


Kinetika afinitnich interakci
2 zpusoby stanoveni:

v smiseni interagujicich slozek,
dosazeni rovnovahy
separace volnych a vazanych molekul
kvantifikace jednoho z partnerd.
detekcni znacky -radioaktivita, fluorescence
Neziskaji se kineticka data, zmény nativni molekuly

v prubézné sledovani vazebného déje pomoci biosensoru
interagujici slozka je navazana na fyzikdlni sensor
specifické navdzani druhé latky (ligand)
zmeéna fyzikdlni charakteristiky sensoru = Asignalu
Méri se vazebné interakce v redlném case



Charakterizace afinitnich interakci

proc merit rychlostni kinetické konstanty?
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Signdl je primo Umérny mnoZstvi vznikajiciho komplexu.
U vSech typu sensoru je velikost signdlu zavisla
na hmotnosti navazanych molekul.



Sledovani asociace a disociace molekul

|-R + L < > |-RL

Déj popisuji kinetické rychlostni konstanty k, (asociacni)
a k, (disociacni). Rychlost tvorby komplexu je ddna

d[RL]/dt = k,[R] [L] - ky[RL]

Po ustaveni rovnovahy (d[RL]/dt = O) jsou koncentrace
dany rovnovaznymi konstantami K,, resp. Ky
plati vztah:

K, = [RLI/[R][L] =kJ/ky Kp=1/K,



Prutocné usporadani:

v ustaveni zdkladni linie signdlu v pufru

v' roztok obsahujici ligand = vazebna krivka (asociace)

v' opét zdkladni roztok = rozpad komplexu RL (disociace)

Hodnoceni experimentdlnich zaznamu:

v' vychozi signdl Y, nulovy

v' vazebna kapacita povrchu je imérna celkové zméne
signdlu po obsazeni vsech pritomnych molekul
receptoru R Y, ..

v' zbyvajici mnoZstvi navdazaného ligandu Y
(neobsazeny R = Y, .-Y)

dY/dt = k, c(Vpox = Y) kg Y dY/dt = k.Y o (K, CtKy)Y



Uréeni kinetickych parametru

Z experimentdlnich zavislosti Y na case t
dva odlisne postupy:

v linearizace transformaci
v nelinedrni regresi



Linearizace

BIAcore
Y =f(t)
dy/dt = f(y)
dY/dt = a + bY

Pro Usek na ose y plati: a = k.cY, ..
Pro smérnici : b = -k ¢ - Ky

dY/dt = k, c(Vpox = Y) kg Y dY/dt = k.Y o (K, CtKy)Y



Provedou se vazebna méreni pro radu koncentraci c volného
partnera L, lze rychlostni konstanty k, a k; zjistit vynesenim
zavislosti a, b na koncentraci c.

Na zdkladé grafu smérnic se urci velikost konstant a

a z grafu Usekd vazebna kapacita Y, ..

Linedrni transformace mize vést k transformaci chyb.
Postup funguje pro systémy, které se chovaji podle
jednoduchého kinetického schématu.

Pokud dY/dt vs Y neni zcela linearni, je prolozeni subjektivni



Nelinedrni regrese

je exaktni postup, ktery vychazi z integrace rovnice
vychozi podle ¢asu, coz vede k vyrazu zadvislosti signalu Y
na Case t:

kY mad1- expl- (kc+ kot [
K€ + Kq

Z jediného experimentu lze urcit kineticke konsfam‘y.
Pro usnadnéni numerického vypoctu lze zavést Y, tj.
velikost signadlu pri dosazeni rovnovazného stavu:

yeq = kacymax/ (kaC+kd) =<:ymclx/ (c"'Kd) = I<clcymax/ (C"'Ka)
Y =Y{1-exp|- (k-c + kalt]}



DalSiho zjednoduseni lze dosdhnout zavedenim:

kobs = kac"'kd

Hodnoty kinetickych rychlostnich konstant lze urcit
vynesenim k. proti koncentraci volného vazebného
partnera.

Nelinedrni regrese umoznuje vyhodnotit vazebné krivky
tvorené ze dvou nezavislych integraci, je mozné uvazovat
vliv nestability zakladni linie, korigovat zmény signalu
vyvolané vyménou pracovniho roztoku.

