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Uvod

= modifikace biomolekul:
—Vvzajemneé spojovani
— zavadéni vhodnych znacek

— navazani na pevny povrch (separacnl materialy,
mg. ¢astice, sensory, ...)

= zaklad rady modernich:
— vedeckych vyzkumnych metod
— bioanalytickych procesu
— terapeutickych postupu

= ¢asto zmi novany jen okrajov

— cilem prednasky je podat uceleny
pohled na tuto problematiku
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Souhrn prednasky
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Modifikace protein 0 a peptid u.

Funk €ni skupiny nukleotid u, modifikace DNA a RNA. Modifikace
(poly)sacharid u.

Chemické reakce vybranych skupin biomolekul.

Biokonjuga éni reakce, zesi tujici éinidla. St épitelné m astky.
Fluorescen €éni zna€ky.

Biotinylace, chelata €ni skupiny, histidinové skupiny, boronatove
komplexy. Radioaktivni zna €eni. Liposomy, nano ¢€astice.

Enzymoveé zna ¢ky, metodiky zna €eni a detekce aktivity.

Imobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymerni materialy,
porézni sklen éné nosi Ce.

Aktivace povrchu zlata, platiny, uhliku ak  Femiku. Spontanni vznik
monovrstev, fotoaktivace.

Charakterizace biokonjugat u - stupe i substituce, povrchova
hustota ligandu.

Aplikace: konjugace hapten u s nosi €i, znaeni protilatek.
Aplikace: imobilizace protein U na povrch zlata, p fiprava DNA
bio ip u.
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Modifikace peptid U a protein u

= aminokyseliny spojené navzajem peptidovou vazbou:
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= modifikovat Ize n ékteré postranni Fretézce AK, koncovou

aminoskupinu a karboxyskupinu, a p

Fipadn é také

kovalentn é pripojené prostetické skupiny (nap F.

koenzymy)

= AK nepolarni a hydrofobni: ghglycialataminalialih, lewaiain,

ISoleucin,

= AK nepolarni aromaticke: fenylalanin a

— tyto jsou Casto orientovany dovniti struktury proteinu, a tedy
nepfristupne pro modifikacni Cinidla

a prolin

tryptofan




= AK palkammii: seg@aeam ,ghliamim, a
— mimo GIn ¢asto posttranslaéné modifikovany oligosacharidovymi
zbytky pfes N- nebo O- glykosidické vazby
— Casto modifikovany enzymové (napfr. fosforylace), avSak chem.
modifikace ve vodném prostiedi nesnadna, protoze nukleofilni
vlastnosti hydroxylu i amidu se blizi vodé

= AK s iomzovateimou slalkpipincau - kyseliny asparagova
a glutamova , lyzin, , Cystein , a
— v deprotonovaném stavu jsou ucinna nukleofilni ¢inidla
— hlavni cil modifika¢nich reakci



Aminoskupina (Lys, Arg, His, N-konec)

= volna aminoskupina (konec pept. retézce a Lys) je
nej¢astejSim cilem

= Lys (pK, 9,3 az9,5) je obvykle protonovan

= Arg (p K, pres 12) je protonovan prakticky vzdy

= His s imidazolovym kruhem (p K, 6,7 az 7,1)

= aminoskupiny se U €astni alkyla énich a acyla €nich
reakci, kdy funguji jako nukleofily

= imidazol. kruh m uZze byt elektrofilni, nap F. pfi jodaci



Alkylace a acylace aminoskupiny
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= pruabéh pfireakcich je nukleofilni substituce - vznikaitetreetraeeiogly
intermediat, X je obecna odstupujici skupina



Karboxyskupina (Asp, Glu, C-konec)

= postranni karboxyly (p K, 3,7 az 4,5) pri fyziologickém pH
nesou zaporny naboj

= vhodné pro tvorbu amidovych, p  Fipadn é i hydrazidovych
derivat U

= |ze pripravit i thioestery - veveotmamprpsist redi nestabilni

* dernvatizace probilh@ p res reaktivni intermediaty -
nejznam éjsi je pouziti karbodiimid u (EDC, DCC, CMC):

= CMC ... cyklohexylmorfolinoethylkarbodiimid
= DCC ... dicyklohexylkarbodiimid

— nerozp. ve vode, spiSe pro konjugace malych molekul




Aktivace karboxylu karbodiimidem

alkohol
R'—OH '
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LTI .’ H CH,
EDC ... ethyl-N,N-dimethyl- e,
-3-aminopropylkarbodiimid S0 T
PSPN;
(@) N /.:/\/\ I +-CH3

ester amid thioester hydrazid



Alternativni postupy Q

= reakce s karbodiimidy je velmi rychla

— nesnadna kontrola prubéhu, nezadouci postranni |HO— N
reakce, konkurencni hydrolysa je rychla
NHS

= konjuga €ni reakce se provadi p res O

stabiln éjSi aktivované meziprodukty - NHS,
N-hydroxysukcinimid , nebo rozpustn €jSi sulfo-NHHS

Q' karbonyldiimidazol
sulfo -NHS )J\ ... dalSi moznost
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vzniklé NHS-abernxgdty meddan i rmotezzo ) tonee cbrmaddtyjsou U
relativn é stabilni ve vodném prost redi a ochotn é reaguiji
napfF. s aminoskupinou za vzniku amid u

komer ¢né je dostupna Siroka skala NHS-akdikipvavsaych
molekul (NHS-doadim , NNHHS -fllicoeseeim, . . .))  ktbrseseeadk
velmi jednoduse mohou konjugovat s CI|OVOU
biomolekulou (R '-NH,):
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Thioskupina (Cys)

i cysteir)lové zbytky jsou normaln & protonované a bez naboje (p K, 8,8
az9,1

disulfid U (cystlnove uskupenl)
= mohou se u €astnit alkylaci a reegestildinidbh redoxnich reakci

0 ., OH
~ N HS
N SH \
2 HS OH
S—sS
s cystin
0
)J\ N
HO OH N ™~
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= z oxidovaneé formy (disulfid) vznika redukovana forma  a (volna SH
skupina) pomoci reduk €niho ¢€inidla dithiothreitolu (DTT,
Clelandovo ¢inidlo )

= reakce m Uze probihat ob éma sméry



Q thioether

~ \H/ (stabilni) \H/

R

Iz

S alkylace
J acylace
R PN
R % thioester (nestabilni,
Q H hydrolyzuje)
N
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O adicni /uj/ \H/ pyridin-2-thion
produkt

NN, (stabilni) vznik disulfidové
i / vazby



Fenolicka skupina (Tyr)

= diazota €ni kopulace - eddddktodiiin ississititwecaa
aktivovaném benzenovem jad fre

— probiha do ortho polohy, spojeni s aromatickymi aminoskupinami,
aktivaci s kys. dusitou (dusitan a HCI) vznika reguijici diazoniova sul

— vzniklé konjugaty maji oranzovou barvu

= dalSi moznost - jodace, radioaktivni zna €eni 12°]

= Manichova kondenzace - ppfripojeni aminoslou €eniny
Vv p Fitomnosti formaldehydu
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Specifita modifikacnich reakci

= (¢astni se bilkoviny, které obvykle poskytuji radu
ruznych skupin - jgggblssronaandiesgiyhokidetfiiidich h
vlastnosti:

R-S- > R-SH, R-NH, > R-NH;*, R-COO- > R-COOH, R-O" > R-OH = H-OH

= Ulohu hraje p fitomnost naboje (protonovana /
deprotonovana forma) - Iz&zewwhitolbtinopiH |, ale
protoze se hodnoty p K, €asto p rekryvaji, tak to neni
PFiliS spolehlive

= pro p fesné cileni modifikace na konkrétni skupiny je
zapot rebi zvolit specificky reagujici  €inidlo



Cilené zablokovani postrannich skupin

= P-NH O:N trinitrobenzensulfonova
] 2 R-N=C=S kyselina (subst.)
(Lys) - e HO,S NO,
isothiocyanat aldehyd R-CH=0

(adice - ti@mo covina) 2 (+ redukce borohydridem)

= P-SH |
C'-HQQCOOH p-chlormerkuri Ox N0
(Cys) benzoova k. —
maleimidy, nap f. NEM
4©7 Q (adice)
HOOC 5,5"-dithio - His$ (2- minolbemzoowda k)
OOH DTNB, Ellmanovo ¢€inidlo
(substituce)
f\ ,CO—OC_H,
— O diethylpyrokarbonatdt e
NH \ lethylpy db(atkorgEe)
" P--ns CO—OC,H,



Cilena modifikace postrannich skupin

o 0
= P-OH Il O—CH(CH), @C_:SI_F
(Ser) k

\
O—CH(CH,), O
diisopropylfluorfosfat fenylmethylsulfonylfluorid

DFP (fosforylace) PMSF (sulfonylace)

N
C(NO,), [» N-acetylimidazol
0 P-@OH tetranitromethan N NAI (acetylace)
(nitrace) C|JO cH
(Tyr) 3

H
CH oO=—"

o— O
NH,+ "CH,
= P-- NH%

2,3-butandion
(kondenzace) fenylglyoxal (kondenzace)




Modifikace nukleovych kyselin

* nukieové kyselimy (INNAKRRNA) jsou tvo Feny z
jednotlivych nukleotid u spojenych fosfodiesterovou

vazbou mezi sacharidovymi kruhy
= zakladni slozkou jsou baze

— pyrimidinové (C cytosin, T thymin a U uracil)

— purinoveé (A adenin, G guanin)

6 7
1 5 N
NT O
P
2 _—

RS

= spojenim s molekulou sacharidu (ribosa nebo

deoxyribosa) poskytuji nukleosidy (napf. Ade adenosimn

nebo diAdie deoxyademosim)

adenosin monofosfat).

pripojenim fosfatu vaikikiaji nukleotidy (napf. AMP




Nukleoveé kyseliny k

k 5' konec’y

O—pP—0

2' hydroxyl ssbham )
uDNA (deoxy ...) & %, .
HO C|) 3' konec

|
= modifika €ni reakce mohou typicky O
sméFovat na molekuly bazi ’\/

= meneé ¢aste je vyuziti sacharidové
casti (2' inyadhaxyll UURRNMA\)

= velmi b ézneé je pFipojeni dalSich
funk énich molekul na konec retézce
nukleové kyseliny



Pyrimidinové base
g N —

\H‘N\ “ \\2/ \\O

| "
I XX

= c¢asti jejich molekul mohou byt cilem ataku elektrofl Inich
(Gerven é) i nukleofilnich (mod e, pozice 4 a 6) Cinidel

= v molekule uracilu nukleofilni substituce v C6 pozic i
nasledn e aktivuje C5 pozici pro elektrofilni atak:

felSstreci o

CH

T



Reakce cytosinu s hydrogensiricitanem

= vznika sulfonovany derivat, R
v pFitomnosti nukleofilu (  amin)  wn" HN
dojde k transaminaci - moznost |
zaveést funk €ni skupiny HN/ HNZ

)/ | “
/ HSO Jj\ R— NH, HSO;, |
NO @)
)‘j\ HSO )Jj
+
IN

= v slab é kyselém prost redi pak dojde k hydrolyse
aminoskupiny na C4 a nasledn é po alkalizaci se odst eépi
hydrogensi Ficitan - i éhla konverze na uracil




Biotinylace cytosinu

= reaktivni adukt cytosinu s hytyolgegsnsi ri€itanem se
v reakci s biotin-Hyghieezzibem premeéni na zadany derivat



Cytosin - halogenace

= moznosti vpraveni vhodné reaktivni aminoskupiny
Vv postramnim retézci je halogena €ni reakce

= vodny roztok jodu nebo bromu, p  Ffipadn é pomoci
N-bromosukcinimidu

= posledni krok je substituce diaminem:

O

4<

N—Br
INH, NH

2 NH2

H
Br N

= ™~
)\ \ )\ H,N(CH,) NH, j\ | (CHY) e NH,
@)
IN o




Ve

Purinové base O
NN
= pozic pro nukleofilnl HN N
| elektrofilni ataky je k H\Nﬂ\\N | N>
cela rada 2 T G N\

= halogena ¢éni reakce s N- bromosukcmlmldem poskytuje
brom v pmzai© -8 jak v pripad é adeninu, tak guaninu

= reakce s kyselinou jodoctovou

NH,, NHo
— N - @) +
I\Il\/‘I \> . IM _ WK\N/ | |\{>
Y N O pomala alkylace vslab & ©O N N
R kyselém prost Fedi f 'R
O O'
T zvysSena teplota, alk. prost Fedi

N> N
NH Fischer-Mimmagth av pfesmyk | - P N
- N
N7 N j)(\ | >
HO™ “NA N
R

‘r karboxyskupina na N6




Modifikace DNA

In vitro enzymova synthesa DNA polymerasou pomoci
komplementarniho templatoveho viakna

do reak ¢ni sm ési se p fidaji pozm énéné nukleotidy,
schopné parovani, ktere tak do struktury DNA vnesou
zadané funk ¢ni skupiny
je-li wzadovano spravné parovamni, tak stupe i substituce
max. 30-40 modifikovanych mist/1000 bazi

— derivatizace na cukr-fosfatové kost  fe nebo na koncich viakna

parovani nevadi

pozm énéne base - diemvaly S iotdimem, metbo metnylemowy
retézec s volnou aminoskupinou

— menSi modifikace - neni ovlivn  éna rychlost p Fipojovani bazi
mnoho €etné v €lenéni zna€enych bazi m Uze byt
nevyhodné pro hybridiza ¢€ni reakci



O

Derivatizovaneé base HN*NH

S

o o o o = biotin-11-cdlWIHP
bz/\@— P—O—P—0—P—OH )CL
o o o

OH ) o HN™ “NH
NH/\/\/\/NWNW
5 N 5 H S
> = biotin -14-dATP
" © it I I
—P—O—P—O—P—OH
oy ©O © o

VLo o o o = 8-aminohexyl-ddA P
—P—O—P—O—pP—OH
Oo- o o



Metoda nahodnych primeru

= smés nadhodnych hexanukleotidovych Usek 1 slouZicich
jako 3-CHHpTMersyss teenmb | Etmxau DNA

= modifikované nukleotidy se p  Fipojuji pomoci DNA
polymerasy |

— pouze Klenow uv fragment , ktery postrada 5’-3' exonukleasovou
aktivitu p Fitomnou v nativnim enzymu z  E. coli

= vysledkem je ndhodne v €leneni znacenych bazi



Nick-translace

nick-tiamsa ¢ni znaeni U €inkuje na dvojitou Sroubovici
smes pankreatické deoxyribonukleasy | (DNasal)a DNA
polymerasy |

v pFitomnosti Mg 2* DNasa (v limitwjicinm mnozstvi) provadi
hydrolyzu pouze v je@doionvialakn é

vzniklé St epy jsou vSak ihned zapln ény p Fitomnymi
modifikovanymi i nativnimi nukletidovymi monomery za
katalysy DNA polymerasy

vysledkem je modifikace p uvodni molekuly dsDNA



Znaceni v prubéhu PCR

= nejuéinn éjSi metodou je provést zna ¢eni DNA v prubéhu
polymerasové retézové reakce (PCR)
— sou €asné se samoz fejmé zmnozi mnozstvi p tvodni DNA

= bud’ se do reak €ni smési prost e pridaji znacene

nukleotidy a jsou nahodn é vestavovany do nov e
syntetizovanych

Fetézcu

(il

|

h

2

I

= nebo je mozné pouzit pporze znacene primery (napf.
biotinylované)

*jll



Koncove
znaceni
= cilem je zamezit modifikaci uprost red retézce DNA

= vyuziti terminalni transferasy - pridava nukleotidy ke
3’-OH konmc um DNA bez pot feby templatového vliakna

= napfr. také pro radioaktivni zna ¢€eni

T *

*III



Sekvencneé-specifické znaceni

= rozpoznani cilového mista, vytvo feni kovalentni vazby se
znackou

= DNA methyltransferasy (MTasy) - prenasi methylovou
skupinu z S-aadEesy|-L-nmedhinomou AalodAder NaalAnedioo
C zbytky

= methylova skupina se nahradin éc¢im "uzite ¢néjSim" -
aziridinovy reaktivni zbytek pro vytvo  reni kovalentni
vazby s DNA v pr ubéhu enzymové methylace, biotinova
skupina p Fipojena v postranni €asti

= znaceni DNA v p redem ur éeném mist €, daném polohou
cilove sekvence MTasy



Znaceni pomoci methyltransferasy

cilova sekvence 5-TCGBA-3'

H.C

AdoMet OH OH




Fosforamidova metoda

= aktivace konc. fosfatu EDC vede s aminy k fosforami  dim

= reakci lze provést také s imidazolem , €¢imz vznikne
fosforimidazolidovy produkt

— ma ve vodném prost Fedi prodlouzenou zivotnost a reaguje velmi
dob fe s aminy - vySSi vyt ézky fosforamidové reakce

O
O—P—0OH N N
- VU ~_ ~_— N~
/\/\/ 5 PR 4C4 ™ CH,

P
O H.C N

oligonukleotid ’ EDC
s 5'-P;
@)

aktivni EDC
fosfodiester




Fosforimidazolid
= vneseni amino nebo thioskupiny na konec DNA

I
/\/\/— O~ '|°_ OH cystamin
N
:] S NH
H N/\/NHz “/ | HZN/\/ \S/\/ 2
2 N

diamin
O Q
I
MO_T_OH mo—?—OH
NH H
m./J// N
)

P H,N: N

DTT,
redukce




Modifikace RNA

= molekuly RNA obvykle jedno retézcové, vnit rni vzajemn é
komplementarni kratké sekvence

= parovani vede ke vzniku r uUznych t Fidimenzionalnich
struktur (helikalni iseky, smy €Kky, vlasenky, Gs-kvartety...)

= dalsSi zrm énou oproti DNA je existence dioloveho uskupeni
v molekule nibosy - |z sppabdickyxdioeatat jodistanem , na
reaktivni aldehydové skupiny

= vhodn é orientovanée struktury RNA (i DNA) mohou
vytva ret vazebna mista, komplementarni k jinym
biomolekulam - APTAMERY

— moznost nahrady protilatek

— tyto vazebné struktury, tzv. aptamery, Ize vytva  fet uméle
kombinatorickymi postupy (SELEX, systematic evoluti on of
ligands by exponential enrichment)

N/ =



Modifikace sacharidu

= volné existuji vimmooooreannipbggo- a paigyereinfiolonm é
= vazané ve form é konjugat u s proteiny ( glykoproteiny )
nebo lipidy ( glykolipidy )
= reaktivni sskypimy - hiygdocogilyaaocoskkipoiy
— monosacharidy - dle polohy oxo skupiny aldosy a ketos y

— ve vodnem prost redi pFitomna zejména hemiacetalova forma
— glukosa jako glukopyranosa a fruktosa jako fruktofur anosa

o O.__,OH HO. _©O OH
| | OH
HO" " OH HO OH
OH

— nasledn é jsou p Firozené oxoskupiny jsou men € reaktivni
= k modifikaci se vwuzivaji postranmmi glykosidickeé skupi  pimy
pokryvajici povrch glykoprotein U
= velky vyznam nmaa derivatizace polysacharidovych matric
slouzicich jako stacionarni faze (s€épapactaceessnsqry..)..)



Aktivace bromkyanem BrCN
= klasicka metoda aktivace polysacharidovych material U
= nevyhodou je vysoka jedovatost  €inidla
= vyhodou dobré vyt ézky reakce

= reakce probiha v alkalickém prost

koncentraci c¢inidla
= meziprodukt imidokarbonat reaguje s aminoskupinou

biomolekuly B za vzniku r

OH BrCN
—>
OH

Uznych derivat G:

Fedi, rozsah je um érny

CN O H2N
—> C=NH >
OH O/

derivat
iIsomasoviny

N-substituovany
imidokarbonat

N-subst. karbamat

Aktivace bromkyanem



Oxidace jodistanem

= jodistan (periodate) za mirnych podminek a v neutgltralniim
pH U ¢inkuje na diolova uskupeni v matekalaikashahdrid U

= vhodné i pro postranni sacharidoveé slozky glykoprote inu
— postup je nap F. ¢asto vyuzivan k oxidaci peroxidasy p i vyrob é

enzymovych imunokonjugat U

OH O

= ziskaji se reaktivni aldehydoveé skupiny



Reaktivni skupiny

= obecny pohled na reaktivni skupiny bez vazby na
konkrétni typ biomolekuly - univarsiraln e pouzitelne
metody

= moznosti konverze existujicich skupin

= reakce typickeé pro vybrané skupiny



Vnaseni reaktivnich skupin

= pFirozené reaktivni skupiny biomolekuly nemusi
dosta €ovat pro zamyslené syntetické postupy

= konjugace bilkovin - ¢asto heterobifunk ¢€ni €inidla, ktera
vyzaduji r uzné koncové skupiny v olmaoparareredth

= jeden z meak €nich partner U predem upraven zavedenim
pot rebné skupiny



Thiolace (zavedeni -SH)

volna - S saymimen jge pmap Kaoj juoppees wed i alid e

v bilkovinach obvykle z ridka, nebo blokovano ve form &
disulfidickych -S-S- mmustk U
stabilita -SkHHSf@dida - @x ko ((mentimii atmosttena,

chelatace iont U kov U - katalyzuji oxidaci)

methyl -4-merkaptobutyr -|™~
imidat ( Traut av reagent )
cykl. mea 2-iminothiolan
(imidothioester)

@)

H

+ NH,

2
R NMSH

NH

2
3 ] + CH,OH
A/< 2-iminothiolan

R—NH,

v miinm € alk. podminkZth reaguje S [rinmanmiimi nmimy
alternativni methyl-3-merdudatoiomapronindi@i pelskytngne

kratSi m ustkovou c¢ast




-NH, na -SH pomoci SATA

= N-sukcinimidyl-S- acetyl thio acetat (SATA) p usobi komwenzi
aminoskupiny nadhioskskpipiau

= 0dst épi se N-hydroxysukcinimid, produdtkt obissdidujgectinégn énou
sulfhydrylovou skupinu (Izélze uchovavaij)

*  deprotekce nadivytkenm ydiroxylammimu

O
SATA

¢ o
N-O s—<4
ﬂo o}_/ e

O H
H
R _ 344 » R—N SH
RN, \ o N en, \ 7

O
4N—OH O%c:H3
— HO—N

O

= nenitreba redukce - nemwinumisseteshyadbivni -SEb Skskaipyny
= analog N- sukcinimidyl-S- acetyl thio propionat (SATP) poskiiiecddddsi
mustek



-NH, na -SH: citiolon a SAMSA

citiolon , N-acetylhomo cystein thiol akton resp. 2-aoetizmmidio-
4-merkaptobutyrat reaguje jako Traut uv reagent, reakci urychluje Ag

S

o ..
QZ? citiolon

18

@)

R_

o
N—< SH
o R
> H NH
OT/
2
CH,
Q

H
N

COOH

e

reaktivni cyklicky anhydrid - anhpiydril S-aaedyineskiegbtoigenidaonée

kyseliny ( SAMSA)

uvoln éni -SH skupiny deprotekci s hyldydsgtgtameram

+



>C=0 na -SH

= konverze axasampmy(ctediydl / kdtetgneje mmzné hydrazidem
2-acetamido-4- merkaptomaselné kyseliny ( AMBH)

= napf. pro jodistanem oxidované sacharidy  €i glykoproteiny

CH
3 AMBH

O NH

H
N
HS/\/‘\[( NH2 CH3
O )\
@) K O NH
L = L
H HS “NT R




-COOH nebo -0-PO;% na -SH

cystamin v pritomnosti karbodiimidu (EDC)

5—s
HNT T O,

vznikne amidova resp. fosfamidova vazba

vnesene -S-S- disulffooxe uAtupemijEmman2 P Fimo spojit
s molekulou obsahujici volnou -SHS K gbumoijuveindini see
cysteamin)

nebo Ize ziskat volnou -SBHIgknipinuedukdicihyaap F. DTT

cysteamin = 2-aminoethanethiol / 2-mmierkagpimettingmim /
dekanthmyoysteam / thinedtanok@iammn

cystein
cystin



-S-S- na -SH

= gpecialni p ripad, k rozst épeni dojde redukci, ¢€inidel je

cela rada, napr. s volnou -SkHs&kypomooL:

— dithiothreitol (DTT, Clelandovo €inidlo), 2-merkaptoethanol
2-merkaptoethylamin

= imobilizované formy ¢€inidel - mamiitt reba provad ét
separaci nadbyte €éneho €inidla

= odobny vysledek poskytujei  TCEP,
tris(karboxyethyl)fosfin

= nejjednodussi redukce 0
pomoci borohydridu NaBH, O J/MOH
= mavyznam i pro st épeni O7|\/\P
nativnich S-SSmrmustk U
v bilkovinach TCEP j\
O OH




Karboxyskupina misto -NH,

uzivaji se cyklické anhydridy dikarboxylovych kyselin

reaguji s walhmuamirasduypnu - otevad iseda kinud e uadcakanamid d
muze reagovat i hydroxyl serinu a threoninu, fenolato vy anion dava
nestabilni produkt

do ¢asné blokovani aminoskupiny - anbptsidrid/sgbeliryt citrakakaveve

— poskytuje amidovou vazbu p i pH 8, snadno hydrolyzuje p fipH 3 az 4 za
op eétovného uvoln éni aminoskupiny

moznosti: a sukcinanhydrid, b glutaranhydrid, ¢ maleinanhydrid ,
d anhydrid kyseliny citrakonové

%O O % %O
. - o < o o o
Zmena aminoSKu- ﬁo ) Y ﬂ ‘&

piny za karboxy-
skupinu m éni
naboj a pl dané
biomolekuly

R—NH, +

oﬁ\oko
i
i
O
I




Halogenoctové kyseliny

= kyselina jodoctova

— muZe reagovat s aminoskupinami lyzinu nebo imidazolov ého
kruhu histidinu, se sulfhydrylovou skupinou cystein ui
s methylthioskupinou methioninu

— reakce zavisi na pH prost redi

= dalSi a-halogenoctové kyseliny - poolmdbobn é
— reaktivita derivat G klesav rfadé | >Br>Cl>F
— z druh é strany v radé sulfhydryl > imidazolyl > thioether > amin

— za ekvimolarnich pom éru a v mirn é alkalickém prost Fedi jodacetat
reaguje exkluzivn € s cysteinovym zbytkem

= kyselina chloroctova — slouZi K dismixattizai hyahomsyoogah
skupin v polysacharidovych matricich (dexttaxtran)
— reakce probiha v alkalickém pH:

B O

O
R—OH + Cl/ﬁf > o\)k .
-HCl R O

O




Vneseni aminoskupiny

= nejbéznéji konverze karboxylu pgmandci diamin U v p Fitomnosti
karbodiimidu (EBOT) - vznika amidova vazba a druha koncova
aminoskupina z ustava voln é k dispozici

TN ethylendiamin  (kratky m Gstek)
N S S NH, hexamethylendiamin

’ (1,6-diaminohexan)
HNT H/\/\ NH,  3,3'-iminobis(propylamin)
N> OS> Jeffamin EDR-148 (hydrofilni)

= konverze karboxyskupiny na aminoskupiny vyrazn é ovlivni celkovy
naboj biomolekuly a take jeji pl hodnotu

— ¢asto je to zamySlenym U €elem modifikace



-SH na -NH,

» |ze pomoci aminoethyl-83\N-(jodoethyl)trifluoracetamidu

F

% F
/\/
| E -
O H F R /\/NH2
R N% > s

— deblokace v druhém kroku je spontanni

= ethylenimin v alkalické&m prost redi - reakce p fevazneé pouze s Gys
— ¢inidlo m 0Ze vznikat p fimo v alk. sm ési cyklizaci z 2-bromoethylaminu

H
R—S + fNE — RJ S/\/ NH,




Aldehyd na -NH,

= reduk ¢éni aminace pmmumdi amoniaku nebo diaminu
v pritomnosti kyanoborohydridu sodného NaCNBH,
— vznika Schiffova baze, pak stabilizovana redukci

— lze takto p Fipravit nap F. aminovany dextran po p Fedchazejici
oxidaci jodistanem

— nedochazi k redukci aldehydické skupiny

NH NH

2

R




-NH, z tyrosinu

nitrace pomoci tetranitromethanu
nitroskupina se zredukuje naranaimos&sumINU

|ze vyhodn e aktivovat kyselinou dusitou na diazoniovou
sul pro kopula €ni reakce

C(NO,), Na,S,0, —
NO, NH,




Aminoskupina na aldehyd

= sukcinimidyl-p-fofongiptreromey & s alan &SEB)
= sukcinimidyl-p-fofonghfefemopocioicy ksdeimSEEPA) A)

— pFireakci vznika amidova vazba, vp fipadé protein G vyrazn é
nar usta jejich hydrofobicita

O
3 o ¢ 08 o
_< _< H
N-O H _<N—O
o SFB 5 SFPA




Glutaraldehyd GA )H\/\/L NaCNBH, P\N/\/\/lo
o)
H

Schiffova bigaze ~_ © |

-C=N- je redukovana na
stabiln &j&i formu (A) | R—NH;— A H. _O H. _O

reaguiji i adiggpomezmicahludtyy B
glutaraldehydu ( E), propiha o Pz H
adice aminoskupiny na H. O H__O
dvojnou vazbu ( B) M H NH , o O
o _ _ H R HNJ)‘\
e A7

kondenzace naacgyydkl. pJ[lﬂilet(( Q),
pak reakce s Nyzmaxjmi
zbytky - zesgiténi

tvorb a smiSenych konjugét |u, N / |

malo definované a ¢€asto N O pZ o
vysokomolekularni ) H . Q D ! !
- (CH5)
HO ©O oH H 2’3
+

o . NH3 0 X 0

cyklicka hemiacetalova forma se C |,
. . , L& ~

wskytVUJe’zejrpvena v kysglém y y N

prost Fedi, muze dale

polymerovat ( D) OMO

a, nenasyceny aldehydovy Y
gg;y;gﬁgr(n?l_‘" znika p fi kyanoborohydrid neredukuje ~ N._
aldehydy, borohydrid ano! H




Biokonjugacni reakce

= spojeni dvou biomolekul - vyygdagije €inidla, ktera dokazi
spojit p Fimo dv é ruzné nebo shodné povrchové skupiny
na obou r uznych molekulach

= primé spojeni biomolekul bez p Fitomnosti n éjake
mustkové spojovaci struktury -  zero length crosslinkers

karbodiimidy, karbonyldiimidazol,

.C) aldehyd + aminoskupina

= v¢leni se spojovaci m ustek pozadované definované délky
tzv. linker — bifunk €éni ¢€inidla

&




Homobifunkeéni sit'ujici cinidla
symetricka €inidla, co maji dvé shodné reaktivni skupiny
¢inidlo s&e spoji jednim koncem s biomolekuly A
druhy konec see spoji s o kal tmw BB
vznikne A-B konjugdt (to je zadany produkt)

— neZadouci produkty: A-A, B-B, oligomerni A ,B,, prok fizeni skupin v ramci
jedné molekuly A (nebo B)

prubéh je malo definovany
provad éni reakce

— jednokrokov é — vSe se smicha dohromady — pak vznikaji  €asto
oligomerni, p Fipadn é i precipitujici produkty

— nejprve biomolekulu A smichat s konjuga  €nim ¢€inidlem a nechat
prob éhnout jeji modifikaci, odstranit nadbytek ¢inidla (nap ¥. dialyzou) a
pak p fidat druhou biomolekulu B

komplikace - nesshhilithar eadkimicbhskkymnyeeveodnéem gmogirost redi
— mimo konjugaci probiha i hydrolyza
pres uvad éné nedostatky se b ézné a usp ésné vyuzivaji



Homobifunkcéni NHS estery

karboxylové skupiny aktivované N-hydrgoyesufstikimiomidovovosksioiponou
(NHS) (nebo sulfo-N¥$3) - velmi reaktivni v G€i nukleofilnim -NH

obecna struktura NHS-z-NHS, z znaéi stfedni €ast = spojovaci m ustek:

O O O O
O O R—NH, R—NH, , )k )k
"o” 7z o7 N N H H

@) @) NHS NHS

dithiobis(sukcinimidylpropionat) (DSP nebo DTSP), Lomantovo
¢inidlo, z = 1,2 nm, disulfidové uskupenim  uze byt rozS§t épeno pomoci
DTT nebo merkaptoethanolu

O
— sulfonovana varianta: O O
3,3’-dithiobis(sulfo-sukcinimidyl N\OJK/\S/SWO\N
-propionat) (DTSSP)
@) DSP O o

— rozpustny ve vod e

DSP a vznikajici produkt:

