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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zaméfuje na popis metod vyuzitelnych pro studium Kinetiky
bioafinitnich interakci, hlavné na interakce antigen - protilatka. Popisuje jejich principy,
uspotadani a provedeni. Je zde popsana naptiklad afinitni chromatografie, izotermalni titracni

kalorimetrie ¢i afinitni kapilarni elektroforéza.
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Bioafinitni interakce, kinetika, afinitni chromatografie, izotermalni titracni kalorimetrie,

afinitni kapilarni elektroforéza

TITLE
Possibilities of studying the kinetics of bioaffinity interactions - comparison of methods and

their use

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the description of methods that can be used for studying the
kinetics of bioaffinity interactions, mainly on antigen — antibody interactions. It describes their
principles, arrangement and implementation. For example, affinity chromatography, isotermal

titration calorimetry or affinity capillary electrophoresis are described here.

KEYWORDS
Bioaffinity interactions, Kinetics, affinity chromatography, isothermal titration calorimetry,

affinity capillary electrophoresis
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UvVOD

Interakce mezi molekulami v zivych systémech jsou zékladem vsSech biologickych
procesu. Studium a identifikace téchto interakci je proto stale velice dulezita pro pochopeni
buné¢nych procesu.

Ke studiu molekularnich interakci jsou vyuzivany techniky, které pomdhaji objasnit
jejich povahu, vyznam v zivych systémech i potencialni zptisoby, jak do nich zasahovat. Kazda
z technik pouzivanych pro studium interakci ma své vyhody i omezeni a volba nejvhodngjsi
metody se odviji od povahy studovanych molekul i informaci, které 1ze danou metodou ziskat.
Jen pomoci jedné techniky je velmi obtizné ptesné reprodukovat interakce, ke kterym dochazi
za fyziologickych podminek. K relativné realistickému obrazu interakce muze vést spolecné
pouziti kombinace n¢kolika technik.

Na obrazku 1 jsou uvedeny metody pro studium téchto interakei. V této praci jsou dale
popsany zejména ty metody, které jsou vyuzitelné ke studiu kinetiky bioafinitnich interakci se

zamétfenim na interakcei antigen-protilatka.

w
M

PRITOMNOST INTERAKCE KINETIKA, TERMODYNAMIKA STRUKTURALNI INFORMACE
Krvasinkovy dvouhybridni systém Povrchova plasmonova rezonance RTG krystalografie
Hmotnostni spektrometrie Izotermilni titraéni kalorimetrie NMR . .
Afinitni purifikace Kieménné krystalové mikrovihy Kryoelektronova mikroskopie
Nativni, SDS-PAGE Interferometrie biovrstev S"?“\S . L
elektroforéza Interferometrie s duilni polarizaci Mikroskopie atomirnich sil
Chromatografie podle velikosti Termoforéza v mikroméfitlku
ELISA
Firsteruv pi'enos rezonanéni
energie
Fluorescenéni korelaéni
spektroskopie

Rezponse (RU)

0 100 200 300 Proteomické pristupy
Tiwa i) Biochemicke piistupy

ko Kot Kp Biofyzikilni pristupy
AH, AS, AG Strukturilni biologie

Obrazek 1: Metody vyuzivané pro studium bioafinitnich interakci. Prevzato a upraveno z (1).
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1 Bioafinitni interakce

Bioafinitni interakce jsou zdkladem chemickych reakci a procesii uvnitt zivych bunék.
Detailni zkoumani téchto vysoce specifickych interakci nam muze poskytnout lepsi
porozumeéni zivym organismim. Umoznuji nam lepsi vhled do kontrolnich a regulac¢nich
mechanismi, zejména pokud se jedna o rust bunky, jeji reprodukci ¢i smrt. Jsou dulezité
I Z medicinského pohledu pfi urovani diagnéz a volbé terapie riznych onemocnéni. Metody
pro jejich charakterizaci jsou podstatné i v zakladnich biochemickych vyzkumech, vyvoji 1é¢iv
a klinickych diagnozach (2).

Mnoho z téchto procest probiha pomoci nekovalentnich vazeb a Gcastni se jich zakladni
biomolekuly, tedy peptidy, proteiny, lipidy, nukleové kyseliny, ale také hormony, 1éky, aj.
Kromé celkové sily a termodynamiky téchto vazeb, je dualezité zvazovat i kinetiku téchto
interakci. Pokud ziskame informace o kinetice, mtizeme 1épe porozumét funkei téchto interakci
(3).

Tyto interakce jsou ovliviiovany mechanismy, které mohou meénit afinitu ¢i kinetické
parametry. NejcastéjSim druhem této interakce je interakce proteinii. Mezi dalsi druhy téchto
interakci patii napfiklad interakce antigen — protilatka, enzym — substrat, enzym — inhibitor,
protein — nukleova kyselina, apod. (4).

Interakce protein-protein je proces, pii kterém dochazi ke spojeni proteint
a tvorbé proteinového komplexu. Spojeni jsou realizovana pomoci vodikovych mistkd nebo
Van der Waalsovych interakci. Pfi studiu biaofinitnich parG je dileZité zvaZovat jejich
vlastnosti jako naptiklad elektrostatiku, hydrofobicitu, 3D strukturu celého komplexu
a geometrickou komplementaritu vazanych proteinti. Komplementarita dvou proteina se odviji
od komplentarity jejich kontaktnich zén. V téchto oblastech dochédzi ke kontaktu zminénych
molekul a nasledkem je vytvoreni bioafinitniho komplexu (5, 6). Dllezitou roli hraji i faktory

ovlivilujici tyto vazby, napiiklad teplota, pH ¢i iontova sila (7).

2 Metody studia kinetiky bioafinitnich interakei

Bioafinitni interakce probihaji riznou rychlosti v zavislosti na povaze interagujicich latek,
chemické pfeméné, teploté a dalSich faktorech. Pochopeni téchto interakci je proto zavislé i na
sledovani jejich kinetiky. Asocia¢ni a disociacni rychlostni konstanty vyjadiuji vztah rychlosti

této interakce na koncentraci sledovanych latek. Bioafinitni interakce je reverzibilni proces, pii

12



kterém dochazi k tvorbé komplexu a tato asociace je charakterizovana asocia¢ni konstantou
(k1), naopak rozpad komplexu je disoaciace (k2) a je charakterizovan disocia¢ni konstantou.
Kinetika reakce nam poskytuje informace o mechanismu procest (8).

Bioafinitni reakce jsou zapojeny v bunécném rozpoznavani a zprostitedkovavani vétSiny
bunécnych procest. Studovani termodynamiky a kinetiky téchto interakci je nezbytné pro
studium funkci a vlastnosti proteinti. Patologické jevy v buiikach, které vedou k onemocnéni
Casto zahrnuji Spatnou komunikaci mezi proteiny. Naptiklad zmény ve vazebné kinetice
zpusobené mutacemi proteinovych interakci jsou hlavni pticinou dysfunkce drahy apoptdzy.
Interakce biomolekul také tizce souvisi se skladanim jejich struktury (9). V této praci jsem se
zam¢fila na nékteré z vyuzivanych meetod, konkrétné: izotermalni titrani kalorimetrii, afinitni
chromatografii, interferometrii biovrstev, imunoanalytické metody, pritokovou injekéni
analyzu, Forstertiv pfenos rezonancni energie, povrchovou plasmonovou rezonanci, afinitni
kapilarni elektroforézu, UV-VIS spektroskopii, sekven¢ni injekéni analyzu a termoforézu

Vv mikrométitku.

2.1 Izotermalni titracni kalorimetrie

[zotermalni titracni kalorimetrie (ITC) je vhodnou metodou pro ziskani informaci
o termodynamice a kinetice biologickych interakci. Metoda ITC se pouziva ptevazné pro
sledovani kinetiky reakci probihajicich delsi dobu, obvykle fadové desitky minut az hodiny,
aby nedoslo ke komplikacim kvili dobé pottebné k detekci tepelného toku v kalorimetrické
cele. Metoda ITC se bézné€ vyuziva pro charakterizaci kinetiky reakci malych molekul, vazby
biomolekul ¢i enzymatické katalyzy (10).

P11 této metod¢ dochazi k opakovanému davkovani makromolekul ligandu nebo roztoku
substratu do vzorkovaci cely, kterd obsahuje sledovany vzorek, ktery interaguje s ligandem.
Béhem kazdého davkovani pfistroj zaznamend, jak velky vykon musi byt doddn ¢i odebran
K udrzeni konstantni teploty. U exotermickych reakci dochazi k docasnému ubytku vykonu od
referen¢ni hodnoty, zatimco u reakci endotermickych musi byt vykon navysen pro zachovani
konstantni teploty. Naslednou analyzou tvaru a Sitky piku ziskdme informace o reakcni
Kinetice. V jediném experimentu je také mozné ziskat podrobny termodynamicky profil reakce.
Me¢éfenim pienosu tepla pii vazbé totiz pfesné stanovime vazebné konstanty (asociacni
konstanty ki) nebo disociaéni konstanty (k2), afinitu a entalpii vazby (AH). Sitka piku je p¥imo

umérnd ¢asu nutnému k probéhnuti endotermické ¢i exotermické reakce po kazdém piidani
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ligandu/substratu. Rychlé reakce trvajici sekundy az desitky sekund, vedou k ostrym pikim.
Zato reakce pomalé, trvajici minuty az hodiny odpovidaji pikiim $irokym (10).

ITC pfistroj je pomérné jednoduchy. Mikrokalorimetr obsahuje dvé cely (obrazek 2),
referen¢ni celu naplnénou vodou a vzorkovaci celu. Obé cely jsou regulovany na stejnou
teplotu, kdy v referenéni cele je teplota konstantni a v cele vzorkovaci je teplota udrZzovana
zvySovanim ¢i snizovanim vykonu topného télesa v diisledku probihajicich endotermickych ¢i
exotermickych reakci uvnitt cely (1).

