Laboratorni tloha: MST Kohutova Lenka, BrZezicka Tatana

Studium vazebnych interakci pomoci termoforézy v mikroméritku
se spektralnim posunem

Teoreticka cast

A. Vazebné interakce

Vazebné interakce lze délit dle jejich sily na pevné a slabé. K pevnym interakcim rfadime
vazby kovalentni, koordina¢né-kovalentni, iontové, a kovové. Mezi slabé vazebné interakce
fadime tzv. van der Waalsovy sily a vodikové mustky, které ovliviiuji vlastnosti latek jako napfr.
rozpustnost, bod varu, viskozitu, aj.

V Zivych systémech jsou tyto interakce klicové pro fungovani bunék a preziti celého
organismu. Kjednodu$s$im interakcim lze béiné fadit interakce substrat-enzym,
kofaktor-enzym, antigen-protilatka a ligand-receptor. Mezi slozitéjsi radime komplexnéjsi
déje, jako jsou prenos nervovych signdll, regulace transkripce/translace ¢i aktivace
signalizacnich drah.

V mediciné jsou velmi Casto sledovany interakce plazmatickych protein( a Iéciv, které
vyznamné ovliviiuji plsobeni farmak v organismech. Lécdiva se po vstupu do krve vazou
na plazmatické proteiny a vytvafi se zde rovnovdha mezi vazanou a volnou slozkou léciva.
Plazmatické proteiny slouzi jako prenasecové struktury, tvori rezervoar (zasobnik) léciv
a prodluzuji tak dobu jejich ucinku, protoze vdazand frakce l|éc¢iva je chrdnéna pred
metabolismem. Podle tzv. ” teorie volné frakce ” je pouze volné Iécivo schopno transportu
(pfemisténi) z krevniho recisté skrz membrany do cilovych tkani a orgdn(, kde pusobi
farmakologickych efektem. Cyklus Iéc¢iva v organismu je zjednodusSené ilustrovan na obrazku
1. Je tedy zfejmé, Ze vazba na plazmatické proteiny patfi mezi faktory ovliviujici celkovy
farmakologicky profil 1é¢iva.
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Obr. 1: Cyklus lé¢iva v organismu.
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Sila vazebné interakce je vyjadfovana hodnotou vazebné konstanty (Ky), popf. disociacni
konstantou (Kg). UvaZujeme-li jednoduchou reverzibilni reakci se stechiometrii 1:1,
kdy molekuly proteinu (P) aléciva (L) vytvareji komplex (PL), miZeme ji vyjadfit pomoci
rovnice (1),

kon
P+LPL (1)
korr

kde kon je rychlostni konstanta tvorby komplexu a kot je rychlostni konstanta disociace
komplexu. Z téchto parametru Ize pak definovat rovnovaznou vazebnou konstantu Ky, resp.
disocia¢ni konstantu Kq pomoci rovnice (2).

[PL]  k,, 1 (2)

B. Termoforéza v mikroméritku - MST

Termoforéza v mikroméritku neboli MST (z angl. MicroScale Thermophoresis) je metoda
zalozend na fyzikdlnim jevu zvaném termoforéza, znamda také jako tepelna difaze,
termodifiize nebo Soretliv jev. Jedna se o fyzikalni jev, kdy teplotni gradient vyvold pohyb
molekul. Typicky se jedna o pohyb ze zony teplé do zény studené, v tom pripadé oznacujeme
jev jako pozitivni. MZe nastat i opacny pfipad, kdy molekuly se pohybuji ze studené zény
do teplé, a tento jev je poté oznacovan jako negativni.

Termoforeticky pohyb molekul je zavisly na tfech parametrech molekuly: velikosti, naboji
a jejim hydratacnim obalu. Pti interakci molekul se alesponi jeden z téchto parametri zméni,
€0z ma za nasledek zménu v termoforetické mobilité komplexu.

Zmény v termoforetickém pohybu molekuly jsou sledovdny optickym systémem
detekujicim bud’ vnitini fluorescenci tryptofanu v proteinech nebo fluorescenénim signalem
fluoroforu, které jsou pripojeny k jedné z interagujicich molekul. Vazebné parametry jsou
uréeny pomoci ménicich se termoforetickych vlastnosti vzorku se vzrustajici koncentraci
potencialnich vazebnych partnerti. MST umoznuje presnou analyzu vazeb v malych objemech
(nékolika ul vzorku) a jedna se o velmi citlivou metodu.