Po nastriku vzorku se projevi prudka zména indexu lomu
okolniho prostredi, ktera se projevi jako zména signdlu
u optickych sensort.

Stejné tak plsobi zmény viskozity u piezoelektrickych
sensord.

Nelinedarni regrese je univerzadlni a lze ji pouzit i tam,
kde linearizace selhava nebo neni principielné pouzitelna
vubec.



Disociacni faze
v vytvoreni komplexu RL a odstranéni volného ligandu
v' zpétny rozpad disociaci komplexu

Kineticky: rovnice

d[RL])/dt = k [R] [L] - ky[RL]

kde [L] = O,

z toho plyne: dY/dt = -k, Y

Je-li vychozi mnoZstvi komplexu RL na povrchu sensoru
dano signalem Y, integrace vede ke vztahu:

Y = Y.exp(-k,t)

Z experimentadlnich disociacni krivky Ize parametry k, a
Y, uréit nelinearni regresi nebo po Upravé na rovnici
primky linearni regresi:

InY = InY_ -k t



Komplikace pri praktickém provadéni experimentu

v k, i ky |1ze vypolitat z asociacni reakce,

v kdyz k; pod 10-4s-! nepresné hodnoty k,

v lépe urcit k; z disociacni krivky a takto ziskanou
hodnotu pouzit v asociacnich rovnicich pri urcovani k.



Pri_disociaci ,rebinding”

ligand se uvolni z komplexu RL, ale nez se staci dostat
do volného roztoku, je zachycen jinymi neobsazenymi
receptory.
Jev nastdva:
v povrchova hustota receptoru je vysoka (R nizkomolek.)
v biospecificka vrstva neni monovrstvou, ale ma vetsi
tloust’ku (imobilizace v dextranové matrici),
projevuje se nizké hodnoty k, proti ocekavani.



Predpoklad: Interakce antigen : protilatka 1:1 (Ig6)
Imobilizovany haptén R je mozna i bivalentni vazba:
i'-—R+L 1 I——R—L I_R\

—

|—R |—R |—R

Pri vyhodnocovani se nevystaci z jednoduchym modelem.

Omezeni jevu:

v' vysoké koncentrace protilatek

v' sniZeni povrchové hustoty hapténu (vzdalenost mezi
R vétsi ve srovnani se vzdalenosti mezi vazebnymi
misty protilatky)

Imobilizace:

Nespecifické imobilizacni postupy

ruzné orientace receptoru a tim ruzné afinity.

orientovand imobilizace

vazba protilatek na Protein A.



Transport latek z roztoku k sensoru:

Na povrchu sensoru pri prutocnych mérenich existuje
nemichana vrstva na povrchu sensoru.

Mimo vlastni afinitni interakce je nutné uvazovat difizni
transport ligandu L.

Eliminace jevd:

v dostatecné rychly prutok

v intenzivnim michani.

Realné bioafinitni interakce se mohou sestavat z rady
rovhovaznych nebo nevratnych kroku

(konformacni zmény, interakce s jinou casti biomolekuly
nez s aktivnim mistem). Takové odchylky pak mohou ovlivnit
vypocCitané parametry.
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UKAZKA KINETICKE ANALYZY
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Studium interakce protilatky s imobilizovanym
hapténem pomoci piezoelektrického biosensoru



Protilatky a imunosensory

Imunochemické afinitni biosensory
biorekognikacni prvek Protildatky - bilkoviny
schopné rozpoznat specificky jiné molekuly.

imunoglobuliny IgG
hmotnost 160 kDa
tvorené: 2 lehké retézce L (25 kDa)
2 tézké retézce H (50 az 77 kDa)
retézce spojeny disulfidickymi mustky
vznika typicka struktura Y
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Protilatky:
2 fragmenty Fab -vazi antigen
1 Fc, ktery umoznuje vazbu protilatky na membranu

