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Obecné termodynamika

= tepelné zmény probihajici v biologickych systémech se fidi
termodynamickymi zakony

=  zména volné energie pfi prechodu mezi pocatecnim a kone¢nym
konformacnim stavem nebo rozdil volné energie volnych reaktantd a
vyslednych produktd reakce

AG = -nRT InK AG=AH-TAS
= AH je z molekuldrniho hlediska teplo spojené se vznikem, zéanikem a
deformaci chemickych vazeb

= AS je pfi dané teploté spojena se zménou v usporadanosti systému molekul
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Obecné termodynamika

= termodynamické veli¢iny moZno vyjadrit pomoci tepelné kapacity, kterou

Ize experimentalné uréovat

Tion Ten
AH=/C,dT AS=/C,/TdT

Toot Tt
= prechod z pomérné rigidniho nativniho stavu do méné kompaktniho
denaturovaného stavu doprovazena nardstem tepelné kapacity
= uplatnéni hydrofobnich interakci pfi vazbé vede k uvolnéni pvodné
usporadanych molekul vody do roztoku, coZ se projevi celkovym snizenim

tepelné kapacity
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Kalorimetrie

= experimentdlni technika zabyvajici se mérenim energie ve formé tepla

= umoznuje méfit termodynamické charakteristiky pfimo v jediném
experimentu

= rlzné druhy energie (zativou, elektrickou ¢i chemickou) lze za vhodnych
podminek prevést kvantitativné na teplo

Q=C,.AT
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Pocatky kalorimetrie

=  Antoine Lavoisier povaZovan za zakladatele kalorimetrie a termochemie

= 1782: prvni znamy experiment, pfi kterém byla zmérena tepelna vyména

u biologického systému (tzv. ledovy kalorimetr)
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Soucasnost kalorimetrie

=  moderni mikrokalorimetry MicroCal (GE Healthcare)

= umoznuji sledovat velmi malé tepelné toky (> 4 J)

= objem vzorku v fadu mikrolitr(i

Isotermalni titracni kalorimetr
(objem cely: 200 pl)

Diferenéni skenovaci kalorimetr [
objem cely: 750 pl) am

Isotermalni titratni kalorimetr
(objem cely: 1400 pl)
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Rozdéleni technik

A) lzotermalni titracni kalorimetrie

B) Diferencni skenovaci kalorimetrie
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Izotermalni titracni kalorimetrie

= |TC (z angl. Isothermal Titration Calorimetry)

= méfi mnoistvi tepla uvolnéného nebo spotiebovaného pfi interakci
molekul

= studované interakce: protein-protein, protein-DNA, protein-ligand, enzym-

substrat, enzym-inhibitor, protein-lipid atd.
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Izotermalni titracni kalorimetrie

= teplotni efekt pri sledovaném déji kompenzovan znamym tepelnym
efektem s opacnym znaménkem tak, aby teplota v kalorimetrické nadobce
byla konstantni

= méri se vykon topného téliska (pripadné Peltierova c¢lanku) v ¢ase

Exotermni reakce: ohiev nadobky snizen

Endotermni reakce: ohfev nadobky zvysen
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Izotermalni titracni kalorimetrie

= priklady vyuZziti:
= stanoveni disociacni konstanty (Kj)
= vazebny mechanismus
= stanoveni reakéni stechiometrie (n)
=  stanoveni entropie, enthalpie a tepelné kapacity (AH, AS, AC,)

= stanoveni kinetickych parametrd enzymatickych reakci (K, k..., inhibice ...)
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Izotermalni titracni kalorimetrie

Injektor s ligandem

Exotermni reakce

Referenéni cela Cela se vzorkem

, = pfisun energie snizen
konstantni

pfikon podle
prikon AT

Endotermni reakce

= pfisun energie zvysen

adiabaticky plast
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Izotermalni titracni kalorimetrie

Injektor s ligandem

T [min]
0 30 60

[wl/s]

Referencni cela

Cela se vzorkem

konstantni prikon podle T
prikon AT

vystup
<> prikon = dQ/dT
AT
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Vyuziti ITC

A) Stanoveni vazebnych parametrt

—_—
+ —

ligand

B) Stanoveni kinetickych parametrti enzymu
substrat % c produkt

Biofyzikalni chemie II, 29.11.2013



Vyuziti ITC

Stanoveni vazebnych parametr

= zdznam tepelné zmény generované

ycal/s

béhem prikapavani malého objemu

ligandu do cely se vzorkem

Cas (min)
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Titracni experiment

® |igand v injektoru

peal/sce

3 Vzorek v cele
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Vyuziti ITC

Stanoveni vazebnych parametr

= zdznam tepelné zmény generované

ycal/s

béhem prikapavani malého objemu

ligandu do cely se vzorkem

= z3vislost uvolnéné energie na molarnim Cas (min)
poméru ligandu a vzorku vypoctena

integraci jednotlivych pik( ze znamé

kcal/mol

AH K = 1K,

koncentrace vzorku v cele a ligandu v ks
stechiometrie (n)

injektoru

Molarni pomér
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Vyuziti ITC

0.0 A

Stanoveni vazebnych parametr

= nelinearni regresni analyza .

