony pro expresi v sav€ich burikach, sviti déle,
polocas pres 5 hod, "Steady-Glo", hlucP+ zkracena stabilita uvniti burky,
polo¢as 30 min, "Bright-Glo", hilucCP+ velmi kratka zivostnost - sviti
pfimo v bunééné kulture, vhodné pro mikrodestickovy format

— nahrazeni C-terminalni sekvence Ser-Lys-Leu cilové pro peroxisomy za
lle-Ala-Val

u Renilla obdobné: Rluc, hRluc, hRlucP, hRlucCP, nema C-term.
cilovou sekvenci

= "Dual-Luciferase" - pouziji se oba typy luciferas, lyze bunék, dva
substraty, postupné méreni emise
— "Dual-Glo" - stejné, ale pfimo v bunécéné kulture
= optimalizace kodoni pro dobrou expresi v savéich bunikach
= odstranéni skrytych ("cryptic") regulaénich a potencialnich
sestfihovych sekvenci
=  www.promega.com

Vylepsené luciferasy
= zluc+ naluc2 - mnohem

vysSi exprese

= odstranéni konsensualnich
sekvenci pro vazbu transkr. | juc?
faktora - vyssi specifita

e | T
AT ||l MEF
3FH

WEPAURFXT i |
e

wHe
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i
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= CoMPt

TH-1/0C05
AF7
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Reportery genové exprese
molekul luciferasy je pro zobrazeni potfeba mnohem méné nez napf.

GFP (musi mit silnéjSi promotor, je velmi stabilni)
— rychlejSi metabolismus (za¢lenéni sekvence pro degradaci - PEST, Pro-

Glu-Ser-Thr) tuc2 I

— lepsi pro zobrazeni dynamiky exprese

— efektorova specifita, uniformni a
optimalni exprese v hostitelskych bunkach

zobrazeni zadané linie po Uspésné transfekci

luc2p [z N REST
tuczcP [Nz G REST]

— hledani a studium aéinku novych lé€iv

— efekty cizorodych latek na bunécné
procesy 250
identifikace interagujicich proteint - 200
spolecné spusti prepis reporter. genu
studium interakci biomolekul a
vzdalenosti mezi nimi - BRET
— faze studovaného proteinu s luciferasou

(Rluc) a druhého partnera s vhodnym
fluoroforem (GFP) 04

150
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Luciferasovy reporterovy vektor pGL4

pro prenos reporterového genu do hostitelskych bunék, obsahuje:
promotorové sekvence (HSV-TK, SV-40, CMV)

savéi selekéni sekvence (Hygr - resistence k hygromycinu)

poly(A) useky

klonovaci mista

luc gen (dle volby),
¢ luc2 Synthetic
* RlucNeo ot

Paly(A) block
(for background
reduction)

Selectable
Marker

— None

Upstream
Element

pGL4 Vectors

— Hygro’ i
! — Multiple
- Neo SV40 early cloning
— Puror enhancer/ region
romoter
p — Promoter/
response
elements
SV40 late
poly(A) signal
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Prehled variant luciferas

Multiple Protein Mammalian
Clonin Degradation Gene Selectable
g gr

Vector Reporter Gene Region Sequence Promoter Marker
pGL4.10 luc? Yes No No No
pGL4.11 luc2P Yes hPEST No No
pGL4.12 luc2CP Yes CL1-hPEST No No
pGL4.13 luc? No No 5V40 No
pGL4.14 luc? Yes No No Hyg?
pGL4.15 luc2P Yes hPEST No Hyg?
pGL4.16 luc2CP Yes CL1-hPEST No Hygr
pGL4.70 hRIuc Yes No No No
pGL4.71 hRIucP Yes hPEST No No
pGL4.72 hRIucCP Yes CL1-hPEST No No
pGL4.73 hRluc No No 5V40 No
pGL4.74 hRluc No No HSV-TK No
pGL4.75 hRluc No No CMV No
pGL4.76 hRluc Yes No No Hygr
pGL4.77 hRlucP Yes hPEST No Hygr
pGL4.78 hRlucCP Yes No No Hyg!

BRET

bioluminiscence resonance energy transfer

— neradiac€ni pfrenos energie z luminiscentniho donoru na fluorescentni
akceptor

— vyskytuje se také in vivo (rod Renilla obsahuje luciferasu emitujici modré
svétlo, BRET pfenosem na GFP se ale méni na zelené

— ucinnost BRET se stanovuje jako pomér intenzit emise akceptoru a emise
donoru - eliminuji se tak vlivy techniky méreni, po¢tu bunék, prostredi

aplikace in vivo - studium interagujicich biomolekul
— jeden z partnerd se na urovni DNA sfliizuje s genem luciferasy (rluc),
druhy partner pak s genem GFP
vyhody
— neni problém s fotorozkladem
— lze studovat buriky citlivé na svétlo, pfipadné burnky s vysokou
prirozenou autofluorescenci
pfi sterickych problémech lze pouzit velmi malou luciferasu z rodu
Gaussia (20 kDa)

14



Bioluminiscence vs. fluorescence

= F - vysoky jas, excitované stavy mohou vznikat rychle diky masivnimu
excitaénimu zareni (napumpovani energie)
— ale zvySuje se i signal pozadi, rozhoduje pomér signal/Sum
— detektory nerozliSi excitacni a emitované fotony (geometricka
diskriminace ani filtry nejsou 100% u€inné)
— emituji i nezadouci fluorofory pfitomné v komplexnim biomaterialu
— uplatni se pfi zobrazovani detailli - rozhrani, kdy S/N nema takovy vliv

— mikroskopie, cytometrie, kdy stejné opticka konstrukce limituje citlivost
detektoru

= BL - nizsi intenzita svétla, ale souéasné prakticky nulové pozadi
— uplatni se pfi "vétsich" vzorcich, kdy je pouze jednoducha optika (zadné
filtry) a detekce fotoni je tedy efektivnéjsi (detektor blize vzorku)
— stanoveni ve zkumavkach, v mikrodesti¢kach, detaily u vétsSich organismu
(mysi, ...)
— Siroka linearni oblast (6 az 8 koncentracnich radua)

— pfi bioanalytickych stanovenich dosahuje 10 az 1000x vyssi citlivosti a
limity detekce (10-2° mol, cca 104 molekul/vzorek, nékolik molekul v burice)

— luminofor je chranén pfi emisi uvnitfi bilkovinného obalu

Acetatkinasa

= jako znacka pro vysoce citliva imunostanoveni
= generuje ATP z acetylfosfatu a ADP

= vzniklé ATP se pak pouzije pro vyvolani bioluminiscence
luciferinu s luciferasou

= citlivost az 10-22 mol

HO s N__.COCH + : Glo
7 Luciferase
/ \
N S
Kinase
Substrate + <« Substrate + ADP

@
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