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ABSTRAKT

Izotermalni titracni mikrokalorimetrie (ITC) je technika, kterd nam umoziuje studium
interakci mezi molekulami a analyzou termodynamickych parametrti reakci. ITC mtize byt
vyuzita ke charakterizaci interakci mezi 1éCivy a k jejich cilovym molekulam, k posouzeni
afinitnich konstant biomolekuldrnich interakci, k analyze termodynamickych vlastnosti
biomolekularnich reakci nebo i pro monitorovani chemickych reakci v redlném case. ITC
muze byt aplikovana v oblasti vyvoje novych 1€Civ, pii kterém mulze piispet k objevu a
k optimalizaci 1é¢ivych latek. Kli¢ovou roli rozvoje bude nasledna automatizace a zvySovani
efektivity ITC. Lze pfedpokladat, Ze izotermalni titracni mikrokalorimetrie bude i nadale
velkym divodem budouciho rozvoje ve védeckém vyzkumu a to hlavné diky své schopnosti
poskytovat detailni informace o molekuldrnich interakcich a termodynamickych

vlastnostech studovanych systémi.

Klic¢ova slova: Izotermdlni titrani mikrokalorimetrie, molekulérni interakce, vyvoj novych

1éciv

ABSTRACT

Isothermal titration microcalorimetry (ITC) is a technique that allows us to study interactions
between molecules and analyze the thermodynamic parameters of reactions. ITC can be used
to characterize interactions between drugs and their target molecules, assess the binding
affinity constants of biomolecular interactions, analyze the thermodynamic properties of
biomolecular reactions, or even monitor chemical reactions in real time. ITC can be applied
in the development of new drugs, where it can contribute to the discovery and optimization
of drug compounds. The key to future development will be the subsequent automation and
increased efficiency of ITC. It can be expected that isothermal titration microcalorimetry
will continue to be a major driver of future developments in scientific research, mainly due
to its ability to provide detailed information about molecular interactions and the

thermodynamic properties of studied systems.

Keywords: Isothermal titration microcalorimetry, molecular interactions, development of

new medical products



,, Our greatest weakness lies in giving up.
The most certain way to succeed is always to try just one more time.

Thomas Alva Edison



Touto cestou chci podékovat své vedouci bakaléaiské prace, pani Ing. Zdence Pruckove,
Ph.D., za jeji odborny dohled, za cenné rady, za vynalozeny Cas a jeji vstficnost pfi

konzultacich, ktery mi vénovala pii zpracovavani této prace.

Rovnéz deékuji vSem pracovnikiim FT UTB za vytvoreni rodinné atmosféry a za jejich ochotu

a vynalozen¢ usili, které mi vénovali béhem mého studia.

Timto bych také chtéla podékovat svym rodictim a celé své rodin€ za veskeré porozumeni

a podporu v dosavadnim studiu.

V neposledni fadé¢ bych rdda pod€kovala svému partnerovi za psychickou podporu

a neutuchajici povzbuzovani k mému studiu.

Prohlasuji, ze odevzdana verze bakaléatské/diplomoveé prace a verze elektronicka nahrané do

IS/STAG jsou totozné.



LUAYZ0 ) ) JS .9
I TEORETICKA CAST 11
1 KALORIMETRIE 12
1.1 VYUZITI KALORIMETRIE PRI STUDIU TERMODYNAMIKY .....cevuiiaiianiienieeniieaeeaees 12
1.1.1  TermodynamicKeé ZAKONY .........ccceeruiieiiieriieniieiieeieeniie e esiee e seee e enee e 16
1.2 HISTORICKY VYVOJ KALORIMETRIE.......cecitteiutiatieniieeieesieeaseesieesseesneeeseessaesseens 16
1.3 METODY KALORIMETRIE ......utitiinitietieniieenieenteentteesieesieesteesueessseesseesseenmeesnneensees 18
1.3.3  Izobarickd Kalorimetri€ ..........cooeeuviiiieiiiiiee e 19
1.3.3  Izochorickd KalOrimetri€ ........c..ccovuieiiiiieiiieeciiee e 19
1.3.3  Diferenc¢ni skenovaci Kalorimetrie .............ccovveeeeeiiiiiiiiiiiec e 20
1.3.4  Izotermalni titraCni Kalorimetrie ...........coevveevvieecieiecieeeee e 22
2 IZOTERMALNI TITRACNI KALORIMETRIE ......ccoooovsrneremsnssrssrssasssessesses 23
2.1 PRINCIP IZOTERMALNI TITRACNI KALORIMETRIE ......veeitveeiienireereenireeneeeeneenneenenes 23
2.2 TYPY MIKROKALORIMETRU ......ceuiieiiesiieeiiesiteeieesiteenteesieeenbeesnsesnseesaseenseesnsesseens 26
22,1 MiCroCal VP-ITC.......cooiieiiiiiieiiecieeieeete ettt 26
2.22  MicroCal PEAQ-ITC ....uoiiiiiiieiee et e 27
2.2.3  MicroCal PEAQ-ITC Automated .........ccceeeeeiuiiiiieiiiiceeiieeeeceee e, 28
224  MICTOCal iITC200 .....occciiiieiieeeiieeeee ettt e e e eeree e easee e 29
B T \\F: s Vo T TR 29

3 APLIKACE IZOTERMALNI TITRACNI MIKROKALORIMETRIE A
VYUZITI TETO TECHNIKY PRI URCENI VZAJEMNYCH INTERAKC(I ....... 32
3.1 VAZEBNA AFINITA A STECHIOMETRIE ......ccctttitieiieeiieniieeteesiteeveesieesseesieesnseennnas 32
3.2 SVINOVANI PROTEINU A JEJICH STABILITA ....ccutirtieiieieniieneeeieseeenieeeeeneenieeee e 33
33 INTERAKCE HOST-MAKROMOLEKULA .......eeeiiiiiaiiieniieeniteesieeesireeenireesnnseesneee s 33
34 ENZYMOVA KINETIKA, ALOSTERIE .....cuuuuueuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesssesesssssssesesssnsesnnnnnnes 35
3.5 INTERAKCE PROTEIN-PROTEIN .......tiiutiiniiiniteniteeieeniteeteesieeeteesieesreesieeeneesenesneens 36
3.6 INTERAKCE PROTEIN=-DNA .. ..ttiiiiiiaiiieeeiteeeiteeeiteeeiteesiteeesireeesaneesenreesenseesmeeesanee 37
3.7 INTERAKCE PROTEIN-POLYSACHARID .....cccutiriiiiiteiieeieeniieeieesieesreenineeneeneeesaneens 37
3.8 REKOMBINANTNI PROTEINY ....tiiiiiiiiesiteeieeniteeteesiteeteesieeeseesieesnseesseeeseessaesseens 38
3.9  NANOTECHNOLOGIE PRO FARMACEUTICKY PRUMYSL .....ccocieriieiieeieeneresieenneenne 38
Y 7.\ )] L SO 40
SEZNAM POUZITE LITERATURY w...cveurernersersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 42
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ....ccovvurernernssussssssssssssssssssssssesnss 50
SEZNAM OBRAZKU ...cvuurrnernersersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 51
SEZNAM TABULEK......cconiiiininiiicsissnnicsssssssecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 52




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 9

UvVOD

Kalorimetrie, odvozena z latinského ,,calor (teplo) a feckého ,,metry* (méfeni), je
odvétvim termodynamiky zabyvajicim se méfenim tepla uvolnéného nebo absorbovaného
béhem riiznych fyzikalnich, chemickych nebo biochemickych procesti a vyménou energie
mezi systémem a jeho okolim. Pouziva se v rtznych disciplinach jako chemie, fyzika
a inzenyrstvi, kde poméha pii navrhovani novych biomolekul a 1éCiv a také pii studiu reakcni
kinetiky a termodynamiky fazovych zmén. Kalorimetricka méfeni nam umoznuji presné
urcit tepelné zmény vzorku, a to pomoci vnitini energie pfi konstantnim objemu a entalpie
pii konstantnim tlaku. Kalorimetrie ma Siroké pole aplikaci, pti¢emz kazdy obor ji vyuziva
podle svych potfeb: chemie pro vypocet zmén entalpie nebo vnitini energie systému,
biochemie k analyze termodynamickych vlastnosti biomolekul a fyzika k prizkumu

materidlovych vlastnosti za riznych podminek.

