Zaklady studia kinetiky
biointerakci pomoci
biosensoru



Afinitni interakce

vznik afinitniho komplexu na zakladé specifické
interakce dvou biomolekul s komplementarnimi
vazebnymi doménami je zakladem vsSech 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 ¢casteji vyuzivany
moderni metodiky na bazi biosensoru

prinosem biosensoru je rychlost, pohodinost a moznost

primého sledovani interakce v realném case 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

i 8 komplementarni - )
oblasti 3y 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 case)
jako prevodniky slouzi specialni optické svétlovodné
systémy, piezosensory nebo impedimetricka zarizeni
= neprimé afinitni biosensory
jeden z afinitnich partneru je vhodné oznacéen, na
konci interakce se pak stanovi mnozstvi znacky
navazané na povrchu sensoru
podle typu znacky (enzym nebo fluorofor) se pouzije

prevodnik vhodny pro mereni enzymoveé aktivity nebo
fluorescence




Schéma méreni s biosensorem

2. asociace
se vzorkem

1. imobilizace ligandu Py

4. regenerace

disociace



Charakterizace afinitnich reakci

proC¢ meérit rychlostni kinetické konstanty?
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vSechny tyto interakce maji stejnou rovhovaznou
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 partnerl, dosaZeni rovnovazného stavu, separaci
volnych a vazanych molekul a kvantifikaci jednoho z partnerti

uzivaji se vhodné detekcCni znacky - radioaktivita, fluorescence,
enzymy

neziskaji se kompletni kineticka data a navic mtiZze dojit ke zménam
nativni molekuly

nejvice informaci lze vZdy ziskat pFi priibéZném sledovani
vazebného déje pomoci biosensoru

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

pri specifické vazbe druhé latky se zmeéni fyzikalni charakteristiky
citlivého povrchu, na které sensor reaguje zménou signalu

vazebnou interakci tak lze 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 (|—)

druha (receptor R) je prfitomna v roztoku v koncentraci c, ta je
obvykle béhem meéreni prakticky neménna, napfr. pfi pratocném

usporadani

sleduje se tvorba komplexu RL:

|—L +R

K

a

|—LR

Kqg

interakci popisuji kinetické rychlostni konstanty k_, (asociacni) a k

(disociacni).
rychlost tvorby komplexu je:

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

Po ustaveni rovnovahy (d[RL]/dt = 0) jsou koncentrace vsech forem
dany rovnovaznymi konstantami K, resp. K,; plati pro né vztahy
K, = [RLI([R][L] = k, /Ky, Kp = 1/K,.




|-ligand + receptor < > |- komplex

signal Y
casr

[ [

= mereny signal je imérny mnozstvi vznikajiciho komplexu
= u vSech typl sensortl 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 zméné
signalu po obsazeni v§ech pritomnych molekul ligandu L

v priibéhu vazby bude zbyvajici mnoZstvi volného
neobsazeného ligandu L pfimo umerné rozdilu Y. -Y

mnozstvi navazaného partnera R je primo umerné Y:

d[RL)/dt = dY/dt = k.c(Y - Y,..) -KY

a dalsi upravou ziskat:

dy/dt = k.Y, . —(k.c +ky)Y
k urceni kinetickych parametru z experimentalnich

zavislosti Y na Case t lze 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)

noveé ziskana zavislost by meéla byt linearni tvaru dY/dt =a + bY
pro absolutni clen (Usek na ose y) plati a = k,cY
pro smeérnici b = -k, c - k.

pokud se provedou vazebna méreni pro radu koncentraci c volného

partnera L, I1ze kinetické rychlostni konstanty k_, k, jednoduse zjistit
vynesenim zavislosti a, b na koncentraci c

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

max?

max

linearni transformace primarnich nameérenych dat bohuzel vede také
k transformaci chyb pocitanych parametru, a tak jsou kvalitni
nameérené udaje ¢asteéneé znehodnoceny...

v soucasnosti pouzivana zridka
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5 min |,

Fig. 2. Experimental tracings obtained during the flow of gjg 5 Experimental binding curves obtained from flow of the
solutions of the monoclonal antibody E2/G2 through the cell . qividual MAD solutions (30 ug/ml) through the cell con-

with the APTS/GA /BSA /2.4-D modified piezoelectric crys- __. . . . ‘o . .
tal. The individual curves were shifted vertically for better 2;:::‘:; the APTS/GA/BSA/2,4-D modified piezoelectric

resolution and the concentrations of 1gG solutions (ug/ml)
are indicaled above the curves. In the inset graph, the fre-
quency changes at the end of the 15 min binding period are
plotted vs, corresponding [gG concentrations.
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Fig. 3. The results of transformations of the f-r curves (Fig. FiEi 4. The dependence of slopes SL (O) and intercepts iNT
2} 1o the dependencies of (df /d¢) on f (details are explained {a {par?mﬂmm Chammml,ng the straight lines {df‘fd.; v
. . . f from Fig. 3) on concentrations of the monoclonal antibody
in the text). The concentrations of IgG E2 /G2 corresponding

o . ; E2/G2. The error bars represent the calculated standard
to the individual curves (symbols) are shown in the figure. deviations.

k,=4540+ 270 mol " 'ls™!
ky=789x10"*+85x10°s!