Retézce:
konstantnich casti C
variabilni dseky V (V, a V|), rizna vazebna mista

Variabilni cast

3 hypervariabilnich dseku

CDR (complementary determinant region).
CDR vytvari vlastni vazebné misto pro antigen
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Chemicka variabilita

v vyména jedné AK za druhou- zméni vazebné
misto

v variabilni L lidsky 65-70 AK

v" jedno misto 2-3 zdména (ne z 20 AK)

v variabilni ¢ast L obsahuje asi 25 hypervariabilnich
pozic, které jsou spojeny do 3 variabilnich dseku:

24 az 34
50 az 55
89 az 96
podobné v tézkych retézcich



FR oblasti

Pomoci proteas lze
protilatky rozstepit
. . CbRoblast  na fragmenty, coz
B lze vyuZit pro nékteré

sl B =1 konstantni

3%“?—5} SRR SR <
2 BB aplikace
iif‘;’ i ﬁii

beraad

S
o
e

:
;
o
:
B
2
-

w

=
memrnons
S

RS
B

o
gﬁxé L R il
st - B e
epeni ... n variabilni
SR A a-"égﬁa‘?i?wﬁ’f
g L B
=3 SR R ' -I i
e .= I hypervariabiln|
B AR
Casti lgG . B

s — (

PAPAIN  PEPSIN

/

—
—
—

Fab Fe F(ab ), pFc'

; redukcia SH —
—— SH
Fab L Fd



Vznik protilatek

v' odezva na pritomnost imunogenu
(molekula o hmotnosti vétsi jak 10 kDa,
kterou organismus rozpoznd jako cizorodou latku)
v' Protilatky produkuji B-lymfocyty, které vznikaji
v kostni dreni, odtud prechdzeji do sleziny a
lymfatickych uzlin.
v B-lymfocyty nesou na povrchu nesou
receptorovou formu protilatky,
po navazdni antigenu na tento receptor,
dana bunka proliferuje a zacne produkovat
protilatky o dané specifite.



5 trid protildtek:
(IgA, IgG, IgD, IgE a IgM)
z nich kazda ma odpovidajici

tézky retézec:
a,Y, 9, €, 1)
U IgG jsou navic 4 podtridy
s castecné odliSnymi tézkymi
retézci.
Kazda trida protilatek ma
urcité strukturni a funkcni
vlastnosti.

Y IeG

IgA

oS
)\\/ IgM
2ea




IgA

v’ sérovy
v sekreéni -dimér
-tetrameér
SEROVY SEKRECNY
IgA1 + Lﬁl “/H\” p
IgA2 Azm(Z)] zzzzzzli ﬁ SC
g igA2 [A,m (1)] lgAT +
IgA2 [Azm (2)]

gA2 [A,m (1)]



Nékteré vlastnosti tfid protiliatek (mys)

Trida [gA [gD [gE [gG [gM
M (kDa) 170 180 190 160 900
H fetézec o O £ Y L

Sacharid (%) 7-11 [12-15 12 2-3 9-12

IgGc je nejrozsSirenéjsi v séru, kde se vyskytuje jako
monomer (L.H,)

IgM se objevuje jako prvni odezva na pritomnost antigenu
obvykle ma malou afinitu. velky pocet vazebnych mist
miZe vyvoldvat aglutinaci

IgD se vyskytuje zridka, funguje jako bunécny receptor
pro antfigen

IgA je hlavné v sekretech (sliny, slzy, travici st'avy)
mlZe prechdzet ze séra do Zluéi

IgE vystupuje v souvislosti s alergickymi reakcemi

V bioanalytickych aplikacich se pouzivaji prevazné Ig6.



Produkce protilatek
Vniknuti cizorodé latky imunogenu do organismu obvykle
vyvold obranou reakci organismu.
Antigeny:
* Makromolekularni latky (vic jak 10 kDa)
tvorbu protilatek primo po vpraveni
(injekéné) do zvoleného organismu.
< Nizkomolekularni latky hapteny spojeni s vhodnym
makromolekularnim nosicem (BSA, ovalbumin, hemocyanin)

Vzniklé protilatky
schopné rozpoznat i hapten.