Prvni zminky o kalorimetrii sahaji do 18. stoleti. Joseph Black, skotsky fyzik, v roce
1761 sestrojil jeden z prvnich kalorimetrti pro méfeni tepla. Jeho zafizeni bylo jednoduchym
blokem ledu s otvorem uprostfed, do né¢hoz se umistil vzorek pfi urcité teploté. Ke konci 18.
stoleti vytvortili francouzsky chemik Antoine Lavoisier a francouzsky fyzik Pierre-Simon
Laplace pokrocily kalorimetr, ktery umozioval pfesné méfeni tepla uvolnéného pii
chemickych reakcich. Lavoisier pouZil tento kalorimetr k experimentim s ZivociSnym
dychanim, coz mu pomohlo formulovat zékladni principy zachovéani energie a urcit roli
kysliku v metabolismu. Technologie mikrokalorimetrie prosla v priibéhu ¢asu vyznamnym
vyvojem, coz vedlo ke zvySeni citlivosti, pfesnosti a rychlosti pfistrojd. Moderni
mikrokalorimetry nyni umoZziuji méfeni molekularnich interakci s extrémni presnosti

a poskytuji cenné informace o biologickych procesech na molekuldrni urovni.

[zotermalni titracni kalorimetrie (ITC) je vykonnou analytickou technikou, ktera
najde uplatnéni v mnoha oborech védy. V farmakologii a 1é¢ivovém vyzkumu umoziiuje
ITC ptesné méfeni afinitnich konstant a termodynamickych parametrii interakci mezi 1é¢ivy
ajejich cilovymi molekulami, coz je klicové pro navrh efektivnich 1é¢iv. V oblasti biochemie
a biologie umoznuje ITC detailni studium vazebnych interakci mezi biomolekulami, jako
jsou proteiny, ligandy a nukleové kyseliny, coz poskytuje dilezité poznatky o struktuie
a funkci téchto molekul. V enzymologii je ITC uzite¢na pro studium kinetiky enzymatickych
reakci a analyzu interakci mezi enzymy a jejich substraty ¢i inhibitory, coz pomaha
porozumét mechanismiim enzymatické katalyzy. V chemickém vyzkumu umoziuje ITC

analyzu chemickych reakci, studium rovnovahy a termodynamiky fazovych zmén, coz ma
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aplikace ve vyvoji novych materiali a syntéze latek. ITC lze také pouzit k charakterizaci
vlastnosti materiali v ramci vyzkumu materialti. Nakonec v environmentalnich védach mtize
ITC slouzit k analyze interakci mezi latkami v Zivotnim prostiedi, jako jsou adsorpce nebo

vazby v pudé¢ ¢i vode.

Celkovée lze fici, ze ITC hraje klicovou roli ve védeckém vyzkumu a technologickych
aplikacich diky své schopnosti poskytovat detailni a kvantitativni informace o molekularnich
interakcich a termodynamickych vlastnostech rtiznych systémt. Cilem mé prace bylo
poskytnout piehled historie izotermalni titraéni mikrokalorimetrie, zahrnujici vyvoj této
techniky od jejich pocatkii az po soucasnost. Byl kladen diraz na vysvétleni principii
a metodiky izotermalni titracni mikrokalorimetrie, coz by mohlo pomoci ¢tendiim lépe
porozumét této analytické technice. V neposledni fade bylo cilem popsani aplikace a vyuZiti
izotermalni titrani kalorimetrie v riznych oborech. Moje prace také slouzi k identifikaci
souCasnych vyzev a budoucich smérd vyzkumu v oblasti izotermalni titracni
mikrokalorimetrie, v hlavni roli byl kladen diraz na vytvofeni ucelené¢ho pohledu na

izotermalni titraéni mikrokalorimetrii, podporujici dalsi pokrok a inovace v této oblasti.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 KALORIMETRIE

Kalorimetrie je obor termodynamiky, ktery studuje mnozstvi tepla absorbovaného nebo
uvolnéného béhem fyzikalnich, chemickych nebo biochemickych procesi. Zahrnuje
studium procesu vymeény energie mezi systémem a jeho okolim. Kalorimetrie pochazi
z latinského slova ,,calor, coz znamend teplo, a feckého slova ,metry*, coz znamena
méieni.! Kalorimetrie je vyuZzivana v mnoha oblastech, jako je chemie, fyzika a inZenyrstvi;
pomaha pii navrhovani novych biomolekul a 1é¢iv. Dale mlze byt pouzita pro studium
reakeni kinetiky a termodynamiky fazovych zmén. Kalorimetrickd méfeni nam umoziuji
pfesn¢ urcit teplo absorbované nebo uvolnéné vzorkem. Vnitini energie se pouziva
k vyjadieni energetickych zmén béhem déju probihajicich pti konstantnim objemu, zatimco

entalpie po¢ita tytéz zmény pii aplikaci za konstantniho tlaku.>?

Existuje n¢kolik riznych typt kalorimetrie. Nejpopularnéjsimi typy kalorimetrie, které
se pouzivaji v biologickych védach, lékaiskych oborech a chemickych védach, jsou

izobaricka kalorimetrie a izochoricka kalorimetrie.*

Kalorimetrie ma mnoho aplikaci, pfi¢emz kazdy typ oboru miiZze pouzit kalorimetrii dle
svych preferenci. Chemie pouZziva kalorimetrii k vypoctu zmény entalpie nebo vnitini
energie systému; biochemie vyuZziva kalorimetrii ke studiu termodynamickych vlastnosti
biomolekul, jako jsou proteiny, nukleové kyseliny nebo uhlohydraty; fyzika vyuziva

kalorimetrii ke zkoumani materidlovych vlastnosti za riznych podminek.>

1.1 Vyuziti kalorimetrie p¥i studiu termodynamiky

Termodynamika zkouma vlastnosti a interakce mezi makroskopickymi systémy
a vztahy mezi riznymi veli¢inami vetn€ vnitini energie, teploty, tlaku, objemu, entropie
a dalSich. Tepelné zmény se fidi termodynamickymi zakony, kde je kazdy termodynamicky
systém popsan pomoci stavovych veli¢in a stavovych funkci.!”” Vztahy mezi stavovymi
funkcemi a stavovymi veliinami lze znazornit matematicky pomoci stavovych rovnic nebo
graficky pomoci fazovych diagramt. Stavové veli¢iny délime na veliCiny extenzivni
a intenzivni. Mezi extenzivni veli€iny patii objem, hmotnost a molarni hmotnost, vnitini
energie, entalpie a entropie. Kdy mezi intenzivni veli¢iny fadime teplotu, tlak, hustotu,
viskozitu a také molarni vnitini energii a molarni entalpii. Extenzivni veli¢iny zavisi na
velikosti termodynamického systému, zatimco intenzivni veli¢iny jsou nezavislé na velikosti

termodynamického systému.”:8



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Termodynamika je nedilnou soucésti kalorimetrie, kde jeji principy aplikujeme
k pochopeni a analyze ptfenosu tepla mezi systémy. Kalorimetrie obecné zahrnuje dvé
metody méfeni tepla: pfimou kalorimetrii a nepfimou kalorimetrii.” P¥ima kalorimetrie
zahrnuje pfimé méteni prenosu tepla mezi systémem a jeho okolim. Lze ji pouzit k métfeni
rychlosti metabolismu Zivého organismu nebo ke studiu fyzikdlnich procesi nebo
chemickych reakci. Zatimco nepiima kalorimetrie zahrnuje méteni rychlosti metabolismu
organismu analyzou jeho vymeény plynt, jako naptiklad spotiebu kysliku a produkce oxidu

uhli¢itého v organismu.'®

Kalorimetrie se zabyva studiem pienosu tepla mezi systémem a jeho okolim pfi
konstantni teploté poptipadeé pii konstantnim tlaku, kdy vyménovana energie muze mit
formu tepla nebo prace. Izotermicky proces zajistuje, ze mefeny pienos tepla je zplisoben
vyhradné fyzikalnimi nebo chemickymi zménami, ke kterym dochazi v systému, beze zmény
teploty. V termodynamice je systém definovan jako specifickd ¢ast vesmiru, kterd si miize
vyménovat energii a hmotu se svym okolim. Hranice systému mohou byt fyzické nebo
imaginarni a jsou definovany pozorovatelem. Chovani systému je hodnoceno pomoci jeho

termodynamickych vlastnosti jako je teplota, tlak, objem a vnitini energie a dalsi.”!!

Jednou z dtlezitych veli¢in v termodynamice je entalpie, coz je mira tepelného obsahu
latky pfi konstantnim tlaku. Entalpie je rozsahld stavova veliCina, takZe jeji absolutni
hodnotu nelze méfit. Reak¢ni teplo je mnoZstvi tepla, které systém vymeéni s okolim pii
reakci probihajici za konstantniho tlaku a v rozsahu jednoho molu zakladnich reakénich
pfemén, je znazornéno symbolem AH. V kalorimetrickém experimentu, kdy je métfeno teplo
prenesené¢ béhem reakce, miizeme pouzit princip zachovani energie a vztdhnout jej ke
zvySeni nebo sniZeni entalpie v systému; napiiklad pii pouZiti konstantni tlakové

kalorimetrie se teplo pfenesené béhem procesu rovnd zméné entalpie systému.'-"»!!

