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AfinitnAfinitníí interakceinterakce
vznik afinitnvznik afinitníího komplexu na zho komplexu na záákladkladěě specifickspecifickéé
interakce dvou biomolekul s komplementinterakce dvou biomolekul s komplementáárnrníími mi 
vazebnými domvazebnými doméénami je znami je záákladem vkladem vššech procesech procesůů v v 
žživých systivých systéémechmech
experimentexperimentáálnlníí studium interakcstudium interakcíí mezi biomolekulami mezi biomolekulami 
pompomááhháá objasnit vzobjasnit vzáájemnjemnéé vztahy v biologických vztahy v biologických 
systsystéémechmech
mimo klasickmimo klasickéé procesy studia afinitnprocesy studia afinitníích interakcch interakcíí jsou jsou 
nynnyníí v biochemii a biologii stv biochemii a biologii stáále le ččastastěěji vyuji využžíívváány ny 
modernmoderníí metodiky na bmetodiky na báázi biosensorzi biosensorůů
ppřříínosem biosensornosem biosensorůů je rychlost, pohodlnost a moje rychlost, pohodlnost a možžnost nost 
ppřříímméého sledovho sledováánníí interakce v reinterakce v reáálnlnéém m ččase bez ase bez 
nutnosti znanutnosti značčeneníí



Typy afinitnTypy afinitníích interakcch interakcíí

mmoleolekkululáárrnníí reakce mezi partnery:reakce mezi partnery:

antigen protilátka
hormon receptor
léčiva receptor
enzym kofaktor / substrát / inhibitor
receptor mikroorganismus / buňka
nukleová kyselina vazebná bílkovina
nukleová kyselina komplementární řetězec



AfinitnAfinitníí interakceinterakce

+

KinetickKinetickéé konstanty:konstanty:
kkaa ... asocia... asociaččnníí rychlostnrychlostníí konstantakonstanta
kkdd ... disocia... disociaččnníí rychlostnrychlostníí konstantakonstanta
KKAA = k= kaa/k/kdd asociaasociaččnníí rovnovrovnováážžnnáá konstantakonstanta

ka

kd

komplementkomplementáárnrníí
oblastioblasti aafinitnfinitníí

komplexkomplex



RozdRozděělenleníí afinitnafinitníích sensorch sensorůů
vvžždy je jeden z afinitndy je jeden z afinitníích partnerch partnerůů imobilizovimobilizováán na n na 
povrchu ppovrchu přřevodnevodnííku; podle generovku; podle generováánníí signsignáálu se pak lu se pak 
rozlirozliššujujíí::
ppřříímméé afinitnafinitníí biosensorybiosensory
-- vznik biokomplexu je movznik biokomplexu je možžnnéé sledovat psledovat přříímomo
v prv průůbběěhu afinitnhu afinitníí interakce (v reinterakce (v reáálnlnéém m ččase)ase)

-- jako pjako přřevodnevodnííky slouky sloužžíí specispeciáálnlníí optickoptickéé svsvěětlovodntlovodnéé
systsystéémy, piezosensory nebo impedimetrickmy, piezosensory nebo impedimetrickáá zazařříízenzeníí

nepnepřříímméé afinitnafinitníí biosensorybiosensory
-- jeden z afinitnjeden z afinitníích partnerch partnerůů je vhodnje vhodněě oznaoznaččen, na en, na 
konci interakce se pak stanovkonci interakce se pak stanovíí mnomnožžstvstvíí znaznaččky ky 
navnaváázanzanéé na povrchu sensoruna povrchu sensoru
-- podle typu znapodle typu značčky (enzym nebo fluorofor) se pouky (enzym nebo fluorofor) se použžije ije 
ppřřevodnevodníík vhodný pro mk vhodný pro měřěřeneníí enzymovenzymovéé aktivity nebo aktivity nebo 
fluorescencefluorescence



SchSchééma mma měřěřeneníí s biosensorems biosensorem
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1. imobilizace ligandu1. imobilizace ligandu

2. asociace2. asociace
se vzorkemse vzorkem

4. regenerace4. regenerace

3. pufr3. pufr
disociacedisociace



Charakterizace afinitnCharakterizace afinitníích reakcch reakcíí
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všechny tyto interakce mají stejnou rovnovážnou 
konstantu, liší se rychlostními konstantami

propročč mměřěřit rychlostnit rychlostníí kinetickkinetickéé konstanty?konstanty?