Béhem MST experimentu je teplotni gradient indukovany infracervenym laserem
(s vinovou délkou 1480 nm), ktery je soustfedény skrz objektiv do méfici sklenéné kapilary.
Prostfednictvim laseru je vytvoren teplotni gradient v rozpéti 2 — 6 °C. Mezitim jsou fluorofory
v roztoku excitovany a jejich vyzarovana fluorescence je zaznamendavana detektorem. Toto
nastaveni umoznuje sledovat termoforézu zavislou na vycerpani nebo akumulaci fluorofort
v ramci teplotniho gradientu indukovaného infracervenym laserem. Pro odvozeni rychlostnich
konstant je meéreno vice kapilar s konstantni koncentraci fluorescenénich molekul
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a vzrlstajicimi  koncentracemi ligandu. Zmény v termoforéze fluorescencnich molekul
zpUsobené vazbou k ligandidm mohou byt poté pouzity k vypoctu rovnovazinych vazebnych

7

konstant. Zakladné schéma usporadani je zobrazeno na obr. 2.
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Obr. 2: A) schéma objektivu v MST s méricimi kapilarami; B) Typicky signal MST.

Velkou vyhodou MST je rychlé a flexibilni nastaveni test(l. Integrovana kontrola kvality
umoznuje detekci agregacnich a sraZecich procesu v realném ¢ase a to velmi rychle po zacatku
procesu. Pri detekci téchto ucinki mohou byt jednoduse a rychle optimalizovany technické
podminky a pufry pro zajisténi nejlepsi kvality dat.

Diky tomu, Ze termoforéza molekul zdavisi kromé jejich velikosti také na naboji
a hydrataénim obalu, neni tedy omezena jen na méreni velikosti produktd, jedno méreni MST
nam poskytuje vice informaci o reakci nez jiné kinetické metody. Mezi dalsi vyhody MST patfi
mald spotieba vzorku a moZnost provést prakticky v jakémkoliv pufru, dokonce

’

i v komplikovanych smésich jako je krevni plasma ¢i bunécny lyzat.
MST lze vyuzit ke:

e stanoveni rovnovazné disociacni konstanty (Kg),

e stanoveni vazebnd entalpie (A H) - hodnoty Kq pfi rlznych teplotach lze pouzit
k ziskani vazebné entalpie interakce prostfednictvim vant-Hoffovych graf(,

e vyhledavani ligandl - rychlé vyhledavani odpovédi ano/ne,

e studiu kompetici - stanoveni kompetice nékolika ligandl o vybrané vazebné misto
na cili,

e komplexnim inhibi¢nim testim - stanoveni blokace vazebného mista ligandem
a prevence vazby pfirozeného interakéniho partnera,

e stanoveni stechiometrie - stanoveni rovnovazné vazebné stechiometrie tvorby
komplexu
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C. Spektralni posun

Spektralni posun je biofyzikalni technika, ktera méri silu molekularnich interakci (afinitu)
detekci variaci fluorescencniho spektra znacené molekuly v dlisledku vazby molekuly ligandu.
Vazba ligandu zpUlsobuje budmodry posun, ¢erveny posun, nebo zménu intenzity vyzarovani.
Ligandy, které se vazou blizko fluoroforu, mohou pfimo ovliviiovat chemické prostiedi
fluoroforu. Ligandy, které se vazou ve vzdalené poloze od fluoroforu, mohou vést
ke konformacnim zménam vyvolanym ligandem, které ovliviuji chemické prostredi

fluoroforu.
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Obr. 3: Priklady spektralniho posunu.

Méreni MST je mozné bud ve sklenéné kapilaré (ptistroje fady Monolith, NT.Automated)
nebo v deskovém formatu (Dianthus). V obou nastavenich se pouziva infracerveny laser
ke generovani presného teplotniho gradientu, zatimco LED se pouziva k excitaci
fluorescencnich molekul uvnitf sklenénych kapilar nebo jamek desticky. Kazda z kapilar nebo
jamek obsahuje smés fluorescentniho vazebného partnera (obvykle nazyvaného ,cilovy”
a nefluorescencni vazebny partner, ktery je titrovan v sérii fedéni (obvykle nazyvany ,ligand“).

