
Biacore Biacore -- ppřředstavenedstaveníí
mměřěřííccíího systho systéémumu

Letní škola – Biosensory při studiu biointerakcí



Biacore Biacore variantyvarianty
nynnyníí (2010) dostupn(2010) dostupnéé::

40004000 (A100) (A100) -- nejvynejvyššíšší produktivita, aproduktivita, ažž 4800 interakc4800 interakcíí/den/den
T100T100 -- nejvynejvyššíšší citlivostcitlivost
X100X100 -- osobnosobníí systsystéémm
CC -- mměřěřeneníí koncentrackoncentracíí, certifikovaný provoz, certifikovaný provoz
30003000 -- univerzuniverzáálnlníí, citlivý, lze , citlivý, lze eluovateluovat pro MALDI/MSpro MALDI/MS
QQ -- kvalita / kvantita v analýze potravinkvalita / kvantita v analýze potravin
JJ -- nejjednodunejjednoduššíšší jednokanjednokanáálovýlový systsystéémm



PorovnPorovnáánníí systsystéémmůů



T100T100



40004000



BIAcoreBIAcore

30003000

20002000

počátkem 90. let minulého století uvedla na trh švédská firma 
Pharmacia (později Biacore, …, nyní součást GE Healthcare)



BIAcoreBIAcore -- automatizaceautomatizace

ddáávkovavkovačč vzorkvzorkůů s pozicemi pro zs pozicemi pro záásobnsobnííkyky



SPR SPR biosensorbiosensor
výměnný biosensor - „čip“ systému BIACORE

modifikace povrchu:
CM5 karboxymethyl-dextran, HPA hydrofobní,
SA streptavidinový, NTA komplexace kovů, …

Rozměry

9 x 2.5 x 0.1 cm



ZasunutZasunutíí ččipuipu



Pohled dovnitPohled dovnitřř



SpojenSpojeníí ččipu s IFCipu s IFC



BIAcoreBIAcore -- prprůůtotoččný systný systéémm

microfluidicsmicrofluidics system IFCsystem IFC -- miniaturnminiaturníí výmvýměěnný modul s pneumaticky nný modul s pneumaticky 
ovlovláádanými danými mikroventilymikroventily, d, dáávkovacvkovacíími smymi smyččkami a drkami a drááhamihami
ppřříívodvod pracovnpracovníího ho pufrupufru, reagenci, reagenciíí a vzorka vzorkůů k jednotlivým kank jednotlivým kanáállůůmm
variabilnvariabilníí nastavennastaveníí mměřěřííccíí konfigurace prkonfigurace průůtotoččnnéé cely cely -- 1 a1 ažž 4 4 
kankanáálovlovéé mměřěřeneníí



PrPrůůtotoččnnéé celycely
klasickýklasický
(2000, 3000)(2000, 3000)

sekvensekvenččnníí / paraleln/ paralelníí

hydrodynamickhydrodynamickáá adresace (A100)adresace (A100)



PrPrůůtotoččný systný systéémm

ppřříímý nmý nááststřřik do celyik do cely

nnááststřřik pik přřes smyes smyččkuku



Detail toku v celeDetail toku v cele
zpzpůůsoby prsoby průůtoku:toku:
-- individuindividuáálnlníím kanm kanáálem (FCi)lem (FCi)
-- dvdvěěma (FC1,2 nebo FC3,4)ma (FC1,2 nebo FC3,4)
-- ttřřemi (FC1,2,3) nebo vemi (FC1,2,3) nebo vššemiemi

vliv prvliv průůtotoččnnéé rychlosti na rychlosti na 
výmvýměěnu obsahu celynu obsahu cely



BIAcoreBIAcore od firmy od firmy PharmaciaPharmacia
-- vvšše pro spokojenost ue pro spokojenost užživateleivatele



Imobilizace ligandImobilizace ligandůů
kovalentnkovalentníí vazbavazba
afinitnafinitníí vazbavazba
hydrofobnhydrofobníí interakceinterakce