Exotermické reakce maji za nasledek ptechodna snizeni ve vykonu, zatimco

endotermické reakce maji za nasledek prechodna zvyseni v dodavaném vykonu (10).

automatizovana
titraénibyreta \

adiabaticky
plast

LJ & __":‘
referencéni vzorkova
cela cela

Obrazek 2: Schématické usporadani pristroje pro izotermalni titracni kalorimetrii
MicroCal® (Malvern Panalytical Ltd., UK). Prevzato a upraveno z (11).

2.1.1 Vyhody a nevyhody méreni izotermalni titra¢ni kalorimetrii

ITC nabizi nékolik vyhod oproti dalsim experimentalnim kinetickym metoddm jako
Jsou napfi. povrchova plazmonova rezonance (SPR — z angl. surface plasmon resonance),
UV-VIS spektrofotometrie a nuklearni magneticka rezonance. Mezi tyto vyhody patii naptiklad
moznost provést analyzu v roztoku za fyziologickych podminek, které odpovidaji ptfirozenym
podminkam ve zdravém organismu, pfesnost 1 pro velmi nizké koncentrace, moznost sledovani
reakce bez nutnosti znaceni spektroskopicky aktivnimi (napf. fluorescencnimi) latkami

a moznost analyzy i zakalenych roztoku (10).
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Nevyhodou je nepiesné modelovani tvaru ITC pikt pii rychlych reakcich. Diivodem
neptesnosti je fakt, ze produkce tepla v ITC je detegovana v ramci sekund az desitek sekund.
Kdyz reakce probihaji v podobném ¢asovém rozmezi jako detekce, je narocné oddé¢lit kinetiku
reakce od odezvy samotného pfistroje. Pro pomalejsi reakce v fadu minut az hodin, mtze byt
odpovéd’ pristroje zanedbana. Bohuzel mnoho biologicky dulezitych reakci probihd v fadu
nékolika sekund a pro né je tedy metoda ITC nevhodna (10).

Dalsi velkou nevyhodou je pomérné¢ velké mnozstvi vzorku potfebné pro analyzu ve
srovnani s jinymi metodami. Nicméné prechodem na modernéjsi piistroje je tento problém

postupné piekonavan (1).

2.1.2 Priklady vyuziti ITC pro kineticka méreni

Burnouf, Ennifar a spol. (2012) prokazali, ze ITC metoda umoznuje ziskat Uplny
kineticky popis riznych systémil, od jednoduché vazby ligandu az po skladani RNA komplexu.
Provade¢li experimenty pomoci interakce HIV-1 reverzni transkriptazy a inhibitoru a skladanim
riboswitche spusténym vazbou k jeho ligandu (12). Di Trani, Moitessier a spol. (2017)
provadéli pomoci ITC rychlé testy kinetiky enzymu trypsinu, které trvaly pouze desitky sekund.
Jejich studie ukazala, Ze béZné kalorimetry jsou schopné méfit s presnosti na méné nez sekundu
(13). Luo, Chen, a spol. (2018) k lepsimu pochopeni role pepsinu ve §tépeni proteind pouzili
ITC metodu ke studiu Kinetiky interakce pepsinu shovézim sérovym albuminem jako
substratem. Byli schopni ur€it kinetické parametry pro pepsinem katalyzovanou hydrolyzu

pepsinu (14).

2.2  Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je metoda, ktera se pouziva pro selektivni separaci a analyzu
latek v chemickych a biologickych systémech. Jedna se o typ kapalinové chromatografie, ve
které se pouziva vhodna inertni staciondrni faze, kterd ma vazany specificky ligand, se kterym
sledovana latka selektivn¢ interaguje (15). Tato biologicky piibuzna vazebna latka je
oznacovana jako afinitni ligand“ a mize se jednat 0 imobilizované sekvence DNA nebo RNA,
proteinu nebo enzymu, enzymového substratu nebo inhibitoru. Schopnost ligandii specificky

interagovat s cilovymi analyty je zakladem selektivni separace vyuzivané v afinitni
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chromatografii. Diky své vysoké selektivit¢ je afinitni chromatografie velmi oblibenou
metodou Vv analyze biomolekul (16).

V minulosti se afinitni chromatografie provadéla za pouziti nosict jako je agardza nebo
polyakrylamid, které z dnesniho hlediska maji velmi nizkou u¢innost. Dnes jsou vice vyuZzivané
vysokoucinné kiemicité a monolitické nosi¢e. Pti pouziti téchto nosi¢t metodu oznacujeme
jako vysokoucinnou afinitni chromatografii (HPAC — zangl. high performance affinity
chromatography). HPAC je efektivni a rychlou metodou pro selektivni separaci
a analyzu latek Vv komplexnich biologickych vzorcich. Vyvoj afinitni chromatografie
nasel uplatnéni i ve studiu biologickych interakci a jejich kinetiky (16).

Na obrazku 3 jsou zobrazeny obecné piistupy k pouziti afinitni chromatografie ke
studovani kinetiky interakce mezi vzorkem a imobilizovanym ligandem a mezi vzorkem
a imobilizovanym i volnym ligandem. Konstanty ki a k2 ptedstavuji asocia¢ni a disociac¢ni

rychlostni konstanty pro cilovy analyt s danym ligandem.
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Obrazek 3: Obecné modely pro pouziti afinitni chromatografie pro kinetické analyzy interakci.
V horni casti je zobrazena interakce vzorku a imobilizovaného ligandu. Ve spodni casti je
zobrazena interakce vzorku a volného i imobilizovaného ligandu. Prevzato a upraveno z (3).
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2.2.1 Vyuziti afinitni chromatografie v kinetickych studiich

Kinetika interakci je zkoumana pomoci ligandu navdzaného v afinitni kolon¢, zatimco
druhy analyt je aplikovan ve vzorku na kolonu. Ziskany elu¢ni profil pro aplikovany analyt poté
poskytuje informace o kinetice interakce analyt — ligand (16).

Na obrazku 4 je zobrazen detail k interakce analytu a imobilizovaného ligandu na
chromatografickém nosici. Jak analyt putuje kolonou v mobilni fazi, ¢ast analytu se dostane do
oblasti se stagnujici mobilni fazi, kde muze interagovat s imobilizovanym ligandem na

stacionarni fazi (16)

Priutokova kolona ’ Tekouci mobilni
faze

Stagnujici mobilni
faze

Imobilizovany
ligand a nosic

Obrazek 4: Schéma kinetiky vzniku afinitniho komplexu mezi analytem s imobilizovanym
ligandem v koloné. Prevzato a upraveno z (16).

2.2.1 Vyhody a nevyhody afinitni chromatografie

Jednou z hlavnich vyhod je moZznost regenerace stacionarni faze S imobilizovanym
ligandem pro opakované experimenty. Tato vlastnost zvysuje reprodukovatelnost experimentt
a snizuje cenu za jednotlivé analyzy. Dalsi vyhodou afinitni chromatografie je jeji variabilita.
Spravnym nastavenim experimentu mizeme méfit asociaéni konstanty v rozmezi od 10° do 107
m*s? a disocia¢ni konstanty v rozmezi od 10? do 10" s, Afinitni chromatografie je tak citliva
metoda a da se vyuzit pro studium relativné slabych interakci. V mnoha vyzkumech je afinitni
chromatografie pouzita spolu s povrchovou plasmonovou rezonanci pro ziskani kompletnich

informaci o kinetice reakce afinitniho paru (3).
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Detekce je provadéna az po eluci analytu ¢i jiné slozky vzorku z kolony. Z detekénich
metod vyuzivanych pro afinitni chromatografii jsou spektrofotometrie, fluorescencni
spektrometrie nebo hmotnostni spektrometrie (3).

Pro ziskani stejnych vlastnosti navazané¢ho ligandu Vv afinitni kolon¢, které ma tento
ligand v ptirozeném prostfedi, je nutny spravny vybér a nastaveni podminek imobilizace
ligandu. Pouziti ligandu volné rozptyleného v roztoku neni casté pro studium Kkinetiky,

nejéastéji je vyuzivana stacionarni faze s imobilizovanym ligandem (3).

2.2.2 Priklady vyuziti afinitni chromatografie pro kineticka méreni

Vyznamnym vyuzitim afinitni chromatografie je studium kinetiky biologickych
interakci ve vyvoji 1éCiv. Jelikoz kineticka méfeni interakei 1éCiva v séru mize pomoci
v predikci farmakokinetickych vlastnosti (16).

Tong a Hage (2011) vyuzili metodu profilovani pikii a vysoce vykonné kolony
k charakterizaci kinetiky interakce mezi chiralnimi soluty a lidskym sérovym albuminem, jejich
prace demonstrovala, jak mlze byt metoda profilovani pikli pfizpiisobena k souc¢asnému
zkoumani kinetiky interakce nékolika latek s imobilizovanym proteinem (17). Dale naptiklad
Mallik, Yoo a spol. (2009) analyzovali vazbu lék-protein pomoci imobilizovaného lidského
sérového albuminu, jejich prace byla zaloZena na pouziti pojiva v afinitnich mikrokolonéach pro
rychlou extrakci a méfeni volného I1éku. Zjistili, Ze ultrarychlou extrakci lze pouZit pro méteni
volnych frakci nékterych 1€kt ve smési 1ék-protein (18). Arias, Rosenberg a spol. (2010) pti
zkoumani interakce 18-methoxykaronaridinu s nikotinovymi acetylcholinovymi receptory
v riznych konformacnich stavech pouzili nelinedrni chromatografii k urceni kinetickych

parametrti 18-methoxykaronaridinu (19).