O
)K/\ N
R-z-R’ 0]




Dalsi NHS bifunkc¢ni cinidla
= disukcinimidylsuberat ( DSS), C8 alifaticky m ustek, z = 1,14 nm
— existuje sulfovarianta bis(sulfosukcinimidyl)subera t (BS?3)
— hydrofilni BS 3 je vyhodny k prok Fizeni (bilkovinnych) komplex 0 na
povrchu bun ék - €inidlo neprochazi bun é€énou membranou
— kratSi C5 m ustek, z = 0,77 nm, poskytuje disukcinimidylglutarat (DSG)

O O
0 0 O  OH 0 O o ©
O O O OH O
DSS 0 DST o o DSC O

= disukcinimidyltartrat ( DST) vytva i kratSi m tstek o délce 0,64 nm
— pfFitomnost dvou hydroxyl 0 uprost fed mustku umoz RAuje rozst épit spojeni
pouzitim mirné oxidace jodistanem
= nejkratSi spojeni vytvo Fi N,N’-disukcinimidylkarbonatu (DSC)
— spojenim vznika substituovany derivat mo  ¢oviny, v G€i nukleofil uam je
extréemn e reaktivni
— nelze pouzit ve vodném prost fedi, hydrolyzou vznika CO , a 2 NHS

— pro derivatizaci polyethylenglykol U - spoji hydroxy a aminoskupinu za
vzniku karbamatového uskupeni

— napfed se v nevodném prost Fedi aktivuje PEG, ten pak m uze ve vodném
prost redi reagovat s proteiny (pegylace)




Homobifunkcni
imidoestery

imidoesterova (jinak imidatova) skupina ve vodném p rost redi reaguje

s aminoskupinou za vznikwu imidoamidu (@midimur)
— ¢inidlo i produkt jsou ve vodném prost  fedi protonovany na imidovem
dusiku, tedy dob fe rozpustné

NH NH

NH  NH R—NH, R—NH, L

ne. Jo L cn ‘ ‘ . BNy

3707 Y77 o7 I N H H
CH,OH  CH,OH

amidinova vazba je stabilni v mirn & kyselém prost fedi, pFi vysSim pH

muze hydrolyzovat
¢inidla jsou na bazi imidoderivat U dikarboxylovych kyselin
— dimethyl adipimidat ( DMA, C6 z = 0,86 nm)
— dimethyl pimelimidat ( DMP, C7 z = 0,92 nm)
— dimethyl suberimidat ( DMS, C8 z=1,1 nm)
DMP stabilizujge komplexy ppobilddéddssapodéaimamAA
dimetimyl- 333’-dithiobispropionimidat ( DTBP) obsahuje uprost red
disulfidove spojeni (z z= 1,19 nm)
— muze byt p fipadn é rozSt épen DTT




Homobifunkcni cinidla spojujici -SH
skupiny
= dveé skupiny podle stability vznikajiciho spojeni:
— disulfidova vazba - spojeni Ize snadno rozrusSit pomoci oxida €nich ¢inidel
— thioetherova vazba - spojeni trvanlivé
= 1,4 di-[3-(2- pynidyldiitinio) - p roaposrandioldd iatag (| DPDPB)
— reverzibilni spojeni biomolekul, z = 1,6 nm, 14 atom. retézec
— o0dst épovany pyridin-2-thion Ize sledovat p  Fi 343 nm
— pro vytva feni konjugat u redukovanych molekul protilatek s enzymy

@ y 0 DPDPB
N S N\/\/\N)k/\ S N

sy e
H |
@) =

U——L@

Rag” WN\/\/\ )v

@




Thioetherové spojeni
= bis(maleimido)hexan ( BMH) reaguje v meauta@imimprosdt redi za vzniku
stabilniho spojeni (z = 1,6 nm)
* dochazi k aticisuffiydigjoncdhskapmmadiaevazby vipyklicyklu a
vznikaji tak stabilni thioetherové vazby
— mechanismus vychazi z pouziti N-ethylmaleimidu (NEM) j  ako inhibitoru
cileného na SH skupinu




Homobifunkcni
aldehydy

= dFive zminény glutaraldehyd
= formaldehyd - nejkratSi spojovaci m ustek, reaguje prost Fednictvim

= Mannichovych kondenzaci (A)

— spojuje slou €eniny s aktivovanymi vodiky (nap . na jad fe fenolu v ortho a
para polohach) s formaldehydem a dale s aminoskupinou

= pres imoniovy kationt s amimdasbskupauo(B(B)
— spontann é vznikne reaktivni imoniovy kation, ktery zreaguje s d alsi
aminoskupinou a dojde ke spojeni p  Fes C1 mustek

R
@) A
+ )k + R—NH, —— H
H™ "H N\R,
OH

O

)k R'—NH,
H™y ~H + B H H
R—NH L» R—NH—CH—OH—>R—§H—CH —¥—> AN NS
2 2 2 -H,0 —v

OH




Bis-epoxidoveé slouceniny

= jsou schopné spojovat biomolekuly obsahujici nukleo filni skupiny
vEetné amin U, hydroxyl U a sulthydryl a

= dochazi k aiaw Feni triélenného epoxidového kruhu (A)

= reakce probihaji v nriritn & alkalickém prost Fedi

=k aktivaci matrnc nesoucich hydroxylové skupiny (poly  lysacharnidy)

= nejznam éjSim ¢inidlem je 1,4-butandiol diglycidylether  (B)

)/yv

\\”

VO/\/\/ I} R




Fotoreaktivni crosslinkery
= bis| B-(4-azidosalicylamido )ethyl]disulfid ( BASED) je aktivovan
ozarenim UV sv étlem (270 nm)

= uvolni se molekula dusiku a vznikne velmi reaktivni a nestaly
arylnitren - rychle se p feméni za rozSi Feni aromatického kruhu na
dehydroazepin , ten nasledn é reaguje s amirasiupmubonuekally

+ _N
- AN BASED
4 _S
TSN )ﬁ
2
HO
L =
\ N
N—R
H

= derivat vznikly po konjugaci obsahuje na 7-  €lenném kruhu fenolicky
hydroxyl, ktery ho aktivuje nap F. pro elektrofilni zna ¢&eni
radioaktivnim jodem




dalsi moznosti...

aktivovaneé vodiky na aromatickem jad re - diazoniové derivaty

usp ésSné spojeni se projevi oranzovym nebo jest €& tmavsSim

zbarvenim vzniklych konjugat U -charakteristické pro diazoslou €eniny
diazoniové slou €eniny se obvykle generuji z p pFislusnych diamin u -
o-tolidin a benzidin (p-diaminodifenyl) - realatics s NeND, v slab é
kyselem prost redi v chlazené reak ¢ni sm ési

vznikla diazoniova s Ul reaguje ochotn é se zbytky tyrosinu a histidinu

difluorbenzenove derivaty - atatoyrfiuthnomenghadodn € aktivovaném
aromatickem jad re (napf. pomoci nitroskupin) reaguji substitu  €né s
aminoskupinami

— mohou ale reagovat i jiné nukleofily
dostupna ¢inidla jsou 1,5-ddlfloono-2244-dinitrobenzen ( DFDNB) nebo
4,4’-difluoro-3333’-dinitrodifenyisulfon ( DFDNPS)



Heterobifunkéni konjugaéni
cinidla
= obsahuji dvé ruzné reaktivni skupiny - spoji se s rraznymi funk €énimi
skupinami konjugovanych biomolekul
= pouziti obvykle probiha ve dvou nebot Fech krocich
— vyrazn @ se omezuje mnozstvi oligomernich nebo polymernich pr odukt G

— €inidlo je smichano s prvni biomolekulou, kterou deri vatizuje svou
reaktivn €jSi skupinou

— nadbytek €inidla je odstran én (dialyza, gelova filtrace)

— druha reaktivni skupina je obvykle stabiln  éjSi a nasledn é reaguje
s druhou biomolekulou

= variabilita reaktivnich skupin - |zelkeplé pgluireit cildeeémissio

— mensi naruSeni d ulezitych aktivnich mist (epitop antigenu, vazebné mis  to
protilatky, aktivni misto enzymu ...)

= dulezita je i spojovaci m ustkova €ast — linker
— muZze byt samoz fejmé pasivni
— muze byt cilem dalSich reakci, zejména se jedna o rozst  épeni
— vyznam pro zachovani bioaktivity konjugatu ma délka a polarita linkeru



Spojeni -SH a -NH,,

= nejcastejSi vzhledem k bbézné dostupnosti cilovych skupin
v billkowvinaci

= pro aminoskupinu je v  €inidle nej ¢asteji p rFitomna NHS skupina
v komibinaci s nnékolika moznostmi pro SH skupiny

= N-sukcinimidyl-3-(2-pyydigldidivipmoipioait ( SPDP) poskytuje
amidovou vazbu s bigionolgkkldowmessocici -NH ,, a disulfidovou vazbu
s biomolekulou nesouci -SKH:

O R=NH, R'—SH

R—N

R N W
SPDP S@ S@
HS

N

H
R—N

S—R

= pro SPDP je z=0,68 nm
= sdelSim retézcem (z =1,12 nm) pod ndzvem LC-SPDP (long-aieim)
= rozpustn €jSi se sulfonovanou NHS skupinou —  Sulfo-LC-SHIHP



= sukcinimidyloxykarbonyl- a-methyl- a-(2-pyridyldithio)toluen (  SMPT)
— maustek tvo feny benzenovym jadrem a methylovou skupinou chranici

disulfidovou skupinu (stericka zabrana ataku) zlepsuj e trvanlivost
konjugat U
— analog Sulfo-LC-SMPT O SMPT Q
— spojeni biomolekul Ize rozebrat %N—O s—g N
Vv mist & -S-S- vazby redukci (nap f. DTT) ‘& >_®_<
O O C

H3

= nerozebiratelné” spoje pouzivaji pro SH skupinu ma leimidovou nebo
jodacetatovou reaktivni  €ast
— sukcinimidyl-4-(N-maleiimidomethyl)cyklohexan-karbo xylat (SMCC)

z=1,16 nm)
o R—NH, R'—SH R
N—O N » R—N N
ﬂ — — o — — o
0 0 SMCC NHS 0o

— dalsi alternativni  €inidla: m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidoester
(MBS, 0,99 nm), sukcinimidyl-4-( p-maleimidofenyl)butyrat ( SMPB, 1,45 nm)
a N-(y-maleimidobutyryloxy)-sukcinimidester ( GMBS, 1,02 nm)



= N-sukcinimidyl(4-jciddacestyl)-aantiobeeandden( ( SIAB, 1,06 nm)

R—NH R'—SH R'

O 2
SIAB H k {S/
R N
% },_@ N RN 0
NHS HI

= alternativni €inidla
— sukcinimidyl-6-[(jodoacetyl)-amino]lhexanoat (  SIAX)
— jeho varianta s m dstkem prodlouzenym o aminohexanovou kyselinu, tj.
sukcinimidyl -6-[6-(((jodoacetyl)lamino) -hexanoyl)aminolhexanoat (SIAXX)
— sukcinimidyl-4-(((jodoacetyl)amino)methyl)cyklohexa n-1-karboxylat
(SIAC) s analogem SIACX maji objemn &jSi spojovaci m ustek
= p-nitrofenyljodo-acegtiat (NPIA) vaéi —NH, reaguje padiatiom é jako NHS,
vznika také amidova vazba
— vyhodou m tze byt kratké spojeni mezi biomolekulami

RNH R'—SH

e J: s,

NPIA

nitrofenol




Spojeni >C=0 a -NH,
= pro konjugaci zejména sacharid U (a glykoprotein )
— oxoskupina se snadno generuje mirnou oxidaci jodist anem
— reaguje s ni zejména hydrazidova skupina
— z druhé strany se U €astni skupiny popsané jizd Five
* hydrazid kyseliny 4-(4-N-malelendofefeylyl)-mmasskléd (MPBH), z = 1,79 nm

— je vhodné proveést reakci nejprve s SH skupinou, pur  ifikovat produkt a nasledn é
pFipojit aldehydovou skupinu.

= rozebiratelné spojeni se ziska 3-(2-pymididgithibio)-prawpioyligyddzdeiant ( PDPH)




Amino- a fotoreaktivni konjugacni
cinidla
= jedna €ast €inidel je aktivovana sv étlem - arylazidy , fluorované aryl
azidy, benzofenony, n ékteré diazoslou €eniny a diazirinové derivaty
— prvni konjuga €ni reakce napoji €inidlo na biomolekulu (pracovat ve tm &)

— odstrani se nadbytek €inidla a navazana fotoreaktivni skupina pak po
osv étleni reaguje s partnerskou biomolekulou

arylazid

dehydro
azepin

LQ/ It .




N-hydroxysukcinimidyl-4-azaindabeji@tlat ( NHS-ASA, 0,80 nm)

— derivatizuje aminoskupiny obvyklym zp  Gisobem — vznik amidové vazby
— k dispozici jsou i varianty Sulfo-NHS-ASA a Sulfo-NHS  -LC-ASA (1,8 nm)
fenolicky hydroxyl aktivuje benzenové jadiro pro zna  aceni
radioaktivnim jodem, to Ize provést p  fed fotoreakci

— k dispozici jsou varianty bez hydroxylu na benzenovém | adre:
N-hydroxysukcinimidyl-4-azainbebenaoét ( HSAB, 0,90 nm)
pFipadn é s nitroskupinou N-5-azdiolo- 2- mitraibemnzoyoxysulkaimimidi
(ANB-NOS, 0,77 nm)
Stepitelné konjugaty poskytuje sulfosukcinimidyl-
2-(p-azidosalicylamido)ethyl -1,3’-dithiopropionat (SASD, 1,89 nm)
linker m Gze byt alifaticky Fetézec u N-sukcimimidiyl-6-(4’-azadmlo-
2’- mitrofemylamino)hexanodtu ( SANPAH, 1,82 nm)

— nitroskupina podporuje fotoaktivaci jiz nad 320 nm

N+4N
HO NZ
O
0
N
5 NHS-ASA
0




»  sulfosukciminmidiyl -2- (7 -azadod 0-4 - metitmylkummeariim- 3 -a eet=tamal pH ety |-
1,3'-dithiopropionatit (SAED, 2,25 nm)
— vznikly konjugat obsahuje fluoreskujici uskupeni — de rivat kumarinu
— lze tak pohodin é sledovat pohyb konjugatu
— fluorescence se p Fitom iniciuje az po fotolytické reakci
= podolbn é se chova sulfosukcinimidyl-7-azidpido-4-mmetitmythawmmezmim-
3-acetat ( Sulfo-SAMTA, 1,28 nm)

O H CH3
/O S\ N
N TW/V ST =
O O
@) SAED O @] ~

SO.H




alternativni fotolytickou skupinou je

— poskytuje reaktivni karbenové uskupeni, které se p

diazopyruvat ové uskupeni

presmykem (W) na ketenové uspo Fadani
— pak aduje nukleofilni skupinu -  p-nitrofenyldiazopyruvat (pNPDP)

Femeéni Wolfovym

NPDP 5(\A /'

p-nitrofenol

O

N:N

podobmym mechanismenm reaguje i

3,3,3-trifluoropropionat (PNP-DPBT)

p-nitrofenyl-2-ddano-




Sulfhydrylova a fotoreaktivni konjugacni cCinidla

»  komibinaci predchozich sskygim jge 1-(p-azidosalicylamido)-
4-(jodacetamido)butan (ASIB) a N-[4-(p-azaindasallmytkm ohm)/nutiyl}
3’-(2 -pyridyidithio) propionamid (APDP)

= jinou fotoaktivni i €ast obsahuje benzofenon -4-jodacetamid

— vyhoda benzofenonu - moznost opakovaného pr  ubéhu fotoaktivace i po
nekonjuga €ni zp étné rekombinaci volnych elektron

— vySSi vyt ézky konjugace
— alternativni SH-reaktivni ¢ast ma benzofenon-4-maleimid

O
benzofenon-4-jodacetamid (|:
SROW I
)k/l )k/s\
N R

uv

6

wm

T

Tz
I
4

Py
T




Dalsi fotokonjugace
= s guanidinovou skupinou argiminu m  UZe reagovat
p-azidofenylglyoxal (APG)

N N4N
OH
/N
N
N
'_\j NH N° “OH

zbytek argininu N‘(

= pro napojeni fotoaktvmi  ¢asti na aldehydovou skupinu je
pouzitelny p-azidobenzoylhydrazid (ABH)

= karboxyskupina m uZe byt fotoaktivovana pomoci
4-(p-azidosalicylamido) butylaminu (ASBA)

— jeho volna aminoskupina se spoji s karboxylem v p  Ffitomnosti
karbodiimidu, kdy vznikne amidova vazba




Fluorescencni metody

= Siroké pouziti v oblasti vyzkumu i praktické aplikace

= Dbioanalytické metody
— klinicka chemie (fluorogenni substraty p  Fi stanoveni enzym Q)
— imunochemické metody (ELISA, FIA fluoresce €ni imunoanalyza)
— genetické analyzy a DNA bio ¢€ipy
— monitorovani prost redi (fluorecen €ni proby)

= biomedicin a
— identifikaci a separace bun &k v pr itokové cytometrii

— zobrazeni bun éénych komponent ve fluorescen ¢&éni mikroskopii a
analyze obrazu

— konformace a dynamika bun é&c¢&nych systém U



Fluorescence - -
Intenzita I0 fluorescence
_ . (kolmo na excita ¢ni
zdroj sv etla paprsek)
¢ I

fluorescence = fotoluminiscence, f D
emise sv ételného kvanta p Fi navratu g >> [
elektronu z vySSi energetické hladiny, detektor
kam byl vybuzen fotoexcitaci S

fluorescence F se udava p fi ur €ité vinové délce
— emisni x excita €éni spektra

— relativni vyjad Feni, alternativn & jako | ;= kd &l
intenzita sv ételného toku na jednotkovou
plochu ("count")

dalSi charakteristiky: kvantovy vyt  ézek @, stfedni doba zivota T,
polarizace P (smér kmitani el. vektoru emg. viny)

fluorescence prakticky ihned (10 -8s) po skon éeni excitace ustane
fosforescence trva delSi dobu, p  Fi excitaci vznika metastabilni stav

energetické p fechody - Jablonskeho diagram : (vzmik & zamk
excitovanych stav )




Fluorescence

relaxace

al

vnit Fni
“*+... pFechod
- pfechod mezi
: systémy
Sl{ : .
[ ] .... .‘ []
Ty
vnéjsi :

absorbce

absorbce pFechod

kolize

v

ol

Sy Sy, ... energetické hladiny

fluorescence fosforescence
T= 101s 108s 103-1s

neradia énf :
pfechody

vibra éni
hladiny



= Kashovo pravidlo:
— pred emisi dochazi k relaxaci vibra €ni energie a vnit Fni konverzi, takze

"N v/

excitovaného stavu S
= Vavilov Uv zakon:

— kvantovy vyt ézek a doba trvani excitovaneho stavu slozitych moleku | v
roztoku nezavisi na vinové délce budiciho za Feni
— obecna vlastnost fluorescence: emisni spektra jsou nezavisla na vinové

délce excitace
» Zcadlova synettiemeziaisomp €Enim a fluorescen €énim pasem:

— absorpce i emise z odpovidajicich si vibra  énich hladin maji stejnou
relativni pravd épodobnost. V étSina absorbujicich i emitujicich molekul se
nachazi v rovhovazném vibra ¢énim stavu, p fi€éemz vibra €ni struktura
zakladniho i excitovaného stavu maji stejnou struktur u

— po absorpci p fechazi elektron z rovnovazné vibra ¢€ni hladiny stavu S , na
vysSi vibra €ni hladinu stavu S ,, poté dochazi k rychlé relaxaci na stavu S
(v €ase 1012-10-13 s) a teprve poté nasleduje za Fivy p fechod na vysSi
vibra €ni hladinu stavu S  a dalSi vibra €ni relaxace na rovnovaznou
vibra €ni hladinu stavu S

— vyjimky jsou d usledkem rozdilného geometrického uspo  radani
atomovych jader v excitovaném a zakladnim stavu

= Stokes Uv posuv
— rozdil v energiich mezi maximy absorp  €éniho a emisniho pasu



Sledovani a mereni fluorescence

= spektrofluorimetry — mefri stredni signal celého vzorku v kyvet € nebo
v jamce mikrodesti €ky

= fluorescen €ni mikroskopy - umoz nuji pozorovat fluorescenci dvoj-
nebo trojrozm érnych mikroskopickych objektu

= fluorescen €ni skenery (i " €tecky" mikrodesti ¢ek) — meéri fluorescenci
2D makroskopickych objekt u (elektroforetické gely, bloty,
chromatogramy)

= prutokové cytometry — méri fluorescenci velkého mnozstvi
jednotlivych bun ék a umoz nuji identifikaci a separaci jejich
subpopulaci

= meéreni relaxa €nich €asu (pulzni, nebo fazovy posun - frékeleren ¢né
modulované sv étlo)

» fluorescen €ni korela €ni spektroskopie (FCS)

— fluktuace intenzity F v mikroobjemu (10 > ) ur éeném fokusovanym
laserovym excita €nim paprskem

— rychle difunduijici fluorofory - fluktuace fluorescen ce (nedochazi ke
zprameérovani), jeji ¢asova zavislost se analyzuje pomoci autokorela  €ni
funkce (informace o kinetice, difuzi, koncentraci mo lekul ve vzorku)



Rozdéleni fluoroforu
= vlastni (vnit fni, intrinsic) - ppfirozeny vyskyt
— proteiny (Trp, Tyr, Phe), NADH, FAD, FMN, chorofyl
— fykobiliproteiny, green fluorescent protein (GFP)
= nevlastni (vn &j3i, extrinsic) - ppFidavaji se ke vzork um,
které samy nemaji fluorescen ¢€ni vliastnosti

T A

= fluoresce €ni znacky (vazi se kovalentn é)

= fluoresce €ni sondy (vazi se nekovalentn é)

— fluorofory, jejichz kvantovy vyt  ézek, pFipadn é i spektralni
vlastnosti se vyrazn €& meni po navazani na bilkoviny, nukleové
kyseliny, membrany aj.

— studium zm én konformace, membranoveého potencialu, polarity a
viskozity prost redi

= fluorescen €ni indikatory (chemicke sondy)

— spektralni vlastnosti nebo intenzita fluorescence | sou citlivé na
pritomnost dalSich latek - zjist  éni koncentrace



Fluorescecni znacky

= klasicke: organicka barviva, fluorescentni bilkovin Y,
chelaty lanthanid u

— dobfe rozpustné ve vod &, snadné pouziti, mnoho existujicich
protokol U a aktivovanych forem

— ale Siroké spektralni pasy, nachylné na fotorozklad

= moderni - polovodi €ové kvantoveé te €ky, anorganicke
nano ¢astice dopovaneé lanthanidy, nano c¢astice latexu a
kfemi€itan U s havazanymi fluorofory
— diky pokroku v oblasti materialovychv  éd



Fluorescein

nej€astéji pouzivany fluorofor
— vyhody: vysoka absorbce,

velké @, nizka cena

— exc. lze p i 488 nm Ar laserem
(kofokal. mikrosk., cytometrie)

fluorescein-5-igstiiokikganat
— FITC, 494/ 520, s -NH,, skupinou !

dava thiomo €ovinové uskupeni
— reaguje rychleji, stabiln éjSi produkt
na -SH skupiny: 5-jodoacetamidofluorescein
(5-1AF) a fluorescein-5-nma&eimdd
na aldehydové ¢&i oxoskupiny:
— fluorescein-5-thiosemikarbazid, da hydrazonovou vazbu
— pouzitelny nap F. pro zna €eni cytosin iv DNA ¢i RNA
po jejich aktivaci hydrogensi  Fi¢itanem
na sacharidoveé zbytky:

NHS-fluorescein

— fluorescein-dichlorotriazin ( DTAF), i na jiné biomolekul s volnymi

alifatickymi hydroxyly, také na tubulin




Problémy s fluoresceinem

nachylny na fotorozklad - signgthalydydr piopaezeapaniminut t
pH zavislost fluorescence - vyvgrazn é klesa signal pro pH
pod 7

existence isomer U - muze komplikovat geometrii vazby k
protein um, nasledn & eluéni ¢asy v chromatografii,
migraci v gelech

mené vhodny pro "ultracitlive" aplikace



Rhodaminy

sulforhodamin 101
(Texas Red)

rhodamin 6G rhodamin 110 TRITC //N

= strukturn é podobné fluoresceinu, ktery dopl  nuji
— misto atom U kysliku jsou na postranni cykly vazany dusikové ato my
— mohou nést r tzné substituenty a tim je dostupna Siroka Skala vari ant
= emise probiha p Fi delSich vinovych délkach ve srovnani s
fluoresceinem
— pouzitelné pro techniky s dvojim zna €enim
— VvySSi fotostabilita a dobra excitovatelnost sv  étlem rtu tovych vybojek



sulfornodamin B, jinak Lissamin rhodamin B

— obsahuje na dolnim aromatickéem jad e dveé sulfoskupiny v polohach 3
(vpravo naho fe) a 5 (dole) (Imperial Chemical Industries)

sulfornodamin 101, Texas Red (Molecular Probes)
— emitujici nad 600 nm

tetramethylrhodamin-5-isabtblolyaatdt ( TRITC) resp. (TMR)

v V& 44

— od tetramethylrhodaminu, nejb  €znéjSi zna ¢kovaci €inidlo z této skupiny,
(544 /570), &,,=10°M cm™?

— reakce s aminoskupinou probiha analogicky jako u Fl TC

— karboxytetramethylrhodamin ( TAMRA) dalsi alternativa
NHS-rihodiamim (5-karboxymethylrhodamin sukcinimidylester) (544 / 576 576)
karboxy-X-rhusdamim(( ROX) - zna€eni oligonukleotid 0, sekvenovani
Lissamin Rhodamin B sulfonylchlorid (556 / 576)

— ma v 5-pozici reaktivni skupinu -SO ,ClI - s -NH,, vznika sulfonamid

— podobn é existuje sulfonylchlorid i od Texas Red derivatu
na derivatizaci SH: tetramethylrhodamin-5-jodgaxace teemal (GHD // 567))
pro reakci s aldehydy Lissamin rhodamin B sulfonylh ydrazin

— mav 5 poloze skupinu —SO ,-NH-NH,) (560 / 585)

— sulfonylhydrazin Texas Red emituje p  Fi delSi vinové délce (580 / 604)



Rhodaminy - zhodnoceni

= fluorescence v c€ervene oblasti
= vySSi stabilita nez fluorescein
= excitovat (p Ffi 520 nm) Ize rtu tovou vybojkou



Alexa Fluor 7O 0:H

rhodaminovy nebo
kumarinovy skelet

dopln ény o sulfoskupiny
vySSi rozpustnost

cela odstup novana radu Alexa 488
slou €enin s posunujicimi COOCH COOH

Se exc. a emis. maximy

napojeni na zna ¢ené biomolekuly probiha v dolni  ¢asti molekuly p fes
karboxyl v poloze 5 aktivovany nap . NHS skupinou

— jsou p Fitomny i isomery se skupinou posunutou do polohy 6

1. Alexa Fluor 405 —
12 34 56789 1011121314 15 1617 18 19 2. Alexa Fluor 350 —
( { i 3. Alexa Fluor 500

4, Alexa Fluor 488 —

5. Alexa Fluor 430

6. Alexa Fluor 514 —

7. Alexa Fluor 532

8. Alexa Fluor 555 —

9. Alexa Fluor 546
10. Alexa Fluor 568 —
11. Alexa Fluor 594 —
12. Alexa Fluor 610 —
13. Alexa Fluor 833 —
14. Alexa Flupr 835 —
15. Alexa Fluor 847 —
16. Alexa Fluor 660 —
17. Alexa Fluor 680 —
Wavelength (nm) 18. Alexa Fluor 700 —

19, Alexg Fluor 750 —

Fluorescence emission




Znaceni AlexaFluor .
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=

AMCA-HPDP

kumarin = 2H-1-deszqyyyeam-2-oonjgepp Firodni latka
7-amino -4-methylkumarinové derivaty, zejména
7-amino-4-metthykameaim-3-ocied & kysketiad ( AMCA) (345 / 450)

— pro -NH, AMCA-NHS
— pro -SH AMCA-HPDP

— pro aldehydy AMCA-hydrazid

7-diethylamino-3-[(#4 - (jodacetyl)amino)-feeyiy]-

-4-methylkumarin (DCIA)

— velmi intenzivni fluorescence (382 / 472)

— na sv étle nestabilni

4-methyl-7-Hygtioeykuumasrnin
excitace, emise

300 350 400 450 500 550
(nm) A




BODIPY

Q o

F B
O \
N
BODIPY FL C, SE © O
3 BODIPY 530/550 C3

= 4 ,4-difluoro-4-boor-3a 4ka-diaza-s-imikosEmn

— nema ionizovatelné skupiny - malo ovlivnh  én pH

— vysoké absorbance a vysokeé kvantové vyt  eézky fluorescence

— mensSi komplikaci jsou malé Stokesovy posuny pod 20 nm

= modifikace v krajnich polohach postrannich cyklopen tadien a

— derivaty s posunutymi spektralnimi charakteristikam i

— pro -NH, existuje BODIPY FL C3 SE s postranni NHS skupinou (502 / 510)
— komplikaci je vzajemné zhasSeni, pokud je stupe n substituce vyssi

— dostupné derivaty s jodacetamidovou a hydrazidovou s kupinou

= derivaty BODIPY 530/550 C3-X - maaxmnaakkvwwgSsimwinooggmd dikiéam
— pritomnosti objemnych aromatickych postrannich substi tuent U

— reaktivni skupinou X m 0Ze byt NHS nebo hydrazid

= bromderivat Br BODIPYpro substituce sulfhydrylovych skupin




Cascade blue

= od sulfonovaného pyranu

— vlastnostmi vhodn é dopl Auje
fluorescein p Fi multizna €eni

— vyborna rozpustnost ve vod &

SO,H

SO.H

R—NH,
k O
R rovlkN/R
H

R—OH
o _N__o
~ \[( “R
0
Q(J)\ ;= -NH(CH,),NH,
0
'/ z -NH(CH,).NH,
-NH-NH,

— dobré kvantové vyt ézky (kolem 50%)

— mala urove n vzajemneho zhaseni p Fi vysSich substitu €énich pom érech

— matefFska slou €éenina ma na hornim jad Fe vpravo pouze methoxyskupinu.
= pro zna €eni aminoskupin - aeestdaridoyydev@ib(33354a00 / 441)0)

— pFi vySSich teplotach — kolem 80 C v DMF probiha p

uskupeni na isokyanatovou formu a odst

— isokyanat reaguje s volnymi hydroxyly, vznika urethan

— dalSi formy maji v postranni

Fesmyk azidového

épi se molekula dusiku

ové uskupeni

¢asti hydrazinovy, ethylendiaminovy nebo
kadaverinovy (pentamethylendiaminovy) zbytek




Lucifer yellow

zakladni slou ¢eninuz =H
derivaty 4-aamiimoorsdtidilimnet -
-3,6 disulfonatu

z
I

Ox_N.__0O
Z=
SO,H i ! SO,H
NH

2

HN O

i

napojeni se realizuje p fes
horni imidovy atom dusiku
— jodacetamidovy derivat (na —SH)

— hydrazidova skupina (Lucifer Yellow CH, na aldehydy)

— optické parametry (427 / 530)
pfedevSim v cytochemii




= velmi popularni zejména v oliatshBDAIA
bio €ip U vyuZivajicich cDNA fragmenty LN N
jako imobilizované préby i R
= zakladem je indokarbocyaninovy skelet

— je sulfonovan, ob é aromatické €asti jsou spojeny uhlikatym m  tstkem
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb (methin)

= je k dispozici odstup novana Fada fluorofor G (Amersham Biosci.)