CM5CM5 nejbnejběžěžnněějjšíší volbavolba
dextran obsahujdextran obsahujííccíí
karboxymethylovkarboxymethylovéé
skupiny (CM dextran)skupiny (CM dextran)
tloutlouššťťka vrstvy ka vrstvy ~ ~ 100 nm100 nm



CMCM--dextran dextran jakojako u CM5, ale u CM5, ale pouze 30% CM skupinpouze 30% CM skupin
snsníížženeníí vazebnvazebnéé kapacity pro ligandkapacity pro ligand
zmenzmenššeneníí zzáápornpornéého nho nááboje matrice boje matrice 
-- výhodnvýhodnéé pro snpro sníížženeníí nespec. interakcnespec. interakcíí kladnkladněě nabitých molekulnabitých molekul
-- pro mpro měřěřeneníí s komplexns komplexníími vzorky (bunmi vzorky (buněčěčnnéé extrakty, kultivaextrakty, kultivaččnníí media)media)

menmenšíší vazba vazba liganduligandu je výhodnje výhodnáá pro kinetickpro kinetickéé studiestudie

CMCM--dextran dextran jakojako u CM5, u CM5, stejnstejnáá hustota CM skupin jako u hustota CM skupin jako u 
CM5, ale CM5, ale kratkratšíší dextranovdextranovéé řřetetěězcezce -- jen 30% vazebnjen 30% vazebnéé kapacity CM5kapacity CM5
menmenšíší stericksterickéé zzáábrany pro vazbu velkých brany pro vazbu velkých biomolekulbiomolekul (nad 1 (nad 1 MDaMDa))
vhodnvhodnéé i pro interakce virových i pro interakce virových ččáástic a bunstic a buněěkk
ninižžšíší limitace transportu je výhodnlimitace transportu je výhodnáá pro kinetickpro kinetickéé studiestudie

plochý karboxylovaný povrch bez dextranu, jen asplochý karboxylovaný povrch bez dextranu, jen asi 10% i 10% 
vazebnvazebnéé kapacity CM5, imobilizakapacity CM5, imobilizaččnníí metody shodnmetody shodnéé
imobilizovanimobilizovanéé ligandy nejsou pohyblivligandy nejsou pohyblivéé jako pjako přři vazbi vazběě ppřřes dextran es dextran ––
omezenomezeníí multivalentnmultivalentníích interakcch interakcíí (men(menšíší aviditnaviditníí efekty)efekty)
minimminimáálnlníí stericksterickéé efekty efekty –– vhodnvhodnéé pro velkpro velkéé bioobjektybioobjekty

CM4CM4

CMCM33

C1C1



dextrandextranovováá matrice s kovalentnmatrice s kovalentněě
navnaváázaným zaným streptavidinemstreptavidinem

univerzuniverzáálnlníí -- vazba biotinylovaných ligandvazba biotinylovaných ligandůů
komplex streptavidinkomplex streptavidin--biotin velmi pevnýbiotin velmi pevný
((KKDD ≈≈ 1010--1515 M)M)

dextranovdextranováá matrice s kovaletnmatrice s kovaletněě
vváázanouzanou kyselinou nitrilotrioctovou (NTA)kyselinou nitrilotrioctovou (NTA)

vazba rekombinantnvazba rekombinantníích proteinch proteinůů obsahujobsahujííccííchch
oligohistidinový zbytek na konci (Hisoligohistidinový zbytek na konci (His--tag) tag) 
prostprostřřednictvednictvíím komplexu s Nim komplexu s Ni2+2+

(metaloafinitn(metaloafinitníí interakce)interakce)
stabilita takto imobilizovanstabilita takto imobilizovanéého liganduho ligandu
nemusnemusíí být vbýt vžždy optimdy optimáálnlníí
regenerace moregenerace možžnnáá EDTA, imidazolem, ...EDTA, imidazolem, ...