2.3 Interferometrie biovrstev

Interferometrie biovrstev (BLI — z angl. bio-layer interferometry) je opticka metoda pro
meéteni biomolekularnich interakci v redlném case bez nutnosti znac¢eni. Pouzitim BLI metody
je mozné studovat afinitu a kinetiku mnoha riznych interakci jako naptiklad interakci protein-
protein, protein-nukleova kyselina nebo protein-lipoprotein (1).

BLI systémy jsou specifické biosenzory, které maji na Spicce senzoru imobilizovanou

vrstvu rozpoznavacich molekul (ligandd). Spi¢ka biosenzoru je ponofena do jamek
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obsahujicich roztok analytu, kde dochazi k vazbé molekul analytu k ligandu. Tato vazba je
nasledné méfena jako zména interferencniho obrazce bilého svétla (obrazek 5) (20).

Svétlo je odrazené od dvou vrstev: biovrstvy a referen¢ni vrstvy. Biovrstva je vrstva
navazaného ligandu, kterd je nasledné ponoiena do roztoku obsahujiciho sledovany analyt.
Interakce mezi analytem a stacionarnimi molekulami ligandu zptsobi zménu interferenéniho

obrazce, ktery je zaznamenavan V realném case (21).

Dopadajici bilé
svetlo

Odrazené svétlo

Imobilizovany igand
Roztok analytu \ ‘ ‘

Obrazek 5: Mechanismus interferometrie biovrstev. Prevzato a upraveno z (20).

2.3.1 Vyhody a nevyhody interferometrie biovrstev

Jednou z hlavnich vyhod této metody je moznost automatizace, kterou vyrazné
omezime lidskou chybu. Dalsi vyhodou je méfeni vazebné Kinetiky v realném Case a bez
nutnosti znaceni analytu fluorescenéni nebo radioaktivni latkou (21). BLI vyuziva jednodussiho
zafizeni s biosenzorem ponofenym do roztoku analytu, diky ¢emuz ma vysSi U¢innost
a jednodussi ovladatelnost nez napt. povrchova plasmonova rezonance (20).

Nevyhodou této metody je narocnost instrumentalniho vybaveni, nutnost vyuzivat

kvalitni ¢ocky, zrcadla a polopropustné desti¢ky (21).

2.3.2 Priklady vyuziti interferometrie biovrstev pro kineticka méreni

Lad, Clancy a spol. (2015) pouzili BLI metodu ke sledovani hybridomt na zaklad¢ miry

disociace. Porovnavali tradi¢éni metody (napf. enzymovou imunoanalyzu na pevné fazi,
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povrchovou plasmonovou rezonanci atd.) s touto metodou. Zjistili, ze metodou BLI byli
schopni identifikovat né¢kolik hybridomu, které tradicnimi metodami nebyly zjistény (22).
Sultana, Lee (2015) popsali pfistup vyuzivajici streptavidin k BLI analyze intereakci DNA —
protein a protein — protein. Pomoci nanomolarnich mnozstvi vzorku byly schopni urcit
rovnovazné vazebné konstanty a rychlost asociace a disociace béhem nékolika minut (23).
Dysinger, King (2012) vyuzili schopnosti BLI metody k méteni vazebné Kinetiky
terapeutickych  monoklondlnich  protilatek. Srovnavali BLI metodu s enzymovou
imunoanalyzou na pevném nosici a zjistili, Ze BLI testy maji mensi citlivost, ale mnohem vétsi

dynamicky rozsah, coz snizuje potiebu fedéni vzorku (24).

2.4 Imunoanalytické metody

Imunoanalytické metody jsou testy, pfi nichz se méfi pfitomnost a koncentrace latky
Vv roztoku s pouzitim protilatky a antigenu. VyuZivaji znaceni jednoho z reaktantt K uréeni latek

ve vzorku. Ke znaceni mohou byt vyuzity radioizotopy, enzymy, fluoreskujici latky atd. (25).

2.4.1 Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA)

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA —z angl. enzyme linked immunosorbent
assay) je univerzalni citliva technika, ktera mtize byt vyuzita pro kvantitativni nebo kvalitativni
ur¢eni prakticky jakéhokoliv antigenu ¢i protilatky. Reagenty jsou stabilni a ve vétsiné ptipadi
dobie dostupné. V jeji nejjednodussi formé analyza zahrnuje imobilizaci jednoho z reagenti
(napft. antigenu) na pevny povrch. Nasleduje piidani protilatek specifickych pro antigen. Po
promyti jsou piidany s enzymem konjugované sekundarni protilatky proti primarni protilatce.
Po pfidani substratu vznikéa barevny, fluorescen¢ni nebo luminiscencni reakéni produkt, diky
némuz je mozné urcit presnou koncentraci reaktantt i ve velmi nizkych koncentracich (26).

Nejpouzivangj$imi enzymy jsou alkalicka fosfataza a kienova peroxidaza (27). Obecné

uspotadani ELISA metody je zobrazeno na obrazku 6.
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Obrazek 6: Obecné usporadani ELISA metody. Prevzato a upraveno z (27)

2.4.1.1 Typy uspoiadani ELISA metody

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi mize byt v homogennim nebo heterogennim
usporadani. Heterogenni uspotfadani jsou Castéji pouzivana. Aby v téchto uspotfadanich bylo
mozné zabranit naruSeni vazby antigen-protilatka ostatnimi molekulami v médiu, komplex
antigen-protilatka je vazan ke sténam zkumavek a vSechno kromé komplexu je z média
odstranéno pomoci promyvacich procesi. V téchto uspotfadanich jsou zadsadni promyvaci faze
k oddé€leni vazaného antigenu od volného antigenu po interakci antigenu s protilatkou (28).

ELISA je heterogenni technikou pouzivanou k detekci specifickych protilatek
a antigent. JelikoZ struktura a charakteristika méfenych latek nejsou vzdy stejné, byly vyvinuty
ruzné typy této metody ke zvySeni specifity méfeni. Podle protilatky udavajici signal délime

ELISA metodu na pfimou a nepfimou a dle uspotadani na sendvicovou a kompetitivni (28).
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Piima imunoanalyza

Je vhodna pro urceni koncentrace vysokomolekularnich antigend. Na povrch desti¢ky
je imobilizovan antigen, ke kterému je nasledné piidana primarni protilatka znac¢ena enzymem.
Po inkubaci nasleduje promyti, pti némz jsou odstranény nevyvazané protilatky z jamky. Poté
je pridan substrat, ktery reaguje s enzymem na primarnich protilatkach a pomoci ptidaného

chromogenu produkuje signal ptimo imérny mnozstvi antigenu nebo protilatky (28).

NepFima imunoanalyza

Rozdilem mezi pfimou a nepiimou metodou je, Ze V ptipadé nepiimé detekce je signal
produkovan znacenou sekundarni protilatkou s afinitou K primarni protilatce. Tedy po
imobilizaci antigenu na povrch desticky je nasledné pfidana primarni protilatka, kterd se
specificky vaze na antigen stejné jako u metody piimé. Poté je ale k imunokomplexu piidana
sekundéarni protilatka znacend enzymem, kterd se specificky vaZze na primarni protilatku.
Kvantifikace primarni protilatky je provedena pfidanim substratu, ktery reaguje s enzymem
a pomoci chromogenu zpuisobi barevnou zménu roztoku. Koncentrace primarni protilatky
ptitomné ve vzorku piimo koreluje s intenzitou barvy (27).

Jednou z nevyhod této metody je, ze imobilizace antigenu neni specificka. Po aktivaci
povrchu desti¢ky by mohli s povrchem nespecificky reagovat nejen protilatky ze vzorku ale
1 vSechny ostatni proteiny. Tudiz se vyuziva blokovaciho inertniho proteinu, ktery zaujme
vSechny zaktivovand mista na desti¢ce neobsazena antigenem a zabrani nespecifické vazbé

vzorku (27).

Sendvi¢ova imunoanalyza

Na povrch jamky je imobilizovana primarni protilatka zbytek povrchu je blokovan
inertnim proteinem (napf. hovézi sérovy albumin). Vzorek je pfidan do jamek a desticka je
inkubovana a promyta. Promyti odstrani nenavazané antigeny a vSechny ostatni slozky ve
vzorku. Nasledn¢ jsou pridany sekundarni protilaitky oznacené enzymem se specifitou
k antigenu (ale k odlisné antigenni determinanté nez protilatka primarni). Aby bylo mozné

identifikovat enzymovou aktivitu, je do média pfiddn enzymovy substrat a detekovano
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zbarveni. Zbarveni indikuje pozitivni vysledek, zatimco jeho nedostatek indikuje nedostatek
enzymu, tedy sekundarni protilatky, coz znamena negativni vysledek. Metoda se nazyva
sendviCova, jelikoz zkoumany antigen je umistén mezi dve protilatky a spolu vytvari pomysiny
sendvi¢. Prubéh této metody je zobrazen na obrazku 7. Tato metoda je dvakrat — pétkrat

citlivejsi nez jiné ELISA metody (28).

Substrat

14
1
, , 244 | 244

Absorpce

Protilatka Cilovy protein ‘-{ Enzymem znatena protilatka Enzymova reakce 0
B — Koncentrace antigenu
Sendvicovi ELISA

Obrazek 7: Schéma provedeni ELISA metody. Prevzato a upraveno z (29).