2 typy protilatek
O polyklonalni imunizace experimentdlnich zvirat
0 monoklonalni hybridomova technologie




POLYKLONALNI
PROTILATKY

Experimentalni zvirata (kralik, mys, ovce, koza, kun)
se imunizuji vhodnym analytem. Po nékolikrat opakované
imunizaci a kontrole na pritomnost protilatek se nakonec

provede odber krve.
(A &

TS TR

vstfiknuti antigenu A pozdéjsi odebrani krve

Ziskané antiserum se uchovava zmrazené (1000x i vice)
zredéné. Neprovadi se purifikace protilatek.

Z chemického hlediska obsahuje polyklondlni protilatka
radu imunoglobulind typu G, které se navzdjem lisi afinitou.



Monoklondlni protilatky

v' presné definované vlastnosti

v" produkce: hydridomova technologie

v homogenni protilatky o vysoké specifité
ve velkém mnozstvi




Priprava monoklondlnich protildtek:

v imunizace mysi, ze sleziny se ziskaji B lymfocyty

v' B lymfocyty se fuzuji s rakovinnymi (myelomovymi)
burikami v pritomnosti PEG (polyethylenglykol)

v hybridomové bunky se selektivni kultivaci zbavi
nezfuzovanych bunék v HAT mediu (hypoxanthin,
aminopterin thymidin)

v hybridomova kultura se naredi a hledaji se vzniklé
protilatky pomoci ELISA metody

v' vhodné linie, které produkuji pozadované protilatky
opét naredit az na hranici 1 bunka na jamku a
cely proces se opakuje
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Buriky syntetizuji nukleotidy dvojim zpusobem:
v" hlavni cesta (de novo)
v vedlejSi cesta (hotové purinové baze a nukleosidy)

sacharidy ° aminokyseliny

HLAVNI CESTA l AMINOPTERINOVY BLOK

VEDLEJSI CESTA T HGPRT, TK

Dusikaté zdsady <= Nukleosidy

HGPRT= hypoxantin(guanin)-fosforibozyltransferasa; TK=thymidinkinasa



Dusikaté zasady Nukleosidy Nukleotid

: Inosin-5" -fosfat
hypoxantin HGPRT

—— 5" -fosforibozyl-

. 1-pyrofosfat
guanin

Guanosin-5’ -fosfat

. TK 5" -fosforibozyl -
thymin =~ |—— 4 -pyrofosfat

Thymidin-5° -fosfat

HGPRT= hypoxantin(guanin)-fosforibozyltransferasa; TK=thymidinkinasa



Zamezeni syntézy nukleotidu vedlejSi cestou:

v kultivace myelomovych bunék s 8-azaguaninem
(analog guaninu),
v bunkach s funkéni HGPRT se zabudovava
do DNA (¢imZ se znicCi geneticka informace)
V pritomnosti 8-azaguaninu prezivaji jen mutanty
deficitni na HGPRT.

v kultivaci s analogem thyminu
5-bromdeoxyuridinem
myelomové linie deficitni na TK.



Zamezeni syntézy nukleotidu hlavni cestou:

v' Pri normalnich kultivacnich podminkach
se syntetizuji nukleotidy hlavnim zpusobem
a nepritomnost enzymu nevadi.

v bunka s deficitem HGPRT nebo TK kultivuje
pritomnosti aminopterinu
(inhibitor hlavniho zpusobu)
nastane jeji smrt.
PreZit muZe jen kdyZ se spoji s burkou,
kterd kompenzuje enzymovy deficit.




Hybridomovou technologii se nakonec ziska
jednotna bunécna kultura produkujici
monoklonalni protilatky (mADb)

Dva zpusoby vyroby mAb:

v aplikace do experimentalniho zvirete
asciticka tekutina - produkce 5 az 15 mg/ml

v' v bioreaktorech - produkce 5 az 50 pg/ml




Neprimé imunochemické metody

v pouziti vhodného znackového systému

v heterogenni pribéh

v imunokomplex je zachycen na vhodném povrchu
(mikrotitracni desticka, citliva oblast prevodniku),

v' po reakci se odstrani reakéni smeés

v' povrch se promyje

v Zmeéri se mnozstvi zachycené znacky

Pouzité znacky:

v radiaktivita (u biosensorl se nepouziva)

v fluorescence

v" luminiscence

v enzymova znacka

Vychozi metoda: ELISA



Vychozi metoda pri vyvoji neprimého imunosensoru

ELISA:

v' kompetitivni usporadani
v sendvicové usporadani



Kompetitivni usporadani

v na citlivy povrch je imobilizovan analyt

v' vzorek smicha s protilatkou a necha se
urcitou dobu inkubovat

v smeés se prida k sensoru a zbylé protilatky
se vazi na modifikovany povrch

v volny a vdzany analyt soutézi o limitované mnozstvi
protilatky

v' na konci reakce se povrch oplachne

Y

=




v' Zachycena protilatka primarni se detekuje pridavkem
sekundarni vhodné oznacené protilatky.