Fluorescence vzorku v kazdé kapilare nebo jamce se méfi v pribéhu c¢asu. Po urcité dobé
se infracerveny laser zapne a vzorek se zahreje. Takové vysledné kfivky MST jsou zaznamendny
pro kazdou koncentraci ligandu a vyneseny proti ¢asu. Vypocitané hodnoty Fnorm z kfivek MST
(fluorescence v oblasti F1 délena fluorescenci v oblasti FO) jsou zavislé na davce a Ize je dobre
popsat zakonem o pusobeni hmoty. Graf Fnorm proti koncentraci ligandu pak vrati disociacni
konstantu Kq interakce.
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Obr. 4: Schéma méreni v kapilarach a v mikrotitracni desticce.
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Obr. 5: Pomér 670/650 nm.
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Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti je stanovovana rovnovaina disociaCni konstanta Kqg lidského
sérového albuminu (HSA) a léciva pomoci pfistroje Monolith X s MO.control softwarem
od nanotemper. Pro méreni vazebnych parametri pomoci Monolith X je nutné znacit protein
¢ervenou barvickou. Cast A je pouze pro predstavu, znacené HSA jiz bude pfedem pfipraveno
kvlli Casovému omezeni ve cviceni.

A. Fluorescencni znaceni proteinu

Protein je znacen pomoci derivatizacniho kitu RED-NHS druhé generace (nanotemper). Je
optimalizovan pro znaceni a purifikaci protein( s molekulovou hmotnosti vyssi nez 5 kDa.
Barvivo nese reaktivni NHS-esterovou skupinu, kterd reaguje s primarnimi aminy (lysin)
za vzniku kovalentni vazby. Kit také nabizi vyménu nekompatibiniho pufru. Podle vyrobce by
mély byt cinidla stabilni pfiblizné 12 mésicl pfi sprdvném uchovavani. Dalsi podrobné
informace ohledné kitu najdete na strankach vyrobce https://support.nanotempertech.com.

Kit obsahuje:

Barvivo RED-NHS 2. generace (10 ug)

Derivatiza¢ni pufr NHS - 130 mM NaHCOs, 50 mM Nacl, pH 8,2-8,3 (lab. teplota)
A-kolonu - pro vyménu pufru 40-100 pl proteinu

B-kolonu - pro purifikaci proteint

vk wnN e

Adapter (pro 15 ml zkumavku)

Pro znaceni bude potieba: derivatiza¢ni barvivo RED-NHS druhé generace (10 pug), to
rekonstituujte s 25 pl DMSO tésné pred pouzitim pipetovanim nahoru a dold; B-kolonu;
adapter (pro 15 ml zkumavku); 1,5ml zkumavka; PCR mikrozkumavky (2 ks); 15 ml zkumavka;
90 ul alespon 10 uM vzorku vysoce Cistého proteinu; 30 pl 100% DMSO; 12 ml ndmi zvoleného
kompatibilniho pufru (pfipadné derivatiza¢niho pufru).

Upozornéni:

e Pfi manipulaci s DMSO a barvivem pouZivejte rukavice.

o Nevortexujte protein, protoze by to mohlo narusit jeho integritu. Misto toho jemné
promichejte pipetou nahoru a dold.

o Nez zacnete znacdit, ujistéte se, ze koncentrace vaseho proteinu je alespon 10 uM.


https://support.nanotempertech.com/
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Postup:

Pfed pouzitim vytemperujte vSechny slouéeniny na laboratorni teplotu. Barvivo RED-NHS 2.
generace rekonstituujte s 25 pul DMSO tésné pred pouzitim pomoci pipetovani (koncentrace
barviva bude 600 uM). V PCR mikrozkumavce barvivo zfedte, pipetujte 7 ul barvy RED-NHS 2.
generace Cerstvé pripraveného v DMSO a 7 ul zvoleného pufru, promichejte pipetou. Do dalsi
PCR mikrozkumavky pfidejte 90 ul vaseho 10 uM vzorku proteinu a 10 ul takto zfedéného
roztoku barviva. Peclivé promichejte pipetovanim. Takovyto roztok obsahuje protein
s priblizné trojndsobnym prebytkem barviva. Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté ve tmé.

V mezicase ekvilibrujte B-kolonu (¢asovy odhad 20 minut). Nejprve odstrarite horni uzavér
z B-kolony a vylijte skladovaci roztok. Poté sejméte spodni kryt. Obé vicka uschovejte a dejte
stranou. Na 15 ml zkumavku nasadte adaptér a poté vlozte kolonu. Naplrite kolonu pufrem
dle vybéru (cca 2-2,5 ml) a nechte volné stéct. Protékajici shromazdény odpad likvidujte. Tento
krok opakujte jeSté 3x. Celkem by mélo byt pouzito asi 8-10 ml pufru. Pokud dokoncite
ekvilibraci kolony dfive neZ skonci inkubace znaceni, umistéte na kolonu vicka, kterd jste
odlozili, aby kolona nevyschla.