Kompetitivni imunoanalyza

Kli¢ova je vtomto uspofadani kompetitivni reakce mezi antigenem ve vzorku
a antigenem vazanym na jamce mikrotitracni destiCky s primérni protilatkou. Primérni
protilatka spolu se vzorkem obsahujicim ¢i neobsahujicim antigen jsou pfidany do jamek, ve
kterych je imobilizovan stejny antigen. Cim je ve vzorku vice antigenu, tim vice primarni
protilatky se na néj navaze. Proto je menSi mnoZstvi primarni protilatky dostupné k vazbé
s antigenem imobilizovanym v jamkach. Po inkubac¢ni dobé je nenavézand protilatka na
imobilizovany antigen vymyta pry¢. Nasleduje pfidani znaené sekundarni protilatky proti
primarni protilatce a substratu pro zisk signalu. Nepfitomnost barevné zmény znaci pfitomnost
antigenu ve vzorku. Pribéh kompetitivni ELISA metody je zobrazen na obrazku 8.

Hlavni vyhodou kompetitivni ELISA metody je vysoka citlivost ke kompozi¢nim

rozdilim v komplexnich smésich antigent (27).
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Obrazek 8: Schéma provedeni kompetitivni ELISA metody. Prevzato a upraveno z (29).

2.4.1.2 Vyhody a nevyhody ELISA metody

ELISA je citliva a specifickd analyza. M4 Sirokou oblast aplikaci diky jeji jednoduchosti
a rychlosti (28). Umoziuje detekci vSech typd biologickych molekul i ve velmi malych
koncentracich a mnozstvich (27). ELISA je téméf stejné citlivou metodou jako RIA
a nevyzaduje specialni vybaveni nebo radioaktivni zna¢eni. Nicméné jeji spolehlivost je ve

srovnani s RIA nizka (28).

2.4.1.3 Priklady vyuZiti enzymové imunoanalyzy na pevné fazi pro kineticka méreni

Alban, Gastpar (2001) vyvinuli ELISA screeningovy test pro studium interakci mezi
sulfatovanymi polysacharidy a proteiny. Zjisténé vysledky odpovidaly tém zjiSténym pomoci
gelové permeacni chromatografie a afinitni gelové elektroforézy. Navic ELISA je jednodussi
na provedeni, levna a vysoce citliva (30). Syedbasha, Linnik a spol. (2016) popsali dva rychlé
a spolehlivé zpiisoby pro zkoumani interakce ligand — receptor zaloZzené na ELISA metodé.
Tato metoda umoziiuje vytvoreni vazebné kiivky a dalSim analyzovanim dat odhadnuti
disocia¢ni konstanty (31). Martinet-Sernandez, Orbegozo-Medina a spol. (2016) zkoumali
interakce mezi lipopolysacharidy a nékolika proteiny a peptidy pomoci nékolika ELISA
uspotfadani. Zjistili, ze nékteré ELISA uspofadani 1ze pouZit k testovani schopnosti peptidi
nebo proteini vazat lipopolysacharidy a zarovenn poskytovat cenné informace

o zpusobu interakce (32).
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2.4.2 Radioimunoanalyza

Pro radioimunoanalyzu (RIA) je typické kompetitivni usporadani. Nejprve je vzorek
antigenu inkubovan spolecné s primarni protilatkou, coz umozniuje tomuto antigenu se navazat
na vazebna mista protilatky. Poté je ptidan radioaktivné znaceny antigen. Radioaktivng znaceny
antigen sout&Zi s antigenem ve vzorku a vytésiiuje ho z vazebnych mist protilatky. Cim vice je
antigenu ve vzorku, tim méné radioaktivné znaceného antigenu je schopno se vazat na
protilatku. Nasledné je vhodnou separacni technikou oddélen volny antigen od vazaného
s protilatkou. Pomoci zméteni radioaktivity je mozné uréit mnozstvi radioaktivné zna¢ené¢ho
antigenu, ktery byl navazan na protilatku a tim padem i koncentraci antigenu ve vzorku (33).
Na obrazku 9 je znazornén schéma provedeni RIA metody.

Nevyhodami RIA metody je pouziti radioaktivniho znaceni (obvykle [*?°1]) a proto
kratka zivotnost, naro¢na manipulace a vznik radioaktivniho odpadu. Naopak vyhodou je, ze

RIA nevyuziva enzymy a z toho duvodu se snizuje riziko interference samotného vzorku (33).
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Obrazek 9: Schéma provedeni RIA metody (A) Vzorek je inkubovadn s primdrni protildatkou. (B)
Poté je pridan radioaktivné znaceny vzorek probiha soutéz o vazebna mista primarni protilatky.
(C) Sekunddrni protilatka se vaze k primarni protildtce a zpiisobi jeji vysrazeni z roztoku.
(D) Centrifugace vytvori z komplexu antigen-protilatka peletu. (F) Priklad typické standardni
krivky. (G) Standardni krivka pro urotensin-II (UII), kde mnoZstvi vazaného radioaktivniho
jodu je vyjadreno jako B/Bo, coz je pomeér vazby v kazdé koncentraci standardu B a pri
nepritomnosti kompetitivniho antigenu Bo. Vzorky analytu v biologickych vzorcich by mély lezet
na rovné casti krivky. Prevzato a upraveno z (33).
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2.4.2.1 Priklady vyuziti radioimunoanalyzy pro Kinetickd méreni

Higashi, Yukari a spol. (2005) metodou RIA porovnavali kinetiku digoxinu s pouzitim
antiséra-1 a antiséra-II a vyhodnocovali interakci 1ék — 1¢k s digoxinem a glukokortikoidy
u potkanti (34). Nestor, Andersson a spol. (2008) vyuzili rotacni RIA technologii k detekovani
interakce protein — buiika v redlném case. Jejich prace se zabyvala charakterizaci protilatek
znadenych 1 a Y"Lu vazajicich se na CD44v6. Prace s touto RIA technologii umoznila
podrobnéjsi studie téchto interakci (35). Ding R., Tayrouz Y. a spol. (2004) sledovali
farmakokinetické interakce mezi digoxinem a ritonavirem, v této praci pouzili RIA metodu ke
stanoveni koncentrace digoxinu v plazmé a moc¢i. Nasledné urcili kinetiku digoxinu pomoci

analyzy plochy pod ktivkou zavislosti plazmatické koncentrace na ¢ase pro digoxin (36).

2.4.3 Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza

Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza vyuziva efektu elektrochemiluminiscence
(ECL), coz je luminiscence produkovana béhem elektrochemickych exergonickych reakeci,
zpusobend prestupem elektroni elektrochemického meziproduktu z excitovaného stavu do
stavu zakladniho (37).

Pti ECL nejprve dochazi k pirenosu heterogennich elektronii na elektrodé a vznika volny
radikal. Signal ECL je detekovan, kdyz se elektrony z excitovaného stavu vrati do zékladniho.
Emise fotonu je identifikovana pii konkrétni vlnové délce pomoci energetické mezery mezi
témito dvéma stavy (37).

Pti elektrochemilumiluminiscen¢ni imunoanalyze (ECLIA) nejsou pouzity zadné
radioizotopy, proto je Setrn&jsi k zivotnimu prostfedi. ECLIA je velmi citlivou metodou,
protoze nckteré jeji znacky, napiiklad rutheniovy komplex, mohou byt regenerovany na
elektrodé. A tim poskytuji moznost detekovani analyti i ve velmi nizkych koncentracich.
ECLIA analyza je také velmi rychla trva pouze né€kolik sekund. Pfi hodnoceni metody lze
vyuzit mnoha parametrti — intenzity generované luminiscence, pouzitého napéti nebo vinové
délky (37).

ECLIA je jednou z nejslibngjsSich metod v klinickych diagnézach a monitorovani

zivotniho prostiedi (37).
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2.4.3.1. Priklady vyuZiti elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyzy pro Kkineticka méreni

Lazar, Rabe a spol. (2020) sledovali vliv kinetiky a neutralizace protilatek v Krvi
a matefském mléce na reaktivaci cytomegloviru béhem laktace. Pomoci ECLIA metody
testovali vazbu cytomegaloviru a protilatek (38). Giannella, Righi a spol. (2022) vyuzili ECLIA
test k detekci protilatky odpovidajici na vakcinu proti COVID-19 a hodnotili kinetiku této
protilatkové odpovédi (39).

2.5 Pritokova injek¢ni analyza

Pratokova injekéni analyza (FIA — zangl. flow injection analysis) je metodou
kontinualni pritokové analyzy zalozené na kontrolované disperzi vzorku. Vzorek je vstiikovan
do inertniho nosného proudu v reprodukovatelném objemu v piesnych ¢asovych intervalech do
proudu takovym zpuisobem, ze tento tok vstfikovanim neni narusovan. Odezva detektoru je
zavisla na Case a zavisi na disperzi vzorku do okolniho nosice. KdyZ dojde k reakci analytu
S nosi¢em, je detegovan produkt reakce. Ve FIA analyzatorech je moZzné davkovat 200-400
vzorkll za hodinu. Vysledkem méfeni jsou ostré piky, jejichz vysku ovliviiuje Cas, ktery vzorek
Vv analyzatoru stravi. FIA je kinetickou metodou analyzy (40). Schématické zapojeni prutokové

injek¢ni analyzy je na obrazku 10.

Vzorek

Vstiikovaci ventily

\ Pumpa
-LHM— Deteltor 1 —

Feakéni civka a Odpad
michaci zafizeni

MNosit

Obrazek 10: Schéma zakladniho zapojeni FIA. Prevzato a upraveno z (41).
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Vzorek nadavkovany do tekouciho proudu se zpocatku chova jako zatka. Jak tato zatka
putuje po proudu, rozptyluje se a smichava se s nosnym proudem. Pro vétSinu FIA systému je
charakteristicky laminarni pratok. V lamindrnim pritoku 1ze tekutinu povazovat za rozdélenou
do nekonecného mnozstvi rychlostnich profili. Maximalni rychlosti je dosazeno ve stfedu
proudu. Dalsi dva procesy, ke kterym dochézi jsou: molekularni difize v podélném sméru
(rovnobézné se smerem prutoku) a molekularni difuze v radidlnim sméru (kolma se smérem
pratoku). Disperze musi byt kontrolovana kvili poklesu citlivosti metody. Objem davkovaného
vzorku je dilezitou proménnou, kterd mtize byt pouzita ke zméné disperze vzorku. Jak stoupa
objem vzorku, stoupa i vyska piku a citlivost (40).

