
SensorgramSensorgram

�� průběh typického vazebného experimentuprůběh typického vazebného experimentu�� průběh typického vazebného experimentuprůběh typického vazebného experimentu

�� signál v čase při vazbě biomolekuly na imobilizovaný ligandsignál v čase při vazbě biomolekuly na imobilizovaný ligand

�� tvořen specifickou interakcí a změnou indexu lomu protékajícího tvořen specifickou interakcí a změnou indexu lomu protékajícího �� tvořen specifickou interakcí a změnou indexu lomu protékajícího tvořen specifickou interakcí a změnou indexu lomu protékajícího 
roztokuroztoku



Stanovení koncentraceStanovení koncentrace

�� základní možnosti:základní možnosti:

�� přímé měření přímé měření 
(se zesílením odezvy)(se zesílením odezvy)

�� inhibiční měření inhibiční měření �� inhibiční měření inhibiční měření 

(kompetice v roztoku)(kompetice v roztoku)

�� kompetice na povrchu kompetice na povrchu �� kompetice na povrchu kompetice na povrchu 
sensorusensoru



Přímé měřeníPřímé měření
�� nejčastější způsob stanovenínejčastější způsob stanovení�� nejčastější způsob stanovenínejčastější způsob stanovení

koncentrace analytu ve vzorkukoncentrace analytu ve vzorku

�� vyhodnocovat lze buď rychlostvyhodnocovat lze buď rychlost

vazby v počátku, nebo změnuvazby v počátku, nebo změnu

signálu po ustálenísignálu po ustálení

�� zvolený způsob měření ovlivnízvolený způsob měření ovlivní�� zvolený způsob měření ovlivnízvolený způsob měření ovlivní
analytické parametry stanoveníanalytické parametry stanovení

�� rychlost, citlivost, limit detekcerychlost, citlivost, limit detekce�� rychlost, citlivost, limit detekcerychlost, citlivost, limit detekce

�� vícevrstevný (sendvičový) komplex zlepší citlivost (např.vícevrstevný (sendvičový) komplex zlepší citlivost (např.

nanočástice)nanočástice)nanočástice)nanočástice)



Vliv afinity a liganduVliv afinity a ligandu

�� vyšší afinita umožní měřit nižší koncentrace analytuvyšší afinita umožní měřit nižší koncentrace analytu�� vyšší afinita umožní měřit nižší koncentrace analytuvyšší afinita umožní měřit nižší koncentrace analytu



Inhibiční (kompetiční) stanoveníInhibiční (kompetiční) stanovení
�� pro malé molekuly, jejichž pro malé molekuly, jejichž �� pro malé molekuly, jejichž pro malé molekuly, jejichž 

přímá vazba by poskytla přímá vazba by poskytla 
nízký signálnízký signál

�� kalibrační závislosti v logkalibrační závislosti v log

závislosti pro osu xzávislosti pro osu x

�� signál vyvolá vazba pomocnésignál vyvolá vazba pomocné�� signál vyvolá vazba pomocnésignál vyvolá vazba pomocné
detekční molekuly; její afinita a koncentrace ovlivní výrazně průběh detekční molekuly; její afinita a koncentrace ovlivní výrazně průběh 

stanovenístanovenístanovenístanovení



Přímé měření (bez kalibrace)Přímé měření (bez kalibrace)

�� pokud není k dispozici standard, lze za podmínek difúzní limitace pokud není k dispozici standard, lze za podmínek difúzní limitace 

určit koncentraci analytu z rychlosti vazby (lineární oblast) se určit koncentraci analytu z rychlosti vazby (lineární oblast) se 
znalostí (přibližnou) difúzního koeficientu analytuznalostí (přibližnou) difúzního koeficientu analytuznalostí (přibližnou) difúzního koeficientu analytuznalostí (přibližnou) difúzního koeficientu analytu

�� je potřeba vysoká hustota ligandu, dostatečná velikost analytu (přes je potřeba vysoká hustota ligandu, dostatečná velikost analytu (přes 

5 kDa) a přiměřená afinita interakce5 kDa) a přiměřená afinita interakce5 kDa) a přiměřená afinita interakce5 kDa) a přiměřená afinita interakce

�� optimální je odezva optimální je odezva 0.30.3––15 RU/s 15 RU/s při při 5 µl/min5 µl/min aspoň 30 s, to odpovídá aspoň 30 s, to odpovídá 
asi asi 0.050.05––5 µg/ml5 µg/mlasi asi 0.050.05––5 µg/ml5 µg/ml



Afinitní Afinitní interakceinterakceAfinitní Afinitní interakceinterakce
�� vznik afinitního komplexu na základě specifické interakce dvou biomolekul vznik afinitního komplexu na základě specifické interakce dvou biomolekul 

s komplementárními vazebnými doménami je základem všech procesů v s komplementárními vazebnými doménami je základem všech procesů v s komplementárními vazebnými doménami je základem všech procesů v s komplementárními vazebnými doménami je základem všech procesů v 
živých systémechživých systémech

�� experimentální studium interakcí mezi biomolekulami pomáhá objasnit experimentální studium interakcí mezi biomolekulami pomáhá objasnit 
vzájemné vztahy v biologických systémechvzájemné vztahy v biologických systémechvzájemné vztahy v biologických systémechvzájemné vztahy v biologických systémech

�� mimo klasické procesy studia afinitních interakcí jsou nyní v biochemii a mimo klasické procesy studia afinitních interakcí jsou nyní v biochemii a 
biologii stále častěji využívány moderní metodiky na bázi biosensorůbiologii stále častěji využívány moderní metodiky na bázi biosensorůbiologii stále častěji využívány moderní metodiky na bázi biosensorůbiologii stále častěji využívány moderní metodiky na bázi biosensorů

