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= prubéh typického vazebného experimentu

= signal v ¢ase pri vazbé biomolekuly na imobilizovany ligand

= tvoren specifickou interakci a zménou indexu lomu protékajiciho
roztoku




Stanoveni koncenfrace

= zakladni moznosti:

= primé meéreni
(se zesilenim odezvy)
* inhibi€éni méreni
(kompetice v roztoku)

= kompetice na povrchu
sensoru
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Primeé mereni

= nejCastéjsi zpusob stanoveni
koncentrace analytu ve vzorku

= vyhodnocovat Ize bud’ rychlost
vazby v pocatku, nebo zménu
signalu po ustaleni

= zvoleny zpusob méreni ovlivni
analytické parametry stanoveni

= rychlost, citlivost, limit detekce

* vicevrstevny (sendvicovy) komplex zlepsi citlivost (napfr.

nanocastice)
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Vliiv afinity a ligandu

vyssi afinita umozni mérit nizsi koncentrace analytu

Response

Increasing
affinity

Concentration

Response

Increasing
amount of ligand

Concentration




Inhibicni (kompeticni) stanoveni

pro malé molekuly, jejichz Response
prima vazba by poskytla
nizky signal

kalibracni zavislosti v log
zavislosti pro osu x

Response

Concentration

log[concentration]

signal vyvola vazba pomocné

detekéni molekuly; jeji afinita a koncentrace ovlivni vyrazné prubéh

stanoveni

Response Response

Decreasing concentratiQn
of detecting molecule

log[concentration]

log[concentration]




Primé mereni (bez kalibrace)

= pokud neni k dispozici standard, 1ze za podminek difuzni limitace
urcit koncentraci analytu z rychlosti vazby (linearni oblast) se
znalosti (pribliznou) difuzniho koeficientu analytu

= je potreba vysoka hustota ligandu, dostatecna velikost analytu (pres
5 kDa) a primérena afinita interakce

= optimalni je odezva 0.3—-15 RU/s pri 5 pl/min aspon 30 s, to odpovida
asi 0.05-5 ug/ml

Response

Sensorgram is linear if
mass transport is limiting

Mass transport limits Interaction limits
observed binding observed binding

Time |




Afinitni interakce

vznik afinitniho komplexu na zakladeé specifické interakce dvou biomolekul
s komplementarnimi vazebnymi doménami je zakladem vSech procesu v
zivych systémech

experimentalni studium interakci mezi biomolekulami pomaha objasnit
vzajemné vztahy v biologickych systémech

mimo klasické procesy studia afinitnich interakci jsou nyni v biochemii a
biologii stale ¢astéji vyuzivany moderni metodiky na bazi biosensoru
prinosem biosensoru je rychlost, pohodinost a moznost pfimého
sledovani interakce v realném €ase bez nutnosti znaceni




Typy afinitnich interakci

molekularni reakce mezi partnery:

antigen

hormon

léciva

enzym

receptor
nukleova kyselina
nukleova kyselina

protilatka

receptor

receptor

kofaktor / substrat / inhibitor
mikroorganismus / bunka
vazebna bilkovina
komplementarni retézec




Afinitni interakce

komplementarni

oblasti & afinitni
komplex

Kinetické konstanty:

k, ... asociacni rychlostni konstanta

k, ... disociacni rychlostni konstanta

K, = k,/k, asociacni rovhovazna konstanta




Rozdéleni afinitnich sensoru

vzdy je jeden z afinitnich partnert imobilizovan na povrchu prevodniku;
podle generovani signalu se pak rozlisuji:
primé afinitni biosensory

vznik biokomplexu je mozné sledovat primo

v prubéhu afinitni interakce (v realném ¢ase)

jako prevodniky slouzi specialni optické svetlovodné

systémy, piezosensory nebo impedimetricka zarizeni
neprimé afinitni biosensory

jeden z afinitnich partneru je vhodné oznacen, na konci interakce se pak
stanovi mnozstvi zna€ky navazané na povrchu sensoru

podle typu znacky (enzym nebo fluorofor) se pouzije prevodnik vhodny
pro mereni enzymoveé aktivity nebo fluorescence




Schéma mereni s biosensorem

1. imobilizace ligandu °

4. regenerace

disociace

2. asociace
se vzorkem




Charakterizace afinitnich reakci

proC meérit rychlostni kinetické konstanty?