Dalsim dilezitym pojmem v kalorimetrii je Gibbsova energie. Gibbsova energie
vyjadiuje spolecny piisobeni entalpie a entropie na prubéh chemické reakce. Charakterizuje

rovnovazny stav pii konstantni teploté a tlaku. Zna¢ime ji symbolem AG. !
AG =AH —T -AS (1)

Kde AG je zména hodnot Gibbsovy energie [J], AH je zména hodnot entalpie [g/mol], T je
termodynamicka teplota [K], AS je zména hodnot entropie [J/K].
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Ubytek Gibbsovy energie systému je roven maximalni praci, kterou systém moze

odevzdat do okoli pokud tlak i teplota bude konstantni.’

Pokud Gibbsova energie roste, systém praci nekona a déj neni samovolny. Systém

miize dosadhnout rovnovahy pokud Gibbsova energie bude rovna nule.’
AG >0 )

Dle vzorce 2 mizeme fict, ze chemicky nebo fyzikalni proces je uptfednostovan
v opa¢ném sméru. Jedna se o d¢j nesamovolny, tudiz systému musime dodat energii; d¢j

endergonicky."’
AG <0 3)

Dle vzorce 3 muzeme fict, Ze chemicky nebo fyzikalni proces je upfednostovan
v piimém sméru. Jednd se o déj samovolny, tudiz se energie bude uvolnovat; d¢j

exergonicky.!’
AG =0 (4)

Dle vzorce 4 mizeme fict, ze chemicky nebo fyzikalni proces je v rovnovaze. Tudiz

koncentrace vychozich latek a produktii bude konstantni.!’

Termodynamické systémy jsou oddeleny od svého prostfedi bud’ skute¢nym nebo
imaginarnim rozhranim definovanym pozorovatelem. Existuji tfi zékladni typy
termodynamickych systému: oteviené, uzaviené a izolované. Otevieny termodynamicky
systém si miZe s okolim vymeénovat energii 1 hmotu, zatimco uzavieny termodynamicky
systém pouze vymeénuje energii. [zolovany termodynamicky systém si nemiize s okolim
vymeénovat energii ani hmotu. Je dilezité poznamenat, Ze volba systému zavisi na feSeném
problému a v zavislosti na situaci mohou byt zvazovany ruzné systémy. Kazdy
termodynamicky systém, ktery je od urcit¢ho okamziku v danych casové neménnych

vnéj§ich podminkach, dosp&je do rovnovazného stavu.!’!2

Termodynamické procesy mohou byt reverzibilni, ireverzibilni, kvazistatické
a nestatické. Reverzibilni proces je takovy, ktery 1ze zvrétit, aniz by se zménil systém nebo
jeho okoli. Naopak nevratny proces je takovy, ktery nelze zvrétit tak, aby se systém a jeho
okoli vratily do ptvodnich stavli — opak vratného procesu. Kvazistaticky proces probiha
velmi pomalu, v fadé nekone¢né malych krokt, takze systém zlstdva vzdy rovnovaze.
Kdezto nestaticky proces probihd rychle a nedosahuje rovnovahy v kazdém svém

okamziku.!1°
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Déle miizeme rozliSit déje izobarické, izochorické, izotermické, adiabatické,
izoentropické a izoentalpické. Izobaricky dé¢j probihd pfi konstantnim tlaku, zatimco
izochoricky d¢j probiha pii konstantnim objemu. Izotermicky d¢j je takovy, ktery probiha
pii konstantni teploté, zatimco adiabaticky dé€j probiha bez jakékoli vymény tepla mezi

systémem a jeho okolim.!?

1.1.1 Termodynamické zakony

Termodynamické zdkony maji v kalorimetrii zdsadni vyznam. Lze je odvodit

z postulatd, které formulovany na zakladé zkusenosti z klasické termodynamiky.'

Prvni zdkon termodynamiky, také znamy jako zdkon zachovéani energie, tika,
Ze energii nelze vytvofit nebo zniCit, ale pouze prenést nebo premeénit z jedné formy
na druhou. To znamend, Ze jakdkoli energie uvolnénd nebo absorbovand béhem procesu
se musi rovnat energii, kterd byla pfenesena mezi syst¢émem a jeho okolim. Tento zakon je
zvlaste dalezity v kalorimetrii, protoZze spojuje prenos tepla se zménami vnitifnich

energetickych hodnot latek.""!?

AU=Q-W (5)
AU=Q—p-AV (6)
Q=AU+p- AV (7)
Q=WU—U)+pV,—Vy) (8)
Q=U,—-U +p-V,—p -V, 9)
Q=Uy,+p-V,—U —p-V; (10)
Q=W+p - Vo) — (U +p-W1) (11)

N ——

H, H,

AH = H, — H, (12)
AH =AU+ p-AV (13)

Kde AU je zména hodnot vnitini energie [J], O je celkové teplo [J], W je celkova prace [J], p je
tlak [Pa], AV je zménou hodnot objemu [l] a H je entalpie [g/mol].
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Druhy termodynamicky zékon, ktery se zabyvad pojmem entropie, pomaha
ptedpovidat, jak bude teplo béhem procesu proudit. Entropie je mirou neuspoiddanosti
systému, znaci se symbolem S. Nevratné déje maji vyssi hodnotu entropie nez vratné dé¢je.
Zéakon uvadi, ze celkova entropie uzavieného systému se v pribehu ¢asu vzdy zvysuje. Teplo
bude v podstaté prirozen¢ proudit z teplejsich objektid do chladnéjsich, dokud nedosahnou

tepelné rovnovahy, kdy jsou jejich teploty stejné. Tento zakon je dulezity v kalorimetrii,

protoze nam umoziiuje uréit, kolik tepla se prenasi mezi vzorkem a jeho okolim.!7!?
AQ . v
AS === [reverzibilni déj] (14)
AQ . e
AS > == [ireverzibilni déj] (15)

Kde AS je zména hodnot entropie [J/K], AQ je zména hodnot celkového tepla [J], T je
termodynamicka teplota [K].

1.2 Historicky vyvoj kalorimetrie

Prvni zminky o kalorimetrii pochdzi z 18. stoleti. V roce 1761 zkonstruoval Joseph
Black, skotsky fyzik, jeden z prvnich pfistroji pro méfeni mnozstvi tepla. Jeho kalorimetr
byl jednoduchy blok vyrobeny z ledu, ktery m¢l uprostied otvor, do kterého byl umistén
vzorek o dané teploté. Poté, co teplota dosahla tepelné rovnovahy, bylo zméfeno mnozstvi
roztaveného ledu. Mérné teplo jakékoli latky, kterd byla ptidana do kalorimetru, bylo imérné
tomuto mnozstvi. Chyby zpiisobené neefektivitou v systému, kviili neizolovani soustavy,

ovlivnily relativni hodnoty mérného tepla.'

Na konci 18. stoleti vytvofil francouzsky chemik Antoine Lavoisier spolecné
s francouzskym fyzikem Pierre-Simon Laplace pokroc€ily kalorimetr, ktery dokazal presné
méfit teplo vznikajici pfi chemickych reakcich. Lavoisier pouzil tento kalorimetr pro
experimenty se zvifecim dychanim, které mu pomohly stanovit principy zachovani energie
a roli kysliku v metabolismu. Laplace—Lavoisiertiv kalorimetr byl uzavieny systém, méfil
metabolické teplo produkované morcetem, které bylo umisténo v meétici komote. Vnéjsi
dievéna vrstva obklopovala ledovou vrstvu slouZici jako adiabaticky §tit a dal§i samostatna
vrstva ledu pfimo obklopovala centrdlni komoru. Roztavenim této vrstvy vznikla
voda, kterd byla meéfena a pouZita k vypoftu metabolického tepla produkovaného
morcetem. Schématické znazornéni Laplace—Lavoisierova kalorimetru je uvedeno

na Obrazku 1. Lavoisierovy pokusy na zvitatech se dnes mohou zdat kontroverzni, ale tehdy
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to byla bézna praxe. Dychani zvitat bylo tématem velké fascinace védcti béhem 18. stoleti,

protoze se véfilo, ze je kli¢em k pochopeni podstaty zivota a fungovani lidského téla.