�� přínosem biosensorů je rychlost, pohodlnost a možnost přímého přínosem biosensorů je rychlost, pohodlnost a možnost přímého 
sledování interakce v reálném čase bez nutnosti značenísledování interakce v reálném čase bez nutnosti značení



Typy afinitních interakcíTypy afinitních interakcíTypy afinitních interakcíTypy afinitních interakcí

mmoleolekkululáárrníní reakce mezi partnery:reakce mezi partnery:mmoleolekkululáárrníní reakce mezi partnery:reakce mezi partnery:

antigen protilátka

hormon receptorhormon receptor

léčiva receptor

enzym kofaktor / substrát / inhibitorenzym kofaktor / substrát / inhibitor

receptor mikroorganismus / buňka

nukleová kyselina vazebná bílkovina

nukleová kyselina komplementární řetězecnukleová kyselina komplementární řetězec



Afinitní interakceAfinitní interakceAfinitní interakceAfinitní interakce
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ka

kdkd

komplementárníkomplementární
oblastioblasti aafinitnfinitnííoblastioblasti aafinitnfinitníí

komplexkomplex

Kinetické konstanty:Kinetické konstanty:
kkaa ... asociační rychlostní konstanta... asociační rychlostní konstantakkaa ... asociační rychlostní konstanta... asociační rychlostní konstanta
kkdd ... disociační rychlostní konstanta... disociační rychlostní konstanta
KKAA = k= kaa/k/kdd asociační rovnovážná konstantaasociační rovnovážná konstantaKKAA = k= kaa/k/kdd asociační rovnovážná konstantaasociační rovnovážná konstanta



Rozdělení afinitních sensorůRozdělení afinitních sensorůRozdělení afinitních sensorůRozdělení afinitních sensorů

�� vždy je jeden z afinitních partnerů imobilizován na povrchu převodníku; vždy je jeden z afinitních partnerů imobilizován na povrchu převodníku; 
podle generování signálu se pak rozlišují:podle generování signálu se pak rozlišují:podle generování signálu se pak rozlišují:podle generování signálu se pak rozlišují:

�� přímé afinitní biosensorypřímé afinitní biosensory
-- vznik biokomplexu je možné sledovat přímovznik biokomplexu je možné sledovat přímo
v průběhu afinitní interakce (v reálném čase)v průběhu afinitní interakce (v reálném čase)v průběhu afinitní interakce (v reálném čase)v průběhu afinitní interakce (v reálném čase)

-- jako převodníky slouží speciální optické světlovodnéjako převodníky slouží speciální optické světlovodné
systémy, piezosensory nebo impedimetrická zařízenísystémy, piezosensory nebo impedimetrická zařízenísystémy, piezosensory nebo impedimetrická zařízenísystémy, piezosensory nebo impedimetrická zařízení

�� nepřímé afinitní biosensorynepřímé afinitní biosensory
-- jeden z afinitních partnerů je vhodně označen, na konci interakce se pak jeden z afinitních partnerů je vhodně označen, na konci interakce se pak 
stanoví množství značky navázané na povrchu sensorustanoví množství značky navázané na povrchu sensorustanoví množství značky navázané na povrchu sensorustanoví množství značky navázané na povrchu sensoru
-- podle typu značky (enzym nebo fluorofor) se použije převodník vhodný podle typu značky (enzym nebo fluorofor) se použije převodník vhodný 
pro měření enzymové aktivity nebo fluorescencepro měření enzymové aktivity nebo fluorescence



Schéma měření s biosensoremSchéma měření s biosensoremSchéma měření s biosensoremSchéma měření s biosensorem
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2. asociace2. asociace

1. imobilizace ligandu1. imobilizace ligandu

2. asociace2. asociace
se vzorkemse vzorkem

4. regenerace4. regenerace4. regenerace4. regenerace
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disociacedisociace



Charakterizace afinitních reakcíCharakterizace afinitních reakcí

proč měřit rychlostní kinetické konstanty?proč měřit rychlostní kinetické konstanty?
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všechny tyto interakce mají stejnou rovnovážnou všechny tyto interakce mají stejnou rovnovážnou 
konstantu, liší se rychlostními konstantami



Kinetická analýzaKinetická analýza
�� kkvantitativní charakterizace afinitních interakcí má základní význam pro řadu oblastí vantitativní charakterizace afinitních interakcí má základní význam pro řadu oblastí 

biochemie, biotechnologie i biologiebiochemie, biotechnologie i biologie

�� klasické mklasické metodyetody pro měření afinity jsou obvykle založeny na smísení interagujících pro měření afinity jsou obvykle založeny na smísení interagujících �� klasické mklasické metodyetody pro měření afinity jsou obvykle založeny na smísení interagujících pro měření afinity jsou obvykle založeny na smísení interagujících 

partnerů, dosažení rovnovážného stavu, separaci volných a vázaných molekul a partnerů, dosažení rovnovážného stavu, separaci volných a vázaných molekul a 
kvantifikaci jednoho zkvantifikaci jednoho z partnerůpartnerů

�� uužívají se vhodné detekční žívají se vhodné detekční značkyznačky -- radioaktivita, fluorescence, enzymyradioaktivita, fluorescence, enzymy�� uužívají se vhodné detekční žívají se vhodné detekční značkyznačky -- radioaktivita, fluorescence, enzymyradioaktivita, fluorescence, enzymy

�� nezískají se nezískají se kompletní kompletní kinetická data a navíc může dojít ke změnám nativní molekulykinetická data a navíc může dojít ke změnám nativní molekuly

�� nnejvíce informací lze vždy získat při ejvíce informací lze vždy získat při průběžnémprůběžném sledování vazebného dějesledování vazebného děje pomocí pomocí 

biosensorůbiosensorů

�� jedna zjedna z interagujících látek interagujících látek –– ligand ligand -- je navázána na povrchu citlivé oblasti vhodného je navázána na povrchu citlivé oblasti vhodného 
fyzikálního sensorufyzikálního sensorufyzikálního sensorufyzikálního sensoru

�� ppři specifické vazbě druhé látky se změní fyzikální charakteristiky citlivého povrchu, ři specifické vazbě druhé látky se změní fyzikální charakteristiky citlivého povrchu, 

na které sensor reaguje změnou signáluna které sensor reaguje změnou signálu

�� vvazebnou interakci tak lze sledovat v azebnou interakci tak lze sledovat v reálném časereálném čase a a přímopřímo bez nutnosti používat bez nutnosti používat �� vvazebnou interakci tak lze sledovat v azebnou interakci tak lze sledovat v reálném časereálném čase a a přímopřímo bez nutnosti používat bez nutnosti používat 
značení.značení.