400 - 400 -
200 - 200 _/\
0 -— 0-
1 1 1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
t(s t(s
400 - ) 400 - )
200 - 200 °
0 t— 0 —— |
1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000
t (s) t(s)

vsechny tyto interakce maji stejnou rovnovaznou
konstantu, lisi se rychlostnimi konstantami




Kineticka analyza

= kvantitativni charakterizace afinitnich interakci ma zakladni vyznam pro radu oblasti
biochemie, biotechnologie i biologie

= klasické metody pro méreni afinity jsou obvykle zalozeny na smiseni interagujicich
partnert, dosazeni rovhovazného stavu, separaci volnych a vazanych molekul a
kvantifikaci jednoho z partneru

* uzivaji se vhodné detekéni znacky - radioaktivita, fluorescence, enzymy
= neziskaji se kompletni kineticka data a navic muiize dojit ke zménam nativni molekuly

= nejvice informaci Ize vzdy ziskat pri pribézném sledovani vazebného déje pomoci
biosensoru

» jedna z interagujicich latek — ligand - je navazana na povrchu citlivé oblasti vhodného
fyzikalniho sensoru

= pri specifické vazbé druhé latky se zméni fyzikalni charakteristiky citlivého povrchu,
na které sensor reaguje zménou signalu

= vazebnou interakci tak Ize sledovat v realném case a primo bez nutnosti pouzivat
znaceni.




Usporadani experimentu

= nejCastéji pouzivana metoda studia bioafinitnich interakci je schématicky
znazornéna na obrazku

= jedna z reagujicich latek (ligand L) je imobilizovana na citlivém povrchu sensoru
(0 )

= druha (receptor R) je pritomna v roztoku v koncentraci c, ta je obvykle béhem
méreni prakticky neménna, napf. pfi priatoéném usporadani

= sleduje se tvorba komplexu RL:

OL+R — 0 LR
kq
= interakci popisuji kinetické rychlostni konstanty k_ (asociacni) a k, (disociacni).
= rychlost tvorby komplexu je:

= Po ustaveni rovnovahy (d[RL]/dt = 0) jsou koncentrace vsSech forem dany
rovhovaznymi konstantami K, resp. K,; plati pro né vztahy
K, = [RLI([RIIL] = k,/k,;, K, = 1/K,.

d[RL]/dt =k [R][L] - k, [RL]




|-ligand + receptor < > |- komplex

A
signal Y Yeq
cast

mereny signal je umérny mnozstvi vznikajiciho komplexu
u vSech typu sensoru signal zavisi na hmotnosti molekul navazanych na
citlivy povrch




Vypocet kinetickych konstant

vychozi signal Y, se bere nulovy

vazebna kapacita Y, __ povrchu je umérna celkové zmeéne signalu po
obsazeni vSech pritomnych molekul ligandu L

v prubéhu vazby bude zbyvajici mnozstvi volného neobsazeného ligandu L

primo umerne rozdilu Y, . -Y

mnozstvi navazaného partnera R je pfimo umeérné Y:

d[RLY)/dt = dYidt = k.c(Y,... -Y) - k,Y

a dalsi upravou ziskat:

dY/dt = k. cY,., —(k.c +k,)Y

k urcéeni kinetickych parametri z experimentalnich zavislosti Y na ¢ase t Ize
pouzit dva odliSné postupy, linearizaci transformaci nebo nelinearni regresi




Linearizace

= experimentalni zavislost Y = f(t) se numerickou transformaci (derivace) prevede na
tvar dY/dt = f(Y)

= nové ziskana zavislost by méla byt linearni tvaru dY/dt =a + bY
= pro absolutni ¢len (Usek na ose y) platia =k, cY,,.,.
= pro smérnici b =-k,c - k.