Zivotni dilo Laplace a Lavoisiera v kalorimetrii také piispélo k pozd&j$imu objevu
dvou zakladnich zakoni moderni fyziky a chemie—zakon zachovani hmotnosti a energie.
Zakon zachovani hmotnosti tika, ze hmotnost latek, které do reakce vstupuji se rovna
hmotnosti latek zreakce vystupujicich za podminky kdy reakce probihd v uzaviené

soustavé.!'>10

Meéfici cela kalorimetru
Material snimajici teplo
vylou¢ené morcetem

Zdroj tepla "morce"

Adiabaticky plast’

Voda 0
[

Sbéraci
nadoba na \_
roztaveny led

Obrazek 1. Schéma Laplace—Lavoisierova kalorimetru (upraveno dle '7)

V 19. stoleti vedly pokroky v termodynamice k pievratnym pokrokiim v kalorimetrii.
V roce 1845 navrhl némecky fyzik Julius Robert von Mayer princip zachovani energie. Tato

teorie poskytla teoreticky zdklad pro budouci vyvoj kalorimetrie.'®

Na pocatku 20. stoleti vedl rozvoj moderni chemie a biochemie k zdokonaleni
kalorimetrickych techik. Carl von Voit a Max Joseph von Pettenkofer upravili kalorimetr
tak, aby mohl méfit spotfebu kysliku a produkcei oxidu uhli¢itého. Spole¢né s Henri-Victor
Regnault a Jules de Rieset popsali lidsky metabolismus. Pozd€jsi prace Carla von Voita,
o metabolismu savct (vCetn¢ lidi), pomohla formovat moderni védu o vyzivé lidi.
Dokazal, ze vylu¢ovani moci je spojeno s metabolismem bilkovin. Pozd¢ji dokazal popsat

jak sacharidy, tuky nebo bilkoviny ovliviiuji rychlost metabolismu celého t&la.'
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Ve 20. stoleti byly vytvofeny prvni mikrokalorimetry umoziujici pfimé¢ meéteni
uvolnéného nebo absorbovaného tepla. Byly dostatené¢ malé, na to aby se vesly

na laboratorni still a taktéZ vyzadovaly pouze miniméalni mnozstvi vzorku.!”

V této dobé zacali védci aplikovat mikrokalorimetrii na biochemické reakce; jejich
pocatecni experimenty métily napiiklad reakéni teploty mezi enzymy a jejich substraty.

Bohuzel tyto rané studie byly omezeny nizkou citlivosti a pesnosti dostupnych piistrojt.!’

V 80. letech MicroCal Inc., pozdé¢ji GE Healthcare (General electric Healthcare)
vyvinul prvni komeréni izotermalni titracni kalorimetr. Jejich nastroje rychle ziskaly uznani
mezi védci a od té doby se staly Siroce vyuzivany naptiklad pfi vyzkumu interakci protein-

ligand.?°

V 90. letech se izotermdlni titracni kalorimetrie (Isothermal titration calorimetry,
ITC) stala Siroce pouzivanou technikou v biochemii a biofyzice, coz vedlo k vyvoji nékolika
dal$ich komerc¢nich piistroji. Mezi témito piistroji byly MicroCal VP-ITC a Nano-ITC
od spole¢nosti MicroCal Inc, spolu se zafizenimi ITC200 a ITC2000

od spole¢nosti GE Healthcare.?*2!

Technologie mikrokalorimetrie postupem c¢asu pokro€ila, coz vedlo ke zvySeni
citlivosti, pfesnosti a rychlosti pfistroji. Nyné&j$i mikrokalorimetry mohou méfit
molekularni interakce s extrémni pifesnosti a nabizeji neocenitelny pohled na biologické
procesy na molekularni urovni. Dnes se izotermickd titra¢ni mikrokalorimetrie
pouziva v riznych aplikacich, jako jsou interakce protein-ligand, kinetika enzymu
a interakce nukleovych kyselin. Diky pokrokiim v technologii, jako jsou vysoce citlivé
detektory a vylepSeny software pro analyzu dat, se méfeni ITC stala jeste citlivejsi

a presnéjsi.”!

1.3 Metody kalorimetrie

Existuje mnoho metod kalorimetrie, které jsou pouzivany v riiznych védnich oborech.
Mezi nejoblibenéjsi a nejvice pouzivané kalorimetrické metody, které jsou vyuzivany
v biologickych oborech, chemickych oborech, Iékatskych oborech, farmaceutickém
a potravindiském pramyslu, jsou izobarickd kalorimetrie, izochorickd kalorimetrie,

izotermicka titra¢ni kalorimetrie a diferencialni skenovaci kalorimetrie.
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1.3.1 Izobaricka kalorimetrie

Izobarickd kalorimetrie probiha pii konstantnim tlaku, béZzné¢ se oznacuje
jako kalorimetrie coffee cup, schéma tohoto kalorimetru je uvedeno na Obrazku 2.
Zjednodusena verze izobarického kalorimetru se sklada ze dvou polystyrenovych kaliskii,
které jsou utésnény izolovanou zatkou za Ucelem tepelné izolace systému od okoli.
V zatce jsou dva otvory, které umoznuji pouziti teploméru a michadla. Tento experiment se
provadi v uzavieném systému, a protoze se provadi v podminkach konstantniho tlaku,
méfime zménu entalpie. Entalpie je pfimo umérné tepelné kapacité a zméné teploty, kterou

experimentdlné mé&fime.*

+ Teplomeér

_—*Polystyrenové vicko

\ 7| Vnitini polystyrenovy kalisek
S I -

| | 71— /1" Reakéni smés

\_J|—' Michadlo

Obrazek 2. Schéma coffee cup kalorimetru (upraveno dle 2)

1.3.2 1Izochoricka kalorimetrie

Izochoricka kalorimetrie probihd pfi konstantnim objemu, bézné se oznacuje jako
bombova kalorimetrie. Tato kalorimetrie méfi zménu vnitini energie. Bombovy kalorimetr
se sklad4a zizolacniho plasté, teploméru, michadla, reakéni komory, kde je umisténa
hermeticky uzaviend tlakova nddobka, kalorimetrickd bomba, na kterou jsou napojeny
zapalné dratky, pomoci kterych mizZzeme odpalit vzorek. Schématické znazornéni
bombového kalorimetru je uvedeno na Obrazku 3. Duvodem, pro¢ nazyvame tento typ
kalorimetrie bombovou kalorimetrii, je to, ze pouzivime reak¢ni komoru (kyslikovou

bombu), ve které dochazi ke spalovani.?*
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Jinymi slovy, vzorek se vlozi do reakéni komory pod vysokym tlakem, a zaroven za
podminek konstantniho objemu, poté dojde ke vzniceni doprovazené spalovanim. VSechny

spalovaci reakce budou exotermické, tudiz zptisobi zménu teploty okolni vody.?*

Zapalne

Michadlo Teplomeér

Voda —

Kalorimetricka
Izolaéni bomba
plast

Vzorek

Obrizek 3. Schéma bombového kalorimetru (upraveno dle *%)

1.3.3 Diferenéni skenovaci kalorimetrie

Diferencni skenovaci kalorimetrie, (Differential scanning calorimetry, DSC)
je kalorimetrickd technika probihajici za podminek konstantniho tlaku v uzavieném
systému. DSC je nejpouzivanéjsi technikou v kalorimetrii. V tomto experimentu je vzorek
ulozen v méfici cele spole¢né s danym roztokem, zatimco referencni cela obsahuje roztok
kromé& vzorku. Vzorek a referentni vzorek jsou b&hem experimentu udrzovany
na téméf stejné teploté a lze tak méfit tepelny tok.>?® Na Obrazku 4. je uvedeno schéma

diferen¢niho skenovaciho kalorimetru.

Meéfici cela

Izolovany plast’

Topné téleso

Referencni cela

Zarizeni snimajici rozdily teplot

Obrizek 4. Schéma diferenéniho skenovaciho kalorimetru (upraveno dle 27)
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Nejnovejsim vyvojem v oblasti diferenénich skenovacich kalorimetri jsou Cipové
diferen¢ni skenovaci kalorimetry. Do Cipu je integrovan ohiev, vzorek, referencni vzorek
a teplotni senzor z chemicky inertni sklokeramiky.?” Cip diferen¢niho skenovaciho
kalorimetru je moZné vidét na Obrazku 5. Schéma integrace Casti kalorimetru je uvedeno

na Obrazku 6.