Uspořádání experimentuUspořádání experimentu

�� nejčastějinejčastěji používanápoužívaná metodametoda studiastudia bioafinitníchbioafinitních interakcíinterakcí jeje schématickyschématicky
znázorněnaznázorněna nana obrázkuobrázku

�� jednajedna zz reagujícíchreagujících láteklátek (ligand(ligand L)L) jeje imobilizovánaimobilizována nana citlivémcitlivém povrchupovrchu sensorusensoru�� jednajedna zz reagujícíchreagujících láteklátek (ligand(ligand L)L) jeje imobilizovánaimobilizována nana citlivémcitlivém povrchupovrchu sensorusensoru

(( ))

�� druhádruhá (receptor(receptor R)R) jeje přítomnápřítomná vv roztokuroztoku vv koncentracikoncentraci cc,, tata jeje obvykleobvykle běhemběhem
měřeníměření praktickyprakticky neměnná,neměnná, napřnapř.. připři průtočnémprůtočném uspořádáníuspořádáníměřeníměření praktickyprakticky neměnná,neměnná, napřnapř.. připři průtočnémprůtočném uspořádáníuspořádání

�� sledujesleduje sese tvorbatvorba komplexukomplexu RLRL::

kkaaaa

L + R      L + R      LRLR

kkdd

�� interakciinterakci popisujípopisují kinetickékinetické rychlostnírychlostní konstantykonstanty kkaa (asociační)(asociační) aa kkdd (disociační)(disociační)..�� interakciinterakci popisujípopisují kinetickékinetické rychlostnírychlostní konstantykonstanty kkaa (asociační)(asociační) aa kkdd (disociační)(disociační)..

�� rychlostrychlost tvorbytvorby komplexukomplexu jeje::

�� PoPo ustaveníustavení rovnováhyrovnováhy ((dd[RL]/[RL]/dtdt == 00)) jsoujsou koncentracekoncentrace všechvšech foremforem dánydány

rovnovážnýmirovnovážnými konstantamikonstantami KK respresp.. KK ;; platíplatí propro něně vztahyvztahyrovnovážnýmirovnovážnými konstantamikonstantami KKAA respresp.. KKDD;; platíplatí propro něně vztahyvztahy
KKAA == [RL]/([R][L][RL]/([R][L] == kkaa /k/kdd,, KKDD == 11/K/KAA..

d dt k k[ ] / [ ][ ] [ ]RL R L RL= −d dt k ka d[ ] / [ ][ ] [ ]RL R L RL= −



|-ligand + receptor |- komplex
ka

|-ligand + receptor |- komplex
kd

signál Y Yeqsignál Y

čas t

Yeq

YaYa

Y0

Asociace DisociacePufr

�� mměřený signál je úměrný množství vznikajícího komplexuěřený signál je úměrný množství vznikajícího komplexu

�� uu všech typů sensorů signál závisí na hmotnosti molekul navázaných na všech typů sensorů signál závisí na hmotnosti molekul navázaných na 
citlivý povrchcitlivý povrchcitlivý povrchcitlivý povrch



Výpočet kinetických konstantVýpočet kinetických konstant

�� vvýchozí signál ýchozí signál YY00 se bere nulovýse bere nulový

�� vazebná kapacita vazebná kapacita YYmaxmax povrchu je úměrná celkové změně signálu po povrchu je úměrná celkové změně signálu po maxmax

obsazení všech přítomných molekul ligandu Lobsazení všech přítomných molekul ligandu L

�� vv průběhu vazby bude zbývající množství volného neobsazeného ligandu L průběhu vazby bude zbývající množství volného neobsazeného ligandu L 
přímo úměrné rozdílu přímo úměrné rozdílu YYmaxmax --YYpřímo úměrné rozdílu přímo úměrné rozdílu YYmaxmax --YY

�� množství navázaného partnera Rmnožství navázaného partnera R je je přímo úměrné přímo úměrné YY::

d[RL]/dd[RL]/dtt =  =  ddYY/d/dtt =  =  kkaacc((YYmaxmax --YY) ) -- kkddYYd[RL]/dd[RL]/dtt =  =  ddYY/d/dtt =  =  kkaacc((YYmaxmax --YY) ) -- kkddYY
�� a další úpravou získat: a další úpravou získat: 

ddYY/d/dtt =  =  kkaacYcYmaxmax –– ((kkaacc + + kkdd ))YYddYY/d/dtt =  =  kkaacYcYmaxmax –– ((kkaacc + + kkdd ))YY
�� kk určeníurčení kinetickýchkinetických parametrůparametrů zz experimentálníchexperimentálních závislostízávislostí YY nana časečase tt lzelze

použítpoužít dvadva odlišnéodlišné postupy,postupy, linearizacilinearizaci transformacítransformací nebonebo nelineárnínelineární regresiregresi



LinearizaceLinearizace

�� experimentální závislost experimentální závislost YY == f(t)f(t) se numerickou transformací (derivace) převede na se numerickou transformací (derivace) převede na 
tvar tvar dY/dtdY/dt == f(Y)f(Y)

�� nnově získaná závislost by měla být lineární tvaru ově získaná závislost by měla být lineární tvaru dY/dtdY/dt == aa ++ bYbY

�� ppro absolutní člen (úsek na ose y) platí ro absolutní člen (úsek na ose y) platí aa == kkaa cYcYmaxmax, , 

�� pro směrnici pro směrnici bb == --kkaa cc -- kkdd. . �� pro směrnici pro směrnici bb == --kkaa cc -- kkdd. . 