= pokud se provedou vazebna méreni pro radu koncentraci ¢ volného partnera L, lze

kinetické rychlostni konstanty k_, k, jednoduse zjistit vynesenim zavislosti a, b na
koncentraci ¢

= na zakladé grafu smérnic se urci velikosti konstant a z grafu useku vazebna kapacita
Y

max

= linearni transformace primarnich namérenych dat bohuzel vede také k transformaci
chyb pocitanych parametri, a tak jsou kvalitni namérené udaje ¢astecné
znehodnoceny...

= v soucasnosti pouzivana ziidka




Ukazka pouziti

JOURNAL OF

IMMUNOLOGICAL
METHODS

Journal of Immunological Methods 176 (1994) 117-125

Characterization of monoclonal antibodies
to 2,4-dichlorophenoxyacetic acid using a piezoelectric quartz

crystal microbalance in solution

Petr Skladal *®*, Maria Minunni ?, Marco Mascini *, Vladimir Kolaf €, Milan Frinek ¢

—0




L & min

Fig. 2. Experimental tracings obtained during the flow of
solutions of the monoclonal antibody E2 /G2 through the cell
with the APTS/GA /BSA /2.4-D modified piezoelectric crys-
tal. The individual curves were shifted vertically for better
resolution and the concentrations of 1gG solutions (ug/ml)
are indicated above the curves. In the inset graph, the fre-
quency changes at the end of the 15 min binding period are
plotted vs. corresponding 1gG concentrations,

Fig. 5. Experimental binding curves obtained from flow of the
individual MAb solutions (30 ug/ml) through the cell con-
taining the APTS/GA/BSA/2,4-D modified piezoelectric
crystal.




@40DbB O
s

f (Hz)

Fig. 3. The results of transformations of the f-r curves (Fig.
2} o the dependencies of (d f /de) on f {(details are explained

to the individual curves {(symbols) are shown in the figure.

k,=4540 + 270 mol I s~
k,=789x107*+85x107 %51

[12G] (ug/ml)

Fig. 4. The dependence of slopes SL (0) and intercepts INT
{ &) (parameters characterizing the straight lines (d f /d¢) vs.

) i . f from Fig. 3) on concentrations of the monoclonal antibody
in the text). The concentrations of IglG E2 /G2 corresponding E2/G2. The error bars represent the calculated standard

deviations.




Nelinearni regrese

je exaktnéjsi postup vychazejici z integrace rovnice vychozi podle €asu, to pfimo vede

k vyrazu zavislosti velikosti signalu Y na ¢ase t:
kY, —exp[—(k,c+k, )1}

max
k ctk,

Y

z jediného experimentu tak je mozné urcit primo zadané kinetické konstanty (takto se
pouziva zridka)
pro usnadnéni numerického vypoétu lze zavést Y,

e - velikost signalu pri dosazeni
rovhovazného stavu:

Y, =k,cY, ., /(k,ctk,)=cY . /(ctK,)=K Y . /(ctK )

max max

rovnice pak prejde na tvar:

Y=Y, {l=exp[~(k,c+k, ¥1}




dal$iho zjednoduseni vypoétu Ize dosahnout zavedenim kK, = k, ¢ + k

hodnoty kinetickych rychlostnich konstant pak Ize urcit vynesenim k¢ proti
koncentraci volného vazebného partnera —
Y=Y, {[l-exp(—k, )]

nelinearni regrese umoznuje vyhodnotit vazebné kfivky tvorené ze dvou
nezavislych kinetickych interakci (napr. nespecificka adsorpce ligandu), je mozné
uvazovat vliv nestability zakladni linie, 1ze korigovat zmény signalu vyvolané
vymeénou pracovniho roztoku

po nastfiku vzorku dochazi obvykle k vyrazné zméné indexu lomu okolniho
prostredi, které se projevi jako prudka zména signalu u optickych sensort, stejné
pusobi zmény viskozity u piezoelektrickych sensort

nelinearni regerese je univerzalni, lze pouzit i tam, kde linearizace selhava nebo
neni principialné pouzitelna vibec