Nelinearni regrese

je exaktnéjsi postup vychazejici z integrace rovnice vychozi podle

casu, to primo vede k vyrazu zavislosti velikosti signalu Y na €ase t:

Y — ka CYmax {1—eXp [_(ka C_l_kd )t]}
- k.c+k,

z jediného experimentu tak je mozné urcit primo zadané kineticke
konstanty (takto se pouziva zridka)

pro usnadneni numerického vypoctu lze zavest Y., tj. velikost
signalu pri dosazeni rovhovazného stavu:

Yoq=KaCVmax /(K CHKy )=CY 0 1(C+K 5 )=K 1Y /(C+K )

max max max

rovnice pak prejde na tvar:

Y=Y, fexp[—(k,c+k, )t}




dalsiho zjednoduseni vypoctu lze dosahnout zavedenim

Kobs = Ka C + Kq Y=Y, {[1-exp(—Kq, t)]

hodnoty kinetickych rychlostnich konstant pak lze urcit
vynesenim k. proti koncentraci volného vazebného partnera

nelinearni regrese umoznuje vyhodnotit vazebné krivky tvorené
ze dvou nezavislych kinetickych interakci (napr. nespecificka
adsorpce ligandu), je mozné uvazovat vliv nestability zakladni
linie, I1ze korigovat zmény signalu vyvolané vymeénou pracovniho
roztoku

po nastriku vzorku dochazi obvykle k vyrazné zmeéne indexu lomu
okolniho prostredi, které se projevi jako prudka zmeéna signalu u
optickych sensoru, stejné pusobi zmény viskozity

u piezoelektrickych sensoru

nelinearni regerese je univerzalni, Ize pouzit i tam, kde linearizace
selhava nebo neni principialné pouzitelna viubec



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



Interakce antigenu (imobiliz.) s
fragmentem protilatky (scFv)
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Biacore 3000, Ag imobilizovan na Cipy CM5 a CM3,
interakéni zavislosti pro rizné koncentrace protilatek

ukazky prubéhu interakénich kfivek pro rizné
koncentrace protilatky (nM)



Vyhodnoceni

ref. kanal 1 — BSA, povrchové hustoty antigent (RU, v kanalu ¢€.) :
CM3: 2 - 264, 3 — 920, 4 - 647; CM5: 2 — 1206, 3 — 513, 4 — 2550)
prutoéna 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-1
k,= (6.9 + 1.5)105 s

CM5:
ka = 38000 £+ 12000 | mol-! s-1
k,= (7.3 +1.8)105 s




Disociacni faze interakce

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

kineticky tento proces odpovida drfive uvedené rovnici

dy/dt = k. cY, ., —(k,C +Kky)Y
kde se polozi [R] = c =0, odtud pak plyne:

je-li vychozi mnozstvi komplexu LR na povrchu sensoru dano
signalem Ya, integrace vede ke vztahu:

Y =Y exp(—kyt)
z experimentalni disociacni krivky lze pak parametry kd a Ya ur¢it
nelinearni regresi, pripadné po upraveé na rovnici primky linearni
regresi:

InY =InY_ -k t



Interakce proteinu GP41 (imob.) a scFv protilatek
Spreeta)
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An =0.0005
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Dissociation rate constants determined from dissociation parts of the
interaction curves

buffer/

Antibody Bl2 Cl2
kg (s=1) 0.0015 = 0.0020 0.00039 = 0.0004%

biotinylovany protein gp41 byl

imobilizovan na Au sensor pies cystamin, glutaraldehyd a avidin



Asociace
ka (mol™ls™)

Disociace
kq (s™)

Tvar zavislosti

Zpusoby urceni
konstant

stredné velmi rychla asociace = k,
rychla o |® 0.01 rovnovahy = K
100 az 5- 10 disociace prilis rychla
stredné rychla asociace = k,
rychla ] 0.001 az 0.01 rovnovaha = K,
100 az 5- 10 disociace = kg
stredné stredné asociace = k,
rychla rychla rovhovaha nenastava
100 az 5- 10° |10 az 0.001 disociace = kg
stredné pomala asociace = k,
rychla <10° rovnovaha nenastava
100 az 5- 10° disociace pfilis
— pomala
rychla velmi rychla asociace prilis rychla
>5-107 ~0.01 rovnovaha = Kx
disociace prilis rychla
rychla rychla asociace prilis rychla
>5-10° 0.001 az 0.01 rovnovaha = K
disociace = kg
rychla stredné asociace prilis rychla
> 5-107 rychla [ |disociace = Kqg
10"° az 0.001

Kinetika u
Biacore

ukazky prubéhu
interakénich krivek
pro ruzné kombinace
hodnot rychlostnich
konstant



Kinetika u BIACORE

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

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 tloustku
(imobilizace v dextranové matrici)
= projevem byvaji velmi nizké hodnoty k, oproti ocekavani
pri analyze interakci protilatek (IgG) s imobilizovanymi antigeny se
obvykle uvazuje stechiometrie interakce 1 : 1, nicméneé pfi interakci
s imobilizovanymi hapteny (R) je mozna i bivalentni vazba

ruzné 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 casti