�� ppokud se provedou vazebná měření pro řadu koncentracíokud se provedou vazebná měření pro řadu koncentrací cc volného partnera Lvolného partnera L, , lze lze 

kinetické rychlostní konstanty kinetické rychlostní konstanty kkaa, k, kdd jednoduše zjistit vynesením závislostí jednoduše zjistit vynesením závislostí a, ba, b na na 
koncentraci koncentraci cckoncentraci koncentraci cc

�� nna základě grafu směrnic se určí velikosti konstant a z grafu úseků vazebná kapacita a základě grafu směrnic se určí velikosti konstant a z grafu úseků vazebná kapacita 

YYmaxmax

�� llineární transformace primárních naměřených dat bohužel vede také kineární transformace primárních naměřených dat bohužel vede také k transformaci transformaci 

chyb počítaných parametrů, a tak jsou kvalitní naměřené údaje částečně chyb počítaných parametrů, a tak jsou kvalitní naměřené údaje částečně 
znehodnoceny.znehodnoceny.....znehodnoceny.znehodnoceny.....

�� v souv současnosti používána zřídka časnosti používána zřídka 



Ukázka použitíUkázka použitíUkázka použitíUkázka použití







Nelineární regreseNelineární regrese
�� je exaktnější postup vycházející z integrace rovnice výchozíje exaktnější postup vycházející z integrace rovnice výchozí podle času, to přímo vede podle času, to přímo vede 

kk výrazu závislosti velikosti signálu výrazu závislosti velikosti signálu YY na čase na čase tt::

daa

kck

tkckcYk
Y

+
+−−

=
]})(exp[1{max

�� zz jedinéhojediného experimentuexperimentu taktak jeje možnémožné určiturčit přímopřímo žádanéžádané kinetickékinetické konstantykonstanty (takto(takto sese

da kck +

�� zz jedinéhojediného experimentuexperimentu taktak jeje možnémožné určiturčit přímopřímo žádanéžádané kinetickékinetické konstantykonstanty (takto(takto sese

používápoužívá zřídka)zřídka)

�� propro usnadněníusnadnění numerickéhonumerického výpočtuvýpočtu lzelze zavéstzavést YYeqeq,, tjtj.. velikostvelikost signálusignálu připři dosaženídosažení
rovnovážnéhorovnovážného stavustavu::rovnovážnéhorovnovážného stavustavu::

)(/)/()/( maxmaxmax AADdaaeq KccYKKccYkckcYkY +=+=+=
�� rovnicerovnice pakpak přejdepřejde nana tvartvar::

]})(exp[1{ tkckYY daeq +−−= ]})(exp[1{ tkckYY daeq +−−=



�� dalšího zjednodušení výpočtu lze dosáhnout zavedením dalšího zjednodušení výpočtu lze dosáhnout zavedením kkobsobs == kkaa cc ++ kkdd

�� hodnoty kinetických rychlostních konstant pak lze určit vynesením hodnoty kinetických rychlostních konstant pak lze určit vynesením kkobsobs proti proti 
koncentraci volného vazebného partnerakoncentraci volného vazebného partnera

)]exp(1{[ tkYY obseq −−=
�� nelineární regrese umožňuje vyhodnotit vazebné křivky tvořené ze dvou nelineární regrese umožňuje vyhodnotit vazebné křivky tvořené ze dvou 

nezávislých kinetických interakcí (např. nespecifická adsorpce ligandu), je možné nezávislých kinetických interakcí (např. nespecifická adsorpce ligandu), je možné 

)]exp(1{[ tkYY obseq −−=

uvažovat vliv nestability základní linie, lze korigovat změny signálu vyvolané uvažovat vliv nestability základní linie, lze korigovat změny signálu vyvolané 
výměnou pracovního roztokuvýměnou pracovního roztoku

�� po nástřiku vzorku dochází obvykle kpo nástřiku vzorku dochází obvykle k výrazné změně indexu lomu okolního výrazné změně indexu lomu okolního �� po nástřiku vzorku dochází obvykle kpo nástřiku vzorku dochází obvykle k výrazné změně indexu lomu okolního výrazné změně indexu lomu okolního 

prostředí, které se projeví jako prudká změna signálu u optických sensorů, stejně prostředí, které se projeví jako prudká změna signálu u optických sensorů, stejně 
působí změny viskozity upůsobí změny viskozity u piezoelektrických sensorůpiezoelektrických sensorů

�� nelineární regerese je univerzální, lze použít inelineární regerese je univerzální, lze použít i tam, kde linearizace selhává nebo tam, kde linearizace selhává nebo �� nelineární regerese je univerzální, lze použít inelineární regerese je univerzální, lze použít i tam, kde linearizace selhává nebo tam, kde linearizace selhává nebo 

není principiálně použitelná vůbecnení principiálně použitelná vůbec



Ukázka kinetické analýzyUkázka kinetické analýzy
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Interakce antigenu (imobiliz.) s Interakce antigenu (imobiliz.) s 
fragmentem protilátky (scFv)fragmentem protilátky (scFv)
Interakce antigenu (imobiliz.) s Interakce antigenu (imobiliz.) s 
fragmentem protilátky (scFv)fragmentem protilátky (scFv)
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Biacore 3000, Ag imobilizován na čipy CM5 a CM3, interakční závislosti pro Biacore 3000, Ag imobilizován na čipy CM5 a CM3, interakční závislosti pro Biacore 3000, Ag imobilizován na čipy CM5 a CM3, interakční závislosti pro Biacore 3000, Ag imobilizován na čipy CM5 a CM3, interakční závislosti pro 
různé koncentrace protilátekrůzné koncentrace protilátek

ukázky průběhu interakčních křivek pro různé koncentrace protilátky (nM)ukázky průběhu interakčních křivek pro různé koncentrace protilátky (nM)ukázky průběhu interakčních křivek pro různé koncentrace protilátky (nM)ukázky průběhu interakčních křivek pro různé koncentrace protilátky (nM)