KinetickKinetickáá analýzaanalýza
kkvantitativnvantitativníí charakterizace afinitncharakterizace afinitníích interakcch interakcíí mmáá zzáákladnkladníí význam význam 
pro pro řřadu oblastadu oblastíí biochemie, biotechnologie i biologiebiochemie, biotechnologie i biologie
klasickklasickéé mmetodyetody pro mpro měřěřeneníí afinity jsou obvykle zaloafinity jsou obvykle založženy na smeny na smíísenseníí
interagujinteragujííccíích partnerch partnerůů, dosa, dosažženeníí rovnovrovnováážžnnéého stavu, separaci ho stavu, separaci 
volných a vvolných a váázaných molekul a kvantifikaci jednoho zzaných molekul a kvantifikaci jednoho z partnerpartnerůů
uužžíívajvajíí se vhodnse vhodnéé detekdetekččnníí znaznaččkyky -- radioaktivita, fluorescence, radioaktivita, fluorescence, 
enzymyenzymy
neznezíískajskajíí se se kompletnkompletníí kinetickkinetickáá data a navdata a navííc mc můžůže doje dojíít ke zmt ke změěnnáám m 
nativnnativníí molekulymolekuly

nnejvejvííce informacce informacíí lze vlze vžždy zdy zíískat pskat přři i prprůůbběžěžnnéémm sledovsledováánníí
vazebnvazebnéého dho děějeje pomocpomocíí biosensorbiosensorůů
jedna zjedna z interagujinteragujííccíích lch láátek tek –– ligand ligand -- je navje naváázzáána na povrchu citlivna na povrchu citlivéé
oblasti vhodnoblasti vhodnéého fyzikho fyzikáálnlníího sensoruho sensoru
ppřři specificki specifickéé vazbvazběě druhdruhéé lláátky se tky se zzmměěnníí fyzikfyzikáálnlníí charakteristiky charakteristiky 
citlivcitlivéého povrchu, na kterho povrchu, na kteréé sensor reaguje zmsensor reaguje změěnou signnou signáálulu
vvazebnou interakci tak lze sledovat v azebnou interakci tak lze sledovat v rereáálnlnéém m ččasease a a ppřříímomo bez bez 
nutnosti pounutnosti použžíívat znavat značčeneníí..



nnejejččastastěěji pouji použžíívanvanáá metoda studia bioafinitnmetoda studia bioafinitníích interakcch interakcíí je je 
schschéématicky znmaticky znáázornzorněěna na obrna na obráázkuzku
jjedna zedna z reagujreagujííccíích lch láátek (ligand L) je imobilizovtek (ligand L) je imobilizováána na citlivna na citlivéém m 
povrchu sensoru (povrchu sensoru (⏐⎯⏐⎯ ))
druhdruháá (receptor R(receptor R)) je pje přříítomntomnáá vv roztoku vroztoku v koncentracikoncentraci cc, ta je , ta je 
obvykle bobvykle běěhem mhem měřěřeneníí prakticky nemprakticky neměěnnnnáá, nap, napřř. p. přři pri průůtotoččnnéém m 
uspouspořřááddáánníí
ssleduje se tvorba komplexu RL:leduje se tvorba komplexu RL:

kkaa

⏐⎯⏐⎯LL + + RR ⏐⎯⏐⎯LLRR
kkdd

interakciinterakci popisujpopisujíí kinetickkinetickéé rychlostnrychlostníí konstanty konstanty kkaa (asocia(asociaččnníí) a ) a kkdd
(disocia(disociaččnníí). ). 
rrychlost tvorby komplexu je:ychlost tvorby komplexu je:
Po ustavenPo ustaveníí rovnovrovnovááhy (hy (dd[RL]/[RL]/dtdt == 0) jsou koncentrace v0) jsou koncentrace vššech forem ech forem 
ddáány rovnovny rovnováážžnými konstantami nými konstantami KKAA resp. resp. KKDD; plat; platíí pro npro něě vztahy vztahy 
KKAA == [RL]/([R][L][RL]/([R][L] == kkaa /k/kdd, , KKDD == 1/K1/KAA..