SASA

NTANTA



plochý povrchplochý povrch
zlato modifikovanzlato modifikovanéé
thiolem s dlouhým thiolem s dlouhým 
alkanovým alkanovým řřetetěězcemzcem
-- hydrofobnhydrofobníí
pro membrpro membráánovnovéé proteiny imobilizovanproteiny imobilizovanéé prostprostřřednictvednictvíím micel m micel 
liposomliposomůů –– vznikne lipidovvznikne lipidováá monovrstvamonovrstva
vhodnvhodnéé pro povrchovpro povrchověě vváázanzanéé nebo mnebo máálo zanolo zanořřenenéé proteinyproteiny
pokud jsou ale proteiny integrpokud jsou ale proteiny integráálnlníí sousouččááststíí lipidovlipidovéé dvojvrstvy, je dvojvrstvy, je 
ttřřeba zachovat jejeba zachovat jejíí strukturustrukturu
ččip lze snadno regenerovat ethanolem (dlouhip lze snadno regenerovat ethanolem (dlouháá žživotnost)ivotnost)

HPAHPA



na bna báázi CM5, na karboxyly kovalentnzi CM5, na karboxyly kovalentněě vváázzáány lipofilnny lipofilníí zbytkyzbytky
ty se mohou integrovat (vsunout) do lipidových membrty se mohou integrovat (vsunout) do lipidových membráán vezikln veziklůů a a 
nebo liposomnebo liposomůů a tak je cela tak je celéé zachytit na povrchuzachytit na povrchu

alternativnalternativněě lze membrlze membráánovnovéé bbíílkoviny imobilizovat po solubilizaci v lkoviny imobilizovat po solubilizaci v 
detergentu, pak jeho odstrandetergentu, pak jeho odstraněěnníím a pm a přřididáánníím lipidm lipidůů rekonstruovat rekonstruovat 
dvojvrstvudvojvrstvu

L1L1



Au, SIA kit AuAu, SIA kit Au
holý povrch zlata v plastovholý povrch zlata v plastovéém drm držžááku nebo pouze volnku nebo pouze volnéé
pozlacenpozlacenéé sklsklííččko (unmounted) ko (unmounted) -- pro drastickpro drastickéé
podmpodmíínky pnky přři imobilizaci, po ni imobilizaci, po níížž se vlepse vlepíí do drdo držžáákuku
uužživatelskivatelskéé fantazii se meze nekladou...fantazii se meze nekladou...



Imobilizace ... dextranovImobilizace ... dextranováá matricematrice
ddííky karboxyskupinky karboxyskupináám mm můžůže ne néést zst zááporný nporný nááboj a tak boj a tak 
prekoncentrovat kladnprekoncentrovat kladněě nabitnabitéé biomolekulybiomolekuly
vyuvyužžititíí ppřři imobilizaci imobilizacíích k lokch k lokáálnlníímu zvýmu zvýššeneníí koncentrace koncentrace 
kritickkritickáá mmůžůže být volba pH pufrue být volba pH pufru

poupoužžititíí 10 10 –– 50 50 µµg/ml roztoku ligandu typicky dg/ml roztoku ligandu typicky dáá kolem 1000 RU, cokolem 1000 RU, cožž
typicky u proteintypicky u proteinůů ≈≈ 1 ng/mm2, dost1 ng/mm2, dostáávvááme pme přři tloui tlouššťťce dextranu 100 ce dextranu 100 
nm povrchovou koncentraci ligandu 10 mg/mlnm povrchovou koncentraci ligandu 10 mg/ml



pH ppH přři imobilizaci i imobilizaci -- NHNH2 2 skupina pskupina přřes EDC/NHSes EDC/NHS

pro bpro bíílkiny jako ligandy obvykle pH 5 funguje doblkiny jako ligandy obvykle pH 5 funguje dobřřee
poupoužžíívváá se 10 mM acetse 10 mM acetáátový pufr, elektrostat. tový pufr, elektrostat. 
prekoncentrace se vyzkouprekoncentrace se vyzkoušíší 2 min p2 min přři ri růůzných hodnotzných hodnotáách ch 
pH (5.5, 5.0, 4.5, 4.0 pro pH (5.5, 5.0, 4.5, 4.0 pro „„scoutingscouting““))
prekoncentrace obecnprekoncentrace obecněě leplepšíší ppřři nii nižžšíším pH, ALE kovalentm pH, ALE kovalentíí
vazba probvazba probííhháá lléépe ppe přři vyi vyššíšších pH ch pH –– kompromis...kompromis...
ppřři ni níízkzkéém pH takm pH takéé mmůžůžee
nastat agregace bnastat agregace bíílkovinlkovin
(viz obr.)(viz obr.)