v' Sekundarni protilatka ma specifitu k té casti primarni
protilatky, kterd nevaze analyt (napr. Fc cast)

v |ze pouzivat vhodné oznacenou primarni protilatku

e, o

pznacena
sekundarni protilatka

oznacena
arni protilatka

pri




SN Afinita protilatky
""':::E":-Z’EE;!.}_\ i z ké

vysoka

R
Tiia

[analyt]

|ze takeé:
v' na povrch sensoru lze navazat protilatku.
v’ inkubace provadi se vzorkem obsahujicim analyt

a navic se prida analyt spojeny s vhodnou znackou.
Tracer: konjugdtu znacky s jednim z vazebnych partneri
Kalibracni krivka: zavislost signdlu ¥ na koncentraci
analytu ma sigmoidni tvar.
Strmost je tim vétsi, ¢im vyssi je afinita protilatky



Vyhodnoceni:

Yoex Maximalni signdl (nejvétsi mnozstvi zachycené znacky)
v nepritomnosti volného analytu

Yo  nulovy signdl (Zadna znacka se nezachyti)
pri nadbytku analytu
|ze meérit pokud pri imunochemické reakci nepridame
tracer

Misto absolutniho signdlu je vhodnéjsi pouzit
relativni vyjadreni:
Br'el = (y-YO)/ (ymax- yO)
tim lze kompenzovat nespecifickou vazbu traceru nebo
zbytkovy signdl naméreny v nepritomnosti znacky

Znaceni: biomolekul pomoci enzymii nebo fluorescenéni
znacky



Limit detekce: je definovan pomoci minimdlniho poklesu
signalu proti maximu napr. o 10% nebo 20%

(tomu odpovida B.,, 0,9 nebo 0,8)

Koncentrace analytu x,,, ktera zpusobi pokles signalu
na polovinu maximdlni hodnoty (B, =0,5)

Tento parametr je primo Umérny afinité pouzité
protilatky (¢im mensi afinita, tim mensi x5;)

Prubéh kalibraéni zavislosti se da aproximovat

napr. sigmoidni funkci.

s A__ D D A je maximalni,
BT xm)h D zbytkovy signal.

Krizova reaktivita analytu A a jemu podobné latky B
= relativni pomér Xx,s50/Xps, (MUZe se uvadét v %).



Sendvicové usporadani
pro rozmérnéjsi analyty, které v molekule
nesou nekolik vazebnych mist pro protilatku.

Pri inkubaci se vzorkem protilatka vaze pritomny
analyt.

Poté se povrch opldchne a prida se
dalsi protilatka, ktera rozpoznava
jiné vazebné misto na povrchu
analytu. MizZe byt vhodné znaéena
nebo se detekce provede pomoci
treti oznacené protilatky.
Mnozstvi navdazané znacky je primo
dmérné koncentraci analytu

ve vzorku.




AJln;ﬁnit;:l protilatky
Y nizka /
vysoka /

[analyt]

Prubéh kalibraénich krivek pri sendvicovém stanoveni
je zavisly na afinité protilatek.
Afinita hraje mensi roli, jak pri kompetitivnim stanoveni.



Neprimé imunosensory

Imunochemicka stanoveni v klinické biochemii jsou
vétsinou na principu ELISA.

Nevyhody ELISA:

v' je treba presné davkovani vzorkl a reagent
v' inkubace casové narocna

v' separacni a promyvaci kroky (Cas)

Proto je zde snaha vytvaret prenosné systémy, které
nejsou narocné na cas.