Ukazka kineticke analyzy
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Studium interakce protilatky s imobilizovanym
haptenem pomoci piezoelektrického biosensoru




Interakce antigenu (imobiliz) s
fragmentem protilatky (sdv)

200 100
CM5 CVi3
50 ——Absa —— Abl0a
i ——Ab5Sb —— Ab10b Ab20a —— Ab30
Ab20a —— AbS0a Response Ab100b —— Ab200c
Response | Ab100b —— Ab200a (RU)
(RU)
100 | 0 |-
50 L
O XY
. | . | . | . AN | . | . |
0 5 10 15 0 5 10 15
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Biacore 3000, Ag imobilizovan na ¢ipy CM5 a CM3, interakéni zavislosti pro
rizné koncentrace protilatek

ukazky prubéhu interakénich krivek pro ruzné koncentrace protilatky (nM)




Vyhodnoceni

ref. kanal 1 — BSA, povrchové hustoty antigena (RU, v kanalu €.) :

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

pritoéna rychlost 25 ul/min (bez vlivu)

Ukazky nalezenych kinetickych konstant — v zavislosti na pouzité konc. Ab
(nezavisla regrese kazdé krivky pouzitim Scrubber2, Biaevaluate pouzit pro extrakci dat)
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Vysledky:

CM3:
k, = 56300. + 8300 | mol-! s
ky=(6.9 £1.5)105 s

CM5:
k, = 38000 = 12000 | mol-' s**
ky=(7.3+1.8)105 s




Disociacni faze interakce

= po vytvoreni komplexu LR na povrchu sensoru se z okoli odstrani volny receptor R
a lze pozorovat zpétny rozpad (disociaci) komplexu na vychozi slozky

= kineticky tento proces odpovida drive uvedené rovnici

dY/dt = k.cY,. - (k,c+k,)Y
= kde se polozi [R] = ¢ =0, odtud pak plyne:
dY/dt =-k,Y
= je-li vychozi mnozstvi komplexu LR na povrchu sensoru dano signalem Ya,
integrace vede ke vztahu:

Y =Y. exp(—k,1)
= z experimentalni disociacni krivky lze pak parametry kd a Ya urcit nelinearni
regresi, pripadné po upravé na rovnici primky linearni regresi:

InY =InY, - k,t




(Spreeta)

Interakce proteinu GP41 (imobh.) a sd¥v protilatek

40 pg/mi
20
15
10

buffer/

biotinylovany protein gp41 byl

40 pg/mi

An =0.0005

Af =10 min

buffer

Interaction curves

Dissociation rate constants determined from dissociation parts of the

Antibody
kg (s70)

B12 C12
0.0015 = 0.0020 0.00039 = 0.0004%

imobilizovan na Au sensor pres cystamin, glutaraldehyd a avidin




Asociace Disociace Tvar zavislosti |Zplsoby urceni
k. (mol™ls™) | ky(s™) konstant
stiredné velmi rychla asociace = k;
rychla o |= 0.01 rovhovahy = K
100 az 5- 10 disociace prilis rychla
stiredné rychla asociace = k,
rychla ] 0.001 az 0.01 rovhovaha = K,
100 az 5- 10 disociace = ky
stredné stredné asociace = k,
rychla rychla rovhovaha nenastava
100 az 5- 10° (10 az 0.001 disociace = ky
stredné pomala asociace = k,
rychla <107 rovnovaha nenastava
100 az 5- 10° disociace pifilis
N pomala
rychla velmi rychla asociace prilis rychla
>5-107 = 0.01 rovnovaha = K,
disociace prilis rychla
rychla rychla asociace pfrilisS rychla
>5-10° 0.001 az 0.01 rovnovaha = K,
disociace = ky
rychla stredné asociace prilis rychla
> 5-107° rychla [ disociace = ky
10”° az 0.001

Kinetika u
Biacore

ukazky prubéhu interakénich
kfivek pro rtiizné kombinace
hodnot rychlostnich
konstant
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Kinetika u BIACORE

interakce imobilizované karbonatanhydrasy Il (30 kDa)
a acetozolamidu (222 Da)
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V praxi to byva komplikovanejsi -