Cyaninove fluorofory o
N A

HSO, SO,H HSO, SO,H
N N+ N

N+

kontrola Cy3 ppFekryvovy signal (oba kanaly)




Cyaniny - zhodnoceni

= delka polyenového spojovaciho retézce

— monomethinové slou ¢€eniny - thiazol orange (TO), oxazolle yellow
(YO) nebo jejich dimery (TOTO, YOYO) - fluoreskujip o vazbé na
nukleové kyseliny (fluorescen €ni sondy)

— polymethinové slou €eniny - Cy3, Cys5, ...
— délka spoj. retézce, resp. po €et vinylenovych -CH=CH- skupin
pusobi bathochromni posun o cca 100 nm - fluorofory emitujici az
v NIR oblasti
= vyhody NIR fluorescence
— neni zde uz autofluorescence biologickych slozek - v ySSi citlivosti
— méné nakladna instrumentace, excitace p i delSich vinovych
délkach
= problemy
— Uzké excita €ni pasy, fotorozklad, mensSi intenzita v NIR



Atto Fluorescent Absorption | Emission Extinc!:ion
= vysokd absorbce a vyt ézek, fotostabilita Dye max. max. | coefficient
o ) . . [hm] [hm] [em M
= modifikace oligonukleotid u
o . o _ 390 479 24.000
= nekolik typ u struktur na bazi kumarinu,
) 436 484 45.000
rhodaminu, ... (Atto-T@ek)
ur 453 508 75.000
,'I I| eXC. | em
/] | - Atto 495 495 527 80.000
. . J1) : N
% ". : Atto 488 501 523 90.000
=1 L I|I i !
i '. 1N - 516 538 110.000
4 N Atto 532 532 554 | 115.000
AL r:v m'.t' iyl L 50 l'.“l.‘.l W Sll.l.l Q00
. Wivekengh (g Wavelength (i) Attﬂ 55“ 554 5?‘9 120000
| Atto 565 563 592 120.000
Atto 590 594 624 120.000
601 627 120.000
619 643 120.000
629 657 130.000
644 669 150.000
663 684 125.000

Trojnasobné zna €eni endothelialnich bun  ék (HUVAC): von
Willebrand faktor - Atto 550 zna €. Ab (zelené€), kadherin - Atto
655 zan€. Ab (€erven é) a jadra DAPI (mod Fe)



Fluorogenni substraty hydrolas

(l)H
O=P—0
OH R—O @ @)
Ly
N
FDP
derivaty resorufinu

derivaty fluoresceinu, nap .
fluoresceindifosfat pro ALP

rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinové proteinasy, (496 /
520) cca 100x citliv éjSi nez slou €eniny
zalozené na AMC

jiny p fiklad - rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-
fenylalanyl-L-arginin amid) ( Z-FR-R110)
pro cysteinoveé proteinasy katepsin B a L




Fluorogenni enzymove substraty

HO— P @) HO o o
>
- H;PO, —
CH,

4-methylumbelliferylfoifatdt ( MUP), po hydrolyse fosfatasou vznika
4-methyl -7-hydroxy kumarin (methylumbelliferol ), modra fluorescence,
(360 / 450)

derivaty 7-aaminto-4-mettngtlumitedlIfrolalg (Z-X-AMC

Z-X-NH O ~C| nebo Z-X-MCA), AMC prodiuikt (3822 / 441), napf-
| 7-amino-4-nretthykwmaziin N-CBZ-L-fesnyytdtanyyl-L-
7 argininamid ( Z-FR-AMC) pro stanoveni serinovych

proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo 7-
CH, amino-4-mettingllkwmaainm, N-CBZ-L-aspentiyl-L-
glutamyl-L-veaaly|-L - cesgyzar aqyll amid

(Z-DEVD-AMC) pro kaspasu 3

alternativn e derivaty 7-amnoo-4-thiffluamamettingtlkurnanarinw, megp f. Z-DEVD-AFC

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-



Lanthanidoveée
komplexy

DTTA

o LT

O

Hk

/\/N\/\ /ﬁ(OH
O

OH

= Eu®*a Sm3* ve form é chelat ovych komplex U

— atraktivni fluorescen €ni znac¢ky vhodné pro ¢asov é rozliSenou
fluorescenci (, time-resolved fluorescence “, TRF)

= pro"p Fichyceni"k bimomot&kiddnsklaaz NN  1-(p-isothiokyanatobenzyl)-
diethylen -triamin -N1,N2 N3,N3-tetraoctova kyselina ( DTTA)
= ktera se m UzZe vazat na aminoskupiny za vzniku thiomo  €ovinového

uskupeni.

= takto p fFipravené komplexotvorné misto pak vaze iont lanthan idu a
ziska se intenzivn é fluoreskujici zna ¢ka s relativm & dlouhou dobou

zareni po excitaci

— pfFi pulzni excitaci se vy €ka, az vymizi ¢€i vyhasne nespecificka
fluorescence pozadi, p Fipadn é rozptylené za reni, a az pak se po kratkeé

prodlev & zméri fluorescence zna €ky
— lze pouzit i dalSi lanthanidy, nap
— proces pod nazvem DELFIA zavedla finska firma Wallac

F. terbium a dysprosium

Oy




Dalsi chelatové struktury

ol N

CO0" coOo~ co0~ CO00°

CH,
N
;NH
N ﬁ N=
L% :
N CO2
\__co, Th+
" —C0O2
g
o}

terpyridin

chelat s anténou




Excitation Emisshon

Slokes” shift Tor ewropiem

TRF meéreni
= chelaty lanthanid U
(Eu, Sm, Dy)

— dlouha zivotnost
excitovaného stavu

— velké Stokesovy posuny

Excitalion/emission intansity
i,

KR L 4D 450 M0 3]
Wavelength (ner)

—Th — Dy —Eu* —Sm*

Excitation

Decay timg ——

:-— Enun’llng _._

Fluorescence

0 400 800 1000
Time (ps)




Kvantoveé tecky
= moderni fluoreskujici polovodi €ové nanokrystaly
= QD, "guantum dots" jsou mensSi nez 10 nm a svym kvan  tovym
chovanim se nachazi mezi polovodi €i a izolovanymi atomy
= polovodi €e - valen ¢ni a vodivostni energ. hladiny odd élény o E,

— excitace - elektron p fejde do vodivostni hladiny a zanecha za sebou
kladn é nabitou diru ve valen €ni hladin é

— prostorova separace tohoto paru ("exciton") odpovid a Bohrovu pr améru
a je typicky 1 az 10 nm

= QD maji obdobnou velikost

' 3

— excitony jsou v nich ohrani  éeny

podobn é jako chovani ¢€astice —

V uzav Feném prostoru —
— energetické hladiny p Fipominaji . - —

ato.my,m molekully o | | s %Z}ﬁ 2 E, LUMO
— optickeé vlastnosti zavisi na velikosti Ll e

i an - :_.,
metal bulk quanium 150l ated




Fotoluminiscence u QD

= vznika radia €éni rekombinaci exciton u, spektralni vlastnosti jsou
Jaditelné“ zm énou velikosti €astic

— napfF. u CdSe nanokrystal 0 Ize emisi nastavit od 450 do 650 nm
— mensi QD jsou ,mod fejSi* (hypsochromni efekt)
= vyhody nanote cek oproti klasickym fluorofor  Gm zahrnuji
— vysoky jas (20x vysSi proti jinym typ  um, dany velkym kvantovym
vyt ézkem a vysokym extink €nim koeficientem)
— Uzké emisni pasy pod 30 nm, velké Stokesovy posuny - castice
obsahujicich r uzné barevné QD v r uznych pom érech, €imz vznika

chemicky , ¢arovy kod* umoz nujici identifikaciv komplexnich sm ésich

— velmi stabilni a nepodléhaji fotodegradaci (  €asto se chrani proti

fotooxidaci plast ém z polymer G nebo jinych polovodi ¢u (napf. CdSe

povile €eny ZnS nebo silikatem)

— Siroké absorb €ni pasy - r uzné barevné QD Ize excitovat stejnym zdrojem
svétla a jednoduSe tak vyhodnocovat sou  €asné razné znaceni odliSnymi

barvami p fi multiplexnich stanovenich
= pro konjugaci s bioimielekialenms s e aaasiSiaakikiivivivrstvgtjakmko

timi-n-okkyifibs fmocidd TR nedlochiessadegidamin in



g

Quantum dot
synthesis

19SUspuod

” w o 0x
Kvantoveé tecky (QD) < T
—— o N édﬂ* /:p o
o)\\ T s : c 23+\)\\o'
S— gt d.‘\
- | » Core-CdTe caZ’s O
unikatni fluorescen &ni s Bt
vlastnosti - setbbitiayy UEi o » 2 o
fotorozkladu, velké o~ P Y
Stokesovy posuny L QF

refluxing solution
of the QD precursors

heater —

CdTe jadro obalené CG&S,
rozpustnost diky vazb e thioglykolové kys. (TGA)
prekurzory - Te, CdCl,, TGA a NaBH,

— NaHTe pfipraven redukci Te pomoci NaHB

— nastfik roztoku NaHTe do sm ési CdCl, a TGA v inertni
atmosfé re

— refluxace na vzduchu (minuty az hodiny)
pFi zahFivani roste pr tmér QD, emisni maximum se
posouva k delSim vin. délkam
vétSi QD maji lepSi stabilitu
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Quantum dot resp. fluorescein fluorescence and background

Ex: 360-440 nm
Em: 620-740 nm
sensitivity 110

quantum dot fluorescence

empty well

Ex 485-520 -
E)r:q: 528-620nr:rr]n Viastnosti QD
sensitivity 110

fluorescein fluorescence

10:003\15:00 h

empty well

Height

Excitation

I
540 SE0 580 GO0 G20 E40 EE0 Ga0

length [nm]
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e g 400 420 440 460 430 00




Nanocastice
s fluorofory

optické kdédovani na zaklad é
multiplexovani vin. délek
polymer, uvnit F smésiruzné
fluoreskujicich QD - cluucietkt.
spektrum

moznost identifikace cilovych
biomolekul ve sm ésich p i uziti
kombinatorickych postup u

B B
B
c
c c
Code readou
c %% c
c C
c
D
D D
o g °
D D
D
E
E E
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E E

Fluorescence intensity
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Fykobiliproteiny

= intenzivn é fluoreskujici proteiny z fotosysyatietickehapsparate eukakgoyot,
modrozelenych a €ervenych sinic, ras a cyanobakterii

= npativni nefluoreskuji, ale excita €ni energii p redavaji na chlorofyly

= purifikované fluoreskuji s vywyt ézky kolem 100%
— obsahuji n ékolik bilinovych chromofor 0 (nap¥. B-fykoerithrin 34)
— to v souhrnu poskytuje vysoké extink  €ni koeficienty pro celou molekulu
— fluorescen ¢€ni vyt éZky se blizi 30 fluorescein um nebo 100 rhodamin Um
— fluorescence neni extern é zhasSena
— dostupnost mnoha konjuga €nich mist

— v prodeji jako konjugaty se streptavidinem nebo bio tinem
Nazev Zdroj Slozeni | M, Pocet | Aex / Aem | € (10° M?
(kDa) | bilin & | (nm) cm’)

B-fykoerythrin Porphyridium cruentum (aB)sy 240 34 |546/575 2,4
R-fykoerythrin Gastroclonium coulteri (aB)ey 240 34 | 566/574 2,0
C-fykocyanin Anabaeba variabilis (aB), 72 4 614 / 643 0,58
allofykocyanin Anabaeba variabilis (aB)s 110 6 650 / 660 0,70
CryptoFluor Crimson | cryptomonad algae 40,2 585/ 658
CryptoFluor Gold cryptomonad algae 30,8 566 / 600




Zeleny fluorescecni protein

= "™green fluorescent protein "™, GFP - z bioluminiscentni meduzky
(Aequrea victoria , jellyfish), 26 kDa

= chromofor - p-hydroxybenzyliden-imidetedmidomn/nikikaydyidatzEci a a
oxidaci aa zbytk G Ser-Tyr-Gly:

Tye6 QO Gly67

O
/W\ N/\n - cyclization W oxidation (O,) WN
- ‘5' o) H0 HO N= b ® -H;0, HO e b *
H . o : o
e Ser65 | \
|:| H OH H OH

OH

= mutagenezi ziskany vylepSené varianty - Sirékékmpbuzititppoaznaa ¢eni
— divoky typ, sm és fenolu a fenolatu
— fenolatovy anion
— fenol
— fenolatovy anion s p Fidruzenym pi-elektronovym systémem
— indol (Trp misto Tyr)
— imidazol (His misto Tyr)
— fenyl (Phe misto Tyr)



Pouziti GFP
biologickd zna ¢ka pro sledovani a kvantifikaci
exprimovanych bilkovin
studium protein-proteiei mietetatici
interni bun é€ny "biosensor" pro sledovani signal u

rekombinantni techniky - spspenet [GFBessegekvendi jin@é
bilkoviny - cbimméeyy - shéshbonzam il tideditzzensecaqudtyydau
bilkovin v bu nAkach

zelené mysi a podobné ...




Fluorescencni polarizace
(FP)
= zalozena na velikosti rota ¢éniho pohybu molekul

= v protikladu jsou doba zivota  m; a rychlost pohybu 8, fluoroforu
= excitace se provadi polarizovanym

sveétlem, tj. excituji sepouze

fluorofory vhodn & orjentované cr:%’ DU:? oo’
vuéi rovin & svétla %@%&j P
= pokud bude Zivotnost o § e, Foo

exc. stavu mnohem

kratSi, nez rotace, / \

tak si excitované moleg- o0
8 ét? oo O g"fho

kuly zachovaji orientagi
a bude emitovano Lo %Cfﬁ Cﬂ?%ﬁdﬁ?@%

Ta>>0rot

exc. stavu dlouhd, porusi
se orientace molekul a
nastane depolarizace

polarizované za freni é?qbc %ﬂj‘
pOlarizoval e dep0|arizoval e

= pokud bude Zivotnost ‘ Rog)
emitované za reni



FP a mobilita molekul (1 _ 1) :( 1 5](1+ zj
P 3

P, ... FP v nep Fitomnosti rota €ni difuse

alternativni vyjad feni rotace pomoci nN _nM
viskosity a molekularniho objemu V, 6 = = r (\7 + h)
|ze dale zavest molekulovou hmotnost KT RT

spec. objem bilkoviny v a hydrataci h
(typ. 0.2 g vody na 1 g proteinu)

v praxi jsou diky hydrataci a nesférickému tvaru ko relaéni €asy 6 asi
2X vetsi nez odvozené pro kouli v suchém stavu (nap  f. HSA, M= 65
kDa, h=1,9 vychazi 6 kolem 50 ns)



Polarizator

= sveétlo po pr uchodu polarizatorem osciluje pouze v jedné
rovin é

= dichroickeé systémy - adsisbrhujéeprung alminookanin
polarizace (film z orientovaného PVA dopovana jodem),
malo efektivni v UV oblasti

= krystaly kalcitu vykazujici dvojitou refrakci - rozptozptytujji
ruzné obeé roviny polarizace ( Nicol a Glan polarizatory |,
Wollaston uv hranol)



Meéreni FP excitace
zdroj
svétla
zmeri se horizontalni a
vertikalni slozky emitovaneho polarizatory
zareni | —| vzorek
polarizace se P=—r_" .
° | +] emise
Vypo cte podle vztahu: v h
byva od -OZ5 @05
alternativn & se pouziva .= | -1 detektor
anisotropie r: -
g | +2I
- . . - - . — 2r
obé& veli &iny jsou zam é&nitelné (vnit #né& souvisi): |P = e

jako tracer funguji konjugaty malych molekul (pepti dy, Ié €iva,
pesticidy, ...), které jsou pomoci vhodného m  ustku (linker) spojeny
s fluoroforem (fluorescein, rhodamin)



FRET Forster energy resonance transfer
= pfFenos energie za fivymi nebo neza fivymi mechanismy memzivlv éma
chromofory

— zafivy (trivialni) p Fenos - excitovana molekula donoru emituje za  feni, které
je absorbovano molekulou akceptoru

— nezafrivy p fenos energie (FRET) - ve sm ési molekul dochazi k absorpci
pouze molekulami donoru, avSak kone €énym vysledkem je excitovana
molekula akceptoru (chromofor, budici z&  Feni sam neabsorbuje)

— nedochazi k emisi sv étla donorem

neradiacni -
pfechody v

al

absorbce
donoru

- Distance and Energy Transfer Efficiency
JF=

Forster Distance

~
[4,]
1

\/

emise

rezonan éni = akceptoru

prenos

n
(=]

———————— <— 50 Percent
Transfer
Efficiency

h
4]

<

Energy Transfer Efficiency (Percent)

0 2 4 6 8 10
Distance (r, in Nanometers)




Efektivita FRET E=_ 1 :1_7_0:1_%

6
) "
= dana pom érem vzdalenosti r mezi D aA fo

a Forsterova polom éru r,, nebo alternativn € pom éry doby T nebo
intenzity F fluorescence donoru bez ( T, F) av pfitomnosti ( T ,F)
akceptoru, zavisi dalde na:

— vzdalenosti mezi donorem a akceptorem
— speltralni p fekryv emisniho pasu donoru a absob  €éniho pasu akceptoru
— vzajemné relativni orientaci dip6l G donoru a akceptoru

= pravd épodobnost reeanaan ¢niho prenosu emergle wr cuje kpy

— uréujici slozkou je dipol-dipdlovy p  Fenos energie 6

— Forster av vzorec (v p Fipadé slabé vazby, k = i L
kdy vzajemné interakce donoru a akceptoru o
neovlivni opticka spektra) o~ PR

— T, — doba dohasinani fluorescence donoru, r,— vzdalenost, ve které je
pravd épodobnost p Fenosu energie rovna pravd eépodobnosti vnit Fni
deaktivace vzbuzeného stavu molekuly,  rp, — vzdalenost mezi donorem
a akceptorem



FRET uspofédéni donor - fluorescen ¢éni skupina (fluorofor)

‘ akceptor - zhasejici skupina (quencher)

%‘excitace
hydrolysa vhodné skupiny

4‘ ve spojovacim m ustku oddaleni - neni
“eenns” \ | pFenos energie
|
—

nezarivy p Fenos energie —|—‘ —

na blizkou skupinu akceptoru I - _‘
ZADNA FLUORESCENCE fNASTUP
FLUORESCENCE

+ LK. »
R 5

*
L TN

“molecular komplementarni DNA
beacon” (target)



FRET - vhodné skupiny

fluorofory (donory, R zna €i napojeni
na dalSi €ast molekuly)

R (CHy,N O N(CH,), Lx x

i O O o zhaSe &e (akceptory)
(CH3)2NON .

O

o)
DABSYL




Vicenasobné znaceni - detekce mutaci

Filters

FAM
(@)

AL350
(T)

TMR
(C)

CY5
(A)

Targets
MUT-G MUT-A MUT-T




FISH fluorescence in situ hybridization

Acceptor
molecular
beacon

Donor
molecular

beacon

~ ¢

FRET  Acceptor dye
Donor Dye

II[I|||||l]||]l]||||Q’li|[li|l|l][l][lll]l

mRNA target

Quencher

N N R NS

s cilovymi misty, technika "adjacent probes"




Real time PCR

= zviditeln éni prubéhu
pomoci MB
— 95 °C denaturace

— 65 °C annealing,
prisednuti primer U a
MB = fluorescence

— 72 °C prodlouzeni
vlaken

Fluorescence

1,000,000

100,000

10,000
1,000

1000 100

10
B Ct 1
N /
0L =—=--AA L - - - - threshold

0
| | | | | |

2000

10 20 30 40 50 60
Thermal Cycles

72°C

reverse primer &

forward primer s 3

molecular beacon ?

Initiation l

3 5
. TIT1T11 3
3 e 5
5 3 NV
-1,\-
(monitor fluorescence)
g: i e Bl st A Bl Tt e e o e ik Sl Sl TTI111
| I I R 5:
3
_:I‘\;\_/—-q

2N

Repeated




FRET: in vivo interakce biomolekul

separovaneé biomolekuly

BFP
excitace
pFi 380 nm

BFP
excitace
pFi 380 nm

—i

GFP
bez emise
pFi 510 nm

GFP
nastup emise
pFi 510 nm

—li




FRET: in vivo interakce biomolekul

interakce ligand a receptor




FRET imaging v mikroskopii

Donor Acceptor
Emission Emission

. : - LSS T sz
n e efie
u |OkallzaCe a VZdaIenOStl Ene REr_le_l]nsfer Larral:hg:unse . CCD Camera
. 4 Microscope [
b|0m0|ekUI V bu nce Conhguratlon Arc-Discharge

Lamphouse

Ar-Kr Laser
Cooled Gen Il System
Intensified AQOTF
CCD Camera -4

Systems

Inverted
Nipkow Confocal Tissue Culture
Scan Head Microscope




GACGTAGGCGATCTAAT

Gene-PIN L
e CCTGCATCCGCTAGATTAGG

T C
C
c
C
C

s (g G
2

oligonukleotid - "ifiededieyzmin iD NN A noiod alodksalyigici seksehaenci
komplementarni k cilové sekvenci v analyzovanem vzo  rku

na jednom konci ma fadu G, na druhém konci Ffadu C a navic skupinu
fluoroforu

v roztoku tedy vytvo Fi vlasenkovou strukturu, v niz se fluorofor
priblizi ke guaninovym zbytk uam, které funguji jako zhaSe ¢

v pFitomnosti cilové sekvence se vlasenka otev  fe a objevi se
fluorescence

vyhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (10 "az 1012 M)



Elektrochemiluminescence (ECL)

chemiluminescence jako vysiatieded eftkicbemeickéke seakckceeze
stabilniho prekurzoru na povrchu elektrody vytvo Fen vysoce
reaktivni prvek, kidery nesmijje zatixanty sv ételného zablesku

chemilumminiscentni reakce, kierd vede k emisi fotonu nu z nuthemiového
komplexu, je iniciovana elektricky, spiSe nez chemi  cky

realizace ECL na povrchu elektrody umoz  nuje p Fesnou prostorovou
kontrolu procesu, v €etné zapnuti a vypnuti (ON / OFF), PMT detektor
je prostorov é velmi blizko

hlavni vysledek je intenzita sv  ételného toku, podruznou informaci je
zavislost proudoveé odezvy elektrody

vhodné i pro velmi nestabilni latky (generovani in Situ)
moznost recyklovani - zeski@aal U €inek

ECL Ize provesti s luminolem

komplexy ruthenia s bipyridinem, [Ru@®ppy) 1%

technologie se vyuziva v imunoanalyzatorech firmy R oche



LIGHT Systéem Bioveris

620 Nnm

emise sv étla

Chemi-
predani chem.
energie

Elektro-

Electrode = e/ glgktrochemlcka
iniciace

Ru(bpy);*(1) = BV-TAG" TPA = Tripropylamine

ruthenium a TPA jsou oxidovany po aplikaci nap  éti na elektrodu

radikal TPA -* ztr4ci proton, redukuje Ru 3* na Ru?*, které z
excitovaneho stavu p fechazi do zakladniho za vyza Feni fotonu

Ru se nespot febovava — nemyilijpe s — zesibveat nmeeblaniissmiss
— zvySeni citlivosti stanoveni



BioVeris tag

stabilni neizotopickad zna €ka
ruzné formy pro biomolekuly:

BV-Tag-NHS

— BV-Tag-NHS-ester amimy (il kapyiimy)

— BV-Tag-fosforamid fdetdekkpmyy inkideveditgsbiiny)
— BV-Tag-maleimid thioly

— BV-Tag-hydrazid ssanttaarcyy

— BV-Tag-amin antaxylly

podobny je system ELECSYS
obvykle kombinovano se zachytem pomoci magnetického

nosi ¢e




Biotin a (strept)avidin

= Siroce pouzivano pro p Fipravu konjugat G, znaéeni a imobilizace
— 1927 - objeveno, ze krysy krmené bilkem dostanou derm  atitidu
— 1940 tu odstrani vitamin H
— 1941 efekt p Fifazen avidinu a objevena vysoka afinita avidinu k bio  tinu
— 1976 prakticke vyuziti interakce pro zna €eni - Wilchek



Biotin / avidin - i
_ D-biotin )ﬁ
velmi pevnaaiimessdioes, K= 1.3 x 101> M HN
odolnost komplexu - statalniini 8 8Myugaradidinu
pFi pH 5, disociuje az p Fi pH snizenémna 1.5 HO S
o)

biotin_, vitamin B -, vitamin H

avidin
— tetramer (4 x 16.4 = 58 kDa)
— kazda podjednotka ma vazebné misto pro biotin
— glykoprotein, pl 9.5, izoluje se z vaje €ného bilku

streptavidin

— obdobny (tetramer 4 x 15 kDa), ale strukturn & i co do aa slozeni odliSny
od avidinu

— pl 5-6 - mensi celkovy nadboj - mén é nespecifickych interakci
— ze Streptomyces avidinii
— vyhodou mnohem mensi nespecifické interakce

neutravidin
— deglykosylovana forma avidinu (nevadi lektiny), pl 6.3




avidin

10 20 30 40 50 60
b1, B2, = N __pa b5
AVD ARKCSLTGEW IGAVNSRGEFTGTRHI NEIKESPLHGTQNTINKRTQPTFGFT
SA EAGITG FI?TAG ADGALTG SRY?LTGHYDSRPHTDG SGTRLGWT
_skk K kokkk . - « Kk okkEk :** ... . T - s L rekaek
90 100 110 120
1 ps "

AVD o e wom QCFIDRNGKE?L LRSSVNDIGD TRVGINIFTRLRTQKE
SA GQWGGHEILR— -INT TSGTTEA- TLVG FTEKVEPSARA
* % % x

* *kEF * - » kEd ok kK = TR e .




Detaily vazebného mista

avidin
N118 "N12




Reverzibilita komplexu

iInterakce mezi biotinem a
avidinem za normalnich
podminek nelze p rerusit

imobilizace r Giznych
biotinylovanych biomolekul

na avidinovany povrch

nitroavidin - pfipravi se
nitraci tyrosinovych zbytk G
v avidinu (volny nebo
imobilizovany) pomoci
tetranitromethanu

Interakci mezi biotinem a
nitroavidinem lze narusit
nadbytkem biotinu nebo p Fi
pH 10




Biotinylace - lysin, ev. jiné -NH,

O _OH

NHS-biotin HN

M [ - YWU

O
= alternativn é lépe rozpustny nebbs dEigmsppaesram:
Sulfo-M##S-biotin: N5 -L C-biotiin:
J\ (i sulfo varianta)
HN NH HN™ “NH
O T(WU i
-0 N MH
o) N
o) o)
SO_H 0
< 7 \ - 4




Biotinylace -SH

O

maleimido-poomomyiinoayyim

«w«w@

COOH

N-[6- (biotinamida)hexyl]-3-(2"-pyfgsittittit)io) prompieraidid

biotin-HHAELHP
O
Ny s NN e
| H
N @)

HN

R—SH



Biotinylace sacharidu

biocytin-hiygdazmid

O NH-NH,

O

WM

po oxidaci jodistanem
na aldehyd

s CDI Gé€inkuje i na
Asp a Glu



Biotinylace Tyr, His

ZT

diazobenzoyl-bioogiin

COOH O




Q Fotobiotin

HN NH =

o. 0
CH, N
H | H
N\/\/N\/\/N
S
O
Na +
N-(4-azido-2-mitirafemyl) -aarmoppoppl|- N\\N
-N’-(N-D- biotimyl - 3 - aanmioppopyi) ) -N'- UV light
-methyl-1,3-proyzamdianim 9 ]
O. 0O
N
-0
O\N .
- 0
74 \ O—’
. fotoaktivace,
N R—NH, ~ \ expanze kruhu
HN =
R \/N



Modifikace (BXB) Y33H avidin B B
5 e

L . (8)B)
= geneticke manipulace B

— mutace Y33H - pH-nastavitelna vazba biotinu

— monovalentni protein (N23A, S27D, S45A) - odstran  éni crosslink-
interakci

= cilena kovalentni vazba polymer u reagujicich na stimuly
— "molecular switches" - reakce na podn  éty - teplota, pH, sv étlo, ...

zmeénou konformace
— "smart polymers"
= fuzni chimerické proteiny
— dvoji afinita

Change in pH, light or temperature
Stimuli-resonsive B

streptavidin conjugates B
< » B B -
B

— "single-chain"
Change in pH Change in pH,
light or light or
-
temperature temperature

l—

-
Precipitation CBUXER,  Adding free
WS e biotin




Existujici a budouci mozZnosti

-Combining other functions to -Recombinant protein purification
changed binding activities -Specific immobilization
~-Targeted gene therapy
-Enhanced binding activities

o

-Enhanced scaffolds

-Novel binding for nanotechnology

specificities

-Combining other functions

Chimeric Fusion to biotin binding, like

-Catalytically active

streptavidin proteins proteins epitope recognition and
-More stable avidin ?ﬁ enzymatic activities
N : -Probe and enzyme immobilization

-Identification of structurally

important residues

-Affinity maturation for a peptide ligand
(streptag and streptavidin)

-Dual-affinity avidins Circularly = Directed/random
permuted mutagenesis
T

proteins %lv
-Faster biotin-binding

kinetics {o 5 i -

o - -Screening residues

| "%a important for property )
9 engineered in each case .