Prakticky jakékoliv detektory mohou byt pouzivany ve FIA metod¢. Piiklady detektort
pouzivanych ve FIA systémech jsou: flouorometrické, cheluminiscencni, coulometrické,
spektrofotometrické, nefelometrické apod. FIA metoda muze byt povazovana za HPLC bez
kolony. V HPLC je specifita zajiSténa kolonou, zatimco FIA metod¢ poskytuje specifitu
kombinace chemie a detektort (40).

FIA ma mnoho vyhod, jednou z nich je jeji automatizace v piipravé a detekci vzorku,
jednoduchost FIA konfigurace, vysoka vzorkovaci rychlost, rychly ¢as odezvy, mensi spotfeba
vzorku a ¢inidel, a proto 1 mensi produkce odpadu, jednoduché a levné ptistrojové vybaveni
(40).

Zitka, Huska a spol. (2007) pouzitim FIA metody vySetfovali interakce glutathion —
platina (II). Ukazali, ze FIA metodou ve spojeni s elektrochemickou detekci je vhodna pro
pfimou detekci riznych forem glutathionu, ale i pro zkoumani interakci mezi thioly

a cytostatiky (42).

2.6  Forsteriiv rezonan¢ni pienos energie

Forsteriv rezonanéni prenos energie neboli fluorescencni rezonan¢ni pienos energie
(FRET z angl. fluorescence resonance energy transfer) umoznuje identifikaci molekulovych
parti v tésné blizkosti a je zv1asté vhodny pro studium mezibunéénych interakci (1). Casto je
také vyuzivan ke studiu proteinti a jejich interakci. Metoda FRET métenim vzdalenosti mezi
doménami proteint, dokéze ziskat informace o jejich konformacnich zménach zpiisobenych
naptiklad béhem denaturace, skladani proteinti a jejich interakci (43). FRET je dalezitym
fyzikalnim jevem a diky nému je mozné porozumét nékterym biologickym systémum. Stale

vice se pouziva v biomedicinskych vyzkumech a pii vyvoji 1éku (44).
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FRET je proces nezatrivého pienosu energie od donoru k akceptoru pomoci interakce
dip6l-dipol. Kvantifikace ptenosu energie je ovlivnéna nékolika faktory: vzdalenost donoru
a akceptoru, kvantovy vynos donord (QY), absorp¢ni koeficient akceptoru (emax), Orientace
donoru a akceptoru a prekryv mezi emisnim spektrem donoru a absorpcnim spektrem akceptoru
(45).

Mechanismus FRET zahrnuje donorovy fluorofor v excitovaném elektronovém stavu,
ktery je schopen pfenaset svou excitani energii k blizkému akceptorovému chromoforu
prostiednictvim interakce dipol-dipol (44). Excitovany donor stimuluje akceptor do
excitovaného stavu a donor se dostava do pocatecniho nefluorescencniho stavu (45). Zakladni
princip FRET metody je vyobrazen na obrazku 11.

Utinnost FRET (E) je nepiimo imérna Sesté mocniné vzdalenosti mezi donorem
a akceptorem, proto je FRET velmi citlivy k malym zménam ve vzdalenosti (46). Pro funkénost

metody FRET musi byt vzdalenost mezi akceptorem a donorem od 1 do 10 nm (45).
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e Vit koniverze Proces pfenosu energie
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Obrazek 11: Zdkladni princip FRET. Prevzato a upraveno z (46).

Detekce ve FRET probiha pomoci fluorescencniho spektrofotometru nebo mikroskopu.
Pii excitaci donoru se detekuje bud’ ubytek intenzity fluorescence donoru nebo jako zvysSeni
v intenzita fluorescence akceptoru (pokud je akceptor fluorescenéni) anebo kombinace téchto

dvou efektt (46).
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2.6.1 Vyuziti Forsterova rezonan¢niho prenosu energie pro studium interakci

Zavislost G¢innosti FRET na vzdalenosti je Siroce vyuzivana pii studiu struktury
a dynamiky proteinti a nukleovych kyselin, v detekci a vizualizaci intermolekuldrnich asociaci
a pii vyvoji testt intermolekularnich vazeb (44).

FRET je uzite¢nym nastrojem V molekularni biologii. Techniky proméfeni FRET jsou
stale vice sofistikované a ptesné, proto jsou vhodné pro tadu aplikaci pii zkoumani struktur,
konformacnich zmén a interakci mezi molekulami. FRET je i vhodnym indikatorem
biochemickych procest (44).

Nesmelov, Agafonov a spol. (2011) touto metodou studovali soucasné strukturu
a kinetiku myosinu, ve své praci dokazali, Ze FRET metoda umoziuje pfimou analyzu
strukturdlni kinetiky faddové v milisekunddch, coz vede k jednozna¢nému urceni kinetiky
a termodynamiky systému (47). Biener, Chalrlier a spol. (2005) vyuzili tuto metodu ke
zobrazeni kinetiky oligomerizace leptinového receptoru v jednotlivych buikéach, FRET
mikroskopie jim umoznila studovat udalosti souvisejici s leptinovym receptorem na
plazmatické membrané a kinetiku interakci leptinového receptoru (48). Li, Augustine a spol
(2007) urcovali kinetiku vazby komplexinu k membranové ukotvenym SNARE komplexiim
pomoci FRET na trovni jednotlivych molekul, coz jim umozZnilo pfimé sledovani na Case
zavislého FRET signalu generovaného interakcemi mezi jednotlivymi SNARE komplexy

a komplexinem (49).

2.7 Povrchova plasmonova rezonance

Povrchova plasmonova rezonance (SPR — z angl. surface plasmon rezonance) je jev
rezonancni oscilace elektronli na rozmezi vrstev materialit o rizné optické hustoté. Jev je
vyvolan elektromagnetickou vlnou, jez spliiuje podminky rezonance. Typicky lze tento jev
pozorovat na kovovych povrsich typicky zlato a stibro (50).

Tato neinvazivni metoda se pouzivd pro meéfeni kinetiky bioafinitnich interakci
Vv realném case naptiklad pro interakce antigen-protilatka, hybridizace DNA, interakce enzym-
substrat, epitopové mapovani, studium konformace proteinti a obecné sledovani bioafinitnich
reakci bez nutnosti zna¢eni indikatorem (50).

VétSina  SPR - zafizeni se skladd z optického hranolu, pokovaného senzoru,

mikrofluidniho systému pro aplikaci nosné kapaliny a vzorku, detektoru/softwaru. Méteni
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probiha bud’ v konstantnim toku (kinetickd méteni) nebo je tok po aplikaci vzorku zastaven
(méfeni afinity). Soucasti méfici cely by mél byt tepelny senzor pro disledné méteni teploty,
nebot’ kolisani teploty miize zna¢né ovlivnit nejenom odezvu SPR senzoru, ale i Kinetiku
a afinitu biomolekularnich reakci (51).

Principem SPR je, ze zlomek svételné energie dopadajici pod piesné definovanym
uhlem muze interagovat s delokalizovanymi elektrony v daném povrchu, tim padem se snizi
intenzita odrazené¢ho svétla. Za jistych podminek mohou byt tyto elektrony excitovany fotony,
tim dojde ke vzniku povrchového plasmonu. Nejbéznéjsim geometrickym uspotadanim SPR je

Kretschmannovo schéma, které je zobrazeno na obrazku 12 (52).
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Obrazek 12: Nejbeéznéjsi geometrické usporadani SPR (Kretschamannovo schéma).
Prevzato a upraveno z (52).

Povrchové plasmony patii do kvazi¢astic, které vykazuji vinoveé-¢asticovy dualismus.
Vyskytuji se primarné na povrchu latek obsahujici volné elektrony jako jsou naptiklad kovy.
Plasmonem muzeme rozumét oscilaci hustoty volnych elektront s ohledem na kladné ionty
vV kovu. Termin ,,povrchovy plasmon* (SP — z angl. surface plasmon) oznacuje vinu hustoty
naboje $itici se po povrchu kovu. Interakce fotont dopadajicich na povrch kovu s povrchovymi
plasmony vytvareji takzvané polaritony povrchového plasmonu (SPPs — z angl. surface
plasmon polaritons), coz jsou kvazicastice slozené z povrchovych plasmonii a fotonti. Vinové
délky fotonii se méni se stfednim indexem lomu prostfednictvim disperze, ale jejich oscilacni
frekvence zistavaji nezménény (51).

SPPs jsou excitovany pii specifickém uhlu (dhel SPR) pro dany monochromaticky

svételny zdroj. Za danych optickych a materialovych podminek SPR thel zavisi pouze na
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indexu lomu média. Index lomu (RI — z angl. refractive index) dielektrického média je jednou
z nejcitlivéjsich proménnych souvisejicich s jevy v blizkém poli, jako je naptiklad transport,
zmény teploty, vyparovani a chemické reakce. Citlivost SPR metody je definovana pomérem
zmény ve vystupnim signdlu ke zméné métené veliCiny (index lomu), zatimco rozliSeni je
definovano nejmensimi zménami indexu lomu, ktery zptisobi detekovatelnou zménu ve vystupu
ze senzoru. Mez detekce (LOD — zangl. limit of detection) dosazena s vyuzitim SPR

2

technologii je odhadovana na 1 pg.mm™ vazaného biomaterialu na povrchu senzoru (51).