= pfi disociaci ligandu z povrchu sensoru se muze nékdy vyskytovat tzv.
"rebinding,, - partner R se sice uvolni z komplexu LR, ale nez se staci
dostat do volného roztoku, je zachycen jinymi neobsazenymi ligandy L na
povrchu
- nastava pokud je povrchova hustota ligandu L vysoka (L je nizkomolekularni)

- nebo pokud biovrstva neni monovrstvou a ma veétsi tloust’ku (imobilizace v
dextranové matrici)

- projevem byvaji velmi nizké hodnoty k, oproti o€ekavani
= pfi analyze interakci protilatek (IgG) s imobilizovanymi antigeny se obvykle
uvazuje stechiometrie interakce 1 : 1, nicméné pri interakci s
imobilizovanymi hapteny (R) je mozna i bivalentni vazba
= rizné orientace (nehomogenita) ligandu
= transport latek z roztoku k sensoru

= obvykle existuje na povrchu sensoru nemichana vrstva - mimo vlastni
afinitni interakce je tedy nutné uvazovat difuzni transport partnera R

= bude diskutovano v dalSi ¢asti




Jak ziskat dobra data -

ujasnit si predem, o co nam vilastne jde, kinetické parametry, nebo
vubec pochopeni interakce? — planovat predem experiment
nebojme se sbhirat data nejvyssi rychlosti (10x za 1 s) u Biacore

- ziskame dokonalejsi popis interakce a Iépe odliSime prechodové faze

pro kinetiku je vhodné malé mnozstvi imobilizovaného ligandu

- zmensi se lokalni ubytek vazané biomolekuly (depletion) a omezi se
mozné sterické problémy (molekuly ligandt si budou ,,zavazet®)

- nejlépe zkusit nékolik imobilizovanych hladin pro porovnani

pouzit primérené rozsahly rozsah koncentraci volného partnera
- omezi se systematicka chyba
- meérit jednotlivé koncentrace v nahodném poradi

- na konci tu prvni jesté zopakovat — ovérit zachovani vazebné kapacity a
aktivity ligandu

- rozsah koncentraci priblizné od K,/10 po 10K,
udrzujme meérici systém v perfektnim stavu

- dodrzovat intervaly udrzby (Desorb, Sanitize)

- kontrola komponent

- filtrovat roztoky, kvalitni spotrebni material




dalsi zasady -

= provadet komletni regeneraci pokud mozno az k vychozi zakladni
linii

- pfi pouziti napr. vysoké koncentrace nemusi byt standartni regenerace
dostate€cna — zopakovat jestée jednou

- generovat data az do znacného stavu saturace povrchu

- omezi se mozny ,,rebinding“ pri disociaci — uvolnéna molekula se nema
kam znovu navazat

- zaznamenat dostatecné dlouhé asocia€ni a disocia€ni krivky (zbyte¢né
nespéchat...)

- zvysSi se sance dosazeni rovnovazného stavu — alternativni
vyhodnoceni kinetickych asocia€nich/disociacnich rovnovaznych
konstant

= pouzivat referencni kanal pro eliminaci zmén indexu lomu roztoku
(,,bulk changes*) a nespecifické vazby
- analyzovat diferencialni data




jeste je treba -

= jak ligand, tak volny vazebny partner by mély byt
- v Cistém stavu (minimalné musi byt znama koncentrace toho volného...)
- je nutna i konformacni homogenita (monomer — dimer — oligomery se
budou chovat znac¢né rozdilné...) — usetrime si ,,vymysleni“ slozitych
interakénich modelu

= nesnazit se ,,over analyse“ nameéerena data

- pokud data maji odpovidat jednoduchému modelu, ale fitovani
nevychazi, tak pridavani ,,korekénich“ parametrua situaci matematicky
samozrejmé zlepsi, i kdyz vysledna rovnice uz nema smysl z
biologického hlediska...