Vazba pVazba přřes aminoskupinu ligandues aminoskupinu ligandu
EDCEDC -- 0.4 M 10.4 M 1--ethylethyl--33--(3(3--dimethylaminopropyl)dimethylaminopropyl)--kkarbodiimidarbodiimid ve vodve voděě
NHS NHS -- 0.1 M N0.1 M N--hydroxysuhydroxysukkcinimidcinimid ve vodve voděě

-- EDC a NHS se smEDC a NHS se smííssíí 1:1 p1:1 přřed poued použžititíímm
eethanolamin 1 M pH 8.5thanolamin 1 M pH 8.5
lligand igand -- ttypicypickyky 1010--50 50 µµg/mlg/ml
v imobilizav imobilizaččnníím pufrum pufru
(10 mM acet(10 mM acetáát pH x)t pH x)
prprůůtok 10 tok 10 µµl/minl/min
kontaktnkontaktníí doby asi 7 mindoby asi 7 min

výsledný prvýsledný průůbběěh sensorgramu:h sensorgramu:



Vazba pVazba přřes thiol (na povrchu)es thiol (na povrchu)
22--(2(2--pyridinyldithio)ethanaminpyridinyldithio)ethanamin hydrochloridhydrochlorid
-- 80 mM ve 100 mM bor80 mM ve 100 mM boráátu pH 8.5tu pH 8.5

PDEAPDEA



MaleimidovMaleimidováá metodametoda

vznikvznikáá ststáálláá thioetherovthioetherováá
vazbavazba



Vazba pVazba přřes aldehydes aldehyd

aldehydovaldehydováá skupina se zskupina se zíískskáá oxidacoxidacíí diolovdiolovéého uskupenho uskupeníí
pomocpomocíí jodistanum (1 mM, mjodistanum (1 mM, míírnrnéé podmpodmíínky)nky)
alternativnalternativněě lze koncový galaktosylový zbytek zkusit oxidovat lze koncový galaktosylový zbytek zkusit oxidovat 
pomocpomocíí galaktosaoxidasygalaktosaoxidasy
pro glykoprotein, oligosacharidypro glykoprotein, oligosacharidy



Vazba pVazba přřes thiol (na ligandu)es thiol (na ligandu)
na povrch se vnesena povrch se vnese
SH skupinaSH skupina
ligand derivatizovligand derivatizováánn
PDEA, vznikne SSPDEA, vznikne SS
vazba (reverz.!)vazba (reverz.!)

alternativy pro derivatizacialternativy pro derivatizaci
ligandu:ligandu:

NN--susukkcinimidylcinimidyl--33--[2[2--pyridyldithio]pyridyldithio]--propionpropionáát SPDPt SPDP
44--susukkcinimidyloxycinimidyloxykkarbonylarbonyl--methylmethyl--αα--
[2[2--pyridyldithio]pyridyldithio]--toluen (SMPT), toluen (SMPT), ppřřes aminosk.es aminosk.
liganduligandu
ppřře aldehyd. skupinu (z oxidace diolu) lze ue aldehyd. skupinu (z oxidace diolu) lze užžíítt
NN--[[εε--maleimidomaleimidokkaproaproovováá kyselinakyselina]hydrazid]hydrazid
(EMCH)(EMCH)



prprůůbběěh typickh typickéého vazebnho vazebnéého experimentuho experimentu
signsignáál v l v ččase pase přři vazbi vazběě biomolekuly na imobilizovaný ligandbiomolekuly na imobilizovaný ligand
tvotvořřen specifickou interakcen specifickou interakcíí a zma změěnou indexu lomu protnou indexu lomu protéékajkajííccíího ho 
roztokuroztoku