£  -Optimization of properties
¥ acquired by other methods
-Affinity maturation for other
type of new ligands like small
molecules, peptides and
nucleic acids

towards labelled biotin

-Incorporation of fluorescent amino
acid in the streptavidin polypeptide

P . -Immobilisation & labelling methods
-Specific binding of multipie (up to four) ¢ e .
ligands into one (strept)avidin molecule  ~Modulation of binding affinity

85 -Control of oligomerisation and stability
SEiine Shurisres inrhanelasinmeny -Modification of physicochemical properties




Radioaktivni

%B&%ﬁl‘?&dioaktivn € oznacéene bilkoviny, nukleoveé kyseliny,
substratu nebo produktu enzymoveé reakce

pouzivaneé slou €eniny:

— jednoduché - 14CO,, 3H,0, 3550,

— uniform & znaé€ené - [1*C] alanin, [ 1*C] ethanol

— specificky zna €ené L-[methyl- 4C] methionin, [methyl- 3H] thymin
jednotky: Bequerel ~s -1 (dle Sl), Curie ~1 g %%°Ra, (UCi — mCi v praxi)

detektory
— 1oniza €éni (Geiger -Mullerova trubice) - scintila éni
— polovodi €ove skenery - fotograficky material

separace rad. produktu

— precipitaci, extrakce

— vyvoj nebo inkorporace rad. plynu nebot  ékavé latky

— elektroforesa, papirova nebo tenkovrstevna chromato grafie
vyhody: p resnost, chemicka identita, m éreni radioaktivity nezavisi na
form € a podminkéach

problemy: nakladné vybaveni i reagencie, pracovnir  izika



Radioaktivni

znaceni
= vysoce citlivé z hidddiskaldiztkkee
= komplikaci je striktni dodrzovani zasad bezpe  €nosti prace
s radiioakiinvnim materndlem a ziskani pot Ffebného opravn éni
= pro zna €eni biomolekul p Ffichazi do Gvahy Ffada izotop u:
= B zafFice - 1“C, 2P, 35S a 3H
— slabé zareni vyzaduje pouziti scintila €nich €inidel
=y zafice - 131] a 129
— lepSi z hlediska citlivosti detekce sledovatelné p  fimo s nékolika Fadov é
lepSi odezvou
= 131 ma velmi silné z& feni a zejména kratky polo €as (8,1 dne)
— 0boji je nevyhodné

L 4

= 1251 m4 delsi polo &as rozpadu (60 dni) a je slabsi z& T



Jodace

Ize vyuzit p Fimo vodny roztok | ,, ktery obsahuje reaktivni formu

H,OI", vznikajici v ddasledku rovnovaznych reakci

dochazi k substtituatiadthivoramyahammatakyath) gokar tyrozymazinu ((nooreo
| disubstituce) a histidinu

mohou byt najodovany n ékteré um éle vnesené skupiny

jodace obvykle snizuje rozpustnost bilkovin

doba reakce ur €uje stupe n jodace

ukon ¢i se pridanim reduk €niho €inidla, nap F. dithioni €itanu

R

;7 <=—= I,+1I R\’_\ H20I+‘ \’—\
N NYNH

OH OH




Jodacni cinidla
= pro oxidaci jodidu se pouziva nej €astéji chloramin T

SO;~N—Cl SO;—NH,
125|- + 2H*
oy AT
H.C H.C

3 3

= dostupny i v inmobliiaeaagddomm € na polystyrenovych  €asticich jako
tzv. I0DO-BEADS (Pierce)
— vyhodou je pomalejSi reakce a lepsi kontrola pr  ubéhu a stupn é jodace

= |ODO-GEN 0O
— 1,3,4,6-tetrachloro-3 a,6a-difenylglykouril Cl )L Cl
— nerozpustny ve vod &, potahne se jim povrch R\ N\ /N —
pracovni nadoby { ) T\ <\ />
= |aktoperoxidasova jodace _Cl _N N\CI
— nosi € s imobilizovanou glukosa oxidasou \[(
(generuje s glukosou peroxid vodiku) a O

laktoperoxidasou - oxiduje jodid na jod



Bolton-Hunterovo cinidlo
= gasto efektivh &jSi nez p fFima jodace
= kdyz nejsou k dispozici volné tyrosinové zbytky
= napfed se najoduje ¢€inidlo, to se pak konjuguje s bilkovinou

0 0
0 0
j\li% 125| 125| j\li%
0 . 0

0 o

HO HO
125|
R-NH,
o " - NHS
| R

e

N
H

HO
125)




Radioaktivné znacené protilatky
= cilené radioterapeuticke aplikace
= radionuklidy - 212Bi, 88Y, 90Y 99Tc, 67Cu, 186Re, 188Re, %6Ga, ¢’Ga, 111In,
114| 115|n
= pFimé metody
— jodace, interakce kov u s povrchovymi -SH skupinami
"= nepfime
— zavedeni chelatovych skupin komplexujicich ionty kov u
— BCA, "bifunctional chelating agents"

— DTPA, diethylentetraaminpentaoctova kyselina - na bazi dianhydridu pro
derivatizaci -NH , skupiny

O O

o 0
O)H Hko R-NH, HO)H %OH

O)\/N\/\N/\/N\/&O LN\/\N/\/ ;\
AN

o)
Oﬁ) o) 0 OH

OH O

I




Liposomy

poprvé popsal Bangham v roce 1965

Siroké uplatn éni v bioanalytickych aplikacich, jako nosi  ¢u
terapeutickych prost fedku nebo vakcin, kosmeticky pr amysl
spontann é vznikajici sfericke lipidové struktury sestavajici

z fosfolipidovych dvojvrstev (jedjeinalmebo n ékolik) tvo Fenych
amfifilnimi molekulami -

— mohou byt p Fitomny také nap F. cholesterol, mastné kyseliny
nebo dalSi latky d udlezité pro funkcionalizaci povrchu liposom

amfifilni molekuly na rozhrani fazi - voda /vzduch - vytva fi
orientovanou strukturu monovrstvy, kdy polarni ¢asti molekuly
sméruji do vodné faze a nepolarni do prost Fedi vzduchu

mezi jednotlivymi dvojvrstvami je uzav ~ fena vodna faze - muze
obsahovat hydrofilni latky, do lipidové dvojvrstvy |ze vpravit
hydrofobni latky



Vrstvy a micely

= |ipidova dvojvrstva sestava ze dvou monovrstev nad sebou
orientovanych tak, ze nepolarni  €asti jsou uvnit F struktury, kde
navzajem interaguiji
— zakladem p firozenych biomembranovych struktur
= shalenim monovrstvy do kulovitého tvaru vznika mice la (ve vodnem

prost fedi) nebo obracena (invertovana)
micela (v nevodném prost Fedi)

ipidowva monoyrstya

vZdU ch

Woda
ipidova dvojvrstva

o | SHRSTHRITAR ’”

obracend micela




Uzavrené struktury

= sbalenim dvojvrstvy do sférické struktury vznikaji membranove
vac€ky (vesikly) — liposomy , které uvnit ¥ obsahuji vodnou fazi
= nejjednodussi jsou unilamelarni (ULV) v praxi nejvh ~ odn éjSi
— 20 az 50 nm - SuUV, , small unilamellar vesicles “, velké zak Fiveni povrchu
— 0d100 nmazdoasil pm LUV, ,large ... "
— 1az 200 ym GUV, ,giant ... “
= multilamelarni (MLV, p fripravuji se nejsnadn éji a jsou stabiln €&jsi), az
20 ym, uspo radany koncentricky i nekoncentricky
= multivesikul arni (MVV) - obsahuiji uvnit F nékolik vesikl G

lipidoyy vacek (liposom)




Priprava liposomu

= rozpust éni smési lipid U v org. rozpoust édle (chloroform:methanol, 2:1)
— lze pouzit i rozpoust édla misitelna s vodou, zejména ethanol; nejsouvn ém ale
rozpustné vSechny lipidy pot Febné pro p Fipravu liposom
= rozptyleni ve vodné fazi

— po odpa Feni rozpoust édle ve vodné fazi se da vyuzit mechanické prot Fepavani,
vysokotlakd emulzifikace, ozvu  €ovani, protla ¢ovani membranou s pory (extruze)
nebo opakované zmrazovani / rozmrazovani - vznikaji ~ rtzné druhy liposom U

— pridani detergent U, které proces disperze usnadni do €asnym maskovanim
nepolarnich ¢asti (Triton X-100, cholat, oktylglukosid)

— pfidani chaotropnich ¢€inidel (mo €ovina, guanidin HCI, thiokyanat, nitrat)
= jzolaci zadané frakce z pppplaeedifipesom U
= separace nadbyte énych modifikujicich latek nezachycenych uvnit F liposom u,
— gelova filtrace (Sephadex G-50) nebo dialyza
— pro velikostni frakcionaci liposom 0 (Sepharosa 2B nebo 4B)
= uchovavani
— ve vodném prost Fedi obvykle vede k reorganizaci liposom
— zmrazeni poSkozuje integritu vn  €jSi membrany
— zmraZzeni v p Fitomnosti polyol G nahrazujicich vodu, nap F. sorbitol



Lipidy

slozeni je variabilni:
— cholesterol
— fosfatidylethanolamin (PE)
— fosfatidylglycerol (PG)
— fosfatidylcholin (PC lecithin)
— fosfatidylserin (PS)

— fosfatidylinositol (P1)

— roztoky je t Feba chranit p red
oxidaci, udrzovat ve tm &

R znaéi zbytek mastné

kyseliny, nap F.

— kyselina myristova
R = CH3(CH,),,-

— kyselina palmitova
R = CH3(CH,)14-

— kyselina stearova
R = CHj3(CH,),6-

fosfatidova
kyselina

o} 0

00 O

R
O
O




Cholesterol
= muze tvo it az 50% (mol.) z pFitomnych lipid U
— je v membran é do znaéné miry rigidni
a nema volnost ohybu

— jeho vzr Gstajici podil snizuje fluiditu
membrany liposom U a posouva fazové p fechody k vysSim teplotam

= Nl-cholesteryloxykarbonyl-3,B,7-diazanonan-11®-diamin (C-IN)

— polyaminovy kladn &
nabity derivat

H H
HZN/\/N\/\/N\/\N
H

= dale je mozné do liposom u vélenit i sfingolipidy na bazi sfingosinu,
bézné v prirozenych membranach, prakticky to omezuje vysoka c ena
téchto slozek



Naboj liposomu
= neutralni (PC, PE)
— nachylné k agregaci a sedimentaci
= zaporn é nabité (PG, k. fosfatidova, PS)
— dobFe vychytavany bu nkami, uvolni obsah p Fi cirkulaci
= kladn é nabité (dimethyldioktadecylamonium bromid, DoDAB,

stearylamin, C-[O2AN)
— zejména pro p fenos nukleovych kyselin (genova terapie)

Charakterizace viastnosti
= morfologické (velikost, tvar, stabilita, distribuce velikosti -
mono/polydisperzni, naboj
= strukturni organizace (permeabilita a fluidita)
= funkcionalizace (zachytavaci kapacita, stabilita, r  eaktivita, schopnost
fuzovani)
= techniky
— elektronova mikroskopie (SEM, cryo-TEM)
— rozptyl sv étla (staticky SLS a dynamicky DLS)
— separace (SEC, FFF, CZE)
— kalorimetrie (DSC) - uréeni teploty p fechodu T..



Funkcionalizace liposomu

interaguijici

poovctioov € zakotvené molekuly

makromolekuly \

amfifilni molekuly

zakotvené
makromolekuly

hydrofilni protein
zakotveny p fes
hydrofobni €as

A
Al

N
%,

integralni protein

malé ve vod é
rozpustné latky

S AA O inofiini latky

%Q) ve vod é rozpustné
& ﬂ\r makromolekuly



(Chemicka) modifikace liposomu

aktivace liposom u je mozna p redem

modifikaci komponent tvo ficich membranu
biotinylované liposomy

primé zakotveni lipofilnich antigen  a (kardiolipiny,
glykosfingolipidy) nebo biomolekul modifikovanych | ipidy

nebo az u hotového liposomu

oxidace PG nebo Pl v diolové €asti pomoci jodistanu — vznikne
aldehydova skupina

volné aminoskupiny u fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu,
nebo p fidani stearylaminu
karboxyskupina z PS, lIze ziskat za élenénim karboxylovych

kyselin s dostate €né dlouhym alifatickym Fetézcem p Fimo do
membrany

hydroxylove skupiny u fosfatidylglycerolu a fosfatidylinositolu



Napln liposomu

= pFi pFipravé mohou byt dovnit F vpraveny r uzné latky
z okolniho vodného prost redi
— barviva, fluorofory, enzymy, lé éiva, ...

= |iposomy pak funguiji jako nosi  €e velkého mnozstvi
detekovatelnych nebo jinak "uzite €nych" komponent

— mohou byt s vysokou citlivosti stanoveny po uvoln éni do
okolniho prost Fedi rozrusenim membrany liposomu detergentem
- zesilovaci mechanismus

— postupn é se uvol Auji v cilovém prost Fedi po specifické vazb é
liposomu na vhodné determinanty na povrchu bun ék, tzv. cilené
smérovani - "homing"



Homogenni imunostanoveni
= pouziti komplementu (skupina sérovych bilkovin, ni ¢icich cizi bu nky)
— cizi bu nka (resp. liposom) je opsonizovana protilatkami, pak se navazou

slozky komplementu a zlyzuji bu Aku (resp. liposom - p Fitom se uvolni
znacka) - CMLIA (complement mediated liposome |A)

CC
{}z N ]j:}—}}:]—Jr GCGC _
o, j_}—}_}—

kompetitivni stanoveni

= |yze pomoci mellitinu (cytolysin, 26 AA) - CyNIiyMLIA
— konjugat mellitinu s antigenem, v imunokomplexu mel litin blokovan

(@) )0
o F > B > % >
o + })):} + )oi %)O )@-O}—o)—
o X Rt TRy




Heterogenni stanoveni
= LISA, liposome immunosorbent assays

= varianta s vyuzitim biotinu/avidinu - univerzalni pouiitl’

4,5

ﬂf"
e S %
#gg**
4,5
AT
iR

antigen  (streptjavidin

detergent

= vyhoda: vysSsi citlivost oproti klasické ELISA



Boronatove komplexy

HO_ OH | HO HO_ O
N/ - N\
/B\ + j /B\ j
HO OH HO

= kyselina borita je schopna vytva fet komplexy se slou €eninami
obsahujicimi diolové uskupeni — saslaahdyidylylyaproteteiny

= moznost vyuziti pro reversibilni imobilizaci biomol ekul pomoci
kyseliny m-aminofenylborité ( APBA):

OH

HO ¢
| - R’
5. B OH B :j
OH — S O
i

NH '

LB & a

= nejznam éjSi je moznost m éreni hladiny glykosylovaného
hemoglobinu



Boronatové komplexy (Versalinx)

= velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou (PBA) a
salicylhydroxamovou ( SHA) vyuziva firma Prolinx pro genericky
zpusob imobilizace biomolekul  ¢&i tvorbu biokonjugat u:

OH HN~

H,O*
HOL | -
>B._ _OH
&5 — o

= SHA je obvykle kovalentn € navazana na jgtimmm gratimenwa PBBA
(nebo diborita varianta PDBA) je v preaktivované fo  rme pro

modifikaci biomolekul: (I)H @) O
_B ON
H
O
O
B<
HO OH PDBA-X-NHS




Imunoreagencie

pro zna €eni se vyuziva specificka interakce mezi vazebnymm  istem
protilatky a rozpoznavanym mistem (epitopem) antigenu
— protein, lipopolysacharid, nizkomolekularni hapteny — peptidy, pesticidy,
toxiny, 1é €iva, ...
protilatka — ppaakitkiywyhinaadn € imunoglobulin G (IgG)
— 160 kDa, 2 vazebna mista pro antigen, tvar Y, 1 Fca 2 Fab fragmenty
— polyklonalni (pAb), monoklonalni (mAb), rekombinant ni (rAb)
primarni protilatky — roappenasadjcddveamssio addeoblyilde nejsejsou
nijak dale ozna €éeny
— jsou dostupne tisice prim. Ab a nebylo by ekonomick é od kazde
pFipravovat r izné znacené konjugaty
— je to ale samoz fejmeé mozné, ma vyznam p Fi dlouhodobém ¢€astém
pouzivani — zjednodusSi se pracovni proces
sekundarni protilatky — obbylldezmaa ¢ené (konjugat s enzymem nebo
fluoroforem)
— skupinova specifita — rozpoznavaji vSechny protilatky pochazejici z
ur éitého organismu, nap F. kozi anti mysi protilatka rozpozna vSechny IgG
pFipravené imunizaci mysi (nebo vytvo fené pomoci DNA pochazejici z
mysi)



Sekundarni protilatky

= rozpoznavajici (anti) protilatky p  Gvodem:
— mysi, krali €i, kozi, krysi, ov €i, konské, lidské
= specifitav UCi:
— cely IgG, IgM, Fc, Fab, 1gG ,, ,
= konjugovaneé s:
— peroxidasa, alkalicka fosfatasa
— fluorescein, rhodamin, Texas red, fykoerithrin
— biotin, streptavidin



Proteiny A, G, L

= nékteré kmeny Staphylococcus aureus produkuji protein A
— skupinovy ligand, velmi pevn €& a specificky vaze molekuly
imunoglobulin u v oblasti Fc fragmentu (az 4 vazna mista)
— 42 kDa, stabilni p fipH 1 az 12, snadno renaturuje

— K, az 108 I/mol, nevaze ale vSechny podt Fidy IgG

= skupiny C a G streptokok u - podobny protein G
— 23 kDa, nizsi afinita k 1gG, ale vaze SirSi skupinu  1gG
— ma vazebné misto pro alboumin (odstran  éno v rekombinantni form &)
— produkuji i podobné protein H (IgG Fc), protein B ( IgA), Arp (IgG a
I9A)
= Peptostreptococcus magnus - protein L
— 35.8 kDa, 4 vazna mista

— vaze nékteré k (ne vsak A) retézce L protilatek, i Fab a scFv
fragmenty

= rekombinantni hybridni varianty (L/G, L/A, ...)



Pouziti proteinu A G
L

= orientovana imobilizace protilatek
— na povrchu sensor U nebo afinitnich nosi ¢u
— vznikly komplex lze zpevnit prok Fizenim pomoci
dimethylpimelimidatu
= purifikace protilatek
— po imobilizaci na vhodnou (agarosovou) matrici - Pro tein A
Sepharose
= obecn é pouzitelné jako detek ¢ni €inidlo pro
Imunokomplexy
— Protein A zna ¢eny peroxidasou nebo vhodnym fluoroforem
— zviditeln éni pFfitomnosti protilatek



Porovnani specifity

Antibody Protein A Protein G rotein L (*)
Bovine ++ P i
Cat + — ?
Chicken — +/— _
Dog +++ + 2
Goat - +++ _
Guinea pig ++++ ++ 2
Horse ++ F++ 2
Human IgG ,, 19G,, 1gG, ++++ ++++ ++++
Human IgG 4 — ++++ F+++
Human IgM, IgA, IgE +/- — 4
Human IgD — — FH++
Mouse 19G , + ++++ ++++
Mouse (others) ++ ++ F++
Pig +++ +++ ++++
Rabbit ++++ +++ ++
Rat +/— ++ -+
Sheep +/— ++ _

* pouze pokud ma kapa

Fetézec




Lektiny
= buneééné proteoglykany, glykoproteiny a glykolipidy mohou

obsahovat Sirokou Skalu oligosacharidovych zbytk u

o

— vyskytuji se obvykle na povrchu bun ek jako slozky zakotvené do

bun ééné membrany
pro r izné bu nky mohou byt specifické r Gizné sacharidové sekvence
napf. nadorové bu fky mohou zm énit své povrchové oligosacharidy

= |ektiny - groaeinyysetiomoeer ooz teaarzd tsyysecifickkick e

konfigurace sacharidovych molekul

aglutinace bun ék (aglutininy)
precipitace komplexnich oligosacharid u

= fluorescen €éné znacené lektiny se uplat RAuji p ri:

detekce povrchovych bun éénych struktur a intracelularnich
glykoprotein G v mikroskopii

detek €ni postupy v histochemii a cytometrii

lokalizace glykoprotein 0 na gelech a v blotech

precipitace glykoprotein U

aglutinace specifickych bun ek



Concanavalin A
Z bobu Canavalia ensiformis

(Fabaceae, "jack bean", "pig bean")
prvni znamy lektin, 237 aa, Mr 26,5 kDa,
dvé mista pro ionty kovu (Ca 2+, Mn?*)
vytva Fi dimery a z nich pak tetramer

— 4 dostate ¢éné vzdalena vazebna mista

— vyhodné pro tvorbu agregat ,
(napf. z erythrocyt )

ma afinitu ke glukose a k manose
— nejlépe vaze methyl-3,6-di-O-(-D-manopyranosyl)- a-D-manopyranosid

podjednotka Con A




Lektiny Izolovén z W ittt \eaebiassppetfitia
Con A brazilské boby, 4-mer, 104 kDa a-Glc, a-Man
Canavalia ensiformis ionty Ca 2* a Mn?*
WGA obilni kli €ky, Triticum dimer, 36 kDa (GBaNXD) ,, NeuNACc
vulgaris
GS- .. IA4, IA3B, | africké boby, isolektiny, 4- A: term. a-GalNAc, B: term. a-Gal

IA2B2, IAB3, IB4 Griffonia simplifolia mery, 114 kDa

GS-ll 4-rear 138 KD teemmm. menediuik. GlicNAC

PHA-L fazol, 4-mer, 126 kDa GlcNAC(11 - 2))kam
Phaseolus vulgaris

PNA arasidy 4-mer, 110 kDa tierm. B-Gal
Arachis hypoglea

HPA hlemyzdi, 6-mer, 70 kDa, GalNAc
Helix pomatia vaze A-eryhtirocyt

SBA soja, Glycine max 4-mer, 120 kDa, term. GalNAc a Gal

isolektiny

ABA Zampion , Agaricus Monomer, 59 kDa | B-Gal(1-3)GalNAc
bisporus

PSA hrach, 49 kDa, 4-mer a-Man
Pisum sativum

RCA Castor bean, 120 kDa, 4-mer B-Gal
Ricinus comunis

B-podiednotka z Vibrio cholerae Gal, gangliosid G

choleratoxinu




Fluorescencni znaceni
pomoci lektinu




His-tag

= purifikace geneticky modifikovanych rekombinantnich protein U
exprimovanych v E. coli nebo jinych mikroorganismech

= jinak "polyhistidine-tagagiehebihérakedtidimtkne-tadage jesakek
histidinovych zbytk 0 na N- nebo C-komgii

— voli se ten mén é dulezity nebo dostupn éjsi

= slouzi k rychlé izolaci pomoci metaloafinitni chrom atografie s Ni 2*

nebo Co ?* ionty

— eluce snizenim pH (protonace His) nebo komplexotvorn  ym €inidlem
(imidazol, EDTA)

— dalsi formaty - magn. nosi €e, jednou €elove kolony, ...
= po purifikaci se tento koncovy usek odstrani
— pomoci exopeptidasy z N-konce
— na zaklad é dalSi kratke cilové sekvence endoproteinasy
= vhodné i pro denaturované proteiny (d  ulezita je sekvence)
= vadi peptidylprolylisomerasa (25 kDa, SlyD) - lepkpe pouzit ShyD-
deficientni E. coli

= vynalezeno u Roche (licence, akademicka zdarma), vh  odné vektory
distribuje Qiagen



Vneseni His-tagu

vheseni DNA useku kodujiciho cilovy protein

do vektoru, kde je His-taipgalalemre@ p Fitomna

na C-konci

pouziti primeru s His-tatpgaalamridiksmpejani
s cilovou DNA v pr ubéhu PCR

DNA encoding Protein
.=
HIS-TAG PCR
| [ ]
Forward Primer Reverse Primer
HIS-TAG
. -

DNA encoding Protein

DNA encoding Protein
- =

vector

l Ligation

DNA encoding Protein HFS‘TA
G

primery s repetitivnimi His sekvencemi (CAC nebo CA T)

Protein specific Protein specific
SEeqUEncCe sequence
5' ATG cat cat cac cat cac cac NNN NNN NN .. 3 5wl MMM NNN cat cat cac cat cac cac T?G 3
T HIS-TAG HIS-TAG <Top
START
codaon codon




Metaloafinitni interakce

= komplexotvorna reakce nitrilotrioctové kyseliny (NT A) s vhodnym
iotem kovu (Ni 2*, Cu?*) a imidazolovym kruhem histidinovych
zbytk U

HO O

= Hislze do protein a vnést | chem|cky |-|
pFes oxidované sacharidové zbytky



GST-tag

= glutathion-S-trinasffenaad 2B8kKag) - nmassdoouadfiitiikknossi ¢um s
imobilizovanym glutathionem

=  GST reprezentuje skupinu multifunk  €énich cytosolickych protein G u
eukaryot

= nevyskytuji se u prokaryot - nenedgdyadadricokgrepeticies s
glutathionovou matrici

= pripravi se fazi konjugat cilového protein s GST
— exprese se provede v bakteriich

— GST ¢ast muze zlepSit rozpustnost eukaryotickych bilkovin v
prokarytickém prost fedi

— purifikace na glutathionové matrici
— odstran éni GST €asti St épenim proteasou

O O O

H
N
glutathion, HOJ\(\)J\H vlko"'

v-Glu-Cys-GLy NH, O




Dalsi "tagy"”

tyto cizorodé sekvence se vkladaji pomoci rekombina  ntnich technik
do cilovych gen U

koduji kratké peptidy, které vytva i antigenni determinanty (epitopy),
které rozpoznavaji specifické protilatky

vysledkem je "ozna €eni" exprimovaneho proteinu danym usekem
("tagged protein")

bézné komer €éné dostupne protilatky proti tag sekvencim zjednodusu ji
identifikaci, imunoprecipitaci nebo imunoafinitni p urifikaci
oznaéenych bilkovin

tyto fuzni proteiny se vzhledem ke kratké zna  €ce neliSi od nativnich
bilkovin co se tyka bioaktivity nebo biodistribuce

pfriklady "tag uU":

~ HIS HHHHHH
~ ¢-MYC  EQKLISEEDL
- HA YPYDVPDYA

— VSVG YTDIEMNRLGK

— HSV QPELAPEDPED
V5 GKPIPNPLLGLDST

— FLAG DYKDDDDK



Znaceni glykoproteinu

mapovani glykomu — meietablaticke
znaéeni pomoci acetylovanych
derivat u:
— N-azidoacetylgalaktosamin (GalNAz)
— N-azidoacetylglukosamin (GICNAZz)
— N-azidoacetylmanosamim (ManNAz)
v metabolismu bu nAky se vestavi do
glykoprotein
chemicky se ozna €i Staudingerovou
ligaci pomoci FLAG-fdsifioeéibo
derivatu
vhodné pro proteomickou analyzu
postransla énich modifikaci

FLAG se ,zviditelni* pomoci
znacéené anti FLAG protilatky

GLAGY

OAc
AcO
o]
5 OAc
hee GalNAz

Metabolic
labeling

Staudinger
ligation

/Cﬁﬁg
e

Labeled
glycoprotein



Znaceni red. konce

= anthranilova kyselina (2AA)
nebo 2-amimatbemzzamid (AB)
— fluorescen €éni zna€ky

= reduk €ni aminace

— Schiffova baze stabilizovana
redukci NaBH ,

HO Schiff's base

HoN
Dye
_|_

OH

OH

Z
HO NHAc

HO

Glycan

Schiff's base

——

OH
HO

/
HO NHAC

Glycan
(cyclic/acyclic
in equilibrium)

O

OH
H-oN
HO OH
7z N
HO NHAC
l Reductant
OH
HoN
OH H
HO N
HO NHAC

Labeled Glycan

(cyclic/acyclic
in equilibrium)

@)

HO
HO

HO

HO

OH
HO

OH

pZ
NHAc

N

l Reductant

OH
HO

OH H
N

NHAc

Labeled Glycan




Nanocastice

= techniky zna €eni biomolekul pomocir uznych €astic se
— @&astice zlata potazené protilatkou se zmi  Auji uz kolem roku 1970
— rutinn é se pouzivaji nap F. v elektronové mikroskopi

= znacna popularita se zvedla v pgelsthuinicletetdthese
vSeobecnym trendem nanotechnologii, kam  rada
tradi €nich zna €ek ,rozm erov é* samoz rejme zapada




Koloidni zlato

= stabilni suspenze dispergovanych  ¢€astic kovu vel. 5 az asi 150 nm

— Vv roztoku se jevi jako intenzivn & zbarvené ( éerven é, dle velikosti €astic —
pFi koagulaci — zv étSovani velikosti — se barva posouva do modra)

— Casiuv purpur - jiz od st fedov éku k barveni skla ¢€i hedvabi
= pFiprava konjugat G s proteiny - fada zpuasob G podle toho
— ktery typ interakce bude zodpov édny za vazbu proteinu na povrch
castice; ta nese obvykle zaporny naboj
— mohou se uplatnit i hydrofobni vazby

— velmi €asto se pouziva pevné adsorbce thioslou €enin na zlato (SAM,
,Self assembled monolayers®)

— Vv roztoku se zaporn € nabité ¢astice odpuzuji, ale existuji mezi nimi a
jinymi molekulami i p Fitazlivé sily, v zavislosti na iontove sile prost  redi
= adsorbovaneé bilkoviny stabilizuji sol zlata a brani koagulaci, kterou
|ze jinak vyvolat nap F. pridavkem NaCl

— vazba bilkovin by m éla probihat v blizkosti jejich izoelektrického bodu,
ale proces samoz rejmé ovlivni i dalSi faktory

— sledovat se adsorbce dap Fi 580 nm.



Prip

rava

= prakticky je vyhodné pouzivat monodisperzni castice
= redukce kyseliny chlorozlatité HAUCI , pomoci r uznych ¢inidel
= obecn é vetsi ,reduk €ni sila“ poskytuje mensi  ¢astice

= struktura koloidni ¢éastice - A alies kame
zaporn é nabitymi [ANGCTI ,]

redukce citratem sodnym poskytuje  €astice 15 az 150 nm velke dle
pouzitych koncentra €nich pom éru

stfedni ¢astice 6 az 15 nm se ziskaji nejlépe pomoci askorbatu  sodného
nejmensi Ize p Fipravit redukci bilym fosforem (pod 5 nm)
nebo pomoci borohydridu sodného (2 nm)

neshlukuji se, p Fitahuji kationty




Adsorbce bilkovin

inkubace s ppobéeneem zzesitififigpeddni  ¢astic, rozsuspendu;ji
castice s prar@maEmMA(&,) - uniieezradinzriddiéin  éni imunokomplex U
— adsorbce p fi pH 6,9 v p Fitomnosti polyethylenglykolu (PEG 20 kDa,
0,025%) jako stabiliza €niho €inidla
— produkt se uchovava v 10 mM fosfatovém pufru pH 7,4 s 1% PEG
adsorbce protilatek - pii8 822, R PE&aalataditd albonmmeem((022358))

dalSi €asto pouzivané kombinace
— lektiny - detekce sacharidovych struktur na povrchu bun ek
— avidin / streptavidin - Siroké univerzalni pouzit.

rychlé vizualn & vyhodnocované imunotesty
— €ervena barva snadno a citliv é detekovatelna

— vyhodou je stabilita nano €astic - nepodléhaji degradaci na rozdil od
biomolekul

— nulova toxicita



Depozice stribra

= zlepSeni citlivosti detekce

— zvétSenim velikosti nano €astic
v pr ibéhu stanoveni

— specificky zachycené ¢€astice funguiji jako
nuklea €ni mista pro r ust krystal U
v pfitomnosti Ag * soli nebo HAuClI ,




Nanocastice zlata

nanoklastry zlata jsou vlastn & koordina éni komplexem

centralni atomy Au jsou v dané konfiguraci, na povr chu jsou koordina €né
vazany s vhodnym ligandem, takze zlato je valen  €éné saturovano a tim
stabilizovano - UdddeagglicaaNdanggtald

— tris (aryl) fosfin
— halidové anionty

menSi klastry Hezagotdd §6 Aw) ra Octagold (8 Au) nmobbawnasshahbpi

ukazka nanoklastru
Au aktivovaného
maleimidovou
skupinou

3 =AU
MHM e # =L

0
Paérs = P
Hidkde /3




Au nanocastice v mikroskopii

= svazek miiknaituinll G

o
I

ety

._ .
-

— anti-tubulinova Ab, kozi

Ab anti mySi IgG zna €ena
koloidnim zlatem (vlevo)
nebo nano ¢asticemi
NANOGOLD (vpravo)

— zveétSeni 1300x

= adenokarcinomy pskstaty

Ab anti cytokeratin
antibody, konjugat Alexa
Fluor 488 FluoroNanogold
s Fab' fragmentem kozi
Ab anti mysi IgG

vlevo, fluorescence

vpravo, lokalizace Au po
zesileni Ag+



Magneticke pole

permanentni magnet ma dva poly, které vytva Fi \/
magneticky dipol ( €asto reprezentovan Sipkou, - E
smér od S do N), mezi poly se Si Fi magneticke pole
magn. dip6él m v magn. poli o hustot & toku B

je nata éen torzni silou do sm éru .

rovnob &2ného se silo &aramipole: | £~ mhb 51n(9)|

magnetické materialy maji volny magneticky

moment, vykazuji magnetizaci M, ktera zavisi na: o
— hustot & magn. dipdl G na jednotkovy objem materialu /
— velikosti a vzajemné orientaci dip6l u

— je dusledkem nesparovanych spin U elektron a, v malé mi fe i pohybem
elektronu v ramci orbitalu

magn. pole m uzZe vyvolat i elektromagnet

— elektricky proud prochazejici vodivou smy  €kou
(solenoid) vytva Fi uvnit F homogenni pole N y L

hustota toku B je dana intenzitou H a permea- l—___—_

bilitou vakua My

B=u(H+M)




Magnetizace
= magnetizace M se m éni v zavislosti na intenzit é pole H

— konstantou um érnosti je magneticka susceptibilita ¥

— velikost zm eny zavisi na typu materialu, X = M/

teplot € a nékdy i na historii p fedchazejiciho

magn. pole (hystereze)
= zahfivani zmagnetizovaného materialu snizuje jeho magne  tizaci, p fi
zahtati nad T, (Curieova teplota) pak M zcela vymizi

M

L<T< T,




Magnetické materialy

magnetické - maji tendenci "zahus tovat" silo ¢ary

— Zelezo, kobalt

— vykazuji magnetizaci i p i absenci magn. pole

diamagnetické - silo €ary slab & odpuzuji

— bilkoviny, tuky, voda

— mala negativni magneticka susceptibilita

paramagneticke

— v magn. poli se u nich orientuji magn. dipoly a zisk

superparamagneticke

— nano ¢éastice, 1 az 10 nm

— orientuji se
v magn. poli

= = = ]
-—
[ _'__(_,_-—"";—— "HE-_“ ===
|
- | )
= =
avajl magnetizaci
Superpa ramagnetic
.'f"-f
.-'I'; g
/ Paramagnetis
P -
=y
A
' H
ff
-"-'/




Magnetickeé castice

= Siroka skala aplikaci zahrnujici:
— imunostanoveni
— separace protein U a bun ék
— distribuce 1é €iv, oligonukleotid U
— magneticka hypertermie
— magnetické zna ¢eni
— zobrazovani p fi magnetické resonanci (MRI)
= superparamagnetické materialy na bazi
maghemitu (y-Fe,O3) a magnetitu (Fe;O,)
— dobré magnetické vlastnosti, nizka toxicita

— zadané vlastnosti: uniformni tvar, definovana kryst alinita,
monodispersnost, stabilita ve vodném prost  fedi, povrchové
funk €ni skupiny

— nano ¢astice nebo duté koule (vySSi magneticky moment)




Metody pripravy
depozice z plynné faze
tepelny rozklad
— Fe(CO)., Fe(oleat) ,, Fe tris(acetylacetonat)
mikroemulzni precipitace
sonochemicka syntéza
hydrolytickeé postupy

— zah¥ivani FeCl ;.6H,0 s hexamethylendiaminem a NaAc v glykolu
(6 hod, 200 °C)

— vzniknou €astice rovnou s -NH , na povrchu

bakterialni (BMP) produkce

— vznikaji potazené fosfolipidovou
vrstvou (magnetosomy)

povrchova funkcionalizace

— vrstvi €ka zlata .