2.7.1 Vyhody a nevyhody povrchové plasmonové rezonance

Hlavnimi vyhodami SPR metod jsou jejich neinvazivni detekce bez nutnosti znaceni
indikatorem a sledovani vazebnych zmén v readlném case. SPR detekce umoziuje ptimé méteni
afinity a kinetickych veli¢in biomolekularnich interakci a nevyzaduje znaceni indikatorem
(napf. fluorescencnim, radioaktivnim), coz je dilezité kvili moznému naruSeni struktury
analytu vazbou indikatoru (51).

Moznost zaznamenavat i velmi malé zmény indexu lomu ndm nabizi ptileZitost k méfeni
biologickych interakci, kdy sledujeme zmény indexu lomu média v blizkosti kovového povrchu
senzoru. Témito zménami lze pfesn€ métit adsorpei molekul na kovovy povreh a jejich ptipadné
interakce se specifickymi ligandy (50).

Ackoliv jsou SPR techniky velmi popularni a vedou k vyznamnym objeviim a lepSimu
porozuméni biologickym interakcim, jako jiné analytické techniky 1 SPR metody maji své
limity. Casto je slozité p¥i analyzach malych molekul odlisit skuteény signal od sumu. SPR
systémy vyuzivaji méfeni zmény thlu odraZzeného svétla, kterd je imérné velikosti molekuly
a hustoty analytu. Malé molekuly vsak produkuji slaby signal (52).

Citlivost je dostatetna pro biologické testy sloucenin s vysokou molekulovou
hmotnosti, jako protilatky nebo DNA. Je vSak nutné zvyseni citlivosti pro latky s malou
molekulovou hmotnosti (< 500 Da), jako jsou mykotoxiny, léky, vitaminy, atd. Toho lze
dosdhnout pomoci nanostrukturovanych substratli (napiiklad zlatych nanocéstic), na které je
sledovany vzorek navazan (51).

Za dalsi nevyhodu mtize byt povaZzovana nutnost volby vhodnych imobiliza¢nich latek.
Po vazbé na senzor musi byt totiz zachovana jejich biologicka aktivita a zaroven i aktivita latek
na n¢ se vazajicich. Jednou z moznosti, jak tohoto dosahnout je funkcionalizovat povrch

senzoru monoklonalnimi protilatkami, které vazbou pouze jedné determinanty zajisti presné
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zachyceni analyzovanych antigen. Tato varianta je vSak naro¢na z pohledu dostupnosti

protilatek a v piipadé jejich vyroby i z finan¢niho hlediska (52).

2.7.2 Priklady vyuziti povrchové plasmonové rezonance pro kinetickd méreni

Katsamba, Park a spol. (2002) pouzili Biacore technologii zalozenou na povrchové
plasmonové rezonanci, aby ziskali piehled o interakci mezi RNA a proteiny nesoucimi RNA
rozpoznavajici domény. Tato technologie ma schopnost ziskavat kvalitni informace o kinetice
interakci RNA — protein. Takové aplikace mohou mit uplatnéni pfi vyvoji lé€iv, které uinkuji
cilenim na RNA zasahuji do interakci RNA - protein (53). De-los Santos Alvarez a Lobo-
Castanon (2009) studovali, jak modifikace RNA aptameru vyvinutého proti neomycinu B
ovliviiuje afinitu interakce S malymi molekulami. Pouzitim SPR a faradaické impedanéni
spektroskopie byla vypoétena afinitni konstanta (54). Wang, Shah a spol. (2011) pouzili SPR
techniku ke stanoveni kinetiky adsorpce a agregace -amyloidu na samonosné jednovrstvé

povrchy. Jejich vysledky osvétlily agregaci B-amyloidu na bunéénou membranu (55).

2.8  Afinitni kapilarni elektroforéza

Elektroforetické techniky jsou schopné izolovat analyt od smési a detekovat ho
prostiednictvim riznych detektort. V klasické kapilarni elektroforéze nastava separace pomoci
nespecifickych interakci mezi analytem a staciondrni fazi v kapilare. Analyty jsou separovany
na zakladé rozdild v jejich elektroforetickych mobilitach. Afinitni kapilarni elektroforéza
(ACE — z angl. affinity capillary electrophoresis) umoziuje vysoce specifickou separaci diky
pouziti specifickych ligandi, jako jsou naptiklad kovové ionty, proteiny, lektiny nebo selektivni
protilatky. Je mozné izolovat a detekovat analyty z komplexnich biologickych vzorkt jako je
treba krev, sérum apod. Pouzitim metody ACE je mozné provadét analyzy v roztoku i pfi
imobilizaci ligandu ve stacionarni fazi (56). Elektroforeticky separacni princip je zaloZen na
rozdilech rychlosti nabitych rozpusténych latek pohybujicich se v aplikovaném elektrickém
poli. Smér a rychlost tohoto pohybu jsou ureny pomoci migracniho a elektroosmotického
prutoku (EOF — zangl. electroneutral electroosmotic flow). ACE je zalozena na
elektroforetické separaci a principu afinitni chromatografie. Tato metoda vyzaduje pouze

kratky ¢as analyzy v fadu minut (56).
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2.8.1 Typy afinitni kapilarni elektroforézy

2.8.1.1 Afinitni kapilarni elektroforéza s posunutym tokem

Afinitni kapilarni elektroforéza s posunutym tokem je nejpouzivanéj$i metodou pfi
méfeni afinity pomoci kapilarni elektroforézy. Rtizné koncentrace ligandu jsou ptfidavany do
elektrolytu BGE (z angl. background electrolyte), zatimco analyt je zaveden do kapilary
s elektroneutralnim elektroosmotickym tokem. Predpokladame, Ze k rovnovaze analytu
a ligandu dojde pied koncem separace, coz vyzaduje rychlou kinetiku. Z tohoto dtivodu jsou
bézné pouzivany vyssi koncentrace ligandu nez analytu (57).

ACE s posunutym tokem ma také sva omezeni. Vysoké koncentrace analytu poméhaji
k vytvofeni dostatecného signalu, ale mohou mit za nasledek chybu pii méteni rovnovazné

konstanty. Zvysena koncentrace ligand mize vyvolat zménu ve viskozité a iontové sile (57).

2.8.1.2 Nerovnovazna kapilarni elektroforéza rovnovaznych smési

Nerovnovazna kapilarni elektroforéza rovnovaznych smési (NECEEM - zangl.
non-equilibrium capillary electrophoresis of equilibrium mixtures) byla vyvinuta k vypoétu
rovnovazné konstanty a rychlostnich konstant druhého tadu (58). NECEEM afinitni metoda
zaloZend na separaci. Pro méfeni kinetiky je vhodnéj$i neZ SPR a nevyzaduje imobilizaci
molekul na povrchu. Dilezitou vlastnosti NECEEM je, ze jediny elektrofereogram obsahuje
data pro vyhodnoceni rovnovazné konstanty a disociacni rychlostni konstanty. Oblasti pikl
analytu, ligandu a komplexu jsou imérné mnozstvi sledovanych latek (59).

NECEEM se typicky vyuziva k separaci a zkoumani vazebnych interakci velkych
proteind. Receptor znaceny fluoroforem, ktery se vdze na sledovanou molekulu je smichan se
vzorkem. Smés a komplexy jsou oddéleny kapilarni elektroforézou. Pivodni smés analytu
a receptoru byla v rovnovaze, disociace molekul béhem elektroforézy ma za nasledek jejich

separaci a rovnovaha se posune smérem k dalsi disociaci (59).

2.8.1.3 Vakantni afinitni kapilarni elektroforéza

Ve vakantni afinitni kapilarni elektroforéze (VACE - z angl. vacancy affinity capillary

electrophoresis) je kapilara naplnéna roztokem obsahujicim pufr, protein a 1¢k. Pfitomnost
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téchto slozek generuje silny signal na detektoru. Po nadavkovani pufru je zapnuto napéti a na
elektroferogramu se objevi dva negativni piky, které odpovidaji 1€ku a proteinu. Tyto piky jsou
zpusobené lokalnim nedostatkem volného proteinu a Iéku. Oblast téchto pikd souvisi
s koncentraci 1éku a proteinu, zatimco migrac¢ni Cas koreluje se stupném komplexnosti.
Vazebné parametry mohou byt urCeny definovanim poméru koncentrace véazaného 1¢ku
a celkové koncentrace proteinu (60).

Koncentraci volného a vazaného 1éku mizeme spocitat z aktualni mobility 1éku, ktera
se pohybuje mezi mobilitou vazaného 1éku a mobilitou komplexu. Po pfidani sekundarniho
analytu do systému dojde ke kompetitivni interakci, protoze ob¢ slouceniny vykazuji afinitu ke
stejnému aktivnimu mistu proteinu. Uvolnéni vazaného 1éku druhym analytem je zaznamenano
posunem v aktivni mobilité. Diky kompetici bude stoupat koncentrace volného 1éku. Zasadnim
pozadavkem pro provedeni VACE je, ze mobilita sledovan¢ho 1¢ku a sekundarniho analytu se

dostatec¢né 1isi nebo detektor nereaguje na vytésiovaci 1€k (60).