Nasleduje purifikace zna¢eného proteinu a odstranéni prebytec¢ného barviva. Po skonceni
inkubace znaceného proteinu preneste 100 pl roztoku barviva a proteinu pfimo do stfedu
kolony, kterou jste pravé ekvilibrovali. Vyhnéte se kontaktu s vnitfnimi sténami kolony. Poté
pridejte 550 ul pufru. Pfipravte si 1,5 ml zkumavku ke sbéru znaceného proteinu a umistéte ji
pod kolonu. Nasledné pridejte 450 ul pufru. Do zkumavky nyni protece objem obsahujici
znaceny protein. PouZitou kolonu zlikvidujte. Vétsinu protein( Ize po znaceni skladovat nékolik
tydna pfi-80 °C, kdyzZ jsou rozdéleny na alikvoty a rychle zmrazeny v kapalném dusiku. Vyhnéte
se cyklim zmrazovani a rozmrazovani.
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B. Vypocet koncentrace a stupné znaceni

Po purifikaci znaceného proteinu nasleduje méreni jeho koncentrace a stupné znaceni
(,degree of labening” DOL). DOL popisuje, kolik molekul barviva je na protein navazano, napfr.
DOL 1 znamend pomeér barvivo:protein 1:1.

Postup:

Pro vypocet koncentrace znaCeného HSA zmérte absorbanci Azso a Aeso. Pokud protein
neobsahuje tryptofanova i tyrozinova residua, lze misto toho pozit absorbanci Ajos, ktera
vznikd primarné z peptidové vazby. Typicka délka drahy d spektrofotometru je 1 cm.

Korekéni faktor pfi 280 nm: 0,04
Korekéni faktor pfi 205 nm: 0,19
Molarni absorbance barviva: 195 000 M* cm?

Stanoveni koncentrace pri 280 nm:

Pro vypocet koncentrace je nutné znat moldrni absorpcni koeficient HSA gpsa,
absorbanci pfi 280 nm a pti 650 nm. Koncentrace se vypocita dle ndsledujici rovnice:

Ajgo — (Asso < 0.04)

€Protein X d

(M) =

Stanoveni koncentrace pri 205 nm:

Pro tento vypocet je tfeba znat molekulovou hmotnost HSA a absorbanci pfi 205 nm
a 650 nm. Koncentrace se vypocita dle nasledujici rovnice:

A205 — (A650 X 019)
31x M WProtein(Da)

(M) =

Stanoveni stupné znaceni proteinu pomoci nasledujici rovnice:

Agso

DOL =
195,000M Lem~1 x (M)
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Po purifikaci jsou typické vysledky vytézku znaceného proteinu 50 % az 70 %. Optimalni
hodnota DOL je 0,5-1. KdyZ je DOL vyssi nez 1, mlze dochdazet ke zménam pfirozené funkce
proteinu. DOL pod hodnotou 0,5 by mohl vést ke snizeni poméru signdlu a Sumu.

Vypracovani:

Zmérte absorbanci, vyplrite ndsledujici Udaje a vypocitejte koncentraci znaceného HSA
a stupné znaceni DOL. Vysledky porovnejte a okomentujte.

Az0s € (HSA)
Azso Mr (HSA)
Ass0

Vypocty a komentare:




Laboratorni tloha: MST Kohutova Lenka, BrZezicka Tatana

C. Inicializa¢ni ovéfeni znaceného proteinu (pre-test)

Pred samotnym mérenim Kq interakcénich partnerd je dllezité ovérit, zda znaceny protein
spliuje vSechny dlleZité podminky pro spravnou analyzu. K tomu slouZi inicializacni ovéreni
znaceného proteinu bez ligandu, takzvany pre-test. Pre-test Setfi materidlem a vyhodnocuje,
zda je fluorescence znaceného proteinu dostatecné intenzivni (pfipadné se musi zménit jeho
koncentrace), zda je vzorek homogenni, nebo dochazi k agregaci i adsorpci proteinu na sténu
kapilary. Doporucuje se, aby koncentrace proteinu byla nizsi neZ predikované Kq. Také se
kontroluje, jestli je vybrana sprdvnd koncentracni sila laseru (obvykle se pouzivda 50%).
Software automaticky posuzuje zminéné parametry, na pfipadné mozny problém upozorni
a doporuci, jak ho feSit, coz vyrazné ulehcCuje a urychluje praci. Priklady spravné
a problematické analyzy najdete na obrdzku 6.

Bez adsorpce S adsorpci Homogenni vzorek Nehomogenni vzorek

£

i .' N
= [ = -
b =i g T

o X

Obr. 6: Kontrola parametrli pomoci pre-testu.