UspoUspořřááddáánníí experimentuexperimentu

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



mměřěřený signený signáál je l je úúmměěrný mnorný množžstvstvíí vznikajvznikajííccíího komplexuho komplexu
uu vvššech typech typůů sensorsensorůů signsignáál zl záávisvisíí na hmotnosti molekul na hmotnosti molekul 
navnaváázaných na citlivý povrchzaných na citlivý povrch

|-ligand + receptor |- komplex
ka

kd

Asociace DisociacePufr

signál Y
čas t

Y0

Yeq

Ya



VýpoVýpoččet kinetických konstantet kinetických konstant

vvýchozýchozíí signsignáál l YY00 se bere nulovýse bere nulový
vazebnvazebnáá kapacita kapacita YYmaxmax povrchu je povrchu je úúmměěrnrnáá celkovcelkovéé zmzměěnněě
signsignáálu po obsazenlu po obsazeníí vvššech pech přříítomných molekul tomných molekul ligandu Lligandu L
vv prprůůbběěhu vazby bude zbývajhu vazby bude zbývajííccíí mnomnožžstvstvíí volnvolnéého ho 
neobsazenneobsazenéého ho ligandu Lligandu L ppřříímo mo úúmměěrnrnéé rozdrozdíílu lu YYmaxmax --YY
mnomnožžstvstvíí navnaváázanzanéého ho partnera Rpartnera R je je ppřříímo mo úúmměěrnrnéé YY::

d[RL]/dd[RL]/dtt =  =  ddYY/d/dtt =  =  kkaacc((Y Y -- YYmaxmax) ) -- kkddYY
a dala dalšíší úúpravou zpravou zíískat: skat: 

ddYY/d/dtt =  =  kkaacYcYmaxmax –– ((kkaacc + + kkdd ))YY
kk ururččeneníí kinetických parametrkinetických parametrůů z experimentz experimentáálnlníích ch 
zzáávislostvislostíí YY na na ččase ase t t lze poulze použžíít dva odlit dva odliššnnéé postupy, postupy, 
linearizaci transformaclinearizaci transformacíí nebo nelinenebo nelineáárnrníí regresiregresi



LinearizaceLinearizace
eexperimentxperimentáálnlníí zzáávislost vislost YY == f(t)f(t) se numerickou transformacse numerickou transformacíí
(derivace) p(derivace) přřevede na tvar evede na tvar dY/dtdY/dt == f(Y)f(Y)
nnovověě zzíískanskanáá zzáávislost by mvislost by měěla být linela být lineáárnrníí tvaru tvaru dY/dtdY/dt == aa ++ bYbY
ppro absolutnro absolutníí ččlen (len (úúsek na ose y) platsek na ose y) platíí aa == kkaa cYcYmaxmax, , 
pro smpro směěrnici rnici bb == --kkaa cc -- kkdd. . 
ppokud se provedou vazebnokud se provedou vazebnáá mměřěřeneníí pro pro řřadu koncentracadu koncentracíí cc volnvolnéého ho 
partnera Lpartnera L, , lze kineticklze kinetickéé rychlostnrychlostníí konstanty konstanty kkaa, k, kdd jednodujednodušše zjistit e zjistit 
vynesenvyneseníím zm záávislostvislostíí a, ba, b na koncentraci na koncentraci cc
nna za záákladkladěě grafu smgrafu směěrnic se urrnic se urččíí velikosti konstant a z grafu velikosti konstant a z grafu úúseksekůů
vazebnvazebnáá kapacita kapacita YYmaxmax

llineineáárnrníí transformace primtransformace primáárnrníích namch naměřěřených dat bohuených dat bohužžel vede takel vede takéé
kk transformaci chyb potransformaci chyb poččíítaných parametrtaných parametrůů, a tak jsou kvalitn, a tak jsou kvalitníí
namnaměřěřenenéé úúdaje daje ččáástesteččnněě znehodnoceny.znehodnoceny.....
v souv souččasnosti pouasnosti použžíívváána zna zřříídka dka 



