Klinicka biochemie |l - MST
P23

11. prosince 2023




Osnova

» Kratké seznameni s metodami — prezentace teorie
e Cviceni (2 skupiny)
* Protokol

A) Termoforéza v mikroméritku (Microscale Thermophoresis — MST)
B) Kapickova mikrofluidika (Dropplet Microfluidiucs — DM)




Termoforeza v mikromeritku
(Microscale Thermophoresis — MST)

Brzezicka Tatana




Monolith X

* dualni technologie
e Spektralni posun + MST

Technologie

Méreni K,

Dynamicky rozsah

Detekovatelny rozsah
molekul

Potfebny objem vzorku

Pocet kapilar pro ,,run”

Teplotni kontrola

Fluorescencni detekce

Rozméry pfistroje

Vaha

Monolith X Monolith

Spektralni posun a MST MST
PFiblizné 10 minut
nM to mM pM to mM

10'-107 Da

10l
Az 24
20-40 °C +/- 0.5 °C

1/ pico RED
nebo 2 / pico RED &
LabelFree (UV)
nebo 2 / pico RED & BLUE

1/RED

36 cm Sirka x 40 cm vyska x 58 cm délka

27 kg




Princip metody MST

» fyzikalni jev TRIC (1) + termoforéza (2) + ted’ navic spektralni posun (dale)
* TRIC - teplotné zavislé zmény intenzity fluoroforu

* teplotni gradient vzorku (IR laser — 1480nm) vyvola pohyb molekul, ktery
je zavisly na tfech parametrech molekuly: velikosti, naboji a hydratacnim
obalu

* fluorescencni detekce - opticky systém
nativni fluorescence protein(/ znacené fluorofory

* vazebné parametry jsou uréeny ze zmén termoforetickych vlastnosti
vzorku se vzrustajici koncentraci vazebného partnera (konc. proteinu
konstantni)

* precizni a velmi citlivda metoda, analyza v malych objemech (pul)
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Priklad méreni

 scan kapilar se zvedajici se koncentraci ligandu (koncentrace proteinu konstantni)
* K4 je automaticky derivovano z MST grafd
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Spektralni posun

* vazba ligandu zpusobuje spektrdlni posun

- modry posun, ¢erveny posun

* Ligandy, které se vazou blizko fluoroforu, mohou primo
ovliviovat chemické prostredi fluoroforu (1).

* Ligandy, které se vazou ve vzdalené poloze od fluoroforu,

mohou vést ke konformacnim zménam (2).

* meéreni 2 vinovych délek — 650 nm a 670 nm
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Afinitni interakce A

\ 4
"‘..‘ TARGET = Fluorescently labeled molecule
» v 4

* Sila interakce
. . . LIGAND -+ Unlabeled binding partner
* terminologie: target - ligand

* Disociacni konstanta K|

e pM — nM —silna afinita nebo tésna vazba
e UM — mM - slaba interakce

* Plazmatické proteiny — l1éCiva (slabé)
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GIT KREVNI OBEH TKAN
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Depozitni vazba

Podle tzv. ” teorie volné frakce ” je pouze volné IéCivo schopno transportu (premisténi) z krevniho recisté skrz
membrany do cilovych tkani a organl, kde plsobi farmakologickych efektem. Cyklus lé¢iva v organismu je
zjednodusené ilustrovan na obrazku vyse. Vazba |éCiv na plazmatické proteiny patfi mezi faktory ovliviiujici celkovy

farmakologicky profil 1éCiva.
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Vyhody

* rychlé a flexibilni nastaveni test

* méreni v roztoku bez imobilizace

* integrovana kontrola kvality - umozZnuje detekci agregacnich a srazecich procesti béhem méreni

* termoforéza molekul zavisi kromé jejich velikosti také na naboji a hydratacnim obalu (vice informaci)
* mala spotreba vzorku

* variabilita pufru, dokonce i komplikované smési (krevni plasma ¢i bunécny lyzat)
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Kapickova mikrofluidika — aplikace v
enzymologii
Sedlak Michal




— Mikrofluidika
— Enzymova kinetika
— Dnes ve cviceni
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Elektroforéza na Cipu

Mikrofluidika - priklady ——
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Inference
Kim J, Jensen EC, Stockton AM, Mathies RA. Universal microfluidic automaton for
autonomous sample processing: application to the Mars Organic Analyzer. Anal Chem. 2013

Aug 20;85(16):7682-8. doi: 10.1021/ac303767m. Epub 2013 Jul 29. PMID: 23675832.
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1 5 Lamartine, J. The benefits of DNA microarrays in fundamental and applied bio-medicine. Materials
Science and Engineering: C, Volume 26, Issues 2-3, 2006,
https://doi.org/10.1016/j.msec.2005.10.068.

Li, Y., Mahjoubfar, A., Chen, C.L. et al. Deep Cytometry: Deep learning with Real-time
Inference in Cell Sorting and Flow Cytometry. Sci Rep 9, 11088 (2019).
https://doi.org/10.1038/s41598-019-47193-6




Kapickova mikrofluidika

Tvorba kapek Spojovani

dispersed phase

—_—
continuous phase

] dispersed phase

continuous
phase

l continuous phase
dispersed phase

l continuous phase

1 6 S. N. Lai, X. Ouyang, and B. Zheng, in Detection Methods in Precision Medicine, ed. M. (.
Yang and M. Thompson, The Royal Society of Chemistry, 2020, pp. 253-278.

Zachyceni na Cipu
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Enzymy
— Biokatalyzatory, metabolismus, signalizace

— Rovnice Michaelise-Mentenové
Cd(P)  Viax S)
dt K, +(S)

v ... rychlost reakce

v

P ... koncentrace produktu
t...cCas

Vmax ... limitni rychlost

S ... koncentrace substratu

Km ... michaelisova konstanta
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Michaelis-Mentenova
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Inibitory enzymu jako léciva

snizeni aktivity cilového enzymu Pr.. Aspirin
1 enzym cyklooxygenaza

terapeuticky efekt

k. acetylsalicylova k. salicylova

=
X —

Fitzgerald DJ, FitzGerald GA (2013): Historical lessons in
18 Zapati prezentace translational medicine. Cyclooxygenase inhibition and P2Y12
antagonism. Circ Res 112:174-194.




Inhibice aktivity enzymu

Kompetitivni

Akompetitivni
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https.://www.sciencesnail.com/science/category/enzymology
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Reciprocal substrate concentration, 1/[S]

Smésna a nekompetitivni
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Obsah cviceni

“T” spojka pro spojeni
reakéni smési a oleje —
pro tvorbu kapek

“Y” spojka pro
smichani reakéni smési

254 pm

Voltage (v)

=
X —
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Obsah cviceni

— B-galaktosidaza E.coli

Michaelis-Mentenova
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— QOdstépeni fluoresceinu z umélého substratu (3-gal.
Fluorescein

« Excitace: 498 nm
e Emise: 517 nm
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https./cs.wikipedia.org/wiki/Fluorescein
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Dekuji za pozornost
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