— polymerni povlak s funk €nimi skupinami —

— silanizace pomoci aminopropyltriethoxysilanu (APTES )

— elektrostaticka adheze (p Fes polyaminovy poviak)




Magn. castice v kapaline

= vliv vn €jSiho magn. pole

— uniformni pole ¢astici ota €i - orientace dle jejiho magn. dipolového
momentu, nedochazi ale k jejimu transla  énimu pohybu
— pouze gradient magn. pole zp usobi transla €éni pohyb

= viskozitni efekty

= meziéasticové magneticke a elektrostaticke sily
— muze dochazet k agregaci az precipitaci
— el. odpuzovani zabra nuje agregaci



Separace buneéek

pfima metoda

— ligand imobilizovany na povrchu mg. nano  €astice (kolem 50 nm -
nezp usobit mech. stres)

— prida se ke vzorku, navaze se na povrch cilové bu  nky
nep Fima metoda

— cilové bu nky se ozna €i ligandem, nap F. protilakou (biotinylovanou, ...

— vymyje se nadbytek ligandu (pokud mozno)

— o0znacené bunky se pak zachyti na modifikovanych mg.  €asticich
ziskany mg. komplex se zachyti mg. separatorem
pozitivni nebo negativni izolace

— odseparuji se cilové nebo balastni bu nky



Cilena distribuce (magnetic targeting)
= akumulace podanych latek ve zvolené cilové oblasti organismu
= injekce do cévy zasobujici organ
= v pritomnosti externino mg. pole

— musi p fekonat lokalni linearni toky odnasejici nosi € (0.05 az 10 cm/s, dle
prarezu a rozv étveni cévniho systému)

— dlouhodobé zadrzeni nosi €e v daném mist e (az 70%)
— lokalni vysoka koncentrace uvol Rované latky (az 8x)
— mnohem mensSi zatizeni pro dalSi  €asti organismu nez p Fi systémoveé
aplikaci
= termocitlivé magnetoliposomy
— v cilovem mist é se pfenasSena latka uvolni lokalnim zah Fatim pomoci
elmg. pole

Hypertermie prost rfednictvim magneticke kapaliny

= metoda likvidace nadoru lokalnim zvySenim teploty n ad42az46°C
— snizi se viabilita bun ék a ty jsou citliv €jSi na chemoterapii a radiaci

— mg. subdoménové nano ¢astice se bioselektivn & zachyti na povrch
malignich bun ék

— aplikace externiho st Fidavého mg. pole generuje teplo mech. pohybem



Kontrastni zobrazovani
= MRI, "magnetic resonance imaging" - H-NMRVipldqmikovaareenzatkém e
= pfFi MRI je kontrast zobrazeni d usledkem rozdilnych odezev r uznych
tkani na aplikované radiofrekven €ni pulsy
— hustota proton @ a mg. relaxa €ni €asy dané chemickym slozenim
— zejména mnozstvi vody a lipid
= pFitomnost superparamagnetickych nano  €astic (magnetit-ddettaah)
v cilovém mist e velmi vyrazn é zvySuje kontrast

— vice nano €astic vede k tmavSimu zobrazeni, m éni se rychlost relaxace
proton U z excitovaného stavu

— nap¥. zdrave bu nky nano €astice p Fijmou, ty odum Ffelé €i poSkozené ne

= sledovani bun ék znaéenych uvnit ¥ umist @nymi mg. nano €asticemiin
vivo - megp F. dodané bu nky kostni d rené, pfipadné v budoucnu
kmenové bu nky



Bioanalytickeé aplikace

= imunomagnetické sensory - snadna regenerace citliveho povrchu

— na povrchu vhodného p Fevodniku jsou zachyceny (magnet,
elektromagnet) mg. mikro €astice s imobilizovanou protilatkou

— provede se imunostanoveni, na konci se mg.  €astice uvolni a nahradi
novymi

— vhodné zejména pro komplexni vzorky (potraviny, krev) , které normaln é
degraduji imunorekogni €ni vrstvu

" enzymove sensory - regenerace p fi stanoveni ireverzibilnich
inhibitor U

= analyza DNA
— specificka extrakce cilové sekvence z komplexniho ma  terialu



Enzymoveé znacky

= jedna molekula zna ¢ky p Fi detek €ni enzymove reakci
konvertuje mnoho molekul substratu

— chromogenni, fluorogenni nebo poskytujici jiné dete kovatelné
produkty

= takze je zde vyuzit jisty zesilovaci mechanismus
* nejbéznejsi vyuziti je v bioanalytice - vimunaobeheokygéych
technikach typu ELISA



ELISA

= enzyme linked immunosorbent assay”

= enzymoveé konjugaty (,tracery”) slouzi pro detekci vzniku
a mnozstvi imunokomplex u

= enzymova zna ¢ka se zachyti v koonpbdexunaapesviesféazi

— povrch zkumavky, mikrotitra  €ni desti €ky, imunostripu
= pridanim substratové sm _ési se vyvola barevna zm éna

~&% 7% [Oru
DAY | e

kompetitivwin i sendwvi €ova (vicevrstevna)

%enzymové zna ¢ka _< protilatka anafYt




Viastnosti enzymu vhodného pro znaceni
dostate €né vysoka aktivita
— vysoké ¢islo p Femeény
stabilita
snadna detekovatelnost
skupiny vhodné pro konjugaci

— konjugaty Ize p Fipravit mezi zvolenym enzymem a zna €enou
komponentou

— vyhodn & Ize pouzivat univerzaln & napf¥. biotinylované enzymy
nebo protein A (G) - enzymové konjugaty



Peroxidasa
= 7z kofenu kfenu (HRP, ,horse radish peroxidase“, EC 1.11.1.7)

= maly (40 kDa) oxidoreduk €ni enzym s Hesmeam ((oaitdiem| )
v aktivmiimm miist €, glykoprotein, katalyzuje oxidaci Siroké Skaly
substrat U pomoci peroxidu vodiku (i Klé&EODHE BtEIODH)

= donory fenolické povahy nebo aromatické aminy, kter € jsou bezbarvé
(leukoformy) a po oxidaci vznikaji intenzivnh & barevné produkty

= pH optimum je 5 az 7, sttbbitagop ri pH 4 az 10
= enzym je inhibovan mimo jiné azidem, kyanidy a sulf  idy
= mnoho isoenzym u, komer ¢né dostupna HRP C

HRFP + H2O2—— Compound I
Compound I+ AHxoxidizable substrate ) —— Componnd 1T + AHY
Compound II + AH:——HREP + AH
28 H——0xidized product

= peroxidasa ze sojovych bob U (40 kDa) je termostabilni (do 90€) @) a
aktivni v SSiokémrozzssdhwught2ee2110



Konjugace peroxidasy

pfi tvorb & konjugat u se peroxidasa m uZze jednoduSe sledovat a

stanovovat na zaklad é absorbance p Fi 403 nm (typicke pro
hemoproteiny)

pom ér absorbanci p fi 403 a 275 nm charakterizuje €istotu enzymu
— toto jednoduché stanoveni komplikuje existence n ékolika isoenzym u

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

reakce mohou vyuzit €-aminoskupiny zbytk U lyzinu — tiyjsnuaée
pouze 2, coz je velmi malo
vyuzivaji se sacharidove postranni  retézce

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



Chromogenni substraty HRP

bezbarvy Eareaxmy ... Gl resdame

= ABTS, 2,2"-azino- his(3- etinylthenzotthizzolim -6 -s dtdfomey &yjselima)

S
T Ij L]
perOX|dasa I}I .
CH,
I

CH, 405 nm

CH3 CH3

fenol 4-aminoantipyrin  chinonimin
(510 nm)

CH, CH;
» perondase 3
2Ho Oy + —OH + +4 Hy0




TMB

. 3,3’,5,5’-ltelllra|m|etﬂhly4|lblelmziidiin

CHs

CH,§ CH,
+ | N r\u-l2
N CHs CHs
212
CH, CHy
-
CH3 CHy

1 Amax = 370,652 nm
-o-

CHs

— méfi se pfi 620 az 650 nm v pr ubéhu
reakce, nebo po zastaveni kyselinou sirovou p

CH, CH,
Amax®* 3450 nm
Fi 450 nm)




Luminogenni substraty HRP
= pro citlivou detekci HRP se pouziva luminol
— 5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion
= v nadbytku H ,O, je intensita sv étla (425 nm) um érnad mnozstvi HRP

B B
_ COO
+HOz +OH
| N > N2 | — - hv + 3aminoftalat
AN NH HRP CCD_ 'NZ
NH, O | NHo |

= zlepSeni luminiscence (vysSi vyt  ézek) - pritomnost "enhancers"
slou €enin - p-jodofenol, p-fenylfenol

— nejde jiz 0 zablesk, ale o stabiln &Si sv ételny tok
— vysledek siln & zavisi na podminkach reakce
— radéji pouzit komer éné namichané sm ési
= vySSi vyt ézek dava
7-dimethylaminonaftalen-1,2,2-dikarboxyhydrazid




Akridanové luminogeny

alternativni substraty pro HRP
emise p i 435 nm

vl

|
H,

(akridan)

(akridinium)

OH
— O*
- H




Alkalicka fosfatasa

= katalyzuje St épeni ortho-esstéer U kyseliny fosfore ¢né v zasadiité oblasti

pH (AP, EC 3.1.3.1)

= fada isoenzym U, pouziva se enzym izolovany z mokdgystetetdcichtst rev

— CIAP, 140 kDa dimer, 2 Zn 2* na podjednotku, vysoké ¢islo p Femény 3500
s1 pri reakci kolem pH 9,8 (pH optimum je 8 az 10)

— aktivovana aminoalkoholy (diethanolamin, Tris)

= uchovava se lyofilizovana nebo v 3 N3 NalSaCl

— nesnasi kyselé prost Fredi

— poskozuje ji opakované
zmrazovani / rozmrazovani

= relativn & dob fe snasi vyssi

teploty

— napf. v prubéhu hybridizace

— znacka p¥i detekci nukleovych
kyselin

Asp-S] Asp-369

Ser-102 (L{)

‘ an

& His-412

His-331 g




Konjugace ALP

priprava konjugat U neni snadna a ¢asto dochazi ke ztratam aktivity
pomoci glutaraldehydu nebo lépe

heterobifunk énimi €inidly SMCC a SPDP

— je dobré provad ét konjugaci ve fosfatovém pufru, ktery chrani aktiv ni
misto jako reverzibilni inhibitor

komer ¢éné dostupna je ALP s maleimidem (EZ-linkrnddodiéhesge):
- ~ "D
NH N - NH N
Q- Jguat - QO g WA
O
Ma?leimide Activated Protein-AP conjugate
Alkaline Phosphatase (AP) with thioether linkage

L=

protilatky se redukuji merkaptoethanolem a po dialy  se Ize provést

konjugaci

pro zavedeni - SiHsbbozA i SN PA \T T %}\W_SH + Hsf




Meéreni aktivity
p-nitrofenylfosfat (PNPP, 405 nm),
hydrolyzou vznika nitrofenol

— intenzivn é Zluty v alkalickem prost redi
od fluoresceinu - fluoresceindifosfat
4-MUP (methylumbelliferylfosfat)

luminogenni substrat - Lumigen PPD
— chloro-4-methoxy-4-(3-fosfatophenyl)spiro[1,2-dioxe tan-3,2'-adamantan])
— patFi do skupiny dioxetanovych luminogen U

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

— 477 az (dle enhanceru) 620 nm

0O—0 ’
_ O O O—CH
O—CH, +H,0 3
— +P; + hy
Cl CIDH Cl
o—$:o OH
OH




5-bromo-4-chloro-indolylfosfat (BCIP)

BCIP Cl)
Cl o F=0 OH 0
Br O Ho -Pi N [ H
\ H > H ——=
N ALP indoxyl H
H
Cl
O e
Br N O
‘ N
o H Br
indigo 0O Cl
hydrolytickou reakci vznika indoxyl, ktery po oxida
tetrazolium) p fechazi na modré nerozpustné indigo

ci (nap f.



Galaktosidasa
= B-galaktosidasa ( BGal, EC 3.2.1.23) je velky enzym (540 kDa, 4
podjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivova n
= katalyzuje hydrolyzu galaktosid u, pl 4,6, pH optimum ma 7 az 7,5
(enzym z Escherichia coli )
= ma dostatek sulfhydrylovych skupin pro konjuga ¢ni reakce, takze lIze
jednoduse spoijit s protdatad@nalkdkioxamminp p  fedem 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 rozd élen na dva peEgtdly LUaa2Z a a LacZQ

samy o0 sob & nemaji aktivitu
ale spontann é se spoji do funk €niho enzymu

= vyuziva se v mnoha klonovacich vektorech pro dosaze ni a-
komplementace u specialnich lab. kmen U E. coli

maly LacZ a peptid je kodovan v plasmidu
velky LacZ Q 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 ki onu



Glukosa oxidasa

(B-D-glukasaadD ,-1-oxidoreduktasa agEEQ 1. B3 AGGOD)

dostupna z plisni Aspergillus niger nebo Penicillinum notatum

160 kDa, dimer se dv éma FAD kovalentn é vazanymi na podjednotky
obsahuje asi 16% glykosylovych zbytk u

specificka aktivita preparat u presahuje 200 IU/mg

velmi stabilni

v imunostanovenich ¢€asto "spolupracuje" s HRP, pro kterou
generuje peroxid vodiku oxidaci glukosy

— tunelovaci stanoveni, imunosensory



Ureasa

= substratem je mo ¢ovina
— zména pH vyvolana hydrolysou, m é&fi se
— pomoci indikatoru bromkresolova mod  F pFfi 588 nm

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



Lakasa

= z choroSe Coriolus hirsutus , Cu-dependentni 1,4-hdesizeeniiidlooxidasa
(EC 1.10.3.2)
= oxiduje fenolické substraty pomoci kysliku
— alternativa k peroxidase
— mensi problemy s dlouhodobou stabilitou substratove smeési



Acetyicholinesterasa

vysoké ¢€islo p remény (10°s)
z elektrického uho fe
vysoka citlivost stanoveni

substrat acetylthiocholin a DTNB

— dithiobis(nitrobenzoova kyselina),
Ellmanovo ¢€inidlo

— poskytuje zluté zbarveni




Luciferasy

= patfFi mezi oxygenasy, St épi substrat luciferin za U €asti ATP
— meziproduktem je luciferyladenylat, ten je poté oxid ovan
— luciferin-4-monooxygenasa, 61 kDa, 550 aa
— dochazi k emisi sv étla pfi 560 nm (zlutozelené sv étlo), vyt ézek asi 0.88 !

= zdrojem sv etluska (firefly, Photinus pyralis ), (EC 1.13.12.7)

HO S . ,COOH _HO s N. O
\C[ />—</ j H ATP, O,, Mg _ \C[ />_</ j + AMP + PP, + hy
N S N S +CO, + H,0




Reakce luciferasy

= kroky | a Il jsou enzymové (ligace a oxygenace)

CO0OH CoOANE

M N H N
it M4 TP Pant + PRi+HO
) 3" 3 — 0 3 g
(D-luciferin (Luciferyl-adenylate)
D'J:I
N;—{*N J/c:cmMP i NN j/‘b:cj
o oL, 07 oL * AP
(Luciferyl-adenylate) (Peroy-luciferin

o3, -
{ly OQZH:j, — [D@[ZH:T] + COD

[Peroxy-lucifering o
[oxylucifering

o [T ] 0T

(oxyluciterin (oxyluciferin




Luciferasa z Renilla

mo rska sasanka ("sea pansy",

Renilla reniformis) sviti p Fi drazd éni
emituje modré sv étlo 480 nm, p Fenosem
na GFP vznika zelené za reni

36 kDa monomer

luciferinem je coelenterazin

| - |l +co, + h

HO HO




Luciferasa z brouku

= zdrojem je "click-béstétle"”, Pyrophorus plagiophthalamus
= ruzné enzymy emitujici od 544 do 593 nm (zelen & az oranZov &)

— byly geneticky upraveny pro emisi p
— luc RD €ervena emise ("Chroma-Glo™),

(nebo CBR luc, CBGluc)

Fi 611 nm a 544 nm
luc GR zelena emise

Relative Intensity

1.2

DIFTEREA, COLEQOPTEREA
flyvcetophiidae Staphylinidae Elsteridae

w,w
&m W

Phengodidae

.im I

550
Wavelength (nmj

a0




Luciferasa z bakterii

= moftské bakterie - liniiézeasa FEEC1118418433 )oxidtdjgeshl derafd (ZCES,

dekanal, tetradekanal)
— Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium pho sphoreum

= nemaji vyznam pro pouziti v eukaryotickych bu  fikach, pouze u
prokaryot

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

Luciferasa
FMNH> + R-CHO + O, FMN + R-COOH + H,O + hv




Geneticky upravene luciferasy

svetlusky :
— luc nativni varianta, luc+ "enhanced", zvySena luminiscence (vysSi
svitivost) - vyzaduji zlyzovani bun ék pred pfidanim substrat
— hluc+ optimalizované kodony pro expresi v sav  €ich bu akach, sviti déle,
polo éas pres 5 hod, "Steady-Glo", h luc P+ zkracena stabilita uvnit F bunky,

polo éas 30 min, "Bright-Glo", h luc CP+ velmi kratka zivostnost - sviti
pFimo v bun ééné kultu fe, vhodné pro mikrodesti ¢kovy format

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

u Renilla obdobné: R luc, hRluc, hRluc P, hRluc CP, nema C-term.
cilovou sekvenci

"Dual-llucitknass" - ppaaiijsseobbaypyydaitdenas|yyedobununék, dva
substraty, postupné m éreni emise

— "Dual-Glo" - stejné, ale p Fimo v bun ééné kultu fe
optimalizace kodon U pro dobrou expresi v sav €ich bu nkach

odstran éni skrytych (“cryptic") regula €nich a potencialnich
sest Fihovych sekvenci

WWW.promega.com



Vylepsené luciferasy
Z luc+ na luc 2 - mnohem
vySSi exprese
odstran éni konsensualnich
sekvenci pro vazbu transkr.
faktor U - vysSi specifita

Luminescence
(Relative Light Units)
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Reportery genové exprese

molekul luciferasy je pro zobrazeni pot feba mnohem mén é nez napf¥.
GFP (musi mit siln &jSi promotor, je velmi stabilni)
rychlejSi metabolismus (za ¢€lenéni sekvence pro degradaci - PEST, Pro-

Glu-Ser-Thr)
<5 , - luc2 e
— lepSi pro zobrazeni dynamiky exprese
— efektorova specifita, uniformni a luczp ST

optimalni exprese v hostitelskych bu  nkach

luc2cP [ iuc2 T [CHIIREST|

zobrazeni zadané bun é¢éne linie po Usp ésné transfekci

— hledani a studium U ¢inku novych Ié €iv
— efekty cizorodych latek na bun é€éné procesy 250 -
identifikace interagujicich protein U

— spole éné spusti p Fepis reporterového genu
interakce a vzdalenosti biomolekul - BRERET

— fldze studovaneho proteinu s luciferasou
(Rluc) a druhého partnera s vhodnym
fluoroforem (GFP)

Fold of Induction

Time (hours)




Luciferasovy reporterovy vektor pGL4

= pro p renos reporteroveho genu do hostitelskych bun €k, obsahuje:
— promotoroveé sekvence (HSV-TK, SV-40, CMV)
— savéi selek éni sekvence (Hygr - resistence k hygromycinu)
— poly(A) useky

— klonovaci mista
— luc gen (dle volby),

e luc2 nebo Synthetic
RlucNeo POIY(A)

Selectable

Poly(A) block
(for background
reduction)

Marker
Upstream
— None pGL4 Vectors Element
— Hygro' :
; =t — Multiple
— Neo SV40 early i cloniﬁg
— Puror enhancer/ region
romoter
P — Promoter/
response
elements
SV40 late
poly(A) signal
Luciferase Gene
¢ Iruil: ponse™ (-P, -CP)




Prehled dostupnych vektoru

Multiple Protein Mammalian

Cloning Degradation Gene Selectable
Vector Reporter Gene Region Sequence Promoter Marker
pGL4.10 luc2 Yes No No No
pGL4.11 luc2P Yes hPEST No No
pGL4.12 luc2CP Yes CL1-hPEST No No
pGL4.13 luc2 No No 5V40 No
pGL4.14 luc? Yes Mo Mo Hyg!
pGL4.15 luc2P Yes hPEST No Hyg?
pGL4.16 luc2CP Yes CL1-hPEST No Hygr
pGL4.70 hRluc Yes No No No
pGL4.71 hRlucP Yes hPEST No No
pGL4.72 hRIucCP Yes CL1-hPEST No No
pGL4.73 hRluc No No SV40 No
pGL4.74 hRluc No No H5V-TK No
pGL4.75 hRluc No No CMV No
pGL4.76 hRluc Yes No No Hygr
pGL4.77 hRIucP Yes hPEST No Hygr
pGL4.78 hRIucCP Yes Mo Mo Hyg!




BRET

= bioluminiscence resonance energy transfer

— neradia éni pFenos energie z luminiscentniho donoru na fluorescent ni
akceptor

— vyskytuje se také in vivo (rod Renilla obsahuje luciferasu emitujici modré
svétlo, BRET p fenosem na GFP se ale m éni na zelené

— uéinnost BRET se stanovuje jako pom ér intenzit emise akceptoru a emise
donoru - eliminuji se tak vlivy techniky m  éfeni, po €tu bun ék, prost fedi

= aplikace in vivo - ssididionintasgygjigicicbioom@ielul |

— jeden z partner u se na urovni DNA sfluzuje s genem luciferasy (rluc),
druhy partner pak s genem GFP

= vyhody
— neni problém s fotorozkladem

— lze studovat bu nky citlivé na sv étlo, p fipadn é bunky s vysokou
pFirozenou autofluorescenci

= pfi sterickych problémech Ize pouzit velmi malou luci ferasu z rodu
Gaussia (20 kDa)



Bioluminiscence vs. fluorescence

m .

Vvysoky jas, excitované stavy mohou vznikat rychle d  diky masivnimu

excita énimu za feni (napumpovani energie)

ale zvySuje se i signal pozadi, rozhoduje pom  ér signal/Sum

detektory nerozliSi excita €ni a emitované fotony (geometricka
diskriminace ani filtry nejsou 100% U  €inné)

emituji i nezadouci fluorofory p  Fitomné v komplexnim biomaterialu
uplatni se p Fi zobrazovani detail u - rozhrani, kdy S/N nema takovy vliv

mikroskopie, cytometrie, kdy stejn & opticka konstrukce limituje citlivost
detektoru

= BL -nizsiintenzita sv étla, ale sou ¢asné prakticky nulové pozadi

uplatni se p i "v étSich" vzorcich, kdy je pouze jednoduché optika (zadne

filtry) a detekce foton U je tedy efektivn &jSi (detektor blize vzorku)

stanoveni ve zkumavkach, v mikrodesti  ¢kach, detaily u v étSich organism
(mysi, ...)

Siroka linearni oblast (6 az 8 koncentra €nich Fadu)

pFi bioanalytickych stanovenich dosahuje 10 az 1000x v ySSi citlivosti a
limity detekce (10 -2° mol, cca 10 4 molekul/vzorek, n ékolik molekul v bu Rnce)

luminofor je chran én pFi emisi uvnit ¥ bilkovinného obalu



Ace

jako zna ¢ka pro vysoce citliva imunostanoveni

tatkinasa

generuje ATP z acetylfosfatu a ADP

vznikle ATP se pak pouzije pro vyvolani bioluminiscen

luciferinu s luciferasou
citlivost az 10 22 mol

HO

<)

COOH +

Substrate

+

\

Luciferase

Kinase
4—

L

Substrate

o

Glo

+ ADP

ce



Imobilizace biomolekul v afinitni
chromatografii

= separacni postupy vyuzivajici vysokou specifitu
bioafinitnich interakci - afiaftmichconoatagoghiafie

= moznost opakovaného pouziti biomolekul - snizmzeni
pracovnich naklad u
— imobilizované enzymové reaktory



Afinitni chromatografie
= separace biomolekul na zaklad é reversibilni interakce s ligandem

imobilizovanym na vhodném nosi €
= ekvilibrace matrice ve vazebném pufru

= npaneseni vzorku za podminek, které jsou
vhodné pro vznik afinitnino komplexu,
vymyti nenavazanych slozek vzorku

= uvoln éni biomolekuly zm énou podminek
— prFidani volného kompetujiciho ligandu
— zména pH, iontove sily, polarity, ...

— biomolekula se ziska v €isté podob é a
v zakoncentrovaném stavu

= reekvilibrace nosi ¢€e s vazebnym pufrem




Prubéh afinitni separace

adsorption of wash elute
equilibration— S@mple and away s hound —— re-equilibration
elution of unbound :
_ : protein(s)
A unbound material  material
change to
elution buffer

Absorbance

begin sample
application

1-2 cv - X CV

\)

—_— 1-2cv v 1-2 cv

Column Volumes (cv)




Nosic¢e (bio)ligandu

= ve vod é nerozpustné materialy obvykle sférickeho tvaru
— kuli €ky "beads"
— gelové materialy
— membranove separa ¢€ni techniky
— monolitické materialy
— magnetické nosi €e

= v zasad é |ze pripravit vlastni materialy, je vhodn  €jSi
pouzivat komer €né dostupné matrice
— vyrobci poskytuji materialy dostate  €né reprodukovatelné
— charakterizujici informace, bohata firemni literatu ra

— doporu €ené postupy imobilizace

= povrchoveé reaktivni nebo derivatizovatelné skupiny
— obvykle nej €asteéji hydroxyly - dob re se aktivuji, vykazuji nizkou
nespecifickou adsorbci

— aminy, karboxyskupiny - snadna vazba biomolekul, ale vySSi podil
nespecifickych interakci (mohou nést naboj)



Mechanické parametry nosicu
ce

= mechanicka a chemicka stabilita nosi
reakcemi negativn € ovlivh éna
= mechanické parametry
— ovliv Auji moznost pouziti vysokych tlak 0 a rychlych pr Gtok t
— rigidni nosi €e na bazi skla a silikat u ¢i zesit'ovanych polymer
— meékké gelovité nosi €e jsou malo odolné a nemusi snaset ani michanip i
derivatizaci
= chemicka odolnost
— vhodna pro pouziti r uznych typ U solvent u
— moznost pracovat v SirSim rozsahu pH mezi 3 az 11
= odolnost v U€i mikroorganism um
— uchovavani v chladu, p fidani konzerva €ni bakteriocidnich €inidel (azid)

muze byt aktiva €nimi



Prutoéné viastnosti

= dobry pr utok p Fes dany nosi € zavisi na pr ameéru pouzitych ¢€astic
— pro b ézné ucely v laborato fi vyhovuje asi 100 pum
— presna definice pr améru neni pro afinitni techniky az tak kriticka jako p ro
jiné druhy chromatografickych separaci
— typicky rozsah pro Sepharosu CL-6B je 45 az 160 um
— pohyb kapaliny p Fes sloupec mohou komplikovat jemné fragmenty
vznikajici mechanickym poskozenim  €astic nap . pfi intenzivnim michani
= velikost €astic spole €né s porozitou samoz fFejmeé ovliv Auji kapacitu
pFipraveného sloupce
— vzrusta pro menSi ¢astice



Vazebna kapacita nosice

= udava mnozstvi cilové molekuly navazané na jednotku nosi ¢e
= teoreticka vs. prakticka

s

vhodn é&jSi je vztahovat tento Udaj na nosi € pfFi realnem pouziti, tedy ne
v suchém, ale v nabobtnalém stavu

casto se m uze vysledna kapacita nap F. pro protein vyrazn é odliSovat od
udavaneho mnozstvi reaktivnich skupin pro imobilizaci ligandu (vyrobci
po ¢itaji s malou molekulou ...)

dostupnost molekul ligandu na povrchu a uvnit F v pérech matrice
roli hraje také vzdalenost mezi povrchem matrice a li gandem

spojovaci m ustkova €ast ("spacer" nebo "linker"), jeho délkam  uze
vyrazn € ovlivnit probihajici afinitni interakci



Nespecifickeé interakce
nespecificka vazba baksstiticmulekldN v semranarméramoaintaku
probihaji na bazi iontovych nebo hydrofobnich vazeb

proces lze ovlivnit

— slozenim pracovnich pufr u

— promyvacimi kroky

— také volbou teploty

obvykle nelze zcela vylou €it oba typy rusivych vazeb

ruzné typy matric vzdy vykazuji zbytkové interakce



Volba nosice

= kombinace vySe zmin énych parametr u
= cena a dostupnost daneho materialu
= predchozi zkuSenosti

Postup modifikace
= nosié€
= nosi € s aktivnimi skupinami
= imobilizace bioligandu

= blokovani zbylych aktivnich mist
— glycin, ethanolamin, glycerol
— hydrolysa p Fi zvySeném pH

= volba pracovniho uspo radani
— napln éni do kolony, ...