Obrizek 5. Cip diferenéniho skenovaciho kalorimetru 2’

Méfrici cela

Pec

Zafizeni snimajici rozdily teplot E]

Topne téleso

Referenéni cela

Obrazek 6. Schéma integrace Casti diferen¢niho skenovaciho kalorimetru do ¢ipu

(upraveno dle )

Diky velmi malé hmotnosti tohoto Cipu je experiment zna¢né rychlejsi, Cip také
disponuje vynikajici citlivosti. Dal§i vyhodou cipového diferenéniho skenovaciho
kalorimetru je flexibilita pfistroje a jeho mozné kombinace s dalsim pfisluSenstvim jako

napiiklad s optickou kamerou, UV lampou nebo s Ramanovym mikroskopem.?’
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Cipy jsou souéasti DSC ¢&ipovych kalorimetrii. Na Obrazku 7 je uveden jeden
z ¢ipovych DSC a to kalorimetr Chip—DSC 1, tento model dokaze méfit do teplotni hodnoty
450 °C.*’

Obrazek 7. Chip-DSC 1%’

1.3.4 Izotermalni titraéni kalorimetrie

Izotermalni titracni kalorimetrie, ITC, je typ kalorimetrie, kterd méii teplo uvolnéné
nebo absorbované pii interakci molekul pii konstantni teploté. Interakce molekul je zahdjena
titraci roztoku jednoho reaktantu (hosta) do roztoku druhého reaktantu (hostitele). Ptidavek
roztoku hosta spousti vazebnou interakci s hostitelem za doprovodu absorpce nebo uvolnéni
tepla. Tato interakce zpisobi rozdil teplot, které systém zaznamend a néasledné ustanovi
rovnovahu. Méfeni mlze byt uskutenéno pomoci izotermélniho titra¢niho
mikrokalorimetru, ktery zahrnuje méfici celu spolecné s referencni celou, ktera obsahuje
pufr (roztok bez latky, kterou vkladame do méfici cely), michadlo a injektor. VSechny tyto

¢asti mikrokalorimetru jsou umistény v adiabatickém plasti, viz Obrazek 8.2

Injektor s hostem

Adiabaticky plast - -

Meéfici cela

|
Referencni cela 1 |

Obrizek 8. Schéma izotermélniho titra¢niho kalorimetru (upraveno dle %)
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2 IZOTERMALNI TITRACNI KALORIMETRIE

Diky izotermalni titratni kalorimetrii jsme schopni urcit termodynamické parametry
vazebnych interakci za izotermickych podminek. Izotermdlni titratni kalorimetrie je
schopna v pribéhu jednoho méteni stanovit stechiometrii (n), vazebnou konstantu (K,) a
entalpii (AH), zaroven dokdze nepifimo urcit entropii (AS) a Gibbsovu energii (AG). Pfi
méieni je do méfici cely s roztokem hostitele (obvykle makromolekula) postupné, za stalého

michani, pfidavan roztok véazajici se molekuly (hosta).>

Pti vazbé vzajemné vazbé makromolekul se ¢asto uplatiiuji nekovalentni interakce.
Jestlize bereme v potaz vazbu molekuly M s jinou molekulou L (ligand), mizeme reakci
vyjadfit nasledovné:

M+Le Mol (16)

Poté je vazebnd konstanta (K,) v pfislusné reakci dana pomérem moldrni koncentrace

vznikajiciho komplexu [MeL] a sou¢inu molarnich koncentraci molekul [M] a [L].

__ [MeL]

K 17
Vo [M][L] (17
Kdy volna energie je pro dané molekuly [M] a [L] vyjadiena nasledovng:*!
AG® = —RT InK, (18)

Kde R je molarni plynova konstanta a 7 je absolutni teplota v Kelvinech. Z této rovnice
1ze poté odvodit vztah mezi volnou energii, entalpii a entropii systému molekul, viz rovnice

gislo 1.31

2.1 Princip izotermalni titra¢ni kalorimetrie

Izotermalni titra¢ni kalorimetr se skladé z referenc¢ni cely a vzorkové cely, které jsou
umistény v adiabatickém plasti, schéma takového mikrokalorimetru je uvedeno
na Obrazku 9.3 V referen¢ni cele je zpravidla pouze samostatné rozpoustédlo. Méfeni
probiha diky titraci hosta do roztoku obsahujici hostitele. Koncentrace ligandu je ptiblizné
desetkrat vysSi nez koncentrace hostitele v reakéni cele pfi vazebném poméru jedna

molekula hosta ku jedné molekule hostitele.
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Senzor Bl
Vodici $roub

et
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i b ‘.I

s Injektor

i Pist
Michadlo
I' R ':: Jehla
| =+ Adiabaticky plast’

Meéiici cela

Referenéni cela —4-4+4{-= '.':: R ;
Michadlo

Obrazek 9. Schéma ITC (upraveno dle *?)

V méfici cele tedy dochazi k interakci mezi hostem a hostitelem. Pii této interakci
dochazi k tepelnym efektlim, tudiZz méfici cela bude mit odlisnou teplotu nez cela referencni.
Tento rozdil teplot je detekovan pomoci Peltierova ¢lanku, ktery je umistén mezi referencni

a vzorkovou celou, jak je uvedeno na Obrazku 10.%

I Injektor

-— Adiabaticky plast’

Méfici cela
Referencni cela

Peltiertuv ¢lanek
Michadlo

oditaé I

| Pocitat _

Obrizek 10. Zjednodusené schéma mikrokalorimetru (upraveno dle %)
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Tento termoclanek je spojen s okruhem, ktery pti znamé tepelné kapacité cely vypocte
tepelny rozdil mezi celami, dle vztahu (19), a tim zajisti zménu ptisunu elektrické energie,
tak aby se vyrovnaly teploty referenéni a vzorkové cely.?!

AH = [ <o C,dT (19)

Tpoé

Kde C, je tepelna kapacita, tato veli¢ina udava teplo, které je nutné dodat soustavé

za izobarickych podminek, tak aby se soustava ohfala o 1°C nebo 1K.*

Pokud se pfi interakci molekul bude uvoliovat teplo, exotermicka reakce, pfisun energie
bude snizen. Naopak pokud se bude jednat o reakci endotermickou, poloc¢lanek tuto zménu
teploty zaregistruje a zajisti ptisun energie. Pfed samotnym zacatkem métfeni dodava systém
nizkou hodnotu energie, na to abych urcil zdkladni energetickou uroveni celého méteni.
V zavislosti na Case je zména doddvané energie zaznamenana a vztazena k okamzité
koncentraci jednotlivych slozek ve vzorkové cele, kdy po kazdé takto provedené injekci

hosta systém ustanovi rovnovéahu tim, Ze vyrovna teplotni rozdil mezi celami.>

Vysledek je zaznamenan jako zavislost zmény tepelné kapacity na ¢ase. Poté musime
provést korekci tepelnych vlivii spojenych s fedenim hosta a michanim, pomoci odectu
referencni kiivky, kterd byla zaskana pifi méfeni za totoZnych podminek, ovSem bez
pritomnosti hostitele v roztoku. Naslednou integraci 1ze vypocitat kiivku zavislosti vazebné

entalpie na molarnim poméru hosta a hostitele v cele.?!3>¢

Vysledkem nelinearni diferencidlni rovnice ziskdme sigmoidalni kiivku, kterou
muzeme vidét na Obrazku 11. Tato kiivka je tvoiena body, které odpovidaji vazebné
entalpii prislusné ke kazdému piidavku hosta. NejvysSi hodnodtu signdlu nalezneme
na zacatku titrace, a to z toho diivodu, Ze je v reakéni cele vysoky nadbytek hostitele,
zpravidla tedy urcuje hodnotu vazebné entalpie (AH) hosta k hostiteli. SniZovani tepelného
signalu je zplsobeno tim, Ze dochazi k obsazeni vazebnych mist hostem az do nasyceni
vazebnych mist. Z tvaru titrani kiivky lze ur€it vazebnou konstatu (K,), zménu volné

energie (AG), také je mozno urc€it stechiometricky pomér hosta a hostitele pfi jejich interakci,

viz Obrazek 11.36°7
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Obrazek 11. Vysledny graf méfeni se sigmoidalni kiivkou (upraveno dle ®)

Piimé méfeni termodynamickych parametri je velkou vyhodou ITC, kromé toho ITC
disponuje velkou citlivosti a presnosti; pravé to umoznuje detekci slabych vazebnych
interakci, které mohou byt jinymi technikami mnohdy nedetekovany. Méteni na ITC mulzZe
v nékterych piipadech trvat i nékolik hodin. Ikdyz tato technika poskytuje informace
o termodynamice molekularnich interakci omezenim nadéle ziistava absence informaci

o struktute molekul.>37

2.2 Typy mikrokalorimetri

Mikrokalorimetr musi byt vysoce citlivy, aby detekoval i nepatrné zmeény tepla,
ale zaroven dostatecné robustni a stabilni, aby minimalizoval Sum nebo ruSeni, které by
mohly ovlivnit pfesnost meéfeni. Automatizované mikrokalorimetry snizuji riziko
kontaminace ke které by mohlo dojit béhem ru¢niho vstfikovani vzorku. Nezbytnym
zdrojem pro interpretaci experimentalnich vysledkt je software, diky kterému muzeme
ziskat a analyzovat data. Pfi vybéru dan¢ho pfistroje by uzivatel mél zvazit technické

moznostmi daného mikrokalorimetru.3*38

2.2.1 MicroCal VP-ITC

Mikrokalorimetr VP—ITC spolecnosti Malvern Panalytical je pfesny izotermicky
titraéni kalorimetr uréeny pro studium biomolekularnich interakci s objemy vzorkli do
hodnoty 2000 pl. VP-ITC Tento plné automatizovany piistroj umoziuje efektivni méteni
vice vzorkli v ramci jednoho experimentu. Je Siroce pouzivan v akademické sfére
a vyzkumnych laboratofich pro studii biomolekuldrnich interakci, jako je interakce
protein—ligand, protein—protein a interakce nukleova kyselina—protein. Byl pouzit pii
vyzkumu vazebnych interakci Siroké Skdly biologickych systémi, jako jsou enzymy,

protilatky, membranové proteiny a viry.3$3°
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Obriazek 12. Obrazek modelu MicroCal VP-ITC 3®