2.8.1.4 Frontalni analyza v kapilarni elektroforéze

Frontalni analyza vyzaduje dvé série méteni. Prvni sérii pro pfedem vyvazenou smés
s danym mnoZstvim analytu a nékolika koncentracemi ligandu. Druhd série méfeni probiha
s ¢istym ligandem v riznych koncentracich k sestrojeni kalibraéni kiivky. Analyza probiha
za davkovani dostate¢né velkého mnozstvi rovnovazné smeési do kapilary pod tlakem a poté
aplikaci napéti. Latky ve vzorku jsou oddéleny a ligand znéj zac¢ind migrovat. Presna
koncentrace volného ligandu je urena pomoci kalibra¢ni kiivky (56).

Vyhodou frontdlni analyzy je moZnost méteni koncentrace nevazaného ligandu. Diky
¢emuz poskytuje nezkreslené vazebné konstanty. Naopak nevyhodou je, Ze neni mozné
zkoumat nekolik ligandii béhem jedné analyzy. Dal§im omezenim je také pozadavek provadét
analyzy s relativné ¢istymi ligandy a analyty. Nicméné celkova spotieba vzorku je nizka, tudiz

to u vétsiny analyz nepiedstavuje tak velky problém (56).

2.8.1.5 Kontinualni frontalni analyza v kapilarni elekroforéze

Na rozdil od dalSich technik afinitni kapilarni elektroforézy pii kontinualni frontalni

analyze (FACCE — z angl. frontal analysis continuous capillary electrophoresis) je vzorek do
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kapilary pribézné zavadén. Kapiléra je naplnéna a ekvilibrovéana s pufrem pred nadavkovanim
vzorku. Kapilara je poté ponoifena do lahvicky se vzorkem a je aplikovano napéti. Po aplikaci
napéti dojde k zahajeni davkovani a separace. Zavedeni vzorku a separace jsou spojeny do
jednoho procesu (60).

Vyhody FACCE jsou nizké detekéni limity, které jsou zpusobené delsi dobou
vstiikovani a stalou rovnovahou Vv kapilare. Tim se i Snizuje ¢as nutny ke kalibraci a zrychluje
samotna analyza. Navzdory vyssi spotieb¢ vzorku ve srovnani s ostatnimi metodami, je snizena

celkova spotieba ligandu (60).

2.8.1.6 Priitok pies ¢asteéné naplnénou afinitni kapilarni elektroforézu

V metod¢ prutoku pies ¢asteéné naplné€nou afinitni kapilarni elektroforézu (FTPF-ACE
z angl. flow through partail filling affinity capillary electrophoresis) je kapilara naplnéna
pufrem, do kterého je nejprve davkovan roztok obsahujici ligand a nasledné vzorek obsahujici
receptor a neinteragujici standardy. Po naddvkovani ligandu i receptoru ve dvou krocich, je
aplikovano separacni napéti. Béhem elektroforézy receptor a standardy protékaji pres ligand
Vv migranim Case receptoru vzhledem k neinteragujicim standardiim jako funkce koncentrace

ligandu (60).

2.8.2 Priklady vyuziti metod kapilarni elektroforézy pro kineticka méreni

Berezovski, Krylov (2002) popsali pouziti NECEEM ve studiich interakci protein —
DNA. Zjistili, Zze aplikace NECEEM vV téchto studiich zahrnuje fadu vyhod. Naptiklad, ze
NECEEM je mozné vyuzit i pro komplexy s nizkou afinitou a je to vysoce citliva metoda (61).
Xu, Feng a spol. (2008) zkoumali pomoci NECEEM kinetiku a termodynamiku telomerického
G-kvadruplexu. Metoda NECEEM poskytla novy zptsob studia kinetiky a termodynamiky
nukleovych kyselin v dudlnich rovnovaznych systémech. Bylo dosazeno extrémné nizké
spotieby vzorku a vysoké opakovatelnosti (62).

Dvorak, Svobodova a spol. (2013) srovnavali pouzitelnost ACE a VACE pro stanoveni
komplexaénich konstant. Tyto dvé metody jsou pro tento Ucel bézné pouzivany, bylo vSak
zjisténo, ze hodnoty ziskané pomoci VACE mohou byt nespravné zejména v piipad¢ silné

komplexace (63). Sun, Fang a spol. (2008) sledovali chovani interagujicich biomolekul
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vV VACE. Pouzili tfinact scénafti se Ctyfmi ridznymi kombinacemi migracnich fadi volného
proteinu, volného 1é¢iva a vytvofeného komplexu (64).

@stegaard, Hansen a spol. (2005) zkoumali vyuziti frontalni analyzy na interak¢nich
systémech vykazujicich rychlou asociacni a disociacni kinetiku. Vysledky naznacili, ze
frontalni analyza poskytuje spolehliva data (65).

Seyrek, Hattori a spol. (2004) vyuzili FACCE ke studiu tvorby komplexu mezi proteiny
a syntetickymi 1 piirodnimi polyanionty. Touto metodou byly schopni urcit vazebné izotermy
i vazebné parametry (66).

Kaddis, Mito a spol. (2003) hodnotili pouziti kompetitivniho vazebného testu
provedeného pomoci FTPF-ACE k odhadnuti vazebnych konstant neutralnich ligandu

a receptoru. Prokazali snadnost pouziti této techniky a jeji vSestrannost (67).

2.9 UV-VIS spektroskopie

UV-VIS spektroskopie je levna, jednoduchd, flexibilni, nedestruktivni analyticka
metoda. UV-VIS spektrofotometry méfi absorbanci (tedy mnozstvi pohlceného svétla
vzorkem) nebo transmitanci (mnozstvi svétla prochazejici skrz vzorek) jako funkci vinové
délky. Ackoliv UV vinové délky jsou v rozmezi 100-380 nm a viditelnd oblast dosahuje az
800 nm, vétsina spektrofotometrii pracuje v rozmezi vinovych délek 200-1100 nm. Prakticky
rozsah pro UV-VIS spektroskopii je od 200 do 800 nm, nad 800 nm je infradervené zafeni,
zatimco zafeni pod 200 nm je znamé jako daleké (vakuum) UV (68).

Jako v mnoha spektroskopickych technikach i zde Lambert-Beertiv zakon popisuje
korelaci mezi absorpci svétla molekulou, délkou drahy svétla a koncentraci absorbujicich
molekul v tekutém médiu. Proto je mozné na zakladé zméfeni absorpce, urcit piitomnost
a koncentraci analyta (69).

Nekovalentni slouc¢eniny absorbuji UV-VIS zéteni ve specifickych vinovych délkéach.
Naptiklad proteiny jsou méteny pii vinové délce 280 nm a nukleové kyseliny pii 260 nm. Tyto
slouceniny se nazyvaji chromofory (napf. hem, tyrosin, tryptofan). Kovalentné nasycené
slouceniny neabsorbuji UV-VIS zafeni, ale mohou ovliviilovat chromofory se nazyvaji
auxochromy (napf. amino-, hydroxy-, alkoxy- skupiny). Kdyz UV-VIS zafeni zasdhne
chromofor, elektrony v zakladnim stavu piejdou do excitovaného stavu. Auxochromy mohou
darovat elektron a maji schopnost ovlivnit barvu chromoforu, ale auxochromy svou barvu

neméni. Voda a alkoholy jsou vétSinou prithledné a neabsorbuji UV-VIS svétlo, tim padem jsou

37



vynikajicimi médii pro UV-VIS spektroskopii. Aceton a dimethylformamid (DMF) jsou dobra
rozpoustédla pro slouCeniny, které nejsou rozpustné ve vode. Aceton absorbuje svétlo pod
320 nm a DMF pod 275 nm, proto jsou vhodné jen pro analyzy probihajicimi pouze nad témito
vlnovymi délkami (68).

Informace o Kinetice interakci jsou ziskavany pomoci uréovani koncentrace latky
Vv zavislosti na ¢ase. Podminkou je, aby reakéni komponenty mély jiné maximum absorpce.
Mg¢éfeni spoc¢iva v méfeni absorbance pii vinové délce v zavislosti na ¢ase (68).

Zdroj UV-VIS spektrofotometru vysila svétlo pies vzorek k detektoru na opa¢né strané,
ktery prochazejici svétlo zaznamenava. Vysledny zdznam UV-VIS spektroskopie udava
zavislost absorbance na vinové délce (68).

Chromofory maji charakteristicka absorp¢ni pasma. Posuny pasem do delSich vlnovych
délek jsou batochromatické posuny a posuny do kratSich vinovych délek se nazyvaji
hypsochromni posuny. ZvySeni vintenzit¢ piku absorpéniho pdsma nazyvame
hyperchromismus a snizeni hypochromismus. Rozpoustédla mohou ovliviiovat intenzitu

absorbance a posuny vinovych délek (68).

2.9.1 Vyhody a nevyhody UV-VIS spektroskopie

Ackoliv vétSina spektrofotometri ma pracovni rozsah vlnovych délek v rozmezi
200-1100 nm, pro lepsi pfesnost a spolehlivost analyz je tieba vyuZivat interval 220-780 nm.
analyza¢nimi metodami, které splnuji, ze vSechny slozky tvofici smes zname a Lambert-Beertv
zékon je mozné aplikovat na vSechny z nich (68).

Je dllezité zvazovat interakce mezi rozpoustédly a rozpuSténymi latkami. Polarni
molekuly v polarnich roztocich interaguji a dochazi ke snizeni rozliSeni spektra. U interakci

nepolarnich sloucenin s nepolarnimi rozpoustédly je tento efekt zanedbatelny (68).