Zpusob vazby ligandu

= vliv vzdalenosti ligandu od povrchu nosi  €e - ovlivni se délkou
spojovaciho m ustku - "llimten;, " Spacar amm”
— je pot febny pro ligandy menSi nez asi 1 kDa
— prilis kratky - biomolekula ligand nevaze efektivn &, sterické zabrany
vzniku pevneho biokomplexu

— pfilis dlouhy - balastni biomolekuly s nim mohou reago vat nespecificky

A 280

Efficient binding
target elutes in
a single peak

Inefficient binding
target elutes during
binding and elution

I [ I I | | I [
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Elution wvolume, ml Elution volume, ml




Silikagel

= "gilica", SiO , x H,O, voda chemicky vazana v nestechiometrickém
pom éru, obsahuje vazby

— siloxanove (Si-O-Si)
— silanolové (Si-OH)
= amorfni struktura, vyborna mechanicka stabilita - v vysoké tlaky
= omezena pH stabilita (mezi 2 a 8)
= nachylny na nespecificke interakce
= povrchoveé silanolové skupiny (Si-OHPsH sausiEktaktivovast napp .
silanizaci




Poresni sklo

CPG, "controlled pore glass" stejn & jako obdobné anorganicke
silikaty, alumina a zeolity vynikaji p  fedevSim vybornymi
mechanickymi vlastnostmi
— pro techniky pracujici s vysokymi tlaky
— pom érné krehké, pfi aktivacich rad éji jemn é tfepat a nemichat
— pfivym éné roztok u je dobré pouzivat vakuum, aby se odstranily bublink vy
zachycene v porech

pfiprava - lhonosiikditowe Skio se zahm  Feje - dojde k separaci boratové a
silikatove faze, boraty se odstrani vylouhovanim, v zniknou uniformni
pory
chemicka stabilita

— toleruje dob re kyselé pH

— v alkalické oblasti nad pH 8 se rychle degraduje
pro modifikace se vyuziva silanizace
komer éné dostupné jsou aminované CPG i jiné derivaty

nizka nespecificka adsorpce biomolekul



CPG

) VyS_Oky pO‘\'/I,‘Ch uvnit T poru Pramér poér a | Plocha
= velikosti €astic: (nm) (m2/g)
— grade A: 80/120 mesh, 125-177 um 75 340
— grade B: 120/200 mesh, 74 — 125 pym :
— grade C: 200/400 mesh, 37 — 74 um 17 150
. o 35 75
R, F Y o
100 25
200 13

300 9




Silanizace

aktivace imetmiathgoowradh a pokrytych vrstvou oxidu (sklo, silikaty,
slida, oxidy kov )

— Vv hydratovaném stavu obsahuje hydroxylové skupiny, napf. Si-OH,
silanolovy zbytek

reakci se silany vznika spontann & uspo radana vrstva
— obvykle n ékolik vrstev, ne monovrstva

— nepouzivaji se organicke halogenované silany (jsou p  FiliS reaktivni a
zadna dalsi skupina uz by nezbyla), ale mén é reaktivni alkoxyderivaty

silanizaci se na povrch modifikovaného nosi  €e zavedou vhodné
reaktivni skupiny X

OR l
RO—Si—X ¢
@)

B |
— OH \ —O—Si—X

ROH O




aminosilany
— APTES

(CH,CH,0),Si— (CH,),-NH,

(3-aminopropyl)-triethoxysilan

APDEMS

(3-aminopropyl)-diethoxy-methylsilan

APMES

(3-aminopropyl)-dimethyl-ethoxysilan,
monofunk €ni - vede ke vzniku monovrstvy

glycidoxysilany
~ GOPS

Silanizac¢ni cinidla

OCH,CH,
H,C—Si—(CH,),
OCH,CH,

-NH,

=

glycidoxypropyl-trimethoxysilan

— GPMES

(3-glycidoxypropyl)-dimethyl-ethoxysilan

merkagyitssitamy
— MPTS

(3-merkaptopropyl)-trimethoxysilan

— MPDMS

(3-merkaptopropyl)-methyl-dimethoxysilan

dalsi ¢inidla
— MPS

(3-trimethoxysilylpropyl)methakrylat

(CH3CH20)3Si—(CH2)3-o—U—F CH,

= CHSCHZO—?i—(CHZ)S-NHz
(CH3O)3Si—ﬁ—C—CH2 CH,
2
O
(|:'_|3 H
CH3CHZO—%i ﬁ C CH
CH, ~? \/
O
(CH,0),Si—(CH,),-SH
cl)CHZCH3
HBC—LT“.i—(CHZ)s-SH
OCH,CH,
O

CH,




Silanizacni reakce

Ize provad ét z organicke faze

— 10% roztok silanu v toluenu, vn  ém se dany povrch refluxuje 12 az 24
hod, po promyti toluenem ¢€i acetonem a vysuSeni se dale zah Ffiva2az 4
hod p Fi 110 °C

z vodné faze se dosahne mensSi vazebna kapacita, ale  vrstva je
stabiln éjSi p Fi pouziti ve vodném prost redi

— povrch se hydratuje 30 min pova Fenim ve vod é

— zahtiva 3 az 4 hod p fi 75 °C v 10% vodném roztoku silanu, pH 4

— po ususeni se zah Fiva pres noc p fi 110 °C

odpa Fovaci naneseni je nejjednodussi
— povrch se inkubuje 1 hod v 1% roztoku silanu v aceto nu
— po oplachnuti acetonem a vysuseni se zah fiva 1 hod p fi 110 °C

nanaseni silanu z vodné faze nebo z polarnich rozpo  ustédel vede ke

" W "/



Agarosa (Sepharosa)

polysacharid tvo ren z D-galaktosy &

3-anhydrogalaktosy

poly-{ B-1,3-D-galaktosa- a-1,4-(3,6-anhydro)-
-L-galaktosa }

sekundarni a primarni struktura je
komplexni, vidknita s p pritomnymi pory
prirozena je mechanicky labilni
(zahfatim nad 40 °C se rozpousti)

— modifikuje se zesi t'ovanim pomoci epichlorhydrinu nebo
divinylsulfonu

— ztrati se tim €ast vyuzitelnych hydroxylovych skupin

— zesiténa je relativn é stabilni (rozpoust édla misitelna s vodou, pH 3
az 14),
— neméla by se nechat vyschnout



Sepharosa

"N/

= nejbeéznéjsi je Sepharosa CL-6B

zavedena firmou Pharmacia (Amersham Biosciences, dne s GE
Healthcare)

CL = ,crosslinked, 6B = 6% ,beaded" agarose
pory dostate €né pro biomolekuly do 1 MDa, varianty 2B a 4B do 10
nosi € dodavaji i firmy BioRad jako Bio-Gel A a IBF jako Ultrogel

= pro aktivaci vhodné metody zam érené na hydroxylové skupiny

Sepharose Forma (Eastice vesmés 90 pm)

High Performance | 6% highly cross-linked agarose (34
um)

6 Fast Flow 6% highly cross-linked agarose

4 Fast Flow 4% highly cross-linked agarose

CL-6B 6% cross-linked agarose

CL-4B 4% cross-linked agarose

6B 6% agarose

4B 4% agarose

MDa



Preaktivované Sepharosy

NHS-activated Sepharose High
Performance

12-atom. hydrofil. mustek, pres -NH,

NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow

viz vySe

CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow

vazba primarnich -NH, skupin

EAH Sepharose 4B

10-atom. mastek, pres -NH,

ECH Sepharose 4B

9-atom. mustek, pres -COOH

Epoxy-activated Sepharose 6B

12-atom. hydrofil. muistek, pres -OH,
-NH, nebo -SH skupiny

Activated Thiol Sepharose 4B

10-atom. mustek pro reversibilni vazbu
pres volné thioskupiny

Thiopropyl Sepharose 6B

4-atom. hydrofilni pro reversibilni vazbu
proteinu a thiolovanych ligandu.
Reaguje i s tézkymi kovy, alkyl- a
arylhalogenidy a dava adi¢ni reakce s
C=0, C=C a N=N vazbami




Preaktivované Sepharosy

Chemical group Length of Structure of spacer arm Product
on ligand spacer arm

Proteins, peptides, amino acids

H 0
amino 10-atom ..ﬁ\j\,wg_ HiTrap NHS-activated HP
NHS-activated Sepharose 4 Fast Flow

None - CNBr-activated Sepharose 4B
CNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow

10-atom ECH Sepharose 4B
OH
.-’D NWNH
carboxyl 11-atom EAH Sepharose 4B
oM —
./D \/K/S‘ AN
thiol 4-atom 5 N Thiopropyl Sepharose 6B
N M g
10-atom & \I/\EDIN\ Activated Thiol Sepharose 4B

12-atom o G"J\’DW“/\Q‘J Epoxy-activated Sepharose 6B




Aktivace -OH v sacharidovych matricich

= epoxyskupiny (bisoxiran, epichlorhydrin)
= bromkyanova metoda
= divinylsulfon

CH,=CH-SO,-CH=CH, R-NH, (R-OH, R-SH)

|——OH ¥_, |——0-CH,-CH,-S0,-CH=CH, ¥ |—0-CH,-CH,-S0O,-CH,-CH,-NH-R

= sulfonylchloridy
— tosylchlorid = p-toluensulfonylchlorid
— tresylchlorid = 2,2,2-trifluorethansulfonylchlorid

d-SOr@* CH; tosylchlorid

Cl-SO,-CH,CF, tresylchlorid HO-SO,-CH,CF,

|—— OH \ = | O-SO,-CH,CF, \/ —— NH-R




Srovnani reakénich parametru

Aktivni skupina | Reagujici Reakéni
skupiny ligandu | podminky
Epﬂ}ty = NHE pH 5 = 12
-OH doba 4 - 72 hod
- SH teplota 4 - 60° C
-COOH
-NH, pH 7 -10,
doba 1 - 12 hod,
teplota 4 -25°C
divinylsulfon -NH, pH 6-11,
-OH doba 2 - 24 hod
- SH teplota 4 - 25° C
tresyl - NH, pH 7 -9,

doba 2 - 16 hod,
teplota 4 - 25° C




Mnozstvi navazovaného ligandu -
kolik ho pouzit?

kdyz ho mame dostatek

— 10 az 100x molarni p febytek v G€i p fitomnym reaktivnim skupinam
malé biomolekuly

— 1 az 20 ymol na 1 ml media (2 pmol typicky)

proteinove ligandy

— 5az 10 mg na 1 ml media
protilatky

— 5 mg proteinu na 1 ml media
velmi slab é interagujici systemy

— €0 nejvySsi koncentrace ligandu
— VvySSi koncentrace vede k vysSi vazb é



Dextranoveé nosice

materiadly Sephadex, Superdex

glukosové jednotky spojené 1,6 vazbou,
vétveniipres 1,2/1,3a1l,4 spoje

mechanicky malo stabilni

nachylné na bakterialni degradaci
glykosidickeé vazby nestabilnip i
nizkem pH

OH




CH,OH
Celulosa 2
O o
= pouziti nenitak b ézZné, spiSe v pruamyslové oblasti OH
. o . , —0
= velmi €asto se objevuje ve form €& membran On

= linearni polymer z 1 44-B-D-glukosovych jednotek
= npativni polymer je ve form & vldken bez poresni struktury,
reinformované celulosa je ve form é kuIi cek

"N/ "

byt autoklavovana

= vlaknita celulosa se dodava jako suchy prasek
— Whatman, BioRad, Schleicher & Schuell
— Vv roztoku je nachylnd na mechanické poskozeni (NE magn . michani)

= aktivace - Kaatdmomytiirmotiezzo | aadivmysiion
chloroformiat

O
— oH CI-CO-O-CH,CH, —0 R-NH, 5 /<
- =0 —~
—OH - HCL,CH,CH,OH  |—o0 — OH

= celulosové ¢astice, pr umér kolem 450 pm



Polyakrylamidové nosice

v biochemické oblasti velmi oblibené
pFipravuji se kopolymeraci akrylamidu a N,N-methgthylem
bis(akrylamidu), probiha radikalovym mechanismemv p pfitomnosti
tetramethylendiaminu (TEMED) a peroxodvojsiranu amo  nného jako
iniciatoru

Bio-Gell P dodava material firma BioRad

— pory poskytuji vylu €ovaci limity od 2 do 400 kDa

— nizkeé nespecifické vazby

— dobra pH stabilita (2 — 10)
nevyhodou je mala mechanicka stabilita

— variabilita matrice p Fi zméné slozeni pufr G

— nizké pr uto¢éné rychlosti
aktivace se nejsnaz provadi €aste énou hydrazinolyzou p Fi 50 °C

— dostupné jsou i preaktivované materialy (Enzacryl)
glutaraldehydem - uplalatnss@didie@amudee&klppiny na rvovea naxiay by
pFitomné v polymeniiflorm é glutaraldehydu.



Trlsacryl N-akryloyl-2 amino-2 hydroxymethyl- 1,3 propandiol I}IH_C(CHZOH)S éNCH)_C(CHZOH)3
CO
H,C=C—CO—N—C(CH,0H), | |
H H -CHZ-CH-CHZ-TH-CHZ-CH-
kopolymerace: + > ol trisacryl
dodava IBF  |nc=c—N-co-G—C-co—N-c=cH GH-OH
" H H [ ? CH-OH
OHOH ]
CO  NH-C(CH,0H);
N,N’-diallyltartradiamid NH CO
-CHZ-CH-CHZ-A:H-
tris(hydroxymethylové) uskupeni poskytuje materialu vyborne

hydrofilni vlastnosti

zesit'ovany charakter p Finasi zlepSeni mechanickych viastnosti oproti
polyakrylamidu

tolerance pHje od 1 do 11
snasi zmrazeni, teploty do 120 °C a organicka rozpo ustédla

aktivace je mozna pomoci
— karbonyldiimidazolu

— bromkyanu

— divinylsulfonu



Sephacryl

= na bazi dextranoveho gelu s vnasesgmynaillglpgvynpgzostramamimi
skupinami zesi t'ovanymi pomoci N,N’-metbtyiglen- disg edcyydamichll) )

= obsahuje tedy linearni glukosové retézce spojené p rfes molekuly
bis(akrylamidu) a take linearni  €asti polymerniho bis(akrylamidu)

= vyrabi Pharmacia

= Sephacryl S-RMaa$S-400 - vylu €ovaci limity 1,5 a 8 MDa

= gely HR rady - wylepSené pr Gto ¢né vlastnosti

= material je dostate €né chemicky i mechanicky odolny

= aktivace - pres sekundarni hydroxylové skupiny



Methakrylatové matrice

9 CH,OH O CH, 0O OH
H,C=C—C—O-CH,-¢-CH,,0——C=CH, 77 O—ﬁ—ﬁ—ﬁ*PO—ﬁ—ﬁJmO -----
! ! 2 2 2 "2
CH, CHOH  CH; | CH,
CH,
+ H,C—t---- TSK
> @) .
H+O—C—C —OH 0 | pentaerythritol
H, H, | dimethakrylat
N [l (|;|-|2
HC=OH | polyethylenglykol
0 o G
HzCZC_C_C_ﬁ_CHz 2 Il glycidylmethakrylatu
cH, i

= TSK-Gel Toyopearl (vyr. Tosoh, distribuce Merck jako Fracto  gel TSK)

— kopolymerace glycidylmethakrylatu, pentaerythritol dimethakrylatu a
polyethylenglykolu - velky po  ¢et hydroxyl 0 a etherovych vazeb

= ¢aste€né hydrofilni, vyborné mech. vlastnosti, toleranci pH 2az12

= velikosti S (,,superfine®, 20 az 40 pm), F (,fine“, 30az60pum)aC
(,coarse®, 50 az 100 pm)

= stfedni typ rozsah 50 kDa az 5 MDa - napfabddn &jSi pro afin. separace



i
H,C=C—C—0-CH,-CH,-OH
|

2
CH, . ne——lo—c—c—o-ll|cn,
+ H, H,
o o O CH, CH, O
[ Il HO-CHZ-CHZ-OJ——CH3 H,C— O-CH,-CH,-OH
H,C=C—C—0-CH,-CH,-O—C—C=CH, n
| | CH, CH,
“H s HC—— 0~ CC~O——CH,
@) H,H,
CH, O CH,
poprvé p Fipraven v Ceskoslovensku
— distribuovan pod nazvy Separona Spheron
— vznika kopolymeraci 2-hydroxyethylmethakrylatu se si tujicim

ethylendimethakrylatem

odolnost v uci tlaku

chemicka odolnost je pro pH 2 az 12
— kratké promyti je moznei2 M NaOH ¢€i 2 M HCI
tepelna odolnost az do 170 °C

dodavané velikosti

¢astic jsou 5, 10 a 60 pm

— Vv tuzemsku nyni vyrabi firma Tessek
— k dispozicii p Ffedaktivované matrice s r tznymi reaktivnimi skupinami

zesitovana struktura vytva Fi makro i mikropory, které poskytuji vysokou




I I
H,C=C—C—NH-CH,-NH—C—C=CH, |
| | CH
CH CH, [ 2
3 O CH
+ / \ |2
H,C—C—C—0—C—CH
O H Hz Hzl
I CH, 0
HZCZ(I:—C—NH2 > HSC_C_C_H_C_
s 9 g
N HN—C—~C—CH,
O QHz
/ \ |
H,C=C—C—0—C—C—CH, :
H H, ~ H,H

. Eupergit
1

i
HC—C—NH,

CH,

@
|

N—C—CH

H

kopolymeraci methakrylamidu, N,N’-methylen-bis(meth
slozky s oxiranovou skupinou, glycidylmethakrylatu ne
allylglycidyletheru (na obr. dole)

Rohm Pharma, v USA jako Spectra/Cryl
porézni €astice 30, 150 a 250 pm, neporézni 1 pm
— mechanicka stabilita vyborna

imobilizace probiha adici na oxiranove uskupeni
— reagovat mohou primarni aminy, sulfhydrylové skupin

— doporu €ovana p fFitomnost fosfatového pufru, urychli se tim reakce a

probihat blizko neutralniho pH

akrylamidu) a
bo

y €i hydroxyly
muze




Polyamidoveé nosice
polykondenza €ni reakce
— Nylon 66 z 1,6-diaminohexanu a hexan-1,6-dikarboxylo  vé kyseliny
— tuzemsky Silon vznika kondenzaci  &-kaprolaktamu
— ve form & membran, sit ék, kuli €ek a trubi €ek pro imobilizaci enzym
pfirozeny material ma pro imobilizaci malo volnych ko nc. skupin
— je nutné jeho strukturu  €aste €né narusit opatrnou hydrolyzou
— asi 3 M HCI, doba p usobeni zavisi na form é materialu, 10 sec az 1 hod
aktiva €ni postupy, které amidovou vazbu nep Ferusuji

— O-alkylace peptidové vazby oxoniovou soli (triethyloxo nium
tetrafluoroboritan) - dimethylsulfatem

— vznikly imidoester reaguje v slab € alkalickem prost Fedi s aminoskupinou
(lyzin, 1,6-diaminohexan) za vzniku amidinu

— kladny naboj zvySuje polaritu polymeru
— ziska se v étsi povrchova hustota vyuzitelnych karboxy nebo amin oskupin
— natrhu dostupna frada aktivovanych membran

G @
/%—NH— (CHS)ZSO4—(|:=C|-|\-|)H— R-NH> —C|:=NH\
O » OCH, > NH—R

- CH3;0OH
Aktivace polvamidu dimethylsulfatem




Skupinoveé specifickeé ligandy
= interaguje st ridou podobnych biomolekul - skigBunuivé s gaErace

NAD*, NADP*, Blue B

dedtyyhtoupmenassy

5-AMP, Blue F3G-A

MDD *-dependentni epayymy

2',5'-ADP, Red HE-3B

INVADIP +-dependentni eeayym y

kalmodulin, Blue B

Kikissy

glurtiztimicm glutattion-S-tiaaséesasa (fuanhppoteaigy)
chitin chitin vazici protein (f 4zni proteiny )
amylosa mMmaltosu vazaadi proteim (fOzzmippobéanyy)
Green A CoR\mattEimy, H3BA

benzammidimn SeeinNO@Ye proteimasy

heparin lipoppobédmy, hbormooyy, [INA, FRMA
polymmyxin endoaizny

konkanavalin A ghlk&o- anaETEyeETESHE ZAykky

poly U, oligo-dT po oAPHFRRNA




Cibacron blue

F3G-A
pfiklad racionalniho Cl
navrhu skupinov & )\ X
specifického ligandu N~ JN\
. . o . -
pfjj/odn e textllvnl barwyo H N H v
vaze se pevn é do aktiv. SO,H SO, H

mista dehydrogenas
namisto p firozeného substratu NAD *

— antrachinonova ¢ast - odpovida adeninove kapse

— diaminobenzensulfonat - interaguje s guanidinovou sku pinou Arg zbytku

— triazinovy cyklus - atom chloru se vaze v pyrofosfatov ém mist e
substituenty X a Y pak jemn & dola d'uji afinitu ligandu

— nejvyssi afinitu ma derivat s -COOH v meta poloze (Y )

— vliv na velikost disocia €ni konstanty a tim pevnost vazby na afinitni nosi €
dalSi aplikace - oodstaan éni albuminu

vazba na nosi € - substituce v mist é chloru triazinového cyklu, nap F.
Blue Sepharose



SO.H

3 @ Procyon red QSO y

Z
Z

ZT
ZT

polycyklické barvivo vykazujici jistou strukturni p
dale interaguji aloumin, lipoproteiny, interferon,

odobnost k NADP +
koagula €éni faktory

— méneé specifické - elektrostatické a hydrofobni interakce



Polystyren
zejména pozivan jako material pro mikrodesti  ¢ky

nejjednodussi imobilizace - adsdspcpgerpi@itein U na povrch na zaklad é
hydrofobnich interakci ("coating" protilatek)

— treba vysytit zbyvajici vazena mista vhodnou inertni bi  Ikovinou (albumin,
kasein, zelatina, susené miléko bez tuku, ...)

imobilizace malych molekul - t tfeba kovalentni vazby
modifikace PS - nitiiaaecaar eeldikkegpos&igitiooLppovcbioove vé

aminoskupiny
‘ 3 >\NH

HNO,, H,SO,
komer éné dostupné (Nunc) i modifikované mikrodesti  €ky

\@ - | &
NO,
— "vazici aminoslou €eniny"

— se streptavidinem

Zn, HCI

2




Monolitické kolony

poresni chromatografické sorbenty ve form & vypl aujici cely
separa €ni prostor

— Hijerten 1989 - PAG - "continuous bed"
— Svec a Frechet 1992 - "monolith" na bazi makroporesniho or  g. polymeru

polymerace uvnit F kolony (i kapilarni)

— polyakrylamid a methylenbis(akrylamid) nebo piperazi ndiakrylamid
— styren a jeho derivaty, si  tovadlo divynylbenzen
— derivaty methakrylat - butylmetakrylat, methakrylova kyselina,

glycidylmethakrylat, zesi t'uji se ethylendimethakrylatem (Bioseparations)

modifikovaneé silikagely, spe €ené chemicky modifikované
silikagelové éastice (Chromolith, Merck) E’

kombinace malych ("mesopores", vhodné

pro imobilizace ligand 0, nm rozm éry, difuse)
a velkych ("through pores", zajiS  tluji tok
kapaliny, pm rozm ery, konvekce)




Monolitické materialy

= porogenni rozpoust édla: A MeOH, B 75% EtOH, C 75% PrOH, D 75%
dodekanol




CiMs

= "convective interaction media" - se@para €ni monoliticky material ve
form é disk U - vyborné pr ato€né vilastnosti diky p Fevazujici konvekci

— cely tok media jde p Fes separa €ni oblast, u €asticovych nosi ¢u dochazi k

neefektivnimu obtékani

castic

— prutoéné rychlostiaz o Fad vySsi bez vlivu na separa ¢€ni vlastnosti a
vazebnou kapacitu materialu

— kombinovatelnost r tiznych material G v jednom "sloupci” - seriové spojeni
riznych disk U

Fitted with standard 1/16"
0D UNF 10-32 VALCO-type
connecfors, the column can

The housing can be supplied in
two different plastic versions:
POM (blve & white) and

be fitted to any LC, HPLC, PEEK (brown).
or FIA sysfem.
The housing can
; - accommodate up to 4 disks.
CIM® monoliths | Porous particle| By packing the same chemistry,
Column volume 0.34m/ 1mi Disks are easily placed the volume (capacity) and
Fow rate applied 4mi/min 1mymin | into the housing allowing length can be increased; by
(11.8CV/min) (1CV/min) | simple column handling; fast, packing different chemistries,
Time - loading (5CV) 0.4min smin | Cfficient, and inexpensive screening one can perform Conjoint Liguid
ifferent chemistries. Chrom, CLC).
Time - elution (10CV) 0.9min 10min ofd hemisiries romatography (CLC)
Time — equilibration (5CV) 0.4 min 5min
Time - total per run 1.7 min 20min




Kombinace AC / IEC Selektivni frakcionace

Quantification of impurities in lg&s 00 T :

Transferrin and albumin are often present in IgG concentrates and g 0.075 | &

are considered impurities. It is important to determine their con- & . " ;
centration in order to obtain a well-characterized biological product. ~ § °* [ T
Two CIM® Protein G disks and one CIM® quaternary aming (QA) 2 o.00s |, Peak3: Igés.
monolithic disk were placed consecutively into one housing form- 2 "

ing a CLC monolithic column allowing a complete separation of all ~ 2 oo,

three proteins in less than 5 minutes. Under the applied binding con- . il T

ditions, the 1gGs were captured on the Protein G disks while 08 %s 1 15 5 25 3 as 4 45 5°

transferrin and albumin were bound to the QA disk. Subsequently, e T

transferrin and albumin were eluted separately by a stepwise gradi-

ent using sodium chloride, whereas the IgGs were released from the Sample  0.25 ml (amount of IgG sample was 8 mg)

Buffer A  20mM Tris-HCI (pH 7.0)

Buffer B 20mM Tris-HCI + 1 M NaCl (pH 7.0)
‘ | ' Buffer ¢ 0.1 M Glycine-HCI (pH 2.6)
FAow rate 4 mimin

Column 2 CIM® Protein G disks + 1 CIM® QA disk

Protein G ligands by applying a low pH. This validated method per-
mits the quantification of albumin and transferrin in IgG concentrates.

From: Branovic et al. {Octapharma), J. Immunol. Meth, 2002, 271, 47-68

Bradykinin (BK) Bovine serum Succinylated BSA Conjugate of BK with
1.5mg/ml albumin (BSA) (BSA-S) 3.0mg/mi  BSA (BSA-S-BK)
disk J.0mg/ml disk disk 7.4 mg/mli disk

Sample  500pl rabbit blood sera (proteins: 2mg/ml)
Buffer A 10mM phosphate, 150 mM NaCl (pH 7.0)
BufferB  10mM HCI (pH 2.0)




Imobilizace
enzymu
= enzymy - @rumyslové pouZziti
— biokatalytické konverse
— bioanalyticke aplikace, enzymové sensory
= ekonomicky aspekt - snizeni vyrobnich naklad G enzymovych proces U
diky opakovanému pouziti
= dlouhodoba stabilizace enzymové aktivity
= snadna separace vysledného produktu
— dvoufazovy systém, enzym zachycen na heterogenni fazi
— substrat, produkt voln & v roztoku
— realizace kontinualn é pracujicich proces u (enzymové reaktory)

= nevhodné, pokud je i enzymovy substrat nerozpustny



Idealni nosic¢ enzymu

levny, inertni, mechanicky pevny, chemicky stabilni

zachovava nebo zvysuje specifitu enzymu (dana
pomerem k_.,,/K.,)

snizuje inhibici enzymu produktem

posunuje pH optimum enzymu zadanym sm  eérem
zabranuje mikrobialni kontaminaci

omezuje nespecifickou adsorpci



Zpusoby imobilizace
= a3 adsorbce
= b kovalentni vazba

= ¢ zachyceni v polymeru,
"entrapment”

= d zachyceni v membranovém 5
vacku, "cofinement" =

Volba nosice

= nizka cena (po zni €eni enzymove aktivity se vyhodi)
= drahé nosi €e - pfi malém rozsahu procesu, p Fipadné pokud je Ize
pouzit opakovan é (opakovana imobilizace enzymu)

= uplatni se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, p  orosita, distribuce
velikosti p6r U, povrchovy naboj (posun pH optima reakce), hustota
reaktivnich skupin (vazebna kapacita)
= gpecialni vlastnosti
— magnetismus
— rozklad nezadoucich produkt a (MnO, a peroxid vodiku)
— povrch s reduk €énimi vlastnostmi (TiO )



Geometrickeé usporadani
= castice (,beads")
— definovana velikost a porosita
= filmové povlaky
— tenke vrstvy na vhodneém neutralnim nosném materialu
= membrany

— sou €asneé je mozne realizovat biokatalytickou reakci a separac i na
zaklad é rozdilné velikosti substratu a produktu

= vlaknité materialy
— vysoky podil povrchu — velka objemova aktivita
= pény - zachyceni uvnit F (polyurethany)

Struktura

— mikroporesni 0.1 az 10 nm

— mesoporesni 3 az 10 nm — srovnatelné s velikosti enzym  u

— makroporesni 8 az 1000 nm, povrch 25 az 100 m 2/g

— neporesni — vyborna pr atoénost, ale mala kapacita a maly povrch

— gelovita — nema stalé pory, ty vznikaji az p  fi nabobtnani; obdoba
neporesniho uspo Fradani



Adsorpce enzymu na nosic¢

= jednoduchy, Siroce pouzitelny postup — velmehrirnérné poalkminkdyy,
zachovani aktivity — neenkdeaiagleimivazzdan eenh aarusedriddofonazee

= reversibilita — jgkleanyymau (fouiiideas)), jaakidastni inadtioes — aldajilzze
regenerovat a pouzit znovu

= moznost vysokych obsah U (az1lgenzymunalgnosi €e)

= ale slaba interakce — eanygmyseanmobbappskippn € spontann é
uvol novat z matrice

= zug€astn éné interakce

— nespecifické (van der Waalsovy sily, vodikové m  ustky, hydrofilni
interakce): CPG, silikagely

— biospecifické — p res ligand interagujici s enzymem (mimo aktivni misto )
— interakce s imobilizovanymi barvivy nebo ionty kov u
— lontové interakce (ionexy)
— hydrofobni interakce: PET, HDPE, polyethylenterefta lat, latex
(polystyren), poly(ST-DVB), amberlit XAD, silikaty, zeolity, talek
= ¢asteéna desolvatace v pr ubéhu vazby na nosi €, muze dochazet ke
zménam konformace
— stabilizace, zm ény aktivity a specifity katalyzované reakce



lontoveé interakce

synteticke prysky Fice (SP)
— kopolymery akrylamidu a kys. maleinové nebo itakono Ve,
fenolformaldehydové kondenzaty

SP s povrchovymi skupinami — Dobex e oalddylbudliolit t
polysacharidové derivaty — DEDREAE-celulosa, DEAE-dsbecktaa) [IBAEE -

Sephadex, CM -celulosa, CH-Stpptzanssq AkH - SSyppizacssq, Q-
Sepharosa, S-Sptasn

— DEAE ... diethylaminoethyl, CM ... -O-CH,-COOH, CH ... -NH(CH,)COOH,
AH e NH'(CH2)6'NH2, Q e 'CH2'N+(CH3)3, S e 'CH2'803H

— vSeobecn é velmi hydrofilni materialy, ndboj zavisi na pH okol niho
roztoku

dulezitou roli hraji podminky, zejména pH, p  Fi adsorpci

Invertasa Typ nosi €e
% vazby DEAE-Sephadex | CM-Sephadex
(anex) (katex)
pH 2.5 0 100
pH 4.7 100 75
pH 7.0 100 34




Kovalentni imobilizace enzymu

= poresni/ neporesni nosi €e, vzajemna velikost p6r 0 a molekul
enzymu

= povrchova hustota navazanych molekul
= reaktivni skupiny vhodné pro kovalentni imobilizace

‘ﬂz e }_{ FW

O

= aanhydrid, b karbonat, ¢ aldehyd, d epoxid, e azid, f isothiokyanat,
g nitrofenylester karboxylové kyseliny, h azlakton

= typické mnozstvi 0.02 g enzymunalgnosi ¢e



Relativni uzitecnost aa pro imobilizaci

AA zbytek Obsah |[Dostupnost | Reaktivita Stab_ilitg Pouziti
spojeni
Asp ++ + + +
Arg + ++ - + -
Cys - + ++ - -
cystin + - + + -
Glu + ++ + +
His + ++ + +
Lys ++ ++ ++ ++ ++
Met - - + - -
Ser ++ + + + +
Thr ++ + + + +
Trp - - - + -
Tyr + - _+ +
C konec - ++ +
N konec - ++ ++ ++ +
sacharid. zbytek | - ~ ++ ++ + + +




Orientace enzymu

nesmi dojit (a) ke zm éné konformace
vazebného mista, aby dochazelo k opti-
malni vazb é substratu(fl))

nevhodné je nep Fistupné aktivni misto
(c) v d tisledku sterické zabrany

mén é efektivni az nefunk ¢éni muze byt
vazebné misto deformované vd usledku
distorse (d)

(0)

v obou p fipadech m Gze pomoci "oddaleni" molekuly enzymu od
nosi €e pouzitim vhodn é dlouhého rameénka (spacer, linker, ...)