SensorgramSensorgram



StanovenStanoveníí koncentracekoncentrace
zzáákladnkladníí momožžnosti:nosti:

ppřříímméé mměřěřeneníí
(se zes(se zesíílenleníím odezvy)m odezvy)
inhibiinhibiččnníí mměřěřeneníí
(kompetice v roztoku)(kompetice v roztoku)
kompetice na povrchu kompetice na povrchu 
sensorusensoru



PPřříímméé mměřěřeneníí
nejnejččastastěějjšíší zpzpůůsob stanovensob stanoveníí
koncentrace analytu ve vzorkukoncentrace analytu ve vzorku
vyhodnocovat lze buvyhodnocovat lze buďď rychlostrychlost
vazby v povazby v poččáátku, nebo zmtku, nebo změěnunu
signsignáálu po ustlu po ustáálenleníí
zvolený zpzvolený způůsob msob měřěřeneníí ovlivnovlivníí
analytickanalytickéé parametry stanovenparametry stanoveníí
rychlost, citlivost, limit detekcerychlost, citlivost, limit detekce
vvíícevrstevný (sendvicevrstevný (sendviččový) komplex zlepový) komplex zlepšíší citlivost (napcitlivost (napřř..
nanonanoččáástice)stice)



Vliv afinity a liganduVliv afinity a ligandu
vyvyššíšší afinita umoafinita umožžnníí mměřěřit niit nižžšíší koncentrace analytukoncentrace analytu



InhibiInhibiččnníí (kompeti(kompetiččnníí) stanoven) stanoveníí
pro malpro maléé molekuly, jejichmolekuly, jejichžž
ppřříímmáá vazba by poskytla vazba by poskytla 
nníízký signzký signááll
kalibrakalibraččnníí zzáávislosti v logvislosti v log
zzáávislosti pro osu xvislosti pro osu x
signsignáál vyvoll vyvoláá vazba pomocnvazba pomocnéé
detekdetekččnníí molekuly; jejmolekuly; jejíí afinita a koncentrace ovlivnafinita a koncentrace ovlivníí výraznvýrazněě prprůůbběěh h 
stanovenstanoveníí



PPřříímméé mměřěřeneníí (bez kalibrace)(bez kalibrace)
pokud nenpokud neníí k dispozici standard, lze za podmk dispozici standard, lze za podmíínek difnek difúúznzníí limitace limitace 
ururččit koncentraci analytu z rychlosti vazby (lineit koncentraci analytu z rychlosti vazby (lineáárnrníí oblast) se oblast) se 
znalostznalostíí (p(přřibliibližžnou) difnou) difúúznzníího koeficientu analytuho koeficientu analytu
je potje potřřeba vysokeba vysokáá hustota ligandu, dostatehustota ligandu, dostateččnnáá velikost analytu (pvelikost analytu (přřes es 
5 kDa) a p5 kDa) a přřimiměřěřenenáá afinita interakceafinita interakce
optimoptimáálnlníí je odezva je odezva 0.30.3––15 RU/s 15 RU/s ppřři i 5 5 µµl/minl/min aspoaspoňň 30 s, to odpov30 s, to odpovííddáá
asi asi 0.050.05––5 5 µµg/mlg/ml



BIAControlBIAControl
menu a toolbary pro manumenu a toolbary pro manuáálnlníí interaktivninteraktivníí ovlovlááddáánníí
application wizards application wizards pro standardnpro standardníí operaceoperace
editoreditor metod (skriptmetod (skriptůů) ) –– programovatelný bprogramovatelný běěhh
zobrazenzobrazeníí sensorgramsensorgramůů v rev reáálnlnéém m ččasease
-- koordinkoordinááty, ty, ččas, velikost signas, velikost signáállůů, teplota, pr, teplota, průůtok, stavovtok, stavovéé infoinfo
-- momožžnost zoomovnost zoomováánníí,, znaznaččeneníí ddůůleležžitých boditých bodůů (marks)(marks)
-- kurzor pro odekurzor pro odeččííttáánníí hodnot v lib. bodhodnot v lib. boděě sensorgramusensorgramu

plnplněěnníí pumppump, proplachy, proplachy
tabulka dtabulka důůleležžitých uditých udáálostlostíí
-- automaticky vytvautomaticky vytváářřenenáá -- nnááststřřiky, zmiky, změěny operany operaččnníích parametrch parametrůů

poznpoznáámkový blokmkový blok
uužživatelskivatelskéé nnáástroje pro standardnstroje pro standardníí operace a operace a úúdrdržžbubu