VyhodnoceníVyhodnocení
ref. ref. kanálkanál 1 1 –– BSABSA, povrchové hustoty antigenů, povrchové hustoty antigenů (RU(RU, v kanálu č., v kanálu č.) : ) : ref. ref. kanálkanál 1 1 –– BSABSA, povrchové hustoty antigenů, povrchové hustoty antigenů (RU(RU, v kanálu č., v kanálu č.) : ) : 

CM3: 2 CM3: 2 –– 264, 3 264, 3 –– 920, 4 920, 4 –– 647; CM5: 2 647; CM5: 2 –– 1206, 3 1206, 3 –– 513, 4 513, 4 –– 2550)2550)

průtočná rychlost průtočná rychlost 25 ul/min (25 ul/min (bez vlivubez vlivu))

Ukázky nalezených kinetických konstant Ukázky nalezených kinetických konstant –– v závislosti na použité konc. Abv závislosti na použité konc. Ab
((nezávislá regrese každé křivky použitímnezávislá regrese každé křivky použitím Scrubber2, Biaevaluate Scrubber2, Biaevaluate použit pro extrakci datpoužit pro extrakci dat))((nezávislá regrese každé křivky použitímnezávislá regrese každé křivky použitím Scrubber2, Biaevaluate Scrubber2, Biaevaluate použit pro extrakci datpoužit pro extrakci dat))
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Disociační fáze interakceDisociační fáze interakce
�� po vytvoření komplexu LR na povrchu sensoru se z okolí odstraní volný receptor R po vytvoření komplexu LR na povrchu sensoru se z okolí odstraní volný receptor R 

a lze pozorovat zpětný rozpad (disociaci) komplexu na výchozí složkya lze pozorovat zpětný rozpad (disociaci) komplexu na výchozí složky

�� kineticky tento proces odpovídá dříve uvedené rovnicikineticky tento proces odpovídá dříve uvedené rovnici�� kineticky tento proces odpovídá dříve uvedené rovnicikineticky tento proces odpovídá dříve uvedené rovnici

ddYY/d/dtt =  =  kkaacYcYmaxmax –– ((kkaacc + + kkdd ))YY
�� kde se položí [R] = kde se položí [R] = cc = 0, odtud pak plyne:= 0, odtud pak plyne:�� kde se položí [R] = kde se položí [R] = cc = 0, odtud pak plyne:= 0, odtud pak plyne:

ddYY/d/dtt == ––kkddYY
�� jeje--li výchozí množství komplexu LR na povrchu sensoru dáno signálem li výchozí množství komplexu LR na povrchu sensoru dáno signálem YaYa, , 

integrace vede ke vztahu:integrace vede ke vztahu:integrace vede ke vztahu:integrace vede ke vztahu:

YY == YYaaexp(exp(––kkdd t)t)
�� zz experimentální disociační křivky lze pak parametry experimentální disociační křivky lze pak parametry kdkd a a YaYa určit nelineární určit nelineární �� zz experimentální disociační křivky lze pak parametry experimentální disociační křivky lze pak parametry kdkd a a YaYa určit nelineární určit nelineární 

regresí, případně po úpravě na rovnici přímky lineární regresí:regresí, případně po úpravě na rovnici přímky lineární regresí:

lnlnYY == lnlnYYa a –– kkdd ttlnlnYY == lnlnYYa a –– kkdd tt



Interakce proteinu GP41 (imob.) a scFv protilátek Interakce proteinu GP41 (imob.) a scFv protilátek 
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Kinetika uKinetika u
BiacoreBiacore
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KinetiKinetikaka uu BIACOREBIACORE

interakce imobilizované karbonátanhydrasy II (30 kDa) 
a acetozolamidu (222 Da)

 

a acetozolamidu (222 Da)
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V praxi to bývá komplikovanější ...V praxi to bývá komplikovanější ...

�� ppřiři disociacidisociaci liganduligandu z z povrchupovrchu sensorusensoru se se můžemůže někdyněkdy vyskytovatvyskytovat tzvtzv. . 
""rebindingrebinding„„ -- partner R partner R se se sicesice uvolníuvolní z z komplexukomplexu LLRR, ale , ale nežnež se se stačístačí
dostatdostat do do volnéhovolného roztokuroztoku, je , je zachycenzachycen jinýmijinými neobsazenýmineobsazenými ligandy L ligandy L nana
povrchupovrchu

-- nastávánastává pokudpokud je je povrchovápovrchová hustotahustota ligandu L ligandu L vysokávysoká ((LL je je nízkomolekulárnínízkomolekulární))-- nastávánastává pokudpokud je je povrchovápovrchová hustotahustota ligandu L ligandu L vysokávysoká ((LL je je nízkomolekulárnínízkomolekulární))

-- nebonebo pokudpokud biovrstvabiovrstva nenínení monovrstvoumonovrstvou a a mámá většívětší tloušťkutloušťku ((imobilizaceimobilizace v v 
dextranovédextranové matricimatrici))