Zachyceni enzymu v polymeru

muze se jednat o Cisté fyzikalni zachyceni na zaklad é velikosti

— Vv gelu, zapolymerovani uvnit

F vhodné matrice

kombinace zachyceni a kovalentni vazby
— derivatizace lyzinovych zbytk u akryloylchloridem CH ,=CH-CO-CI

— vznikly na enzym vazany akrylamid se pak kopolymerizuje

smeési akrylamidu a bisakrylamidu
vhodné pro imobilizaci "komplexn

enzym (bu Aky, organely, ...
metoda je vhodna pouze pro enzymy U

substraty

stabilita chymotrypsinu

v zavislosti na zp usobu
imobilizace

— volny (a), derivatizovany
akryloyl Cl (b)

— zachyceny v polymethakryl.

gelu (d), kombinovan é (c)

s klasickou

éjSich" systém u obsahujicich dany

¢inkujici na nizkomolekularni

Log(relative activity)

':-'l ] T -

20 40 Time (min) 6‘1




Gelové matrice

= enzym se zachyti v pr ubéhu p Fipravy gelu
— alginat, chitosan , zelatina, PAG, PVA plus MNOHO dalSich polymer 1
vznikne tak monoliticky material

= enzym se necha vsaknout do hotového gelu ve form & kuli ek
(Sepharosa, Sephadex) a nasledn é se chemicky zesi tuje
(glutaraldehydem)

= prosté zesi tfovani nedava geometricky definované tvary

= "smart" polymery - mméni vlastnosti pod vlivem externich vliv. 0 (pH,
teplota, iontova sila) a mohou tak cilen € nap¥. uvolnit vazany enzym
do roztoku



Sol-gel imobilizace

= sol-gell proces — wnikk, s&kdd Hyglobyinsioaupodyynessati monomiotenole
kularnich prekursor u (CH;0),Si tetramethyl- o-kfemiéitan (TMOS):

sol

H
enzym ~—_ / gelovat éni

SixOy(u'OH)z(t'OH))4x-2y—22 gel
zachyceni v porech / starnuti a vysychani

S1,0, + zH" + (2x-y-Zz) H,0  xerogel (mech. stabilni)



Zachyceni v membranovych systémech

enzym je od pracovniho prost Fredi odd élen semipermeabilni
membranou, pr tchozi pro substraty a produkty

membranova duta vlakna " hollow fiber membranes " obsahuji enzym
uvnit ¥, pracovni roztok proudi okolo

— povrch membrany i vice nez 20 m 2/|
jednoduché - neet t Feba nic optimalizovat
relativn é drahé

membrana m uze byt i ve form é vacku ("droplets ")
— enzym se rozpusti ve vodném roztoku 1,6-diaminohexanu
— disperguje se v roztoku 1,6-hexandioveé kyseliny v ch loroformu
— vzniknou kapi €ky enzymu obalené tenkou membranou z nylonu (Nylon-
6,6)
je mozneé pouziti liposomy s enzymem uvnit  f



Srovnani imobilizaénich postupu

Charakteristika Adsorpce || Kovalentn é | Entrapment Zachyce,nl' M
membran é
Priprava snadné obtizné || obtizné snadné
Naklady nizke vysoké || stredni vysokeé
Vazebna sila rizné silne || slabe silne
Unik enzymu ana ne || ano ne
Pouzitelnost Siroka selektivni || Siroka univerzalni
Pracovni problemy vysoke nizke | vysoke vysoke
Matricové efekty ano ano ano ne
Velka difuzni bariéra ne ne || ano ano
Ochrana p fed mikroby ne ne || ano ano




Vliv imobilizace na pH optimum enzymu

naboj nosi €e posouva pH optimum
duasledek partitice H * iont i v mikrookoli enzymu na povrchu nebo v
porech nosi ¢e

posun pH pracovniho roztoku m uze byt vyhodny pro zlepSeni
rozpustnosti substratu  €i produktu

nativni enzym v roztoku
imobilizace na kladn & nebo zaporn é nabity nosi €

ACTVIEY (Vo)




Difuzni vlivy
substrat se musi dostat z okolniho prost  fedi do aktivniho mista
prekonava se nemichana vrstva na povrchu nosi  €e - externi difuze
poté se pohybuje uvnit F por G nosi e - interni difaze

koncentra €ni gradienty substratu a produktu v p Fipadeé poresniho
nosi ¢e

(a) (b)
: TP F[S] | [[S]
a pouze reakce a interni difuze -
b navic partitice S a P v mikro L [
prost redi nosi €e [ [
c jako a, navic externi difuze or "
: e : © s k :
d kombinace difaznich a parti-  |=F[P] - [P]
v . . c
tiénich efekt u g(c) | (d)
ISEIS] | E|S|
partiti €ni vrstva je cca 1000x - I
tenci nez difuzni vrstva [ i |
[P] [PT




Difuzni kontrola enzymové konverze

= pfFiimobilizovani velkého mnozstvi enzymu se jeho akt ivita jakoby
zdanliv é ztraci

= efektivni aktivita enzymu na nosi €i je mnohem mensi nez teoreticky
navazana - diasledek difaznich problém - omezeny pohyb substratu

= pozitivni projev - zdadlnd Ststiaib iaee enoobiizevanehel@meymymu

nalezena
aktivita

aktivita

vhesena aktivita

skute €éné pFitomna

nalezena \

[
»



Enzymove biosensory

= imobilizace enzymu na povrch fyzikaln  é-chemického p fevodniku

= vyuzivaji se postupy imobilizace zmin  éné dFive i dalSi specialni
metodiky

Ny =

elektrochemického p revodniku

= enzymoveé optody (optrody) - anatajogji@ososi ¢em je ale obvykle
svetlovod (optické viakno)



Membrany a biosensory

mechanicka
\ kontrola transportu
Imobilizace
E
prevodnik :
E

eékolik funkci:

membrany v biosensorech plni n
Imobilizace enzymovych molekul — noswghankcdkce

Fizeni transportu latek bu d’ prost rednictvim difazni
kontroly nebo ovlivn  énim selektivity (gattiimienfierem Eni)

zlepsSeni mesctineam o sttinl |ty
biokompatibilita



Rozdéleni membran

= membrana = unézniigmastt redi, rozd eleni:

= hrub é porézni - pory meaatl % nmm (St hmaa fhitien)),
permeabilitu ovliv nuje rozdil hydrostatickeho tlaku na
obou stranach, osmoticky tlak se neuplat  nuje (pokud
polymer membrany neinteraguje s rozpoust édlem);
permselektivita je velmi Spatna az zadna (prochazi
vSechny latky)

= jemneé porézni - pory 1 az5nm (nap F. acetylcelulosa),
rozpoust edlo prochazi konvekci a difuzi, permeabilita je
dana velikosti rozpust eénych latek

= neporézni_ (husté) - mexsykaaznjji panezmi sukdunu,

rozpoust édlo prochazi pouze difuzi




Priprava membran

je pot reba pecCliv & kontrolovat podminky (vlhkost, teplota), které
siln € ovliv nuji vlastnosti vznikajicich membran

fazova komvenze - roztok polymernu ve vhodném rozpoust eédle se
nalije na pevny povrch avy ¢€ka se odpa reni rozpoust édla
— polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran - THF), acetylcel ulosa (aceton),
polyethersulonat (dimethylsulfoxid) nebo polyuretha n (THF, aceton)
— vySSi vlkost a nizsi teplota okoli - vznikaji v etSi pory

— naliti roztoku polymeru v org. rozpoust  édle nemisitelném s vodou na
vodni hladinu, zde se narozhrani utvo Fi asymetricka membrana

polymerace z mono ¢&ioligomer U pfimo na mist & pouziti (tvorba ,in
situ®) - winolidakkp Fiprav é fragilnich gelovitych membran
(polyvinylalkohol, polyakrylamid), které obsahuiji v elky podil vody

dodate €na tvorba pér _u - tzv. nuklearni membrany (Ndletgmpeie)

— vrstva polymeru se ,prost  §ili* urychlenymi nukleony, lokaln & narusena
struktura polymeru se nalepta a vzniknou pory

— velmi dobra reprodukovatelnost a homogenita por U 0 pomérné presné
definovaném pr umeru

— lokalni zm ény Ize vyvolat mechanickym natahovanim (polyenove
membrany, obsahujici krystalické a amorfni oblasti, v amorfnich pak
nasledn é vzniknou pory)



Upravy membran

Nucleopore
membrana

velikost por G membrany
|ze dodate €né zmenit:

zvétSeni pr uchodnosti se dosahne naleptanim polymeru
membrany, které vede ke zv étSeni pr uméru pér u
— alkalicka hydrolyza acetylcelulosy nebo polykarbonat u

zmenSeni pr uchodnosti a zlepSeni permselektivity se
dosahne depozici vhodnych latek uvnit ¥ poért

— nap¥. organosilan U nebo lipidickych latek
symetrické nmembrany - aibé strany jsou rovnocenne,
pruchodnost ob éma sméry je stejna

asymetrické nrmembrany - pripravuji se na rozhrani dvou fazi




Biokompatibilita

pii pouziti biosensor U v Zivém organismu (in vivo) nebo v klinické
praxi p Fi kontaktu zejména s krvi (in vitro)

pfi kontaktu povrchu membran s @qsbst fedim dochazi k adsorpci
protein U — zejména albuminu a fibrinogenu na povrch

pak se wyitvé Fi dalSi vrstva krevnich desti  ¢ek (koagula €éni
trombo6za)

pfi dlouhodobé implaatdacddobbazi k kaar tstani i Semsonu tikabmii
postupné snizovani citlivostid  usledkem sniZené prostupnosti

biosensor m uze vyvolavat rusivé reakce u ziEhehorgagésismu
— srazeni krve, zan étlivé procesy
je pot feba povrch biosensoru poviéknout vhodnymi polymery
— silikon, polytetrafluorethylen a zejména polyurethan y
modifikovat povrchni obal
— hydrofilizace, konverze aminoskupin na hydroxyskupiny
do vn €jSi vrstvy vpravit latky omezuijici rusSivé reakce
— fosforylcholin, fosfolipidy, heparin



Mechanické zachyceni enzymu

prevodnik
-krouzek

Jdialyzacni
L—— = = == Mmembrana

= nejjednodussi - kkppaessaaniikk
biokomponenty na povrch p  fevodniku
a prekryje se dialyza €ni membranou

= alternativni metodou je zachyceni
biomolekul uvnit F vhodného polymeru
(inkluze), polymerni vrstva se vytvo  Fi
na povrchu podp uUrné dialyza ¢éni
membrany




Zachyceni v gelu

= 7zelatina je €asto pouzivana pro enzymoveé membrany; 5% roztok se
rozpusti p Fi zvySene teplot é (az 50 °C) a pfida se enzym, promicha se
a naleje na podlozku (nap F. dialyza éni membrana)

= Nafion je polymer rozpust ény ve sm ési alkohol 4 s vodou
— pouziva se pro tvorbu permselektivnich membran - jako jontom énié
— muZze zachycovat biomolekuly

_[(CFz_CFz)m_(EF_CFz]n_

CI) Nafion

(|3F
{CF:%_CF O_CFZ_CFZ_SO3H
P




Zachyceni v PVA

polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilni, neutralnia b lokompatibilni
polymer, ve vod é siln é bobtna; dostupny ve form & oligomer t (90
kDa), které po zesi t'ovani vytvo Fi kone €ny polymer
radia €ni polymerace vyuziva oza Feni smésioligomer G a enzymu y-
zarenim (generuje °°Co)

— vzniklé radikaly vyvolaji dalSi polymeraci a zesi  t'ovani

— vysledna membrana neobsahuje zadné nezadouci produkty ~ a soucasne
je sterilizovana

chemické si tovani — triisokyanaty —
(TIC), spoji postranni hydroxyly O=C=NOCH NCO

UV polymerace - FRAAAChIssdiuiicei
styrylbipyridiniové skupiny

(PVA-SDbQ, 1.3%)
— vubec nejSetrn &jSi postup OCN CH,
imobilizace pomoci PVA

TIC

—N=C=0 4HO— —» —NH—C—0—
zesiténi O




Multifunkcni polymery

= kombinuji imobilizaci enzymu s polymerni strukturou nesouci
skupiny mediator u pfenaSejici elektrony, tzv. redox relays

= poly-4-wimytmyniaim (@ lgmmer kaEm SO KDE)se = ¢aste €né vyuzije pro
tvorbu komplexu s osmiem (mediator),a  €asteéné se do n &;
kvarternizaci zavedou aminoskupiny

= smeés modifikovaného oligomeru, enzymu a bifunk  €niho €inidla
PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektrodu

~ parc. komplexace (1/6) L J‘
_EC H2_CH__ + Os(bpy).Cl, \® M
) L | 4 ®
| X kvarternizace Os(bpy);Cl @
N/ + 2-bromoethylamin L J‘ M M - M
\

CHZ_CHZ_NHZ @ @
PEGDE

HoC—CH—CH,~0—CHy~CH,-O—CH, CH-CH;
o o




Zesit'ovani enzymu na
povrchu

. 0=CH—(CH,)3—CH=0
glutaraldehyd
—CH=0 T H,N—

i Schiffova baze
—CH=N—"
¢ redukce (NaBH,)

—CH,-NH—

retikulum

= nejéastéji se pouziva glutaraldehyd ; smés s roztokem bilkoviny v zavislosti
na koncentraci slozek vytva Fi spontann é retikulum bu o pfimo na povrchu
sensoru, nebo na vhodném podkladovém materialu (pol  yamidova si tka,
dialyza éni membrana)
= reakci mezi aldehydovou skupinou  €inidla s aminoskupinou bilkoviny
(postranni lyzinové zbytky) vznika propojenim Schiffov a baze
— muze se zredukovat na stabiln &jSi aminovou vazbu



Imobilizace pomoci elektropolymerace

vyuziva elektrochemickou oxidaci k p  Fiprav é reaktivnich

monomer u, které pak spontann & vytva ¥i polymerni film na povrchu
elektrody

filmy se daji vytvo Fit i na €lenitém povrchu nebo na povrchu
mikroelektrod (cilena modifikace)

pokud jsou v pr abéhu elektropolymerace v roztoku p  Fitomné
biomolekuly, dochazi k jejich zachyceni uvnit  F vznikajici
membrany; mén é se muze uplatnit také kladny naboj polymeru
vlastnosti membrany je mozné ovlivnit p  Fidavkem dalSich latek do
elektropolymera ¢€ni smési

tlous tku membrany ur €uje velikost prosleho naboje, tak se da
snadno reprodukuvateln & ovlivnit mnozstvi imobilizované
biomolekuly

nekteré elektropolymerni vrstvy mohou byt navic vodivé , coz
usnad Auje p fenos elektron Ut mezi elektrodou a biomolekulami

— tyto polymery jsou obvykle barevné



Polypyrrol (PPY)

klasicky p fiklad, provadi se oxidaci 50 az 200 mM pyrrolu
amperometrickou oxidaci p Fi potencialu kolem 0.8 V, jako elektrolyt
se pfidava KCI, pracuje se v anaerobnim prost redi

tlous tka filmu je m érnd mnoZstvi proslého naboje (5 mC/cm 2
odpovida 13 nm), Ize dosadhnout az 100 nm tlustychv  rstev
vznikly PPy film je vodivy , vodivost dosahuje asi 500 S/cm

— pro srovnani jsou vodivostim  édi 10°, kfemiku 10+ a skla 1011 S/cm).

obdobn é probiha elektropolymerace methylpyrrolu

|
H

4 h )
N
n DN\ anod?r—QMJQ—
e | | X
" "




Polyfenylenoxid (PPO)

= velmi tenké a mechanicky stabilmi filmy PPO na povrc rchu elekirod
vznikaji elektropolymeraci fenolu

= nevodivé , takze elektropolymerace se samovoln € zastavi, jakmile
je povrch elektrody elektricky izolovan

= prubézné se da pozorovat A A
pokles oxida €niho proudu
pfi vzniku filmu: |

1
2
r//B

>

cas potencial

Elektropolymerace fenolu
amperometricky a cyklickou voltametrii

PANI

= méné stabilni jsou —
polyanilinové ( PANI) N N
filmy vzniklé z anilinu: — N




Kontrolni membrany

= elektropolymerni vrstvy jsou také vhodné pro ovliv novani
transportu latek jako kontrolni membrany - polyfenylendiaminové
(PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenu

= nevodivé o tlous t’ce kolem 10 nm; snadno p Fes né prochazi
peroxid vodiku, p Fitom jiné ruSive latky jsou odstin  ény

= protoze zachyceni bilkovin uvnit F polymeru je pom érne volné,
dochazi €asem k uvoln éni do roztoku a tim k poklesu aktivity

= jiné postupy proto pouzivaji elekitropolymenni fikm j  jen jako vychozi
chemickou modifikaci povrchu elektrody, a film se p ak dale
upravuje chemickymi reakcemi.



Modifikace elektropolymeru

= polypyrrol se da nitrovat v B poloze a elektrochemickou redukci
nitroskupiny se ziska aminoskupina vhodna pro dalsi

vazbu biomolekul:

kovalentni

4 I|4 ) ||4
N CuUNO3 N\ elektrochemlcka
\|T| acetanhydrid M redukce §; éz
- H = Derivatizace PPy
= jinou moznosti je reakce PPy s nitrobenzoylchloride m,
nitroskupinu je pak mozné redukovat také chemicky z inkem

v kys. octove:

p- nltrobenzoylchlorld

- H
N Y

S

- i




Elektropolymerace bilkovin

= elektropolymerooaat Se diaji ke winodine diemivaity hiommaolkekull we
smeési nap f. s pyrrolem

=k postramnim skupindim enzym U je mozné p Fipojit pyrrolova jadra,
takze po skon €eni elektropolymerace je enzym nedilnou sou  €asti
Fetézce polymeru:

= 1. karbodiimid _—= //O
CN—(CHz)z COOH ——» CN—(CHz)z_C\
= 2. enzym E o NH@

= podobn é je mozné vyuzit i derivat s koncovou aminoskupinou




Aktivace inertnich povrchu

= pracovni povrch sensor u tvo i mala skupina pom érné
inertnich material G: sklo, k Femik, r izné modifikace
uhliku (grafit, skelny uhlik, kompozitni sm  esi) a
uslechtilé kovy (zejména zlato a platina)

= neékteré biomolekuly se na tyto materialy adsorbuji s
ruznou pevnosti, avsak spolehlivad a dlouhodob  é stabilni
Imobilizace vyzaduje kovalentni vazbu meazi
biomolekulou a povrchem

= prvnim krokem imobilizace jsou aktiva  €ni postupy, ktere
na malo reaktivni povrch sensoru zavad €ji reaktivni
skupiny schopné pak kovalentni vazby s biomolekulami



Spontanni vznik monovrstev

= monovrstvy ( SAM,,, self-assemitled monamyer )

— molekularni soubor vznikly samovolnou organizaci mole kul
aktivniho surfaktantu na nosném substratu, ktery se pono Fi do
jejich roztoku ve vhodném rozpoust édle

— tFi ¢asti molekuly - povrchov & aktivni skupina (pevn € se vaze na
povrch, head), alkylovy spojovaci m ustek, koncova funk €ni
skupina (na povrchu monovrstvy, tail)

= 1940, Zisman - Ftw naztuau @it o ma kol s stastava
hydrofobni - monovrstva

= 1983, Nuzzo a Allara - tthodyynsaziédt é

= dalSi SAM:
— alkylsilany na hydroxylovanych povrSich (nap F. SiO,)
— mastné kyseliny na povrchu kov U

— alkylfosfoniové soli na zirkonu




Spontanni vznik monovrstev

" AurS mmomoxnsigy - veamkk vedii
pevneé vazby mezi zlatem a sirou

N §_(CH2)2‘NH2

S—(CH,),~NH
AL (CH3)>~NH,

Au

—S—(CHy),~NH,

_S_(CHZ)Z_NHZ

Adsorpce thiosloucenin na zlato

Organizovana vrstva

zmensSeni hustoty skupiny

zredénim inertnim thiolem

m nejbéznéjSim

pfikladem je velmi
pevna adsorpce
thioslou €enin na
povrchu zlata

vhodnou volbou
dalSich funk €nich
skupin thiolu nebo
disulfidu Ize ziskat
reaktivni skupiny
vyuzitelné pro dalSi
imobiliza €ni kroky



Thioslouceniny cysteamin

pouzivaji se thioly obsahujici v molekule

dalSi vhodnou funk €ni skupinu _
cystamin

aminoskupina - nejb éznéjsi, monovrstvy
na bazi kratkych Fetézcu - dob fe prostupné, thiofenol
vhodné pro elektrochemické aplikace

. e e : . _ merkapto-
hydroxyskupina - slouzi spiSe pro inaktivaci ethanol /
povrchu, vneseni hydrofilniho charakteru propanol /

a zabran éni nespecifickym vazbam biomolekul  butanol ...

12-merkaptododekanol, 16-miewdatoto- Hexoeabdcand|
karboxyskupina - vhodna pro aktivaci
o’ merkapto-
pomoci EDC/NHS octova /
propionova
MUA, merkaptoundekanova K. /...




Specialni thioslouceniny
= bis(N- nydiraxysuikcimimidestieon) kysalimy
3,3’-dithiopropionové (DSP)

— vaze na zlato, vnasi reaktivni NHS skupiny pro
vazbu biomolekul

—n—un-—0

C

= PEO (polyethylneoxid, nebo jinak EG,
ethylenglykol) jako koncova hydrofilni skupina

N
H2C HZ_CO_Z?Q

O

O

H,CH,-CO—O._
N
DSP

O
HS/\/\/\/\/\/\O/\/O\/\O/\/ ~"0H

H
HS/V\/\/V\/\M(N\/\/O\/\O/\/O\/\/

O

O
H ot
N NH

O

= pFipadn é nesouci na konci jest é biotin - ssm&TEe YW, Kaotitodbwzansa

hustota biotinovych zbytk

= 11-merkaptoundecylfosforylcholin - biokookpatitétnibiwvpovrchshy




SAMs

= vzdy vznikA monomolekularni vrstva,
ktera m Uze byt tak husta, ze povrch je
prakticky elektricky izolovan

= npaopak adsorpce kratkych thioderivat U

¢asto zlepsSuje elektrochemické odezvy , =
bilkovin a jinych latek (usnadn éna vym éna elektron us cyt c)

() S(CHnX

= hustotu a kompaktnost vrstvy
|ze ur €it elektrochemicky

— na zaklad é signalu vhodné
elektroaktivni latky (ferrikyanid)

— nebo sledovat pokles vodivosti

L _ Odezva ferrokyanidu
povrchu v pr ubéhu vzniku SAM linearni voltamogram
s AU on SH100) 2001
. Au elektroda
I oy
l ~ Jl’—-. ‘-\ '?J e (nA) ] modifikace SAM/MUA
Iﬁa:is-:rrpﬂm 0-
i | X(CH,),SH + Au® — X(CH,),S-Au' +1H, /
~
o 1™~ J _
lL &?f e
@ Organization -200 - , , I ' |
-0.4 00 . (mv) 0.4

hMJ |




Povrch ziata
v zasad & muze byt jakykoliv (zlato je inertni v a€i oxidaci)
pro dobrou kvalitu SAM je nejlepsi povrch Au(111)

— pfripravitelny termalnim napa Ffovanim ve vysokém vakuu

tlous t’ka 100 az 200 nm optimalni

nosi éem kremik nebo sklo (slida, k femen, ...)

adhezi zlepSi mezivrstvi €ka (1 - 5 nm) Ti nebo Cr, poté povrch lépe
snasi kapaliny i agresivn &jSi chemikalie (neodchlipne se)
zvyseni hrubosti povrchu (nap F. pro SERS)

elektrochemické leptani
naneseni vrstvy nano ¢astic zlata

¢iSténi povrchu zlata

aqua regia z fredéna, HCI:HNO ;:H,0 3:1:6
piranha, H ,SO,:H,0, pom ér
elektrochemické cyklovani 0.17 az 1.87 V
UV ozareni, nasledn é oplach ethanolem

€erstvy povrch se rychle na vzduchu kontaminuje (stav
hydrofobn éjSim)

ase



Depozice thiolu

obecn é doporu €éovany postup:
1 mM roztok thiolu v ethanolu po dobu 16 az 24 hod, nasledn e oplach
ethanolem

— kratSi €éasy (1 - 2 hod) - monovrstva nemusi byt ipln & kompaktni ani
dokonale organizovana (crystalinity)

— objemné thioslou ¢€eniny - m Gize pomoci zah fati (60 C)
— zmény podminek (optimalizace) maji  ¢asto na vyslednou monovrstvu
zanedbatelny vliv

alternativni rozpoust edla

— voda, hexan, toluen, THF, dichlormethan, acetonitri |, DMF

— rozpoust édla s dlouhymi uhlikatymi  Fetézci - defekty v monovrsty &
(kontaminace rozpoust édlem)

depozice par thiolu (v proudu dusiku, nebo ve vysok ém vakuu)

chemicky proces: AU+ R-SH —— AU-S-R +1/2 H,
— vyvoj vodiku se nevylu ¢€uje
— v pFitomnosti kysliku m tze

pfechazet na vodu 2Au + RS-SR 2 AuSR




Postupna organizace e =rmno
na povrchu

= nejprve velmi pohyblivé, nahodn & I"‘"’““’N‘“’“’M —o ot T |
rozmist éné molekuly

= nad kritickou mezi za €nou vznikat I’W‘“’N"MMNMMM"l
ostr tivky z n ékolika molekul

= az dojde k pokryti celeho povrchu MMM\%%%%%%MMM

= azacénou vznikat husté domeny,

e o | A, S

organizovanou strukturou
— mohou v ni byt ale malé defekty
— pinholes, pr amér kolem 0.25 nm

= povrch zlata se m uze €aste€né rozpoust ét,
zejména v konc. roztocich thioslou €enin




Smisené monovrstvy

sou ¢asna adsorpce dvou r uaznych thioslou ¢enin - wzmikme smitems
vrstva tvo Fena ob @éma komponentami roztoku

obecn é sloZzeni monovrstvy neodpovida slozeni nanaSecihor  oztoku
vice se vazi delSi thioly a mén & polarni thioly

meén é se vazi thioly s polarni nebo dokonce s nabitou ko  ncovou
skupinou
meéné se vazi thioly s objemnymi koncovymi skupinami
silny vliv na slozeni ma povaha rozpoust édla

— nejmén é rozpustny thiol se vaze p rednostn é
pFi vySSi teplot € nemusi vznikat smiSenée
monovrstvy, ale odd élené oblasti tvo Fené
napf. kratkymi a dlouhymi thioly

|ze pouzit i asymetrické disulfidy R-S-S-R’
Vv existujici monovrstv € Ize nahradit jiz adsorbované thioly novymi z
roztoku (displacement), probiha zejmeéna v oblastech rozhrani



Stabilita thio-SAM

= obecn é je stabilita monovrstev velmi vysoka za normalnich
laboratornich podminek

— snasSi az 1 M roztoky kyselin a zasad
= pFiuchovavani na vzduchu Ize za cca 20 dn G pozorovat zm ény Uhlu
alk. Fetézcu - postupna oxidace atom U siry na povrchu zlata
— vznik sulfid 0 RS aZ sulfonat i RSO;
— vzduSnou oxidaci vyrazn € urychluje UV za feni

= nestabilni v p Fitomnosti:
— silna oxida éni €inidla (piranha, halogeny, ozon, peroxid vodiku)
— ¢inidla atakujici zlato (jodidy, kyanidy, aqua regia)
— organicka rozpoust édla
— zahFivani nad 70 az 80 C, p Fi 300 T kompletni desorbce
— elektrochemicka reduktivni desorbce pod -1.5V (rev  erzni d & k adsorpci)

— elektrochemicka oxidace (0.5 az 1.5 V) v alkalickem (0.1 M KOH) nebo
neutralnim prost fedi



Viastnosti thio-SAM

= tlous tka a stupe n pokryti
— elipsometrie
 polarizace svétla odrazeného od modifikovaného povrchu zavisi na
tloust’ce a indexu lomu naneseneé vrstvy
— povrchova plasmonova resonance (SPR)

* p-polarizovany koherentni paprsek se odrazi hranolem umisténym
pod sklickem s naparenou tenkou vrstvickou kovu

* pfijistém resonancnim uhlu se Cast svétla absorbuje diky excitaci
volnych elektronu ve vrstviéce kovu (plasmony)
* jev zavisi na tloustce a indexu lomu nanesené modifikujici vrstvy

« funguje v suchém stavu i v kapaliné - studium vzniku filmu in situ
— piezoelektrické k Femenné mikrovazky (QCM)

» resonacni frekvence vibrujiciho krystalu zavisi na jeho hmotnosti,
véetné pevné adherovanych modifikujicich filmu

« funguje v suchém stavu i v kapaliné - studium vzniku filmu in situ



Viastnosti thio-SAM oolarizer

IR source detector

= struktura a chemické slozeni N Z-1
. S/
— FTIR spektroskopie monolayer surface
* IR paprsek se odrazi pod malym (grazing) uhlem od povrchu monovrstvy
* je mozneé vypocitat orientaci funkénich skupin v monovrstvé
— SERS (surface enhanced Raman spectroscopy)
 je potieba hruby povrch pro zvySeni intenzity
o citlivé na funkéni skupiny blizko povrchu kovu (0.35 az 0.7 nm)

« funguje v suchém stavu i v kapaliné (normalni Ramanovo spektrum je
zanedbatelné)

* informace o chemickém slozeni povrchu
— X-ray fotoelektronova spektroskopie (XPS, ESCA)

« meéri se energie elektronll vyrazenych z obalu atom( po ozareni
rentgenovym paprskem ve vakuu

detector |

» specifické pro atomy - elementarni ]

analyza monovrstvy, schopnost rozlisit .
| oxidaéni stavy (amino X nitro) |

X-ray beam

monolayer surface




Viastnosti thio-SAM

= struktura a chemickeé slozeni ... primary ions
— SIMS (secondary ion MS) @@
» vzorek se bombarduje primarnimi ionty, @ @ © _ secondary ions

obvykle Art nebo Xe* @A)/ (¢}

« detekuji se vyrazené sekundarni ionty monolayer surface

— difrak €ni techniky

« GIXD (grazing incidence X-ray diffraction) maly uhel dopadu, analyza
reflektivity a rozptylu, informace o mol. strukture, tloustce a indexu lomu

— elektrochemické techniky

» cyklicka voltametrie - odezvy redoxni proby - blokovani elektronoveho
transportu pii vzniku kompaktni monovrstvy

« impedancni techniky - snizovani vodivosti



Viastnosti thio-SAM

povrchoveé vlastnosti
— kontaktni uhel - sma ¢itelnost

— kapka umist éna na zkoumaném
povrchu, velikost Uhlu zavici na
hydrofobnosti povrchu

— hydrofobni hydrofilni

TABLE 1. Advancing contact angles of water on films
prepared by adsorption of HS(CH,),X on gold*®

X n Contact angle, (deg)
(CF2)5CF3 2 119
CH; 21 117
CH=CH, 17 105
OCOCF; 11 93
CO,CH,CH; 10 89
Cl 11 89
OCHj3 11 85
CN 21 74
CONHCH3; 11 76
CO,CH3 10 74
OH 11 <15
CONH, 10 <15
COOH 10 <15




AFM /| STM studium

= STM, merkaptoethansulfonova l& kwB&30mm
— zfFetelné poruchy struktury (pits, pinholes)

= oktadekanthiolova vrstva
— zobrazeni vySkovych profil
— periodicita odpovida rozm érum danym molekulovymi modely

A

—
f—

3 6 9 12 15 15 2

Vg
N

243 43 B3 B3 103 1243
Distance (a; a = 0.288 nm)

Height (nim)
= = 2
SMS &
TTT  TTT I%I

0.00




W =

Thio-SAM na povrchu Au koloidu ¢

nanocastic —

Vyt\{,(,) reni AU_ na_mo castic AuCly,  (aq.) AL » AuCl, (org.)
V p Fitomnosti thiolu, v org.
rozpoust édle

reakéni pom éry (Au ku RSH) 14%( gr‘f“
ovlivni velikost nano ¢astic
"1'1"1 S

. . , S S S M
disperse klasického Au solu e SH S

v ethanolu obsahuijicim thiol | AvCls (ore) —=rm "‘MMM"SSM S
S S

tFepani Au solu s roztokem JJJ:'JJ % i‘z,:iﬁ,

thiolu v toluenu




Dalsi derivatizace povrchu Au nanocastic

kombinace se silaniza ¢nim thio ¢inidlem:

HAuCl4(aq) NGRS <
uCly (ag n EtOH S Sy
HS(CH,);Si (OMe)s NaBH4 (aq) —— o §~Si (OMes)
(MeO), st S\L
_ !
(MeO); S1 Si{OMe;)
nasleduje hydrolyza: NH,
HO—S{‘FD— NH
- v %% , . 0 ™ 2
Ize i opa €né umistit HEN\J, 04— E;(I
v s g Si, . \b OH
Au nano ¢astice na 705 e
silanizovany povrch | | v |
+ H,N{CH,), Si{OEt} .
- N%‘L;OH f'ag) L— FO‘#MNHQ




Dynamické povrchy - svetlocitlivé

= derivaty azoliszasnu: Cis-tirmans isometzaceeppamosy etleni
— UV (366nm) - cis isomer

— modré (436nm) - trans isomer
= zmeéna konfigurace vede ke zm ené polarity
= pohyb kapky po povrchu pohan ény sv étlem

?
BOET ] doms @

o u_ .-:_ﬂmplm 3{
e o
Be )
ﬂ | ¢ light o
- \
t=35s — & {
SH

RN )

-
t=805s N —

Same procedure with a reverse
direction shown above




Dynamické povrchy - redoxni aktivace

= elektrochemicka oxidace na chinon vede k aktivacip  ovrchu -
kondenzace s derivatem stimulujicim adhezi bun ek

= cilena kultivace —
o N &
HNH;JF H ?;%/ .
“OH NH,
M \_ RGD-Cp /) L

S

T
o)
—~ -
/\ﬂd
g
¥
T
T
o
o 5
/\J/\—d
d
I
o%é
i
d
O o
T

OH O o} O 0

C (. C o [ C o [
é .9 ? ? % t\lg N
] _ ] 00 oj o

6’_ 0 OF“ oxidation g_ ° {J D."" Ov—’ RGD-Cp S_O {3 OFP 6—’

Do e /= Y © =B 9% 3 Y

JF 7 rdwtion JJ I SO0

o .0 .0 .0 o 0 0 o 0 0 .0




Dynamické povrchy - zmeény polarity

v zavislosti na aplikovanéem potencialu elektrody vy
hydrofilni nebo hydrofobni charakter

kazuje jeji povrch

Precursor
Monolayer

Precursor

N
Hydrolysis

MHA

Hydrophilic
Monolayer

Hydrophobic
: {Alkyl Chain
5 Hydrophilic

Hydrophobic
Monolayer




Dynamické povrchy - biosensing

SAM oligonukleotidové

(1)
proby specificky )
rozpozna viralni NA
polymerasa viral nucleic aciﬂh

dosyntetizuje druhé

vlakno, p Fitom ho Au electrode
oznaci redoxni Glucose
molekulou ferrocenu

tim je umozn é prenos
elektron U z donorového
enzymu GOD

Gluconic
acid

Polymerase

. -
(1. Willner) dCTP, dATP, dGTP
+Ferrocene-dUTP

(1) “5-HS- (CH3)¢CCCCCACGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3

Ol-lil\%fGH:GH—D Hg—NH-g—-@-
Fe

_ .9 ” >
Fec = HO_?:O_%D_ED—IQ‘H 2




Dynamické povrchy - nanowiring

= komunikace enzym u s elektrodou prost fednictvim chemického ,nanodratku*
— ,wired enzymes"®, rychlost p  fenosu elektron U Fadov é vysSi nez reakce s kyslikem

Gluconic
acid

?
ﬁ

S—CHj OCHQ = 3
Spacer

—s_=—s—=s'\/\/'




Dynamické povrchy - nanowiring
komunikace enzym u s elektrodou prost Fednictvim uhlikové ,nanotrubky*
SWCNT, single-wwallczatimon mearaitiuiee
komunika €ni kanal mezi elektrodou a enzymem

kalibrace pro glukosu p

nanotrubi €ky

Fi ruzné délce

— a25,b50,c100,d 150 nm
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Cilena lokalni imobilizace

= primitivni postupy -,, pin printing “— Hroat
se namo €i v roztoku ¢€inidla a
mikrokapka se p renese do zadané
pozice na €ipu

= velikost spott G je 100-300 um, az 10 tisic
prob na €ipu

= horSi reprodukovatelnost, pomalost

= nizka cena, laboratorni p Fiprava




Ink-jet printing

i piezoelekiricky element

sklenéna membrana
reagent ———— 1 > .
> rezervoar

usti  mikrokapka
(100 pl)
mikropumpa ( struktura vyle ptana

v k remiku) _ _ i
Ink-jet tiskova hlava

= alternativni metoda p Fipravy DNA ¢ip U — ,tisk reagencii na podklad — obddbldaba
inkoustovych tiskaren

= zakladem je struktura rezervoaru vytvo  fena v kfemiku (micromachining), p  fekryta
velmi tenkou sklen énou membranou, na kterou p Filéh& piezoelektricky element
(aktuétor)

= rezervoar se napini reagentem, poté nad Gsti pumpy p  posune Zadana pozice Cipu, a
na piezoelektricky aktuator se p  Fivede puls nap éti

= piezoelement see mechanicky deformuije, zatla ¢€i na membranu, ¢imz dojde k
vyst Fiknuti mikrokapky reagentu

= rychlost fisku® je 1 aZ 6 kHz



Ink-jet printing
" rozpityleni kapky na powvirciw rdmi

pFedchazejici modifikace ¢€ipu

= hydrofilni mista pro imobilizaci prob
navzajem odd élené hydrofobnimi
useky (surface tension wells)

= nanasené kapky reagent U se
nerozpiji, povrchove nap éti je drzi
uvnit F dané pozice

= reaké€ni kroky probihaji naraz na

‘, pohyb pole vSech pozicich ¢ipu
| 4——» piespumpy = promyvani a pomocné reakce se
o provadi pro cely ¢€ip spole €éné
H |:| |:| nkjetpumpy pro 100000 pozic trva prodlouzeni
‘ | 0 jednu bazi asi 5 minut
= syntéza souboru o délce 25 bazi
C A G T

zasobniky aktivovanych bazi zabere 2 hodiny.