UkUkáázka pouzka použžititíí







NelineNelineáárnrníí regreseregrese
je exaktnje exaktněějjšíší postup vychpostup vycháázejzejííccíí z integrace rovnice výchozz integrace rovnice výchozíí podle podle 

ččasu, to pasu, to přříímo vede kmo vede k výrazu zvýrazu záávislosti velikosti signvislosti velikosti signáálu lu YY na na ččase ase tt::

zz jedinjedinéého experimentu tak je moho experimentu tak je možžnnéé ururččit pit přříímo mo žžáádandanéé kinetickkinetickéé
konstantykonstanty (takto se pou(takto se použžíívváá zzřříídka)dka)
ppro usnadnro usnadněěnníí numericknumerickéého výpoho výpoččtu lze zavtu lze zavéést st YYeqeq, tj. velikost , tj. velikost 
signsignáálu plu přři dosai dosažženeníí rovnovrovnováážžnnéého stavu:ho stavu:

rovnice pak provnice pak přřejde na tvar:ejde na tvar:

da

daa

kck
tkckcYk

Y
+

+−−
=

]})(exp[1{max

)(/)/()/( maxmaxmax AADdaaeq KccYKKccYkckcYkY +=+=+=

]})(exp[1{ tkckYY daeq +−−=



daldalšíšího zjednoduho zjednoduššeneníí výpovýpoččtu lze dostu lze dosááhnout zavedenhnout zavedeníím m 
kkobsobs == kkaa cc ++ kkdd

hodnoty kinetických rychlostnhodnoty kinetických rychlostníích konstant pak lze urch konstant pak lze urččit it 
vynesenvyneseníím m kkobsobs proti koncentraci volnproti koncentraci volnéého vazebnho vazebnéého partneraho partnera

nelinenelineáárnrníí regrese umoregrese umožňžňuje vyhodnotit vazebnuje vyhodnotit vazebnéé kkřřivky tvoivky tvořřenenéé
ze dvou nezze dvou nezáávislých kinetických interakcvislých kinetických interakcíí (nap(napřř. nespecifick. nespecifickáá
adsorpce ligandu), je moadsorpce ligandu), je možžnnéé uvauvažžovat vliv nestability zovat vliv nestability záákladnkladníí
linie, lze korigovat zmlinie, lze korigovat změěny signny signáálu vyvolanlu vyvolanéé výmvýměěnou pracovnnou pracovníího ho 
roztokuroztoku
po npo nááststřřiku vzorku dochiku vzorku docháázzíí obvykle kobvykle k výraznvýraznéé zmzměěnněě indexu lomu indexu lomu 
okolnokolníího prostho prostřřededíí, kter, kteréé se projevse projevíí jako prudkjako prudkáá zmzměěna signna signáálu u lu u 
optických sensoroptických sensorůů, stejn, stejněě ppůůsobsobíí zmzměěny viskozity ny viskozity 
uu piezoelektrických sensorpiezoelektrických sensorůů
nelinenelineáárnrníí regerese je univerzregerese je univerzáálnlníí, lze pou, lze použžíít it i tam, kde linearizace tam, kde linearizace 
selhselháávváá nebo nennebo neníí principiprincipiáálnlněě poupoužžitelnitelnáá vvůůbecbec

)]exp(1{[ tkYY obseq −−=



UkUkáázka kinetickzka kinetickéé analýzyanalýzy
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kobs = kd + ka*[Ab]
kd = (0.0000297 +/- 0.000017) s-1

ka = (2460 +/- 98) l mol-1s-1

kobs

(s-1)

[MAb] (nmol/l)

Studium interakce protilStudium interakce protiláátky s imobilizovaným tky s imobilizovaným 
haptenem pomochaptenem pomocíí ppííezoelektrickezoelektrickéého biosensoruho biosensoru