-- pprojevemrojevem bývajíbývají velmivelmi nízkénízké hodnotyhodnoty kk oprotioproti očekáváníočekávání-- pprojevemrojevem bývajíbývají velmivelmi nízkénízké hodnotyhodnoty kkdd oprotioproti očekáváníočekávání

�� ppřiři analýzeanalýze interakcíinterakcí protilátekprotilátek (IgG) s (IgG) s imobilizovanýmiimobilizovanými antigenyantigeny se se obvykleobvykle
uvažujeuvažuje stechiometriestechiometrie interakceinterakce 1 : 11 : 1, n, nicméněicméně připři interakciinterakci s s 
imobilizovanýmiimobilizovanými haptenyhapteny (R) je (R) je možnámožná ii bivalentníbivalentní vazbavazba

�� různé orientace (různé orientace (nehomogenitanehomogenita) ligandu) ligandu

�� transport transport láteklátek z z roztokuroztoku k k sensorusensoru�� transport transport láteklátek z z roztokuroztoku k k sensorusensoru

�� obvykleobvykle existujeexistuje nana povrchupovrchu sensorusensoru nemíchanánemíchaná vrstvavrstva -- mmimoimo vlastnívlastní
afinitníafinitní interakceinterakce je je tedytedy nutnénutné uvažovatuvažovat difúznídifúzní transporttransport partnera Rpartnera R

�� bude diskutováno v další částibude diskutováno v další části



Jak zJak získat dobrá data ...ískat dobrá data ...
�� ujasnit si předem, o co nám vlastně jde, kinetické parametry, nebo ujasnit si předem, o co nám vlastně jde, kinetické parametry, nebo 

vůbec pochopení interakce? vůbec pochopení interakce? –– plánovatplánovat předem experimentpředem experiment

�� nebojme se nebojme se sbírat data nejvyšší rychlostí sbírat data nejvyšší rychlostí (10x za 1 s) u Biacore(10x za 1 s) u Biacore

-- získáme dokonalejší popis interakce a lépe odlišíme přechodové fázezískáme dokonalejší popis interakce a lépe odlišíme přechodové fáze

�� pro kinetiku je vhodné pro kinetiku je vhodné malé množství imobilizovaného malé množství imobilizovaného liganduligandu�� pro kinetiku je vhodné pro kinetiku je vhodné malé množství imobilizovaného malé množství imobilizovaného liganduligandu

-- zmenší se lokální úbytek vázané biomolekuly (depletion) a omezí se zmenší se lokální úbytek vázané biomolekuly (depletion) a omezí se 
možné sterické problémy (molekuly ligandů si budou „zavazet“) možné sterické problémy (molekuly ligandů si budou „zavazet“) 

-- nejlépe zkusit několik imobilizovaných hladin pro porovnánínejlépe zkusit několik imobilizovaných hladin pro porovnání

�� použít přiměřeně rozsáhlý použít přiměřeně rozsáhlý rozsah koncentrací rozsah koncentrací volného partneravolného partnera

-- omezí se systematická chybaomezí se systematická chyba-- omezí se systematická chybaomezí se systematická chyba

-- měřit jednotlivé koncentrace v náhodném pořadíměřit jednotlivé koncentrace v náhodném pořadí

-- na konci tu první ještě zopakovat na konci tu první ještě zopakovat –– ověřit zachování vazebné kapacity a ověřit zachování vazebné kapacity a -- na konci tu první ještě zopakovat na konci tu první ještě zopakovat –– ověřit zachování vazebné kapacity a ověřit zachování vazebné kapacity a 
aktivity liganduaktivity ligandu

-- rozsah koncentrací přibližně od rozsah koncentrací přibližně od KKDD/10 po 10/10 po 10KKDD

�� udržujme udržujme měřící systém v perfektním stavuměřící systém v perfektním stavu�� udržujme udržujme měřící systém v perfektním stavuměřící systém v perfektním stavu

-- dodržovat intervaly údržby (Desorb, Sanitize)dodržovat intervaly údržby (Desorb, Sanitize)

-- kontrola komponentkontrola komponent

-- filtrovat roztoky, kvalitní spotřební materiálfiltrovat roztoky, kvalitní spotřební materiál



další zásady ...další zásady ...další zásady ...další zásady ...
�� provádět provádět komletní regeneraci komletní regeneraci pokud možno až k výchozí základní pokud možno až k výchozí základní 

liniiliniiliniilinii

-- při použití např. vysoké koncentrace nemusí být standartní regenerace při použití např. vysoké koncentrace nemusí být standartní regenerace 
dostatečná dostatečná –– zopakovat ještě jednouzopakovat ještě jednou

-- generovat data až do značného stavu saturace povrchugenerovat data až do značného stavu saturace povrchu-- generovat data až do značného stavu saturace povrchugenerovat data až do značného stavu saturace povrchu

-- omezí se možný „rebinding“ při disociaci omezí se možný „rebinding“ při disociaci –– uvolněná molekula se nemá uvolněná molekula se nemá 
kam znovu navázatkam znovu navázat

-- zaznamenat dostatečně dlouhé asociační a disociační křivky (zbytečně zaznamenat dostatečně dlouhé asociační a disociační křivky (zbytečně 
nespěchat...)nespěchat...)

-- zvýší se šance dosažení rovnovážného stavu zvýší se šance dosažení rovnovážného stavu –– alternativní alternativní -- zvýší se šance dosažení rovnovážného stavu zvýší se šance dosažení rovnovážného stavu –– alternativní alternativní 
vyhodnocení kinetických asociačních/disociačních vyhodnocení kinetických asociačních/disociačních rovnovážnýchrovnovážných
konstantkonstant

�� používat používat referenční kanál referenční kanál pro eliminaci změn indexu lomu roztoků pro eliminaci změn indexu lomu roztoků 

(„bulk changes“) a nespecifické vazby(„bulk changes“) a nespecifické vazby

-- analyzovat diferenciální dataanalyzovat diferenciální data-- analyzovat diferenciální dataanalyzovat diferenciální data



ještě je třeba ...ještě je třeba ...