Paskové varianty imunochemického stanoveni
s vizudlnim vyhodnocovédnim.
Predstupen mezi ELISA a neprimymi imu

stredné slabé
pozitivni pozitivni

P LA TE T |

|

negativni neplatné

Zména tloust’ky vrstvy zpusobena specifickym
navdzanim analytu se pri vyhodnocovdni projevi jako
zména pozorované barvy.

Semikvantitativniho imunostanoveni na kremikovém
¢ipu. Barva a tvar pozorovanych skvrn umoznuji
kvantitativni vyhodnoceni pritomnosti analytu ve vzorku.
Vyhodou je rychlost: nakdpnuti a béhem nékolika minut
|ze pozorovat odezvu.



Elektrochemické imunosensory

Jednoduché
levné
velmi citlivé

elektrochemicky ¥ vysoka specifita
prevodnik protilatek

Pracovni povrch: pracovni elektroda
vyménna membrana s protilatkou
predrazeny imunoreaktor

Znacky: enzymy aktivita mérena elektrochemicky
redoxaktivni latky (voltametricky)
chelaty kovu (voltametricky)



elekiroda s protilatkoy vaorek s racerem

@2 Heterogenni stanovent:
l inkubace elektroda je modifikovdna protilatkou

promyt

vaze tracer pri kompetitivnim
stanoveni, zachycena enzymova

aktivita se pak stanovi po pridavku
substrdtu:

£
J
X

-amperometricky (zména proudu)

-potenciometricky (zména potencidlu)




Amperometrické stanoveni
je vhodné ve spojeni s témito:

enzymy a
peroxidasa

lakasa

katalasa
glukosaoxidasa
alkalicka fosfatasa
galaktosaoxidasa
acetylcholinesterasa

substraty

H,O, + jodid, ferrocen

nebo hydrochinon

O, + hydrochinon

(H,0,)

O, nebo ferrocen+glukosa
p-aminofenylfosfat
p-aminofenyl-3-D-galaktosid
acetylthiocholin

Potenciometrické stanoveni

enzym
ureasa

substrat
mocovina



Neprimé optické sensory

vopticka vldkna
v'planarni svétlovody

priklad komercniho systému FCFD
(fluorescence capillary fill device)



Komercniho systému FCFD
(fluorescence capillary fill device)

v'dvé paralelni sklenéné desticky s pracovnim prostorem
o tloust’ce d= 0,1 mm (naplnit vzorkem)

v'povrch svétlovodu imobilizovana protilatka

v'bioligand znacen fluroforem

v'éast fluoroforu v komplexu s bioligandem na povrchu
svetlovodu, éast v roztoku

v'emitované svétlo (fluorescence) z roztoku vstupuje
do svétlovodu jen pod omezenymi Ghly (vétsi nez kritické)

v'svétlo s vazanych fluorofori mizZe vstupovat i pod mensimi
dhly.

v'po vystupu svétla z konce svétlovodu lze pak podle
vystupniho dhlu odliSit fluorescenci z roztoku a z povrchu
= kvantitativné stanovit mnozstvi vazaného fluoroforu
(bez separace) -homogenni stanoveni



Uhly paprskii na vystupu ze svétlovodu

-90 0 a 90 290 o. a 90

fluorofory volné v roztoku fluorofory vazané
na povrchu svétlovodu

Vystupni dhly svétla emitovaného vdazanym a volnym
fluoroforem se lisi, takze lze odliSit vazanou a volnou
formu fluoroforu a vyhodnotit pribéh homogenniho
stanoveni



filtr Starbina

( )ﬂzoéka FCFD sensor

N l / zdroj svétla
e 8 - et
(vybojka) pro
excitaci fluoroforu

Zdroj svétla: vybojka fotoblesku

Omezeni vystupnich dhlu: $térbina

DalSi soucasti:  filtry, cocky, detektor

Zarizeni je levné, snadna masovd vyroba na jedno pouziti.
Malé vzddlenosti v systému sensoru zkracuji odezvy, kterou
urcuje pouze kinetika vazebné interakce.

Neni treba odmérovat vzorek (krev, moc - primo)

Nejsou velké naroky na manipulaci a odbornost
obsluhujiciho persondlu.