Interakce antigenu (imobiliz.) s Interakce antigenu (imobiliz.) s 
fragmentem protilfragmentem protiláátky (scFv)tky (scFv)
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Biacore 3000, Ag imobilizovBiacore 3000, Ag imobilizováán na n na ččipy CM5 a CM3, ipy CM5 a CM3, 
interakinterakččnníí zzáávislosti pro rvislosti pro růůznznéé koncentrace protilkoncentrace protiláátektek

ukukáázky przky průůbběěhu interakhu interakččnníích kch křřivek pro rivek pro růůznznéé
koncentrace protilkoncentrace protiláátky (nM)tky (nM)



VyhodnocenVyhodnoceníí
refref. . kankanááll 1 1 –– BSABSA, povrchov, povrchovéé hustoty antigenhustoty antigenůů (RU(RU, v kan, v kanáálu lu čč..)) ::
CM3CM3: 2 : 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)
prprůůtotoččnnáá rychlost rychlost 2525 ulul/min /min ((bez vlivubez vlivu))

UkUkáázky nalezených kinetických konstant zky nalezených kinetických konstant –– v zv záávislosti na pouvislosti na použžititéé konc. Abkonc. Ab
((neznezáávislvisláá regrese karegrese kažžddéé kkřřivky pouivky použžititíímm Scrubber2, Scrubber2, BiaevaluateBiaevaluate poupoužžit pro extrakci datit pro extrakci dat))
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Výsledky:

CM3:
ka = 56300. ± 8300 l mol-1 s-1

kd = (6.9 ± 1.5)·10-5 s-1

CM5:
ka = 38000 ± 12000 l mol-1 s-1

kd = (7.3 ± 1.8)·10-5 s-1



DisociaDisociaččnníí ffááze interakceze interakce
po vytvopo vytvořřeneníí komplexu LR na povrchu sensoru se z okolkomplexu LR na povrchu sensoru se z okolíí odstranodstraníí
volný receptor R a lze pozorovat zpvolný receptor R a lze pozorovat zpěětný rozpad (disociaci) tný rozpad (disociaci) 
komplexu na výchozkomplexu na výchozíí slosložžkyky
kineticky tento proces odpovkineticky tento proces odpovííddáá ddřřííve uvedenve uvedenéé rovnicirovnici

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

ddYY/d/dtt == ––kkdd YY
jeje--li výchozli výchozíí mnomnožžstvstvíí komplexu LR na povrchu sensoru dkomplexu LR na povrchu sensoru dááno no 
signsignáálem lem YaYa, integrace vede ke vztahu:, integrace vede ke vztahu:

YY == YYaaexp(exp(––kkdd t)t)
zz experimentexperimentáálnlníí disociadisociaččnníí kkřřivky lze pak parametry ivky lze pak parametry kdkd a a YaYa ururččit it 
nelinenelineáárnrníí regresregresíí, p, přříípadnpadněě po po úúpravpravěě na rovnici pna rovnici přříímky linemky lineáárnrníí
regresregresíí::

lnlnYY == lnlnYYa a –– kkdd tt



Interakce proteinu GP41 (imob.) a scFv protilInterakce proteinu GP41 (imob.) a scFv protiláátek tek 
(Spreeta)(Spreeta)
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∆n = 0.0005
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bbiotinyliotinylovanýovaný protein gp41 protein gp41 bylbyl
imobilizovimobilizováán na Aun na Au sensor sensor ppřřeses cystamin,cystamin, glutaraldehydglutaraldehyd aa avidinavidin



Kinetika uKinetika u
BiacoreBiacore

Asociace 
 ka (mol-1l s-1)

Disociace 
kd (s-1) 