2.2.2 MicroCal PEAQ-ITC

Mikrokalorimetr PEAQ-ITC disponuje vyjimec¢nou citlivosti. M4 Siroky rozsah afinity,
praveé proto umoziuje analyzu slabych vazebnych interakéni aZ po analyzu interakci molekul
s vysokou afinitou. Software mikrokalorimetru typu PEAQ-ITC nabizi navrh vysledku
meéfeni, automatizované hodnoceni kvality ziskanych dat a v neposledni tfadé je velice
uzivatelsky pfivétivy. V tomto softwaru jsou uZivateli ptistupné video tutorialy s pracovnimi
postupy, které napomahaji jednoduché manipulaci s pfistrojem. Velkou vyhodou

je automatické vymyvani cel a injekéni jehly, které snizuje moznost chybného méieni.*4°

Obrazek 13. Obrazek modelu PEAQ-ITC 3%
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2.2.1 MicroCal PEAQ-ITC Automated

Mikrokalorimetr PEAQ-ITC Automated zajiStuje bezobluzny provoz a plnou
automatizaci. Tento pfistroj se stal oblibenym v mnoha vyzkumnych laboratofich a to
zejména diky plné automatizaci, piivétivému softwaru, ktery zajistuje automatizovanou
analyzu dat. Tento pfistroj dokdzet méfit vice métfeni najednou. Dalsi méfeni mize byt na

tomto piistroji zadano i v pfipadé priibéhu jiného meteni.>®4!

" —
AL PEAG-ITC AUTOMAT Malvern

Obrazek 14. Obrazek modelu PEAQ-ITC Automated 38

Tabulka 1. Porovnani mikrokalorimetri MicroCal PEAQ-ITC Automated, MicroCal
PEAQ-ITC a MicroCal VP-ITC.

Objem
Typ Objem vzorkové | Operacni systém Pocet méteni
vzorku cely
MicroCal PEAQ-ITC 370 ul 200 pl | Automatizovany | 42 méfeni za 24 hodin
Automated
MicroCal PEAQ-ITC 280 ul 200 pl Manuélni 8 — 12 méfeni za 8 hodin
MicroCal VP-ITC 2 ml 1400 pl Manualni 4 — 8 méfeni za 8 hodin
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2.2.2 MicroCaliTC200

Mikrokalorimetr iTC200 je navrzen pro snadné pouziti. Disponuje poloautomatickym
¢istétnim jehel a cel. Tak jako jiné modely mikrokalorimetri, dokéze analyzovat
stechiometrii, entalpii nebo vazebnou konstantu. V porovnani s jinymi mikrokalorimetry ma
nejnizs§i hmotnost a také rozméroveé mensi nez VP-ITC. MicroCal iTC200 je vyzobrazen na

Obrazku 15.%

Obrazek 15. Obrazek modelu MicroCal iTC200 3%

2.2.3 NanolTC

Modely Nano ITC Standard Volume a Nano ITC Low Volume jsou izotermalni titracni
kalorimetry od spole¢nosti TA Instrument. Tyto pfistroje disponuji maximalni citlivosti
a flexibilitou pro studium vazby biomolekul Oba tyto modely vyuzivaji termoelektrické
systémy ohfevu a chlazeni. Referencni a vzorkova cela jsou vyrobeny ze specidlni slitiny
Hastelloy spole¢né s 24K zlatem. Nano ITC Low Volume vyZaduje podstatné méné vzorku
a muze zkratit as potfebny k dokonceni méfeni na polovinu oproti pfedchazejicim fadam

mikrokalorimetra.*?
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Obrazek 16. 3D Schéma modelu Nano-ITC

WAL

[l

Obrazek 17. 3D Schéma modelu Nano-ITC, zaméteno na injekéni jehlu se zabudovanym

michadlem *3
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Tabulka 2. Detailni srovnani vSech modelu kalorimetra.

Parametry PEAQ-ITC PEAQ-ITC 1TC200 VP-ITC Nano—ITC
Automated
Schopnost méfit [K,] v v
Schopnost méfit [1] v v
Schopnost méfit [AH] v v
Schopnost méfit [AS] v v
Objem vzorkové cely 370 wl 280 ul
Efektivni objem cely 200 pl 200 pl
Objem injekcni jehly 40 pl 40 pl
Pocet méfeni / Cas 42 / 24 hodin 8 — 12/ 8 hodin
Material cel Hastelloy Hastelloy
Rozpéti teplot 2°C do 80°C 2°C do 80°C
Cas odezvy 8s 8s
Automatizované aktualizace v v
Hmotnost 91 kg 13,6 kg
Rozméry 63 x 77 x35 cm 43 x46 x 38 cm

* N/A — vyrobce informaci neuvadi
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3 APLIKACE IZOTERMALNI TITRACNI
MIKROKALORIMETRIE A VYUZITI TETO TECHNIKY PRI
URCENI VZAJEMNYCH INTERAKCI

Izotermalni titracni mikrokalorimetrii 1ze pouzit ke studiu Siroké $kaly interakci mezi
ruznymi typy hostt a hostitelti. Pravé diky ITC jsme schopni urcit pfesné méieni tepelnych
zmén, které nastdvaji béhem interakci mezi molekulami, proto je pravé tato metoda
jedine¢na ke studiu interakci multimernich molekulovych komplexti. V biochemii se
izotermalni titraéni mikrokalorimetrie vétSinou pouziva ke studiu vazebnych interakcei mezi
riznymi biomolekulami, jako jsou proteiny, DNA, RNA, ligandy a mnoho dalSich.
Ve farmakologii se izotermalni titraéni mikrokalorimetrie vyuziva k charakterizaci interakci
mezi l1€Civy a jejich cilovymi molekulami, coz mize pomoci pfi navrhu a optimalizaci 1éCiv.
Vsechny tyto aplikace ukazuji Siroké vyuziti izotermalni titracni mikrokalorimetrie pfi
studiu vzajemnych interakci a dilezitost této techniky v moderni véd€ a pramyslu. ITC je
mozno pouzit ve spojeni s dalSimi technikami, jako je naptiklad NMR spektroskopie, coz
veme k lepSimu porozuméni molekularnich interakci a tudiz 1 naslédné aplikaci této techniky

v daném oboru.

3.1 Vazebna afinita a stechiometrie

Hlavni roli ITC je méfeni afinit vazeb. Nejtésnéjsi afinita, kterd mize byt pfimo
zméfena pomoci ITC, se pohybuje v nanomolarnich jednotkach. Toto omezeni plyne
z potieby studovat reakce v mikromolarnich jednotkach, tak aby bylo mozné detekovat
dostatecné mnoZzstvi vazebného tepla. Protoze podil nevazaného ligandu klesa pod troven
instrumentalniho Sumu, subnanomolarni afinitni interakce prakticky nemohou byt méteny
pfi mikromolarnich koncentracich pomoci ITC. Slabé afinitni interakce mohou byt méteny,
avsak vyzaduji proporcionalné vyssi koncentrace reaktantti. Kvlili omezenim rozpustnosti
a dostupnosti jsou nejslabsi zmétené afinitni interakce biologickych makromolekul v fadu

milimolarnich koncentraci.**

Dal8im dileznym piinosem ITC je piesné méteni vazebné stechiometrie. ITC dokaze
urcit vazebnou stechiometrii s vysokou pfesnosti. Tato ptesnost je ddna i tim, Ze reaktanty
jsou analyzovany ve svych ptvodnich formach, coz minimalizuje nevratné zmeény

zpusobené chemickymi tUpravami nebo imobilizacnimi postupy. Urceni vazebné
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stechiometrie ma kliCcovy vyznam pfii charakterizaci vazebnych mechanismu biologickych