2.9.2 Priklady vyuziti UV-VIS spektroskopie pro kineticka méieni

Saito, Silva a spol. (2012) studovali pomoci UV-VIS spektroskopie interakci DNA
s emodinem. Vysledky z UV-VIS spektroskopie ukazaly interkalaci emodinu do DNA
a umoznily odhad vazebné konstanty (70). Suhartano, Thalib a spol. (2018) pomoci UV-VIS

spektroskopie provadéli studii, kterd méla za cil vysvétlit interakci kadmia se sérovym
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albuminem. Pomoci vytvoreni linedrni rovnice z udajii o absorbanci byly schopni vypocitat
hodnotu vazebnych konstant kovi K proteinim (71). Zhang, Chen a spol. (2013) vyuzili tuto
metodu ke zkoumani vazby 1é¢iva chloramfenikolu na hovézi sérovy albumin. Vysledky jim

poskytly vhled do této interakce, ktery vedly k farmakologické aplikaci chloaramfenikolu (72).

2.10 Sekven¢ni injekéni analyza

Sekven¢ni injek¢ni analyza je bézné pouzivanou metodou studium kinetiky
intermolekularnich procesu, které trvaji milisekundy az sekundy. Typicky experiment zacina
smichanim dvou roztokt a poté sledovanim navratu roztoku do ustalenému stavu (73). Jde
0 jednoduchou a univerzalni metodu spojenou s optickou detekci (obvykle fluorescence,
absorbance nebo cirkularniho dichroismu) (74).

Nekteré kinetické studie jsou zalozeny na méfeni zmény v koncentraci reagentli nebo
produktii jako funkci ¢asu po smichani reagentd. Tyto studie vyzaduji, aby byl sledovany proces
dostatecné pomaly a reak¢ni doba byla del$i nez ¢as potiebny pro smichani reagentti a odezvu
ptistroje. Mnoho biologickych interakci vSak probiha v rdmci sekund ¢i milisekund, proto pro
studium takovych reakci nelze vyuzivat tradi¢ni kinetické metody (3).

Sekvenc¢ni injek¢éni analyza je jedna z technik, ktera muze byt vyuzita ke studovani
kinetiky biologickych interakci. Doba michani v sekven¢ni injek¢ni analyze pro reagenty je
pfiblizn€ 1-2 ms, proto je mozné v téchto analyzach zkoumat interakce, ke kterym dochézi
v ramci sekund az milisekund. Biologické interakce, které byly studovany touto metodou jsou
napiiklad sklddani proteintl, inhibice enzymi, vazba proteinii nebo DNA k hormonim, 1éktim
a malym molekulam (3).

V typickych sekvencnich injekénich analyzach je nékolik stovek mikrolitri roztoku
dodédno do michaciho zafizeni pomoci dvou jehel. Rychlost pritoku je od 5 do 15 ml/s
a primery kanalt od 1 mm, coz zajistuje turbulentni podminky pritoku. Do systému je dodan
dostate¢ny objem pravé smichaného roztoku K vy¢isténi a naplnéni pozorovaci komory. Poté je
prittok nahle zastaven (74). Casovy interval mezi smichdnim reagentii a zatatkem pozorovani
signalu je oznacovan jako ,,mrtvy ¢as® (3).

Detekce pii sekvenéni injek¢ni analyze mize byt provedena riznymi metodami. Pro
tento typ analyzy se béZn¢ uziva detekce fluorescence ¢i absorbance. Reagenty nebo produkty
se specifickymi chromofory nebo fluofory mohou byt vyuzity ke sledovéani rychlosti
biologickych reakci. Cirkularni dichroismus mutize byt vyuzit v analyze zastaveného toku pro

sledovani zmén konformace proteinu (3).

39



Dlugosz, Bojarska a spol. (2002) touto metodou studovali kinetiku pfechodovych jevi

asociace protein — ligand (73).

2.10 Termoforéza v mikroméritku

Termoforéza v mikrométitku (MST — z angl. microscale thermophoresis) je metoda
zalozena na fyzikdlnim jevu zvaném termoforéza, ktery popisuje fizeny pohyb molekul skrz
teplotni gradient. Termoforeticky pohyb molekul je zavisly na tfech parametrech molekuly:
velikosti, naboji a jejim hydrataénim obalu. Pfi interakci molekul se alespon jeden tento
parametr zméni, coz ma za nasledek zménu v termoforetické mobilité komplexu (75).

Zmény v termoforetickém pohybu molekuly jsou sledovany optickym systémem
detekujicim bud’ vnitini fluorescenci tryptofanu Vv proteinech nebo fluorescenénim signalem
fluoroford, které jsou pfipojeny k jedné z interagujicich molekul. Vazebné parametry jsou
uréeny pomoci ménicich se termoforetickych vlastnosti vzorku se vzristajici koncentraci
potencialnich vazebnych partnert (75).

MST umoziuje pfesnou analyzu vazebnych udalosti i v malych objemech (n€kolika pl
vzorku). Metodou MST je mozné vazebné udalosti detekovat podle zmény velikosti a zmén
Vv hydrataénim obalu molekul. Proto je tato metoda velmi citliva a detekuje i udalosti jako je

vazba malych molekul k proteinim, enzymum K jejich substratim apod. (76).

Nl

2.10.1 Experimentalni nastaveni termoforézy v mikroméritku

V ptipadé monolitickych kolon je termoforéza vyvolana a detekovana v malé sklenéné
kapilafe (vétSinou s primeérem okolo 50 pl), ktera obsahuje roztok fluorescen¢nich molekul.
Infracerveny laser s vinovou délkou 1480 nm je soustfedény skrz objektiv do kapilary.
Prostfednictvim laseru je vytvofen teplotni gradient v rozpéti 2 — 6 °C. Mezitim jsou fluorofory
Vv roztoku excitovany a jejich vyzatrovana fluorescence je sbirana detektorem (76).

Toto nastaveni umoznuje sledovat termoforézu zavislou na vyc€erpani nebo akumulaci
fluorofori v ramci teplotniho gradientu indukovaného infracervenym laserem. Pro odvozeni
rychlostnich konstant je méteno vice kapilar s konstantni koncentraci fluorescen¢nich molekul

a vzristajicimi koncentracemi ligandu. Zmény v termoforéze fluorescencnich molekul
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zpisobené vazbou k ligandim mohou byt poté pouzity k vypoctu rovnovaznych vazebnych

konstant (76).

2.10.2 Vyhody termoforézy v mikroméritku

Prvni velkou vyhodou MST je rychlé a flexibilni nastaveni testll. Integrovana kontrola
kvality umoziuje detekci agregaénich a srazecich procest Vv realném ¢ase a to velmi rychle po
zacatku procesu. Pfi detekci téchto u€inkli mohou byt jednoduse a rychle optimalizovany
technické podminky a pufry pro zajisténi nejlepsi kvality dat (77).

Diky tomu, Ze termoforéza molekul zavisi kromé jejich velikosti také na naboji
a hydrata¢nim obalu, neni tedy omezena jen na méteni velikosti produktl, jedno méfeni MST
nam poskytuje vice informaci o reakci nez jiné kinetické metody (77) Mezi dalsi vyhody MST
patii mala spotfeba vzorku a moznost provést méfeni v roztoku na rozdil od nejbéznéjsich
nefluorescencnich metod, jako je izotermicka titracni kalorimetrie nebo povrchova plasmonova
rezonance. Metodu MST Ize provadét prakticky v jakémkoliv pufru, dokonce

i v komplikovanych smésich jako je krevni plasma ¢i bunéény lyzat (76).

2.10.3 Priklady vyuziti termoforézy v mikroméritku pro kineticka méreni

Jerabek-Willemsen, André a spol. (2014) se ve své praci mimo jiné zaméfili na pouziti
MST ke stanoveni termodynamiky a enzymové kinetiky. Prokazali, Ze MST metodu 1ze pouzit
ke sledovani kinetiky interakci enzym — substrat (78). Stein, laneselli a spol. (2021) pfedstavili
novou metodu nazvanou kinetickd termoforéza v mikromeéfitku pro stanoveni kinetickych
reakénich rychlosti v roztocich. Vyvinuli novou metodu ke stanoveni kinetickych rychlosti
a vazebnych afinit v jediném experimentu (79). Topf, Franz a spol. (2017) pomoci testi
zaloZenych na MST sledovali kinetiku polymerace aktinu. MST vyhodnotili jako jednoduchy

a uzite¢ny nastroj pro zkoumani kinetiky aktinu (80).
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ZAVER

Bioafinitni interakce hraji klicovou roli v zivych organismech. Sledovani jejich kinetiky
je zésadni pro porozuméni jejich funkce. Mezi tyto interakce patii naptiklad enzymy
katalyzované reakce, interakce transportnich proteina a lipidd, hormont nebo zivin
v cirkula¢nim systému, protildtek vyuzivané imunitnim systémem apod. Proto bylo vyvinuto
mnoho metod pro jejich studovani jako napiiklad afinitni kapilarni elektroforéza, afinitni
chromatografie ¢i povrchova plasmonova rezonance.

Jako jedna z levnych nedestruktivnich a popularnich metod je ¢asto pouzivana UV-VIS
spektroskopie. Jeji nevyhodou sice je veétsi naro¢nost pii analyze smési latek, ale velkou
vyhodou je jeji dostupnost. Oproti tomu, povrchova plasmonova rezonance je drazsi

Diky informacim o kinetice bioafinitnich interakci tak mizeme 1épe porozumét jejich
jedine¢nym funkcim. Kazd4 z pouzivanych metod ma své silné a slabé stranky. Proto je dilezité
zvolit spravnou metodu pro studium kinetiky téchto interakci s ohledem na interagujici latky,
citlivost metody a to, v jakém ¢asovém rozmezi nam poskytuje vysledky. Vyhodou stanovovani
kinetiky je moZnost stanovovat latky v malych mnoZstvich, jednoduse, efektivné a v pomérné
kratkém case.

Sledovani kinetiky pomoci uvedenych metod nachazi uplatnéni v kinetickych analyzach

smési chemicky podobnych latek, hlavné diky jejich riznym reakénim rychlostem.
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