AFINITET | SPECIFICNOST

molekulsko prepoznavanje predstavlja osnovu odvijanja vecine
esencijalnih bioloskih procesa (enzimske reakcije, stanicha
signalizacija, replikacija DNA, ...)

najcesce se zasniva na nekovalentnim interakcijama - zasto?

pod pojmom ligand najcesce podrazumijevamo ,,malu” molekulu

koja se veze na biomakromolekulu koju nazivamo receptorom

vezanje liganda na receptor karakterizira afinitet (vadW) i specificnost

(H-veze) -




MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- vezanje liganda i receptora moze biti praceno alosterickim efektom, mi Cemo se, za sada,

ogranicCiti na situacije bez alosteriije

L) nan—allastanc interaction




MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- afinitet liganda prema receptoru (ili obrnuto) najcesce se kvantitativno izrazava konstantom

disocijacije (K,) koja je reciprocna konstanti asocijacije (K,)

P+L=P-L
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- iz konstante disocijacije (ili asocijacije) lako se moze izraCunati slobodna energija vezanja liganda
na receptor:

AG,,,=—RT InK, AG,,=+RTIn K,

bind




MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- lako je konstanta ravhoteze formalno bezdimenzijska velicina, u praksi se cesto izrazava u

molarnim jedinicamal

- formalniizraz za konstantu ravnoteze (konkretno disocijacije kompleksa protein-ligand) jest:

VA - standardne koncentracije i iznose 1 mol/dms3



MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- U praksi koristimo molarnu konstantu ravnoteze (ponekad se naziva pseudokonstantom):

te afinitet proteina za ligand izrazavamo jedinicama

koncentracije

- U praksi, vezanje koje karakteriziraju nanomolarne (ili Ca
pikomolarne) konstante disocijacije smatra vezanjem
velikog dfiniteta, dok se vezanjem vrlo slabog afiniteta

smatra vezanje koje karakteriziraju milimolarne konstante

Enzyme:ATP

signaling protein
binding to a target

Sequence-specific
recognition of DNA

by a transcription
factor

small molecule
inhibitors of proteins
(drugs)

biotin binding to
avidin protein
(strongest known
non-covalent
interaction)

Type of Interaction Kp (molar)

~1x10-31t0 ~1x10-6
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micromolar)
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MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

P+L—PL

- K, odgovara koncentraciji liganda pri kojoj je polovica molekula receptora zasicena

ligandom pri odredenoj

- f —frakcijska zasi¢enost

- yvrstavanjem [P-L]=

KD

- lako se moze izvestida je

- Sto implicira da je f=1/2 u situaciji kada je koncentracija liganda jednaka konstanti
disocijacije!



MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE
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MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- iz krivulje ovisnosti frakcijske zasicenosti o koncentraciji liganda moze se odrediti konstanta

disocijacije pri odredenoj temperaturi

- odstupanje od hiperbolicnog oblika te krivulie upucuje na postojanje vise mjesta vezanja

liganda na receptor i eventualnog alosterickog efekta

- zaizvodenje takvih eksperimenta koriste se razlicite metode kojima se prati koncentracija
slobodnog liganda u otopini (spekiroskopske metode (UV, fluorescencija, NMR, ...),

mikrokalorimetrija (ITC), ...) — vazno je da metoda razluCuje koncentraciju slobodne specije

(liganda) od specije u kompleksu



MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- radi preglednijeg prikaza i preciznijeg odredivanja Ky, U

praksi se Cesto koristi logaritamski prikaz
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I _log[L]-logK

- iz odsjecCka pravca odredimo K

N.B. pri niskim koncentracijoma liganda imamo
veliku pogresku mjerenja sto se i vidi iz grafa




MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- STO UCINITI KADA JE K4 PREMALA ZA DIREKTNO ODREDIVANJE?

_*g KKN[ = Kapp (1 + Ky [A])

Ac-pepstatin (A) KNI-764 (K)

KNI-764 Ac-pepstatin
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MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE
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SCATCHARDOVA analiza [L] K_ K

prednost fe analize je sto ne moramo znati tocnu koncentraciju receptora sto je cesto zapreka

Scatchard Plot
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- pratimo ovisnost omjera vezanog | slobodnog liganda o koncentraciji vezanog liganda te iz

odsjecka i nagiba takvog pravca odredimo K, i ukupnu koncentraciju receptora



MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

- iz vrijednosti Ky mozemo procijeniti koncentraciju liganda potrebnu za efekfivho vezanje na receptor

- ako je koncentracija liganda 10 puta veca od K, oko 90% receptora je zasiCeno ligandom

10xK,,

I0xK,+ K,

- ako je koncentracija liganda 0,1* K, svega 10-tak

posto receptora je zasiceno ligandom
gssentially no binding when

[L] < Kp
10

assentially complete binding
when [L] > 10 x Kp

0.001 0.01




MOLEKULSKO PREPOZNAVANJE

PRIMJER
Pretpostavimo da imamo supstancu (lijek) koja se veze na protein A, te time ostvaruje svoju ciljanu
bioloSku aktivhost, ali se veze i na protein B, sto je nuspojava.

- ako je K, za vezanje na protein A 1 nM, a K4 za vezanje na protein B 10 uM, procijenite

koncentraciju supstance pri kojoj ce protein A biti zasicen supstancom, dok ce vezanje na protein B
biti zanemarivo (uz pretpostavku da oba proteina imaju istu koncentraciju u otopini).

- pri koncentraciji supstance od 0,1 uM, protein A bit Ce u potpunosti zasicen, dok ¢e zasicenost
proteina B biti svega 0.0001%

(0,1*10-¢)/(10%) = 100 - za A

(0,1*10-¢)/(10*10-5) = 0,01 — za A

- iz navedenog primjera je jasno zbog cega je za lijekove vazan nanomolarni (ili veci) afinitet
- iz navedenog primjera vidi se i povezanost dfiniteta i specificnostil (supstanca velikog afiniteta za neki

receptor, vjerojatno, , imat Ce i veliku specificnost)
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