makromolekul. #*

3.2 Svinovani proteinii a jejich stabilita

Navzdory tomu, Ze mechanismus svinovani proteinti byl Siroce diskutovan naptiklad
od prukopnickych studii doktora Anfinsena, naSe znalosti o termodynamice svinovani
proteintl a jejich nespravném skladani jsou stale omezené. ITC se ukazala v téchto studiich
jako silny nastroj pro zkoumdni jak termodynamickych, tak kinetickych vlastnosti skladani
proteini a to hlavné diky své univerzalni pouzitelnosti a vysoké piesnosti. Nespravné
skladani a agregace proteinl jsou vzajemné propojené procesy, které hraji klicovou roli
v riznych nemocich, vcéetné¢ Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby vcetné jinych
prionovych onemocnéni. Z tohoto diivodu, je neustale navySovan zéjem o studium svinovani

proteindi pomoci kombinaci riiznych technik, véetng ITC. 434

3.3 Interakce host-makromolekula

ITC miiZzeme pouzit i pro charakterizace interakci makromolekuly-hosta. Jednou
z takovych makromolekul je naptiklad cyklodextrin, ktery ma tvar dutého komolého kuzele
aje to cyklicky oligosacharid slozeny z jednotek D-(+)-glukopyrandsy, vSechny v zidlickové
konformaci a spojené a-(1,4)-glykosidovymi vazbami. Diky této konformaci maji
cyklodextriny hydrofilni wvné&j8i povrch a lipofilni wvnitini dutinu, coz umoZiiuje
cyklodextrinu interagovat s mén¢ polarnimi nebo hydrofobnimi ¢astmi hosta. Cyklodextriny
mohou byt rozliSeny dle glukopyranosovych jednotek. Minimalné se jedné o Sest jednotek,
protoZze u méné nez Sesti jednotek se v kruhu tvoti pnuti, které brani vzniku téchto struktur.
Maximélni b&zné se vyskytujici podet jednotek je osm.*” Nejvice zastoupenymi makrocykly
jsou a-cyklodextrin Obrazek 18, B-cyklodextrin Obrazek 19 a y-cyklodextrin na Obrazku
20.
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Obrazek 18. Strukturni vzorec a-cyklodextrinu

o]

HO

OH
HO O O
oo
o]
fio o OH
on "
o o]
o]
HO [o)
OH o
BH
OH
o OH oHOLO
H
HO
o
OH

Obrazek 19. Strukturni vzorec B-cyklodextrinu
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Vzhledem k fenoménu molekularni komplexace mohou byt cyklodextriny pouzity ke
zvySeni rozpustnosti molekul ve vode Spatné rozpustnych a to bez potifeby pomocnych
rozpoustédel, povrchové aktivnich latek a komplexotvornych ¢inidel. Kromé toho nedavné
studie zdtraznily pouziti cyklodextrinii k modulaci amfifility blokovych kopolymert, coz
umoziuje tvorbu nebo naruseni micel nebo samovolné sestaveni dvojité hydrofobnich nebo

hydrofilnich blokovych polymert.*®

Byly navrzeny rGzné mechanismy pro podporu vzniku inkluze cyklodextrint
s hostitelskymi molekulami. Piedpoklada se, ze mirné apolarni dutina cyklodextrinti je
naplnéna molekulami vody. V pfitomnosti hydrofobni molekuly schopné interakce s dutinou
cyklodextrinu mize byt voda nahrazena hydrofobni ¢asti hostitelské molekuly, kterd je méné
polarni nez voda, coz vede ke stabilnéjSimu, nizSimu energetickému stavu. Inkluze
komplexace (tj. kombinace kationtu, ¢asto nazyvaného centralni atom, s molekulou nebo
aniontem obsahujicim volny elektronovy par, ligand) hostitelskych molekul pomoci
cyklodextrinli, ve vodnych roztocich, vede k vyznamnému pieuspotadani a odstranéni
molekul vody, které puvodné solvatovaly jak u cyklodextrinu, tak i u hostitelské

molekuly. 84

3.4 Enzymova kinetika, alosterie

Katalytické proteiny zndmé jako enzymy se nachazeji v zivych organismech a maji
zasadni roli v riznych bunécnych procesech. Tyto procesy zahrnuji metabolismus, aktivni
transport, regulaci, prenos a integraci signalti. Enzymy tvofi ptiblizn€ 44 % vSech ovétenych
cili 1é¢iv, véetné lidskych enzymi spojenych s dysregulaci onemocnéni a cizich enzymu
exprimovanych patogeny. Enzymy jsou navic proslulé svou pozoruhodnou U¢innosti jako
katalyzatory a nachdzeji Cetné aplikace v primyslu a medicin€. Hydrolazy jsou napiiklad
schopny Stépit polysacharidy na jednotlivé cukry, toho muize byt vyuZzito v technologii
potravin, vyrob¢ buniciny a papiru, a v odvétvi biopaliv. Kromé toho, vyjimec¢na selektivita
a kompatibilita enzym s biologickymi systémy, z nich ucinila cenné nastroje v terapii a to

napiiklad pii 16¢bé fytobezoart.>

ITC se da vyuziit i pro popis komplexnich alosterickych enzymovych interakci, ITC
byla naptiklad pouzita k méfeni kinetiky pyruvatkinazy, ktera katalyzuje konverzi fosfatu z
fosfoenolu béhem zavérec¢ného kroku glykolyzy. Pyruvat je pfeveden do ADP. Alostericka
vazba aminokyseliny fenylalaninu ptevadi pyruvatkindzu na neaktivni formu a ptedpoklada

se, e se podili na poskozeni bunék u genetického onemocnéni fenylketonurie.>!
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3.5 Interakce protein—protein

Slozita a rtiznoroda povaha molekuldrniho rozpoznavani je ilustrovana interakcemi
mezi biologickymi makromolekulami, jako je protein-protein, protein-DNA, protilatka-
antigen a hormonalni receptor. Tyto interakce hraji klicovou roli v imunitni odpovédi,
kaskadach ptenosu signalu a genové expresi. Pochopeni sil, které pfispivaji ke stabilité
téchto interakci, je nanejvys dilezité. V tomto ohledu je izotermicka titrani kalorimetrie
nejpresnéjsi metodou pro kvantitativni meétfeni termodynamickych vlastnosti interakei

protein-protein.>?

Aby bylo zajisténo tésné spojeni, spésnd interakce mezi dvéma povrchy proteind
vyzaduje harmonickou rovnovahu hydrofobnosti, naboje a tvaru. Tato uroven
komplementarity by méla odrazet husté zabaleny vnitiek proteinu. Interakce protein-protein
lze klasifikovat do tfi odliSnych kategorii a to doména-doména, heteromerni interakce
a homomerni interakce. Pokud jde o interakce doména-doména, ty se nejcastéji stanovuji
pomoci DSC. ITC je perfektni metoda pro zkoumani interakci mezi heterodimery. Roztok
obsahujici jeden protein se postupné vstfikuje do roztoku druhého proteinu. Ptikladem
hetoromerni interakce protein-protein je napiiklad vazba sdjového inhibitoru trypsinu na

praseéi pankreaticky trypsin. 323

Protein-protein interakce hraji kli€ovou roli v mnoha fyziologickych procesech a jsou
zapojeny do celé¢ fady biologickych jevli. Termodynamika, kterd je zdkladem téchto
specifickych vazebnych interakei, si ziskala vyznamnou pozornost kvili jejimu

potencialnimu dopadu na chorobné stavy jedinctl.

Zvysuje se zajem o detailn¢j$i pochopeni téchto interakci, a to za tcelem blizsi
charakteristiky zédkladnich biologickych mechanismil latek, které se téchto interakci ucastni.
V blizké budoucnosti miizeme o¢ekavat mnoho novych studii za tc¢elem rozvoje novych

1é¢iv, popiipadé za ugelem prevence ¢ medikace nemoci.>>>*
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3.6 Interakce protein—DNA