�� jak ligand, tak volný vazebný partner by měly býtjak ligand, tak volný vazebný partner by měly být

-- v čistém stavu v čistém stavu (minimálně musí být známá koncentrace toho volného...)(minimálně musí být známá koncentrace toho volného...)-- v čistém stavu v čistém stavu (minimálně musí být známá koncentrace toho volného...)(minimálně musí být známá koncentrace toho volného...)

-- je nutná i konformační homogenita (monomer je nutná i konformační homogenita (monomer –– dimer dimer –– oligomery se oligomery se 
budou chovat značně rozdílně...) budou chovat značně rozdílně...) –– ušetříme si „vymýšlení“ složitých ušetříme si „vymýšlení“ složitých budou chovat značně rozdílně...) budou chovat značně rozdílně...) –– ušetříme si „vymýšlení“ složitých ušetříme si „vymýšlení“ složitých 
interakčních modelůinterakčních modelů

�� nenesnažit se „snažit se „over analyseover analyse“ naměřená “ naměřená datadata

-- pokud data mají odpovídat jednoduchému modelu, ale fitování pokud data mají odpovídat jednoduchému modelu, ale fitování -- pokud data mají odpovídat jednoduchému modelu, ale fitování pokud data mají odpovídat jednoduchému modelu, ale fitování 
nevychází, tak přidávání „korekčních“ parametrů situaci matematicky nevychází, tak přidávání „korekčních“ parametrů situaci matematicky 
samozřejmě zlepší, i když výsledná rovnice už nemá smysl z samozřejmě zlepší, i když výsledná rovnice už nemá smysl z samozřejmě zlepší, i když výsledná rovnice už nemá smysl z samozřejmě zlepší, i když výsledná rovnice už nemá smysl z 
biologického hlediska...biologického hlediska...

�� porovnat porovnat různé imobilizační metodikyrůzné imobilizační metodiky

-- různé způsoby kovalentní vazby ligandurůzné způsoby kovalentní vazby ligandu-- různé způsoby kovalentní vazby ligandurůzné způsoby kovalentní vazby ligandu

-- např. vazba přes aminoskupiny je často náhodná a může vést k např. vazba přes aminoskupiny je často náhodná a může vést k 
heterogenitě imobilizovaného liganduheterogenitě imobilizovaného ligandu

-- zkusit různé afinitní imobilizace (proteiny A / G / L)zkusit různé afinitní imobilizace (proteiny A / G / L)-- zkusit různé afinitní imobilizace (proteiny A / G / L)zkusit různé afinitní imobilizace (proteiny A / G / L)

-- různé „tagy“ (biotin, His, GST, ...) mohou poskytnout homogenní různé „tagy“ (biotin, His, GST, ...) mohou poskytnout homogenní 
orientaci / vazbu liganduorientaci / vazbu liganduorientaci / vazbu liganduorientaci / vazbu ligandu



Problémy a jejich řešeníProblémy a jejich řešení



Pro zopakování ...Pro zopakování ...

rovnovážnérovnovážné konstanty ... konstanty ... KKDD nebonebo KKAA

rychlostnírychlostní asociaasociační ační a disociadisociační kční konstantonstantyy kk aa kkrychlostnírychlostní asociaasociační ační a disociadisociační kční konstantonstantyy kkaa aa kkdd

ka [A][B] kA + B        AB
ka

kd

KD = 1/KA =
[A][B]

[AB]
=

kd

ka

konstanty mají jednotky:

kobs, kON (s
-1) zdánlivá rychlostní nebo pseudo-prvního řádu kobs, kON (s
-1) zdánlivá rychlostní nebo pseudo-prvního řádu 

rychlostní konstanta (koncentračně závislá)

k , k , k (M-1 s-1) kinetická asociační rychlostní konstantaka , kass, k+1 (M-1 s-1) kinetická asociační rychlostní konstanta

kd , kdiss, k-1 (s
-1) kinetická disociační rychlostní konstanta

KD (M) kinetická disociační rovnovážná konstanta (1/ KA)

KA (M-1) kinetická asociační rovnovážná konstanta (1/ KD)
také se někdy nazývá afinitní konstanta...také se někdy nazývá afinitní konstanta...



RovnováhaRovnováha Ymax[B]

K + [B]
Yeq =

KD + [B]
Yeq =

YeqYeq

Y0

Yeq

�� když nastane, tak ji využijme!když nastane, tak ji využijme!

-- nezávislé určení rovnovážné konstantynezávislé určení rovnovážné konstanty [B]-- nezávislé určení rovnovážné konstantynezávislé určení rovnovážné konstanty



Srovnejme Srovnejme kkDD zzískané různěískané různě

15
Ya

10Y Y
Yt

5

YYYtt = [= [YYaa -- YY00]]eexp(xp(--kkd1d1tt ))
0

0 5 10 15

Dissociation time (min)

Y0
YYtt = [= [YYaa -- YY00]]eexp(xp(--kkd1d1tt ))

�� 1) z 1) z fitovfitování disociační fáze ání disociační fáze 

interakčních křivekinterakčních křivekinterakčních křivekinterakčních křivek

�� 2) z výnosu 2) z výnosu kk proti koncentraci proti koncentraci [B] [B] �� 2) z výnosu 2) z výnosu kkobsobs proti koncentraci proti koncentraci [B] [B] 

při hodnocení asociačních fází křivekpři hodnocení asociačních fází křivek
kkobsobs

(s(s--11))

�� měly by vyjít shodné měly by vyjít shodné ......
kkd2d2

[B]

d2d2



Co je „rCo je „rebindingebinding“ “ ??