= porovnat rtiizné imobilizacni metodiky
- ruzné zpusoby kovalentni vazby ligandu

- napr. vazba pres aminoskupiny je ¢asto nahodna a muze vést k
heterogenité imobilizovaného ligandu

- zkusit rizné afinitni imobilizace (proteiny A/ G /L)

- ruzné ,tagy*“ (biotin, His, GST, ...) mohou poskytnout homogenni
orientaci / vazbu ligandu




Probléemy a jejich reseni

Cause of deviation

Samples are chemically or conformaticnally impure

Samples self associate or aggregate

Multivalent interactions/avidity effects

Chemical heterogeneity in igand imposed by
immobilization procedure

Mass transport effects/rebinding

Crowding/steric hindrance

Dilution and depletion of analyte within sample plug

Sample carry-over

Matrix effects, bulk refractive index changes,
instrument drift and injection noise

Nenspecific binding of analyte to surface

pH or temperature effects

Experimental noise

Complex binding mechanism

100
| Qg
£ 30
-
= .
@ Mapping
¢ 10 4 concentration analysis
3 specificity
TR 5

Purify proteins

T | I i

10 50 100 1000 5000

Binding capacity {RU}

Possible solution

Check proteins using analytical centrifugation

Keep monovalent ligand in solution

Orient the immobihzation of the ligand or use
a capture step

Use low surface densities and high flow rates
Account for mass transport during data analys:s

Use low surface densities

Use KINJECT and high flow rates®

Use EXTRACLEAN and WASH procedures”

Match sample and running buffers and set up a
reference cell

Use reference cell

Equilibrate sample and running buffer

Repiicate and randomize samples

Use numerical integration and glcbal data analysis




Pro zopakovani -

rovnovazné konstanty ... K, nebo K,
rychlostni asociacni a disociacni konstanty k_ a k,

K

A+B — AB Ky= 11K, = Al _ - &
s [AB] Ka
konstanty maji jednotky:
K,s Koy (S77) zdanliva rychlostni nebo pseudo-prvniho radu
rychlostni konstanta (koncentracneé zavisla)

k,, k.., k., (M1s) kineticka asociac€ni rychlostni konstanta
ky , kgics» k4 (s7')  kineticka disociaéni rychlostni konstanta
Kp (M) kineticka disociaCni rovhovazna konstanta (1/ K,)
K, (M) kineticka asocia€ni rovnhovazna konstanta (1/ Kp)

také se nékdy nazyva afinitni konstanta...




Rovnovaha y = Yma(B]
eq
1000 —r———1—————— Kp t [B]
....... S I ]
Yeq 750 F- E
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= kdyz nastane, tak ji vyuzijme! 0.001 0.0 0.1

- nezavislé urceni rovnovazneé konstanty [B] (M)




Srovnejme k;, ziskané ruzné

B Ya
! Y Yt1o-
5 -
Yi=[Ya- Yolexp(-kgit) | | |y
0 5 10 15
1) z fitovani disociacni faze Dissociation time (min)

interakcénich krivek

2) z vynosu k. proti koncentraci [B]
pri hodnoceni asociacnich fazi krivek

mely by vyjit shodné ...

[B] '™




Co je ,rebinding“ ?
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£

= vazebny partner B uvolnény pri disociaci z komplexu |-ligand-B se
misto uniku do roztoku a odplaveni z cely zase navaze na nejaky
volny ligand, co potka po ceste...

- disociacni konstanty k, vychazi priliS nizkeé
- chybné interpretovani zdanlivé vyssi stability komplexu




Jak omezit ,rebinding*

= pouzit disocia€ni data z rané faze krivky, kdy jsou molekuly
imobilizovaného ligandu jestée vesmés obsazeneé

- a nemohou tedy zpetné B navazat

e

L —

= pridat do roztoku pri disociaci volny ligand — odchyti uvolnéné B a
zabrani jeho zpétné vazbeé na imobilizovany ligand