Tvar závislosti Způsoby určení 
konstant 

středně 
rychlá 
100 až 5· 106 
 

velmi rychlá 
≈ 0.01 

asociace ⇒ ka 
rovnováhy ⇒ KA 
disociace příliš rychlá 

středně 
rychlá 
100 až 5· 106 
 

rychlá 
0.001 až 0.01 

asociace ⇒ ka 
rovnováha ⇒ KA 
disociace ⇒ kd 

středně 
rychlá 
100 až 5· 106 
 

středně 
rychlá 
10-5 až 0.001 

asociace ⇒ ka 
rovnováha nenastává 
disociace ⇒ kd 

středně 
rychlá 
100 až 5· 106 
 

pomalá 
< 10-5 

asociace ⇒ ka 
rovnováha nenastává 
disociace příliš 
pomalá 

rychlá 
> 5· 10-5 
 

velmi rychlá 
≈ 0.01 

asociace příliš rychlá 
rovnováha ⇒ KA 
disociace příliš rychlá 

rychlá 
> 5· 10-5 
 

rychlá 
0.001 až 0.01 

asociace příliš rychlá 
rovnováha ⇒ KA 
disociace ⇒ kd 

rychlá 
> 5· 10-5 
 

středně 
rychlá 
10-5 až 0.001 

asociace příliš rychlá 
disociace ⇒ kd 

 

ukukáázky przky průůbběěhu hu 
interakinterakččnníích kch křřivek ivek 
pro rpro růůznznéé kombinace kombinace 
hodnot rychlostnhodnot rychlostníích ch 
konstantkonstant



KinetiKinetikaka uu BIACOREBIACORE

response 
RU 

time/s 

ka = 1.141 ×107 l.mol-1.s-1

kd = 0.178 s-1

A0 A + B AB
km

km

ka

kd
A0 A + B AB

km

km

ka

kd

3/12

282.1 ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

hl
Dkm
ν

Evaluation 
software:
SCRUBBER –
data layout
CLAMP – kinetic 
calculation

low density

high density

medium density

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



V praxi to bývV praxi to býváá komplikovankomplikovaněějjšíší ......
ppřři disociaci ligandu z povrchu sensoru se mi disociaci ligandu z povrchu sensoru se můžůže ne něěkdy vyskytovat kdy vyskytovat 
tzv. "tzv. "rebindingrebinding„„ -- partner R partner R se sice uvolnse sice uvolníí z komplexu Lz komplexu LRR, ale ne, ale nežž
se stase staččíí dostat do volndostat do volnéého roztoku, je zachycen jinými ho roztoku, je zachycen jinými 
neobsazenými neobsazenými ligandy L ligandy L na povrchuna povrchu

nastnastáávváá pokud je povrchovpokud je povrchováá hustota hustota ligandu L ligandu L vysokvysokáá ((LL je je 
nníízkomolekulzkomolekuláárnrníí))
nebo pokud biovrstva nennebo pokud biovrstva neníí monovrstvou a mmonovrstvou a máá vvěěttšíší tloutlouššťťkuku
((imobilizace v dextranovimobilizace v dextranovéé matricimatrici))
pprojevem bývajrojevem bývajíí velmi nvelmi níízkzkéé hodnoty hodnoty kkdd oproti ooproti oččekekáávváánníí

ppřři analýze interakci analýze interakcíí protilprotiláátek (IgG) s imobilizovanými antigeny se tek (IgG) s imobilizovanými antigeny se 
obvykle uvaobvykle uvažžuje stechiometrie interakce 1 : 1uje stechiometrie interakce 1 : 1, n, nicmicméénněě ppřři interakci i interakci 
s imobilizovanými hapteny (R) je mos imobilizovanými hapteny (R) je možžnnáá i i bivalentnbivalentníí vazbavazba
rrůůznznéé orientace (orientace (nehomogenitanehomogenita) ligandu) ligandu
transport ltransport láátek z roztoku k sensorutek z roztoku k sensoru
obvykle existuje na povrchu sensoru nemobvykle existuje na povrchu sensoru nemííchanchanáá vrstva vrstva -- mmimo imo 
vlastnvlastníí afinitnafinitníí interakce je tedy nutninterakce je tedy nutnéé uvauvažžovat ovat difdifúúznzníí transporttransport
partnera Rpartnera R

bude diskutovbude diskutovááno v dalno v dalšíší ččáástisti