YYt

�� vazebný partner B uvolněný při disociaci z komplexu vazebný partner B uvolněný při disociaci z komplexu ||--ligandligand--B se B se �� vazebný partner B uvolněný při disociaci z komplexu vazebný partner B uvolněný při disociaci z komplexu ||--ligandligand--B se B se 

místo úniku do roztoku a odplavení z cely místo úniku do roztoku a odplavení z cely zase naváže zase naváže na nějaký na nějaký 
volný ligand, co potká po cestě...volný ligand, co potká po cestě...

-- disociační konstanty disociační konstanty kk vychází příliš nízkévychází příliš nízké-- disociační konstanty disociační konstanty kkdd vychází příliš nízkévychází příliš nízké

-- chybné interpretování zdánlivě vyšší stability komplexuchybné interpretování zdánlivě vyšší stability komplexu



Jak omezit „rebinding“Jak omezit „rebinding“
�� použít disociační data z rané fáze křivky, kdy jsou molekuly použít disociační data z rané fáze křivky, kdy jsou molekuly 

imobilizovaného ligandu ještě vesměs obsazenéimobilizovaného ligandu ještě vesměs obsazené

-- a nemohou tedy zpětně B navázata nemohou tedy zpětně B navázat-- a nemohou tedy zpětně B navázata nemohou tedy zpětně B navázat

�� přidat do roztoku při disociaci volný ligand přidat do roztoku při disociaci volný ligand –– odchytí uvolněné B a odchytí uvolněné B a �� přidat do roztoku při disociaci volný ligand přidat do roztoku při disociaci volný ligand –– odchytí uvolněné B a odchytí uvolněné B a 

zabrání jeho zpětné vazbě na imobilizovaný ligandzabrání jeho zpětné vazbě na imobilizovaný ligand



Dvoufázové asociaceDvoufázové asociace

data mohou být přesně fitována
s předpokladem existence dvou ∆∆∆∆Y2

140

s předpokladem existence dvou
vazebných interakcí

∆∆∆∆Y2

100Yt

∆∆∆∆Y1

60

20

Y0

420

20

0

YY = = YY + + ∆∆YY (1(1--eexp(xp(--kk tt ))) + ) + ∆∆YY (1(1--eexp(xp(--kk tt ))) ) 

Time (s)

420

YYtt = = YY00 + + ∆∆YY11(1(1--eexp(xp(--kkobsobs11tt ))) + ) + ∆∆YY22(1(1--eexp(xp(--kkobs2obs2tt ))) ) 



Proč vzniká „dvoufázovost“ ?Proč vzniká „dvoufázovost“ ?

�� při interakci probíhají alespoň při interakci probíhají alespoň dva nezávislé vazebné dějedva nezávislé vazebné děje

�� nehomogenní vazebná místa nehomogenní vazebná místa imobilizovaného liganduimobilizovaného ligandu�� nehomogenní vazebná místa nehomogenní vazebná místa imobilizovaného liganduimobilizovaného ligandu

-- již před imobilizacíjiž před imobilizací

-- problém vzniklý při imobilizaci problém vzniklý při imobilizaci –– rozdílné orientacerozdílné orientace

-- sterické zábrany, mohou se prohloubit po vzniku komplexusterické zábrany, mohou se prohloubit po vzniku komplexu

�� nehomogennost partnera v roztokunehomogennost partnera v roztoku

-- již před interakcíjiž před interakcí-- již před interakcíjiž před interakcí

-- při interakci při interakci –– částečně nespecifická vazba, rebindingčástečně nespecifická vazba, rebinding

�� použít pouze počáteční část asociační fázepoužít pouze počáteční část asociační fáze�� použít pouze počáteční část asociační fázepoužít pouze počáteční část asociační fáze

�� zkontrolovat hodnoty zkontrolovat hodnoty kkdd získané různězískané různě

Y Y
Y

přístupnýpřístupný blokovanýblokovaný

Y



GlobGlobáállníní analýzaanalýza
všechna data z jednoho 

experimentu (různé koncentrace, 
asociační i disociační fáze) jsou 

fitována současně

nalezené kinetické parametry 

tedy musí vyhovovat pokud 

možno všem naměřeným 
křivkám



Limitace látkovým transportemLimitace látkovým transportem

A + |-B        |-BA
ka

A
km

A + |-B        |-BA
kd

A0

km

km

�� nastnastává tehdy, pokud rychlost ává tehdy, pokud rychlost 

kinetiky interakce je shodná nebo kinetiky interakce je shodná nebo kinetiky interakce je shodná nebo kinetiky interakce je shodná nebo 
vyšší než difúze volného partnera vyšší než difúze volného partnera 

k povrchu sensoruk povrchu sensoru

�� do modelu se musí zahrnout do modelu se musí zahrnout 
transportní člen transportní člen 



Detekce při globální analýzeDetekce při globální analýze

�� nastávánastává�� nastávánastává

�� nenastávánenastává



KinetickáKinetická
„titrace“„titrace“
KinetickáKinetická
„titrace“„titrace“

�� nestřídá se nestřídá se �� nestřídá se nestřídá se 
interakce a interakce a 
regenerační krok, regenerační krok, regenerační krok, regenerační krok, 
ale interakce ale interakce 
následují těsně za následují těsně za následují těsně za následují těsně za 
sebousebou

�� hodnocení hodnocení ––�� hodnocení hodnocení ––
globální analýza globální analýza 
(program CLAMP)(program CLAMP)(program CLAMP)(program CLAMP)



I složené systémy lze „rozpočítat“I složené systémy lze „rozpočítat“

�� analýza interakce analýza interakce 

na povrchu s na povrchu s na povrchu s na povrchu s 
heterogenním heterogenním 

ligandemligandem



Se vším Se vším 
pomůžepomůže
Se vším Se vším 
pomůžepomůže
software...software...software...software...


