C6200-Biochemicke metody

14E VAZBA
MAKROMOLEKUL S LIGANDY

Petr Zboril



Interakce molekul

 Makromolekula + ligand (nizkomolekularni)
— Obdoba E +S
— Efektory, modulatory apod.

* |Interakce makromolekul

— Protein-protein
— Protein-NK

* Urceni hodnot M., L;, L,



Stanoveni hodnot

» Separace vazaného a volného ligandu
— rovnovazna dialyza
— MS
— GPC
— centrifugace



Separace vazaneho a volneho ligandu

 Rovnovazna dialyza
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Separace vazaneho a volneho ligandu
+ MS

— Separace Ab-hapten komplexu
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Fic. 8. Noncovalent single-chain catalytic antibodv-hapten complex as observed with

:r:llf::ii]-if-{;”}' assisted electrospray (ion spray) mass analysis. Reproduced with permission
TR

copyright American Chemical Society, Washington, DC).



Separace vazaneho a volneho ligandu

« GPC
« Ligand v elucnim pufru
* Rovnovahy na patrech
* Vrchol nasledovany depresi

« Centrifugace
» Partikularni suspenze - Castice
* Problém nespecifické adsorpce - plast



Stanoveni hodnot

* Analyza vazby bez separace — zmena vlastnosti

— spektralni metody
 fluorescencni sondy, Q, FRET

— piezzoelektrické stanoveni komplexu
e At =f(Am)

res

— jiné specifické metody
 Mikrokalorimetrie - titrace



Mikrokalorimetrie
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Analyza vazby — parametry

 Model dle

— Scatcharda

» Stejnocenna vazna mista (stejné K)

* Neovlivnuji se
— Hilla

« Kooperativita vaznych mist — ovlivnéni + i -
— NNEM

« Negativni kooperativita, vylouceni souseda
» Specialné pro DNA



Scatcharduv model
M;+ L, e« ML (=L,
K, =L/ (M. [L]) = [L,]/ (M](n-v) . [L{])
L]/ M]=v, [L]=v.[M] K,=v/(@v).[L])

K, .(n-v) = v/[L] K, ,.n-K, .v =v/[L]



Scatcharduv model

Grafické K,.n
Znazorneni VI [LJ

odpovida
nesedi =




Kooperujici vazna mista — Hill

M,+mL, = ML=L,

Ky = [Lo/([Lg™ . [Mg]) = [Lo]/ [Le]™ . (- v) . [M] =
=v/(n-v).[LJ™

K,.(n-v)= v/|[L]™
K, .[LJ™= v/(n-v)
log K, + m.log [L] = log (v/(n-vV))



Kooperujici vazna mista — Hill

K, se neméni

V[Ls]
log (v/(n-v))




NNEM

Nearest neighbour exclusion model

Typickeé pro interkalaci ligandu do
Sroubovice DNA

Rozsah
vylouceni
- NeJjmensi No=2 L No=3
pocCet bp
mezi ligandy




NNEM

Vo/[Lg] = K. (1-Nj vo).[ (1-Nj vo)/ (1-(Ny — 1) VO]NO-I

K, — vazebna konstanta pro 1solované vazné misto

V, = ¢ vazancho ligandu / ¢ paru bazi - max. 1

N, = rozsah vylouceni, minimalni pocet paru bazi mezi
ligandy (pro 1 Zadne vylouceni)



Grafické
vyjadreni

NNEM

vo/[L]
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