5.0

kcal/mol injektantu

-7.5

-10

T T
0.0 os 1.0 15 20
molarni pomér
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Vyuziti ITC

Stanoveni vazebnych parametrt

= |TC poskytuje celkovy obrdzek o vazebnych energiich

= AG pfimo souvisi s celkovou vazebnou afinitou (zapornéjsi AG, vyssi afinita)
AG = -nRT InK|

= AH indikuje zmény ve vodikovych a van der Waalsovych vazbach

= AS indikuje konformacni zmény a zmény v hydrofobnich interakcich

= stechiometrie udava pomér ligandu a makromolekuly pfi vzajemné vazbé
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Vyuziti ITC

ITC poskytuje celkovy obrazek o vazebnych energiich

3 rtizné ligandy, stejna AG ale ...

Compound A Compound B Compound C
= vazba ligandu A: energeticky vyhodné 101 e A
7 < . AH
vodikové vazby a van der Waalsovy interakce, 5 c
)
g
provéazeno konformacnimi zménami ol 2
@ =
3
£ 145
5
g
AH -
-10 4 o
AG AG AG 9
2
&
1 TAS ’
-TA
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204
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Vyuziti ITC

ITC poskytuje celkovy obrazek o vazebnych energiich

3 rtizné ligandy, stejna AG ale ...

vazba ligandu A: energeticky vyhodné
vodikové vazby a van der Waalsovy interakce,
provéazeno konformacnimi zménami

vazba ligandu B: energeticky vyhodné
hydrofobni interakce, dehydratace povrchu

molekuly

Vyuziti ITC

keal/mole

-104

-154

.20

104

54

Compound A Compound B

-TAS
AH

AH

Compound C

AG
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ITC poskytuje celkovy obrazek o vazebnych energiich

3 rtizné ligandy, stejna AG ale ...

vazba ligandu A: energeticky vyhodné
vodikové vazby a van der Waalsovy interakce,
provazeno konformaénimi zménami

vazba ligandu B: energeticky vyhodné
hydrofobni interakce, dehydratace povrchu
molekuly

vazba ligandu C: energeticky vyhodné jak
vodikové vazby a van der Waalsovy interakce,

tak hydrofobni interakce

keal/mole

54
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Vyuziti ITC

Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce
1. metoda vicenasobné injektaze

2. metoda jediné injektaze
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Vyuziti ITC

Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce

= Detekce tepelné energie generované béhem konverze substratu na produkt

Metoda vicenasobné injektaze

= roztok enzymu v reakéni cele

12,0 A
= mald mnoZstvi substratu injektovana postupné
11,8 4 dQi/dt 0 v
= © A0/t = reakce psudo-prvniho fadu
£ 116 T ]
% 3
§ 11,4 2.
S “an
112 . . '
0 5 10 oLt - - )
Cas (s) Concentration
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Vyuziti ITC

Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce

= Detekce tepelné energie generované béhem konverze substratu na produkt

12
115
11
105
10

d0/dt (ucal/s)
L
in

dP) 1 dQ
dt ~ V-AH,, dt

hodnota AH,; se zjisti

12,0 4 :
85
11,8 4 dQ1i/dt 8
z dQz/at
£ 116
§ 11,4 4
1.2 :
0 10
Cas (s)
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Vyuziti ITC

experimentalng, necha-li se
reakce dobé&hnout az do
250 ch 750 1000 1250 konce; V — objem reakéni cely
as (min)
0.09

0.02

001 v= V. [S)/(K+[S])

0.00
000 005 010 015 020 025 030
Substrat (mi)

Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce

= Detekce tepelné energie generované béhem kompletni konverze substratu

na produkt
11
9
7
2
S
25
5
g 3
-
l 2
-1 J
[ 1500 3000 4500 6000 7500

Metoda jediné injektaze

= roztok substratu v reakéni cele

= roztok enzymu injektovan jednorazové
= totdlni konverze substratu enzymem

= nékolik tisic bodl v rdmci jednoho méreni

Cas (s)
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Vyuziti ITC

Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce
= Detekce tepelné energie generované béhem kompletni konverze substratu

na produkt
Metoda jediné injektaze

Smutna realita ® = roztok substratu v reakéni cele
= roztok enzymu injektovan jednorazové
= totdlni konverze substratu enzymem