Uspotadani bunééného zivota je primarné fizeno interakcemi mezi proteinovymi
komplexy a DNA. Tyto interakce funguji jako centralni regulatory fidici aktivaci a zastaveni
nescetnych procesti — mezi které Ize jmenovat transkripci, replikaci, rekombinaci, opravu
a dokonce i strukturdlni organizaci chromozomti. Ve védecké literatufe se studium interakci
protein-DNA ubird odliSnymi, ale komplementarnimi cestami: rozsédhlé studie na bunécné
urovni poskytuji ptehled, zatimco biofyzikalni pfistupy s purifikovanymi materidly
pomahaji urcit ptimou povahu téchto interakci. Také kvantifikuji silu a specificitu mezi
proteiny (nebo proteinovymi komplexy) a jejich substraty DNA. Dvé Siroce pouzivané
metody, izotermicka titrani kalorimetrie (ITC) a mikroSkéalova termoforéza (MST), hraji
dvoji roli — kvalitativné charakterizuji nukleoproteinové komplexy a také kvantitativné méii

interakce protein-DNA s komplementaritou.>

3.7 Interakce protein—polysacharid

Pro ziskdni komplexniho pochopeni toho, jak se biomakromolekuly navzajem
rozpoznavaji, je kli€ové nejen zkoumat struktury komplexi, ale také zkoumat roli kinetiky
a termodynamiky v procesu vazby. Bohuzel v této oblasti je stale nedostatek publikovanych

studif a to hlavné pokud jde o komplexy protein-glykosaminoglykan (GAG).>°

Heparan sulfat, typ glykosaminoglykanu (GAG), je vysoce sulfatovany polysacharid,
ktery je exprimovan riznymi typy bun¢k a méa schopnost vazat proteiny, jako jsou ristoveé
faktory, chemokiny a enzymy, diky ¢emuZ je Siroce zapojen do bunécénych procest.
Ptirozené se vyskytujici lidské mutace a studie na zvitatech ukézaly, Ze interakce protein-
GAG hraji zasadni roli v procesech od vyvoje aZz po imunitni odpovéd hostitele. Uplné
pochopeni biomakromolekularnich interakci vyzaduje znalosti nejen o strukturach
komplex®i, ale také o tom, jak kinetika a termodynamika fidi vazebné procesy.’’
Termodynamicky zaklad interakci protein-GAG zlstava v tomto okamziku do zna¢né miry

nepopsan.

Heparin a heparansulfat jsou linearni vysoce sulfatované polysacharidy sloZené
z opakujicich se disacharidovych jednotek. Heparin ptlisobi jako nahrada za heparansulfat
jak strukturalng, tak funkcné: je snadno dostupny ve velkych mnozstvich a Siroce dostupny.
Bylo identifikovano, Ze chemokiny vazou GAG, jako je heparan sulfat, ktery je exprimovan

na endotelidlnich a epitelidlnich bunikach spolu s extracelularni matrici — prostfednictvim
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sekvenni analyzy a vazebnych studii, zatimco studie in vivo prokazaly, ze vazba GAG
slouzi jako smérova voditka a reguluje bunéény transport. Je nutné provést vice experimentli
pomoci ITC pro komplexy GAG-proteiny, tak aby se i naddle na$ pohled na takové

komplexy mohl rozvijet.’¢>%>

3.8 Rekombinantni proteiny

Izotermalni titrani kalorimetrie se Siroce pouziva i k méfeni afinit a entalpii interakci
mezi proteiny a malymi molekulami. Kvantitativni povaha této techniky je zvlasté uzite¢na
pii charakterizaci rekombinantnich proteini a to napiiklad pfi urcovani frakce proteinu
schopného vazat specificky ligand a tim i Cistoty proteinu. Odhalené termodynamické
informace vrhaji svétlo na vazebny mechanismus, dilezity pro cileny navrh [éCiv

biologickych latek.

Budoucnosti vyvoje 1é¢iv je studium interakci Hsp90, coz je vysoce hojny
a vsudypfitomny molekularni chaperon, ktery hraje zasadni roli v mnoha bunécnych
procesech véetné kontroly bunécného cyklu, pteziti bun€k, hormont a dalsich signalnich
drah. Pomoci inhibitortt Hsp90, protirakovinného cilového proteinu, jsou demonstrovany
reakce spojené s jeho vazebnou afinitou. Ty siln¢ ovliviluji pozorované termodynamické

parametry, které jsou nezbytné pro strukturné zaloZeny racionalni navrh léku.®

3.9 Nanotechnologie pro farmaceuticky prumysl

Obor nanotechnologie se vénuje zkoumani a manipulaci s hmotou v nanoméftitku, kde
se ve srovnani s vétSimi métitky mohou projevit unikatni chemicke, fyzikalné-chemickeé
a behaviordlni vlastnosti. Tato oblast studia je rozsdhle zkoumana farmaceutickym
primyslem, ktery vyuzivd nanosystémy, jako jsou polymerni nanocéstice, lipozomy,
nanoemulze, micely a dalsi, pfi vyrobé riznych produkti, jako jsou kosmetika, 1éky, barvy,

katalyzatory, natéry a tkaniny.

Nanosystémy se ukdzaly jako U¢innd metoda pro zlepSeni fyzikalné-chemickych
a biologickych charakteristik 1é¢iv, vcetné zlepSené rozpustnosti, fizeného uvoliovani,
snizené toxicity a zvySené specificnosti v mechanismu jejich U¢inku. Implementace
farmaceutické nanotechnologie prokazala, Ze nabizi ¢etné vyhody nejen pii zvySovani

kvality 1é¢iv a vakcein, ale také pii Upravé stavajicich klinickych 1égiv.6162
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Pro vyvoj farmaceutickych nanosystémt, jako jsou lipozomy, nanoemulze
a nanocastice, jsou zapotiebi vhodné techniky pro specifickou fyzikalné-chemickou
charakterizaci: tyto techniky umoziiuji pochopit, jak se tyto systémy chovaji v téle.
Izotermicka kalorimetricka titrace (ITC) se objevila jako prominentni technika ve vyzkumu,
vyvoji a inovaci systému zaloZzenych na nanotechnologiich pro studium molekularnich

interakci mezi jejich slozkami.®?
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ZAVER

[zotermalni titra¢ni mikrokalorimetrie (ITC) se ukéazala jako klicova technika pro studium
termodynamickych vlastnosti molekulérnich interakci. Jeji schopnost méfit tepelné zmény
piimo spojené s vazebnymi procesy poskytuje cenné informace o entalpii a entropii téchto
interakci. V prubéhu mé prace bylo prokazéano, ze ITC je nejen velmi citlivou a pfesnou
metodou, ale také univerzalni metodou, umoznujici studium Siroké skaly biomolekuldrnich

systémit véetné proteinli, nukleovych kyselin a malych molekul a mnoha dalsich.

Veskeré informace ziskané pomoci ITC pfispivaji k lepSimu porozuméni mechanismil
molekularnich interakei, coz je zasadni pro vyvoj novych 1éCiv, optimalizaci
biotechnologickych procestt a design novych biomateridli. ITC tak predstavuje
nepostradatelny néstroj nejen pro zdkladni vyzkum, ale i pro aplikovany vyzkum v oblasti

biomediciny a farmaceutického primyslu.

V blizké budoucnosti mizeme ocekavat, ze zajem a pouziti techniky ITC bude nadale rtst
a to umérné s rozvojem novych technologii a metodickych pfistupt, které umozni jesté
detailnéjsi a rychlejsi analyzu. ZlepSeni citlivosti a automatizace ITC pftistrojii otevird nové
moznosti pro vysokoprodukéni screening a analyzu komplexnich systému. Tim se ITC stava
kli¢ovym nastrojem pro pokrok v oblasti molekularni biologie, chemie a mediciny, ¢imz

prispiva k feSeni nékterych z nejvetsich vyzev soucasné védy a technologie.

V kontextu dal§iho budouciho vyvoje je ITC obzvlasté vyznamna diky své schopnosti
poskytovat detailni termodynamické profily, které mohou byt vyuzity k pochopeni jemnych
rozdilti mezi riznymi molekularnimi interakcemi. To je kritické naptiklad pii vyvoji novych
terapeutik, kde je dilezité nejenom védét, zda molekula vaze na cil, ale 1 jak siln€ a s jakymi

termodynamickymi charakteristikami.

ITC rovnéZz nachazi uplatnéni ve vyzkumu biomolekuldrnich mechanismi a v oblasti
proteomiky, kde mlzZe pfispét k odhaleni novych interakénich siti a funkei proteint. ITC

idedlni technikou pro studium nativnich stavii biomolekul v jejich ptirozeném prostiedi.

Dalsi perspektivni oblasti je aplikace ITC v nanotechnologiich a materidlovych védach, kde
muize pomoci pifi navrhu a charakterizaci novych materidli s pfesné definovanymi
vlastnostmi. V neposledni fadé se ocekava, ze ITC bude hrat kliCovou roli v oblasti
environmentalnich véd, napiiklad pfi studiu interakci mezi zneciStujicimi latkami

a biologickymi systémy.
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Celkové lze ftici, ze izotermalni titrani mikrokalorimetrie ma pied sebou slibnou
budoucnost. Jeji neustaly vyvoj a inovace zaruc€uji, ze bude nadale neocenitelnym nastrojem
ve védeckém vyzkumu i primyslovych aplikacich. Schopnost ITC poskytovat hluboké
a presné¢ termodynamické informace posouva hranice naSich znalosti a otevira nové

moznosti pro inovace a objevovani v riznych védnich disciplinach.
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