Postup:

Zasobni znaceny vzorek HSA nechte pred pouzitim centrifugovat po dobu 10 min a 12 tis.
rom pfi 4 °C. Zvypoctu koncentrace z ¢asti B jiz znate ziskanou koncentraci znaceného
proteinu. Po zadani znamych Udaji do pfistroje software automaticky vygeneruje cilovou
koncentraci analytu pro analyzu a i podrobny postup pripravy. Pfi pfipravé vzorek michejte
opatrné pomoci pipety, abyste zabranili vzniku bublinek. KdyZ budete mit pfipraveny vzorek
HSA-NHS o poZadované koncentraci a objemu v PCR mikrozkumavce, opatrné naplnte tfi
kapilary, a to tak Ze jednu kapildru vezmete za okraj, snazte se nesahat na stfed kapilary,
a druhy okraj kapilary opatrné ponotite do PCR zkumavky se vzorkem. Vyhnéte se sténam
mikrozkumavky, protoze mlzete znecistit vnéjsi povrch kapilary. Objem vzorku se do kapilary
naplni pomoci kapildrnich sil. Naplnénou kapilaru se vzorkem opatrné vlozte do systému.
Postup opakujte stejné i s druhou a treti kapilarou a nasledné spustte pre-test. Pokud vzorek
spliuje poZzadovanad kritéria, je mozné pokracovat k méreni afinity interakce HSA s léCivem.
Pokud ne, zménte typ kapilary ¢i koncentraci vzorku, ptipravte znova a test opakuijte.

10
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Vypracovani:

Pfilozte vysledky pre-testu k protokolu a okomentujte.

Komentare:

11
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D. Meéfeni afinity interakce

Po Uspésném pre-testu nasleduje jeSté ovéreni vazby mezi proteinem a ligandem dalSim
predbéZnym testem, ale tento krok bude ve cvi¢eni vynechan. Obecné pro méreni vazebnych
parametr( proteinu a ligandu pomoci Monolith X je doporuceno, aby maximalni koncentrace
ligandu dosahovala pfiblizné 20 az 50 krat vy$si hodnotu neZ predpokladana Kg, a jak bylo
zminéno vyse, aby koncentrace proteinu byla pod hodnotou Kg. Zdsadnim krokem pro spravné
méreni je peclivé a precizni pipetovani pfi sériovém redéni. Proto se doporucuji pipetovaci
nizko-vazné 3picky, jelikoz koncentrace méreného HSA se pohybuje v nizkych koncentracich.

Postup:

Stejné jako v pre-testu po zadani zndmych udajd do pfistroje software automaticky
vygeneruje podrobny postup pfipravy fedici fady. Po pripadném fedéni zasobnich roztokd HSA
a léciva dle generovaného navodu si pfipravte 16 PCR mikrozkumavek, peclivé si
mikrozkumavky ocislujte. Do prvni zkumavky pipetujte 20 ul zasobniho roztoku léciva a do
zbylych ptidejte 10 pl pufru. Poté z 1. zkumavky odeberte 10 pl, pfeneste do 2. zkumavky
a opatrné promichavejte pomoci pipety (alespon 5x), z ni odeberete 10 ul a pfenesete do 3.
zkumavky. Opét peclivé promichejte, vezméte 10 ul ze 3. do 4. zkumavky, atd. proces
opakujte. Pozor, nezapomerite odebrat 10 ul z posledni 16. zkumavky a vyhodit predtim, nez
zaCnete priddvat roztok znaceného HSA. Nyni ke kazdému vzorku ptidejte 10 ul pozadované
koncentrace HSA, nezapomerite michat pipetou a ménit Spicky. Nazorné zobrazeni postupu
pfipravy vzorkl najdete na obrazku 7. Poté postupné naplfiujte kapilary stejnym zplsobem
jako v predeslé casti a vkladejte do spravnych pozic v ndstavci. Pozice jedna je nejvice
koncentrovana, dodrzujte posloupnost rady.

1|:|'i.l.|. I::uf'fer 10 10 ul 10l 10 ul 10wl

20 ulligand
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Obr. 7: Priprava redici rady pro méreni afinitni interakce.
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Vypracovani:

Vysledky ze softwaru pfiloZzte k protokolu a okomentujte v zdvéru. Ddle vypocitejte
hodnotu vazebné konstanty Ky, uvedte spravné jednotky a porovnejte s vysledky vazebnych
parametr( z odborné literatury pomoci jinych technologii (citace).

Zaver:
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