= nékolik tisic bodl v ramci jednoho méreni

dQidt (uCalis)

4] 500 1000 1500 2000 2500
Cas (s)
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Vyuziti ITC

Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce

= Detekce tepelné energie generované béhem kompletni konverze substratu

na produkt aP) " 40
| dt ~ V-AH,, dt

11 0.3

9 0.25
-7 _. 02
:° goe V= V[ SV(KHS))
g3 Z o1

1 0.05

-1 0

0 1500 3000 4500 6000 7500 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25
Cas (s) Koncentrace substratu (mM)
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Vyuziti ITC

Stanoveni kinetickych parametri enzymatické reakce

= priklad: studium inhibi¢niho G¢inku benzamidinu na trypsin

——  bez inhibitoru

= sinhibitorem

pcal/s

0 1000 2000 0 50 100 150

Cas (min) Koncentrace substratu (uM)
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Diferencni skenovaci kalorimetrie

= DSC (z angl. differential scanning calorimetry)

=  méFi mnoistvi tepla, které se uvolni nebo spotiebuje pfi tepelné
indukovanych konformacnich pirechodech (tani DNA, denaturace protein()

= prechod z nativniho rigidniho stavu do méné kompaktniho vice flexibilniho
stavu doprovazen narlstem jak entropie tak tepelné kapacity

= dvé identické kalorimetrické cely umisténé ve stejném termostatu

= eliminuje vliv tepelné kapacity rozpoustédla u velmi zredénych roztokd
biomolekul

= vyuziti DSC:

= stanoveni vSech termodynamickych parametri charakterizujici déj uvnitr cely
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Diferencni skenovaci kalorimetrie

[4 10 20 3 40 50 60 70
Teplota (°C)

|

Referenéni cela Cela se vzorkem

konstantni
2zvySovani teploty

prikon poil_elz_ vystup
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Diferencni skenovaci kalorimetrie

plocha = - plocha = AS;
g 3
<
] ]
L~ L=
‘ T (°C) T(°C)
AG=AH-TAS

Referencni cela Cela se vzorkem

konstantni
2zvySovani teploty

pikon pocﬂ_ﬁ:_ vystup

Biofyzikalni chemie II, 29.11.2013

16



Vyuziti DSC

Studium termostability proteina v pfitomnosti denaturantt
= priklad: pokles teploty tani proteinu halogenalkan dehalogenasy v pfitomnosti

vysokych koncentraci organickych rozpoustédel

8
)

T pufr = 47 °C
7 7, DMSO 50% = 32 °C
| 7Twmaceton 50% = 25 °C

B
<]

8
o

150

100

Cp (cal/mol/deg)

50

50 : i rer e Frevern prerrr

Teplota (°C)
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Vyuziti DSC

Popis termodynamickych zmén vyvolanych kovalentni vazbou

protinadorové ucinnych sloucenin kovii na DNA
= priklad: vytvoreni komplexu cisplatina-DNA sniZilo hodnotu entalpie pro tani

DNA, coz odpovida naruseni vodikovych vazeb v okoli navazané cisplatiny

AH DNA = 390 KJ
250 1 AH cisplatina-DNA = 290 kJ

8

Cp (cal/mol/deg)

Teplota (°C)
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Uskali experimentt

= zajistit dokonale stejny objem roztokl v obou celach

= zajistit precisni ohtivani a méreni teploty obou cel

= eliminovat bublinky plynu (tepelna roztaznost plyn( je vétsi neZ kapalin)

= vyloucit vzajemné interakce mezi molekulami protein(

= zvolit rozpoustédlo ve kterém je bilkovina rozpustna v celém zkoumaném
teplotnim rozsahu

= zvolit pufr jehoZ disocia¢ni teplo je co nejmensi (fosfat, acetat, glycin ...),
Tris pufr nevhodny

= prechody mezi konformacnimi stavy by mély byt reversibilni (nejlépe

splnéno u proteind s molekulovou hmotnosti do 40 kDa)
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Vyhody & nevyhody

- omezené vyuZiti pokud nelze dosahnout rovnovazného stavu reakce
- neposkytuje dostatecnou citlivost méreni pti pouZiti velkych objem

vzorkl nebo v pripadé analyzy pribéhu reakce za dlouhy ¢asovy usek
+  kvantitativni, levna a univerzalni metoda
+  prindsi ¢asovou, materialni i financ¢ni Usporu
+ méreni enzymové aktivity bez nutnosti znaceni

+ umoznuje kvantifikaci bez nutnosti oddélit ostatni slozky reakéni smés
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