< >

>
R i—




Dvoufazove asociace

data mohou byt presné fitovana 140
s predpokladem existence dvou

vazebnych interakci Y, w

60

20

Y= Yo + AY (1-exp(-k .t )) + AY5(1-exp(-k, .t )




Proc€ vznika ,,dvoufazovost ?

pri interakci probihaji alespon dva nezavislé vazebné déje
nehomogenni vazebna mista imobilizovaného ligandu

- jiz pred imobilizaci

- problém vznikly pri imobilizaci — rozdilné orientace

- sterické zabrany, mohou se prohloubit po vzniku komplexu
nehomogennost partnera v roztoku

- jiz pred interakci

- pfri interakci — caste€né nespecificka vazba, rebinding
pouzit pouze pocatecni ¢ast asociacni faze
zkontrolovat hodnoty k, ziskané ruzné

pristupny WV blokovany




Globalni analyza

vSechna data z jednoho
experimentu (rizné koncentrace,
asociacni i disociacni faze) jsou
fitovana soucasne

nalezené kinetické parametry
tedy musi vyhovovat pokud
mozno v§sem nameérenym
kfivkam

kR[]

.f ku.';.a' “—‘ J + k cliss
80

(I—e};p_”‘

iI5s [L]+'£‘.|:."J"."-. }'r )

60 -

40-

20 - ANV
ﬂ ] | ]
0 2 4 5] 8 10
Time (seconds)
Parameter Value Std. Error
association rate constant 1417399,1547 39392.886
dissociation rate constant 0.1884 0.006
Lioand capacity 91.5479 1.321




Limitace latkovym transportem

T S
3 3
Ko ks B B A8 B C
Ao — A+ |-B = |-BA
K., Ky K / kd\‘
Unstirred
= nastava tehdy, pokud rychlost ayer
kinetiky interakce je shodna nebo l
vy$si nez difuze volného partnera =~~~/ [~~~ "---- __)
k povrchu sensoru
= do modelu se musi zahrnout
transportni ¢clen R A,| Fiow
~ D\2/3 f 1/3 o A Ao
Km = O'gg(ﬁ) (0.3 - W-J 0

where D is the diffusion coefficient of the analyte in m?/s

f is the volumetric flow rate of liquid through the flow cell in m*/s

h, w, | are the flow cell dimensions (height, width, length in m)




Detekce pri globalni analyze

(a) 1400 RU 500 RU 150 RU

8

Response {RU)
8§ 3
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Kineticka
swtitrace*

nestrida se
interakce a
regenerachi krok,
ale interakce
nasleduji téesné za
sebou

hodnoceni —
globalni analyza
(program CLAMP)

>
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| slozene systémy lze ,rozpocitat“

= analyza interakce R

na povrchu s ] 64 nM

heterogennim Observed
. Fitted
ligandem 5 20
& 10

0 200 400 600 800 1000 1200
Time (s)

Fig. 10. Kinetic titration analysis of complex systems. The interaction of
p2-1t with an antibody was tested at concentrations of 1, 4, 16, 64, and
128 nM. Each analyte concentration was injected over the surface at a
flow rate of 30 ul/min for 120s. The plot shows the observed response
data (shown in black) and the fit to a kinetic titration model for surface
heterogeneity (shown in red). Based on the fit, the data consist of compo-
nents 1 and 2 (deconvoluted individual components are shown in green
and purple). The refractive index (RI) correction applied to the fitted d=ta
set is indicated in orange at the bottom of the plot.




Se vSim
pomuze
software.

Predefined models

Models for simultaneous ka/kd

1:1 (Langmuir) binding

1:1 binding with drifting baseline

1:1 binding with mass transfer

Bivalent analyte

Heterogeneous analyte (competing reactions)
Heterogeneous ligand (parallel reactions)
Two-state (conformational change)

Models for separate ka/kd
1:1 (Langmuir) association
1:1 (Langmuir) dissociation

Models for general fitting

4-parameter equation

Linear fit

Solution affinity

Steady state affinity

Additional models

1:1 binding with exponential baseline drift
1:1 binding with mass transfer km(m/s)
1:1 Langmuir association (kobs)

Average