Syntéza souboru DNA prob



Subtraktivni techniky

= vytva feni struktur ¢i obrazc U pomoci
odstran éni pfebyte €énych ¢€asti

= |eptani = |
= FIB (focused ioon besm) milling e e
" |aserové opracovami

— machining, pulzy r Gzného trvani

= ultrazvukove vrtani

— 25 pm amplituda p Fi frekvenci 20-100 kHz

— bezstresové opracovani k Fehkych material G

= tradi €éni technologie

— NC frézky, vrta €ky, ...




Strukturace povrchu

surface patterning

Cillern je imoibilizovat danou
biomolekulu pouze v ur ¢itém
geometricky definovaném mist &
povrchu

vyuziti pro konstrukcir tznych
typ U soubor U (arrays) detek €nich

element U nebo multikanalovych
biosensor U

technika tisku - plalsistove
"razitko" se namo ¢éiv

modifika ¢énim roztoku a motiv se
prenese na povrch

I ED M,SW \ Photoresist pattern

Si (1-2 um thickness)

l PDMS is peeled away
from the master

PDMS
anm U e DS e SN B

1 PDMS s exposed to a

solution containing
HS(CH,);5CH

PDMS

1 I 1 ]

i |
t— Alkanethiol

Stamping onto gold
transfers thiol

PDMS

~ A, /f/l/'_I////‘ y 7Z73-— Au (200 nm) + Ti (5 nm)

Si

chmove PDMS
]— Hydrophobic SAMS (ca 2 nm)

D ik L

v Ll

S

Hydrophilic
SAMS l

RIS II IS I ITES

Wash with a solution of
HS(CH,),5 COOH

Si




Strukturace povrchu
surface patterning

7 =

— >

5 mM oktadekanethiol

7 =

—__1mm >

biotinylovany alkylthiol

PDMS razitko

,namo ¢éené" razitko
(SH-(CH,),,-CH,)

|

—
—

Au film na
Si-waferu

otisk
~120s




Charakterizace strukturovaného povrchu

_ SNIM, IR spektrum,
topografie (AFM) 1711 cm-1, absorpce ureidoskupiny

N N w w
o a1 o )]

height (nm)

rel. ir signal (arb. u.)

o
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‘
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near-field f=1711 cm

5 6 7 8 9

X (UM

o
[N
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w
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= SNIM, scanning near field IR microscopy




Litografie
tenkovrstva technologie nejen pro vyrobu elektronic kych sou ¢€astek,
ale i mikroanalytickych planarnich systém
zakladnim materialem je k femik (,silicon wafer®)

techniky p fenosu kopie vychoziho motivu (,mastasigatpatitern“ynaa
povrch pevného materialu




Fotorezist

(T

Si

Sa.

NN

III]IIII]II[II[[H [T

Si

Positive

resist

o ® N\

Negative re

Resist

[—— si0,

sist

NH——Mask

(c)

S0,

Si

(d)

Si

modifikovany material se pokryje
tenkou vrstvou fotocitlivého
materialu - fohtrezzsst(&50m-ccat@iqy)

ten se pak osv étli p fes masku
nesouci zadany motiv

fotorezist — poatithn nedlooneggditrin i



Litografie

= schéma
pracovniho
postupu




Fotolitograficka maska

y wafer (vlevo)
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DNA biocCipy (DNA microarrays)

Millions of identical
probes/feature

Up to ~1,400,000
features/chip

= platek k Femiku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)

= z ného 49 az 400 jednotlivych sensor 1 (chips, 1.28x1.28 cm)

= nakazdém ¢ipu az 1.4 milionu pozic (features, 11x11 pym)

= v kazdé pozici n ékolik milion G kopii stejné oligonukleotidové préby
s danou znamou sekvenci



Modifikace povrchu

kombinace chemické

reakce a UV oza rovani

fotolitografie, fotosenzitivni

imobiliza éni procedura
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UV Light

UV Light
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Nanostrukturace povrchu pomoci SPM

skenovaci raménko s hrotem slouzi k vytva  feni obrazc u na
modifikovaném povrchu

techniky: Ll
STM litografie - apfikkigesseppooddoyypplss W

AFM litografie
— Skrabani, scratching
— "tukani", dynamic plowing

AFM oxida ¢éni litografie

AFM konstruk €ni litografie



AFM scratching

= AFM zafizeni jako nastroj pro modifikace povrch U
= vySkrabani motivu v polymerni vrstv & pomoci
ostrého hrotu
— PTCDA, 3,4,9,10-perylentetrakarboxydianhydrid

skenovani 2004 Skemamyeaamil




Lokalni anodicka oxidace coatiiig
Adsorbate]
= na povrch AFM hrotu se aplikuje potencial = U Ti0,
= v mist é pfriblizeni hrotu k povrchu dojde ' 2l e
k elektrochemickému vytvo Feni struktury W=
= oxidace povrchu titanu nej €astéji SO,
Si

nM
14688
1288

silicon




Fantazii se meze nekladou ...

"nanoobrazky", ...
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AFM dip pen APMTlp
lithography

Writing direction
Molecular transport

Water meniscus

Richad F. '—nJ'|r:-.1-|. 1

0 nm 180 0 wm 8
Molecular Patterns Specific binding of nanostructures

generated via
Dip-Pen Nanolithograp hy
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Srovnani technik pro cilenou imobilizaci

Techniky vhodné pro PFima

rozliSeni pod 100 nm kovalentni
vazba
biomolekul

Chemomechanical
Patterning/Nanograftin

g

Dip Pen

Nanolithography spise ne

Microcontact Printing

spisSe ne

AFM Mechanical
Scribing and
Nanoindending

c-AFM Oxidation

UHV STM Patterning

E-beam Lithography

UV Photolithography

Rizeny
proces v
kapalin &

Ruzné typy
povrch U a
modifika €nich
¢inidel

Nizka Vhodné pro
cena rozliSeni az
10 nm

difazni
limitace

asi ne




Kam to smeéruje...

= predstavivost a fantazie, definovani cile

= vyb ér vhodnych detek €nich element U
— z €eho budeme stav ét (aminokyseliny, nukleotidy, ...)

= vytvo Feni knihovny na zaklad & kombinatorickych postup U
— vSechny mozné variace z danych stavebnich kamen U

= paralelni testovani vlastnosti molekul z knihovny
— nalezeni vhodnych detek €nich

= zpracovani a vyroba analytického systému
— optimalizace vyrobniho procesu

= vysoce paralelni analyticky proces

— citlive elementy ve form é 2D pole, oskenovani (opticky,
elektricky, magneticky, ...), za €lenéni dat do databaze

@ = matematické prohledani a prezentace, rozhodnuti

— zpfFistupn éni vysledku uzivateli v pochopitelné form e



Priprava
imunokonjugatu
= imunogeny - nogsécoiltbeunyynmooidikkoazee
nizkomolekularnim antigenem (= hapten, samosob &
nevyvola imunitni odpov éd")
= znacené protilatky a antigeny - tracery pro
Imunostanoveni



Imunogeny

Imunogenicita - sslcbppaossinol@kkiyls stimilodeabinmooologidbgickou
odpov éd’ a nasledn é tvorbu specifickych protilatek
imunogen

cizorodost pro organismus, nevlastni p  avod, aby nebyl imunitnim
systémem ignorovan

dostate €na velikost - aspo n 6 kDa, jinak se pouze navaze na receptorové
mIigM na membran é B lymfocytu, ale neni pohlcen endocytosou

chemicka komplexnost - nap . velké homopolymery z aminokyselin a
jednoduche polysacharidy jsou z  Fidka imunogenni

biomakromolekuly jako imunogeny

sacharidy - jen pokud jsou dostate €né komplexni, nebo jako sou ¢€ast
glykoprotein U

proteiny - dostate €né imunogenni; peptidy - p Filis malé, je t feba je
navazat na nosnou bilkovinu

lipidy, nukleové kyseliny - neimunogenni, musi byt n avazany na nosnou
bilkovinu

malé molekuly - hapteny

funguji jako antigeny (epitop, vazi je protilatky)
nefunguji jako imunogeny, musi byt konjugovany s no siéem



Nosné bilkoviny

volba dle imunogenicity, velikosti a dostupnosti fu nk énich skupin
pro navazani haptenu

KLH, keyhole limpet hemocyanin

z prilepky (m ekysS) Megathura crenullata , kuproprotein vazici kyslik

mcKLH - z um éle péstovaného organismu (mariculture) - lepsi
homogenita preparatu, lepsi rozpustnost, v roztoku op alescentn é
namodraly

velikost 450 kDa az 8 MDa, je agregatem,
stupe n agregace zavisi na pH, nad pH 8,9
disociovan na podjednotky

muze byt h ufe rozpustny, roztoky ¢asto se
zakalem, NaCl zlepSuje rozpustnost

ma k dispozici hodn é lyzinovych zbytk u
fylogeneticky vzdaleny savc um

OVA, ovalbumin

z vaje éneho bilku, 45 kDa, dob fe rozpustny, i v DMSO
vyuzivan hojn e i pfi screeningu protilatek



= BSA, bovine serum albumin
— albumin tvo Fi asi polovinu protein U plasmy, stabilni a dob Fe rozpustny
— 67 kDa, pl 5.1, jediny polypeptid obsahujici 59 lyzi  novych zbytk U, z nichz
30 az 35 je vyuzitelnych pro imunokonjuga €ni postupy
— pro konjgace je nejlepsi frakce V, vysoce p  reciSténa
— vyuzivan nejen jako nosi € vimunogenu, ale i p Fi screeningu protilatek a
pFi blokovani pracovnich povrch U

— CBSA, cationized BSA - povrchové karboxyly derivatizov any
ethylendiaminem pomoci EDC, zvySeni pl na 11

o)
NH, NH, Q
HOOC COOH NH,(CH,),NH NH(CH,),NH,
H,N NH, NH,(CH,),NH, N H,N NH,
EDC
HOOC COOH NH,(CH,),NH NH(CH,),NH,
NH, o NH; 5

— lepSi imunogen nez nativni BSA (sta €i ho mén é), netfeba kompletni
Freudovo adjuvans

— vySSi afinita k zaporn € nabité membran é antigen-prezentujicich bun ék
— pro konjugace Ize vyuzivat EDC bez nebezpe ¢&i postrannich reakci



Konjugace haptenu

= protilatky jsou produkovany proti navazanému hapten u, ale i proti
epitop Um nosi €e - vyznam selek €ni procedury pro nalezenit éch
spravnych
= optimalizace imunogenu - zkzisitsit r Gzné nosné proteiny ar uzné
hustoty navazaného haptenu
= obvykle se vyuziva povrchova aminoskupina nosné bil koviny, ke
které se pomoci heterobifunk €niho crosslinkeru p Fipoji hapten
— inkubace nosice s crosslinkerem  (nadbytek)
— odstran éni pfebytku crosslinkeru
— inkubace s molekulou haptenu
— jednozna €ny pr ibéh reakce
= pozor p Fi volb é reagujici skupiny haptenu
= mimo oblast epitopu v glassa@mmpu

vysoka specifita Ab ‘ malalasgeitatAb\b




Imunizace

= imunogen se aplikuje experimentalnimu zvi  Feti (mys, mor ¢e, kralik,
koza, kun, ...) injek €né v pFitomnosti tzv. adjuvans
— pripravek stimulujici imunitni odpov ~ éd’
— FCA, Freudovo kompletni adjuvans - emulze vody v oleji plus mrtvé
bunky Mycobacteria

e emulze zadrzuje imunogen v misté aplikace po delSi dobu

* buriky Mykobacteria pritahuji do daného mista makrofagy a dalsi
imunitni bunky
— FIA, Freudovo inkompletni adjuvans - jako FCA, bez Mykobacteria
— ve vod é rozpustné polysacharidy - mén & uéinné nez FCA, mén é zatézujici
pro organismus
— Alum - hydroxidy hlinity a ho  fe€naty



Screening protilatek

= konjugat haptenu s nosi ¢em vyvola tvorbu r Gznych druh U protilatek,
specifickych protir Gznym €éastem imunogenu
Proti NOSi Ci —mmpy,
(nezéadouci)
proti epitopu haptenu __p-
(pozadované)

proti spojovacimu useku
(bridge-sypmiic;, mezzatnuag))

— nalezeni vhodné protilatky zajisti screening pomoci h aptenu
imobilizovaného na jiny nosi € a jinym zp tusobem, nez v p fipadé
imunogenu (opakuje se pouze epitop)

= protilatky
— koncentrace vs. titr - r  tzné pojmy

— celkova koncentrace molekul protilatky (molarni, mg/ml, ...) bez zahrnuti
funk €nich parametr U (i poSkozené ¢€i ¢astecéné denaturované neaktivni),

— titr = zfedéni dané protilatky vhodné pro dany typ imunostanove ni



Urceni koncentrace protilatky

pFi 280 nm ma roztok ¢istého 1gG 1 mg/ml absorbanci 1,35

stanoveni IgG v komplexnich roztocich (sérum, ascit
extrakt z tka nove kultury, ...)

pouzije se latexové precipita €ni stanoveni
latexoveé €astice potazene protilatkou

proti m éfenému IgG (nap f. anti mysi, ...)
monodisperzni ¢€astice voln é v roztoku

vykazuji vysokou absorbancip i 340 nebo
405 nm

v p Fitomnosti cilové protilatky dochazi

k agregaci €astic a k poklesu absorbance
rychlost - 5 min

vysoka citlivost - rozsah 10 - 300 ng/ml

icka tekutina,

Ahsorbance

Particle Size

R




Fragmentace protilatek

pro mnoho U ¢elu nepot Febujeme celou molekulu protilatky, ale sta
nam pouze mensi €ast nesouci vazné misto
— mensi molekula - mén e nespecifickych interakci
— snazsSi konjuga €ni reakce, mensi enzymove konjugaty
— fragmenty vznikaji St epenim proteinasami, nejlépe imobilizovanymi na
vhodny nosi ¢
fragmenty z molekuly imonoglobulinu G

)¢

g

N & ¥ @

F(ab’). Fab’ Fab Fv “r IgG” Fc
F{ab’) 2 Fab
{110,000 daltons) (50,000 daltons ea.)

5 F

- -

i

|
I
;
I

A

-
o,

Fc Fragments

Immaobilized Ficin
1 mM cysteine

Immobilized Pepsin

Immobilized Ficin
10 mM cysteine

iImmobilized Papain

oG
(150,000 daltons)

N

|

Fc
(50,000 daltons)




Fragmentace IgM

IgM ... pFilis velkd molekula nachylna k nespecifickym vazbam :
Spatna penetrace v histochemickych aplikacich - pot pot feba vytvo Fit

mensSi vazné molekuly

pon ékud odlisSné vysledky
pro IgM r tiznych organism u

Human IgM

Mouse IgM

F(ab’)2

N &
lgM

(150,000 daltons)

Fab-H
(45,000 daltons)

FFIgEIF WN'M
(200,000 daltons)
Immobilized

Trypsin
Fc Sm-H
3|z (340,000 daltons)
=3
= o
Al
E H=human only
“ % M=mouse only
“lgG" type
| (200,000 daltons)
W F(ab’)2 %
(150,000 daltons) “r 1gG”
(110,000 daltons)

% Fab i
(45,000 daltons)

Fv Inverted “1gG" (Mouse)
@' (25,000 daltons) (200,000 daltons)




Zlepseni specifity biointerakce
= blokovani pracovniho povrchu

— cilem vysytit nespecificka vazebna mista (nosi  €e, sensoru,
mikrodesti €ky, ...) vhodnou inertni latkou

— dosahnout nizSiho pozadi signalu

— nainterakci se U €astni fada faktor G, Usp é5né blokovani je tedy
vysledkem empirickych pokus U

= blokovaci roztoky

— bud' v PBS (phosphate buffered saline) nebo v TBS (tris buffered saline;
ALP jako zna €ka nema rada fosfat)

— inertni proteiny: 1% kasein, 1 az 3% albumin (BSA)

— komplexni sm ési: suSené beztu ¢né mléko (m uze obsahovat biotin), rybi
sérum (steelhead salmon serum, fylogeneticky vzdalen é savéim
bilkovinam)

— detergenty - Tween 20 nebo Tween 80 - adsorbuji se na  hydrofobni
povrchy a tim je u €ini hydrofilni

= promyvani afinitnich komplex u

— roztoky obsahujici nizké koncentrace (kolem 0,05%) de  tergent U - prerusi
pouze nespecifické interakce protein U

— Tween 20 a 80, Triton X-100, Nonidet P-40, Brij-35, CHAPS, CHAPSO



Charakterizace biokonjugatu
a imobilizovanych nosicu

= separace z reak €ni smeési
= uréeni stupn é substituce
= dalSi charakteristiky

= uchovavani



Izolace biokonjugatu
= separace od nezreagovanych slozek konjuga €ni smési
= odstran éni nizkomolekularnich komponent

— nejjednodussi je dialyza v celulosovém st Fivku - p Fes noc,
v chladu, vym énit n ékolikrat dialyza €ni roztok

— rychlejSi s centrifuga €nimi €i jinymi mikrodialyzatory,
konjugat malo stabilni, vhodné pro malé objemy
— rychla separace na vhodné odsolovaci kolon &

W

10-100 pl 0.1-30 ml | 15-100 mi
100%

75%

0.1 ml 5 M NaCl proti 1 | vody

50%

% Residual NaCl

25%

0%

I
0 20 40 60 80 100

Time (Minutes)




Zakoncentrovani biokonjugatu
= zahust éni
— tlakové ultrafiltra €ni systémy
— dialyza €ni trubice a vn é €inidla odnimajici vodu (PEG, Sephadex)
— centrifuga €ni evaporatory - Setrné podminky
— lyofilizace - pouzit z fedény nebo t ékavy pufr
— vakuova pom ucka na obrazku... Pipetts Tip {need 2)

Lut Down

Rubbar Stoppar

= konjugaty tvo Fené dveéma ‘ with Singla Hole
biomakromolekulami
— chromatografické p recisteni

— vhodna afinitni separa €ni technika Hoav-valed
— isolace protilatkovych konjugat u | Vcuum Pump or
od zbylého enzymu (vadi!)
* imobilizovany antigen | Thamo Scanic
 protein A/G/L r 3 , Dialysis Tubing

Digtysate




Stupen substituce
vznika barevny ¢&i fluoreskujici produkt - spsehéiéirdiniadashsasti

diferencialni metoda, stanoveni:

— zbylého nenavazaného ligandu

— zbylych neobsazenych skupin biomakromolekuly (jen pro "malé" ligandy)
stanoveni navazanych molekul ligandu vhodnou specif ickou reakci
zmeéreni zmény molekulové hmotnosti konjugatu oproti vychozi
biomakromolekule

— gelova permea €éni chromatografie

— elektroforesa v PAG v nedenaturujicim uspo  fadani

— hmotnostni spektroskopie
hydrolyza a charakterizace vzniklych produkt

— proteolytické St épeni, mapovani St épu

— uplna hydrolyza, stanoveni aa ¢€i detekce uvoln éného ligandu
detekce barevného postranniho produktu konjuga  €ni reakce

— Zzluty p-nitrofenol p Fi pouziti p-nitrofenylkarboxylesteru jako aktivované
matrice

— pyridin-2-thion ( €;,5 = 8080 M1 cm-1) p¥i vazb é -SH na pyridyl-2-
thioaktivované nosi €e



Absorbance

pFi vyrob é biokonjugatu dojde
ke zmeéneé spektralni vlastnosti
produktu (navazani barviva
nebo fluoroforu na nosnou
bilkovinu)

kvalitu konjugatu Ize posoudit
na zaklad & zménénych
spektralnich vlastnosti

nékteré konjuga ¢€ni reakce
poskytuji barevné produkty
diky vzniklému m ustku

— diazota €ni postupy

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

albumin
—— albumin-N=N-hapten

1 1 1 |3 1 L e PR,

200

380

400 450 500 550
A (nm)

UV-VIS spektra albouminu a konjugatu
albuminu s haptenem, p Fipraveny
diazota €ni metodou. M éfeno v 50 mM
fosfatu pH 7.0, koncentrace bilkovin 1,5
mg/ml.




Stanoveni aminoskupin
= volna ammuskumpma skkyskhinal2 2146- triniiobbenzessiitioovoau
(TNBS) dava barevny oranzovy prodiulkit
— mefitelny p Fi 335 nm (v 200 mM HCI s 2% SDS)

— zmeérena absorbance
SO H

se porovna s kalibraci pro
vhodny standard, nap F. aa O,N
TNBS

= pro vysoce citlivou fluorescen €ni detekC| volnych amlnoskupln Ize
pouzit o-fitiattiydl(( OPA) v pFitomnosti 2-nmeekkppbedtblaaotiu
— produktem je fluoreskujici slou €enina (360 / 455 nm)
— pouzije se op ét kalibrace na standard

0O R—NH, ///OH
H \ S

OPA o  pg oM ~




Sulfhydryloveé skupiny

= Ellmanovo ¢€inidlo, 5,5 -diiiodis$?2 - nitiibbleennovadkkgebha)
— reaguje s volnymi SH skupinami za vzniku disulfidu
— uvolni se kyselina thionitrobenzoova - intenzivn & Zluta barva
— §&,,,=13600 M1 cm-

_ R—SH
HOOC Ellmanovo ¢inidlo cooH ‘ HOOC COOH




Biotinoveée zbytky COOH HABA

stanoveni Grovn é biotinylace ma vyznam B
pfi hodnoceni pr ubé&hu konjugace a p fi N=N OH

kontrole reprodukovatelnosti procesu

vyuziva se 2-(4'-hydiroxyazobenzen)-bbenaovaa Kysdinea (HABA)
— po navazani na avidin vykazuje silnou absorbancip  fi 500 nm
— €=3,55-10* M-t cm-! (HABA ,:avidin)
pokud se v prost fedi nachazi volny nebo vazany biotin, vyt  ésni
molekulu HABA z vazebného mista a proporcionaln & se snizi
absorbance
principem je rozdil afinit obou molekul k awvidimu, K, je
— 1,3-10* M- pro avidin
— 6-10° M1 pro HABA
muze byt zajimavé porovnat ziskané hodnoty pro cely n  ativni
biotinylovany protein a pro stejny konjugat p Fedem hydrolyzovany
napfF. pronasou na mensi fragmenty

— lze tak posoudit mnozstvi celkového a snadno dostupnée ho biotinu
v molekule konjugatu



Biotin vazici mista
Velmi uzite €né muze byt stanoveni vazebnych mist pro biotin na
imobilizovanych molekulach avidinu nebo streptavidi nu

derivat biotinu s p-nitrofenolem je bezbarvé ¢€inidlo, které se navaze
na imobilizovany avidin

po oplachnuti nosi €e se v alkalickém prost fedi zhydrolyzuje esterova
vazba a uvoln ény nitrofenol je v toimmotprosist redi intenzivn é zluty

jeho mnoZstvi odpovida biotin-vaXidncimistist am, €,,, = 18300 M-1cm-!

O

biotin- p-nitrofenylester

M




MALDI

matrix assisted laser
desorption ionization 600

Vv pFfitomnosti pomocné ai.
molekuly Ize ionizovat |
proteinove konjugaty

— do asi 100 kDa

— z MS spektra se ur ¢i mol.
hmotnost konjugatu

— porovnanim s mol.nmotnosti
vychozi bilkoviny se da ur ¢€it
stupe n substituce

400

200

AM = 598 Da, 1. *
| (albumin), (hapten),

albumin-hapten

albumin

66425

67023
'

65 66 67 68
M/z (kDa)

nast épeni konjugatu a vychoziho proteinu sekven
épi na karboxy konci Arg a Lys)

endoproteasou (trypsin, St
— Uprava St épu - redukce a alkylace

cné specifickou

— MALDI analyza §t épnych produkt G - "vymizeni" ur €itého peptidu u
konjugéatu sv ed¢i o modifikaci v jeho aminokyselinach

— misto srovnavaciho proteinu lze pouzit "teoretické" s

sekvence z proteinové databaze

tépeni znamé




Enzymy jako bioligandy

= mohou byt barevné
— peroxidasa - €ervena
— flavinové oxidasy - zlute

= v imunokonjugatech spolu s protilatkou ¢i antigenem = tracer
— vzdy zm éfit enzymovou aktivitu konjugatu (kolik procent z p uvodn é
pFitomné aktivity se zachovalo = vhodnost zp  usobu konjugace)
— stanovit take koncentraci bilkoviny (specificka enzy mova aktivita)

— vV literatu rfe velmi €asto Udaje typu X-krat z redény tracer, aniz by se
uvedla vychozi koncentrace...



Chromatografické nosice

= bézné nosi €e - schopné vazat volné aminoskupiny ligand G €i
biomolekul; pur €eni vychozi vazebna kapacity-
— derivatizace nosi €e diaminem (ethylendiamin, 1,3-diaminopropan)
— stanovi se mnozstvi ziskanych aminoskupin pomoci ninh ydrinove reakce

— slouzi obecn é pro kvantifikaci aminoskupin, zejménav p Fipadé
aminokyselin

— vznik4 r uzovofialové zbarveni, &-,,=8750 M-1cm-!

“ > NH O o

O R ,
OH L OH OH
> e +
OH N—C—R N=C—R
. . H H, _H H
O ninhydrin
N= * NH,
OH O

OH




Stanoveni imobilizovanych bilkovin

= u bilkovin je vyhodné pouzit jejich reduk  €ni vlastnosti v akki&kdicédgm
prost fedi vaéi iont um Cu?*

— vznikla jednomocna m éd’ Cu* se pak stanovi jako barevny komplex
pomoci kyseliny bicinchoninove (BCA), Cu  *(BCA),

— reakce neni p FiliS specificka a reaguji
take jiné redukujici latky (aminy,
hydrazidy, redukujici cukry aj.)

— zbarveni se m éfi pri 560 nm

HOOC COOH

= kvalitativni pr tkaz pfitomnosti bilkovin na modifikovaném nosi  ¢i Ize
také provést pouzitim Coomassie Blue 250 (Bradfordo  vé €inidlo), kdy
vznika adsorp €ni modry komplex (595 nm) s imoinlo@ramymi
proteiny



Imobilizace na povrch

o)
sensoru . ) L . e g
= pro stanoveni mnozstvi navazaneho ligandu omezen € pouzitelné i
metody zmin éné pro pro biokonjugaty nebo chromatografické nosi ce
— komplikaci je velmi omezena vazebna kapacita poskytuj ici pouze mala

mnozZstvi stanovitelnych barevnych produkt U

= imobilizace biomolekul na povrch p  Fimych afinitnich sensor u se ale
velmi €asto provadi ,online*:
— sleduje se zm éna specifického signalu v realnem  €ase
— signal odpovida mnozstvi biomolekul vazanych na povrc h, je tak p Fimo

vysledek imobilizace ,vid ét" a je ihned znamo, jaké mnozstvi bioligandu
se imobilizovalo

— vyhodou je jednoducha moznost p  Fipravit citlivé povrchy s pozadovanou
hustotou bioligandu
= timto zp usobem funguji optické sensory na bazi rezonance
povrchovym plazmon 0 (SPR) nebo piezoelektrické sensory
(kfemenné chemické mikrovazky, QCM)

= uQCM lze navazany bioligand pohodin & pFfimo ,zvazit* stanovenim
rozdilu rezonan éni frekvence sensoru v swstiedr@ratatavp p rfed a po
imobiliza énim kroku

= rozdil je p Fimo Um érny zm éné hmotnosti po navazani biomolekul



Imobilizace v realnem

case
= signal sensoru je Um érny mnozstvi navazanych biomolekul - zazemam
imobilizace tedy poskytne p fFesné informace o havazaném mnozstvi

= ukazka imobilizace

protilatky na sensor
|Asys (opticky systém albumin
y ( pv ' y Sy (deaktivace)
rezonan €niho zrcadla) —— A -
_ Sensor se silanizovanym A= =3~~~ -
— aktivace glutaraldehydem povrchem (voné -NH ) P
— vazba protilatky 1000 |
— Vvysyceni zpyl}/ch yazeb. . P/ avazang
mist inertni bilkovinou arcs) | i mnozstvi
— rozdil signalu se bere
Vv pFitomnosti pufru, tim c00 L b
se vylou ¢&i skoky signalu bioligand)
dané r iznym slozenim /
; 3k XA ° I lutaraldehyd e T 1
imobiliza €énich roztok G gl y ]
/(aktlvace)
Opd= == =-=-- ———----- xr- |
0 20 40 t (min) 60




Zobrazeni oznaceného ligandu

= imobilizovany ligand se ozna €i pomoci nap F. fluorescen €né znaéené
protilatky, obraz povrchu se ziska pomoci fluoresce ¢éniho
mikroskopu nebo skeneru (nizsi rozliseni)

= ukazka zviditeln éni imobilizovaného proteinu pomoci specifické
protilatky zna €ené fluoresceinem, sken intenzity a pseudoobarveni

y

L

v
v

= porezni Wanmtad i pooeznni parezmi  Kamtoa i
(elchem. oxidace) (=X ppaaam HH) povrchy Si




Zobrazeni modifikovaného povrchu

mikroskopie na bazi meziatomovych sil (AFM) poskytu je 3D

,plasticky* pohled na povrch

— pFitomnost imobilizovanych
biomolekul Ize hodnotit na
zaklad é profilometrické
analyzy AFM obraz

tapping mod, image xy 500x500 nm
histogram pro Z, z osa 0 az 5 nm

. b ulenien |\

AFM measured height

. Sry POV VAN

AFM measured height

J\

AFM measured height

Non-specific Specific
® Antigen antibody antibody

A H54

B. HEA exposed o IgG

C. H5A4 exposed fo g-HSA4A




To je konec teto prednasky...