HlavnHlavníí ppřřííkazykazy



zpzpůůsob nsob nááststřřiku vzorkuiku vzorku



regeneraceregenerace

pulzpulz100 mM / 3 M100 mM / 3 MNaOH / NaClNaOH / NaCl
pulzpulz250 mM250 mMNaOHNaOH
kont.kont.9.29.2100 mM100 mMhydrogenuhlihydrogenuhliččitan sodnýitan sodný
kont.kont.1 M1 MNaClNaCl
pulzpulz11.511.5200 mM200 mMuhliuhliččitan sodnýitan sodný
pulzpulz100 mM100 mMkyseline fosforekyseline fosforeččnnáá
pulzpulz2.52.5--3.53.51.5 M1.5 Mglycin.HClglycin.HCl
pulzpulz70%70%kyselina mravenkyselina mravenččíí (leze do IFC)(leze do IFC)
pulzpulz101050%50%ethylenglykolethylenglykol
pulzpulz2525--75%75%ethanolethanol
pulzpulz1.31.3100 mM100 mMHClHCl
pulpulzz10.410.420%/100 mM 20%/100 mM aacetonitril cetonitril / NaOH/ NaOH
pulpulzz7.57.520% 20% aacetonitrilcetonitril

OdolnostOdolnostpHpHKonc.Konc.RoztokRoztok



BIAEvaluateBIAEvaluate
vyhodnocovvyhodnocováánníí a porovna porovnáávváánníí sensorgramsensorgramůů z rz růůzných zných 
bběěhhůů, vytv, vytváářřeneníí grafgrafůů
odeodeččet rychlostet rychlostíí vazby (smvazby (směěrnice rnice –– koncentrakoncentraččnníí
mměřěřeneníí))
jednoduchjednoduchéé matematickmatematickéé operace se sensorgramy operace se sensorgramy 
(posuny, rozd(posuny, rozdííly)ly)
výpovýpoččet (curve fitting) kinetických rychlostnet (curve fitting) kinetických rychlostníích konstant ch konstant 
z asociaz asociaččnníích a disociach a disociaččnníích ch ččááststíí sensorgramsensorgramůů



BIASimulateBIASimulate
kinetickinetickkáá analýza analýza asociaasociaččnníí a a disociadisociaččnníí ffááze ze 
experimentu, moexperimentu, možžnost simulovat velikost nost simulovat velikost ššumu, ujumu, ujíížždděěnníí
zzáákladnkladníí linie signlinie signáálu (drift), limitaci llu (drift), limitaci láátkovým tkovým 
transportemtransportem
kinetickinetickkáá analýza interakce s heterogennanalýza interakce s heterogenníím ligandem m ligandem 
nebo analytemnebo analytem
vvíícencenáásobnsobnéé vazby, mapovvazby, mapováánníí epitopepitopůů, stanoven, stanoveníí
koncentrackoncentracíí

ddůůleležžitý výukový nitý výukový náástrojstroj



AplikaAplikaččnníí ppřřííkladyklady
Cancer and Proteomics BookletCancer and Proteomics Booklet
Neuroscience BookletNeuroscience Booklet
Immunology BookletImmunology Booklet
BiacoreBiacore™™ biosensor assays for biosensor assays for quantitationquantitation of influenza virus and HCPof influenza virus and HCP
Hit validation using BiacoreHit validation using Biacore™™ and and MicroCalMicroCal™™ analysisanalysis
Unraveling the mechanisms of RNAUnraveling the mechanisms of RNA--binding protein functions using SPRbinding protein functions using SPR--based kinetic analysisbased kinetic analysis
Initial studies towards automated screening for enzyme inhibitorInitial studies towards automated screening for enzyme inhibitors by SPRs by SPR--MSMS
Rapid development of a GMPRapid development of a GMP--compliant assay for the determination of antibody concentrationcompliant assay for the determination of antibody concentration
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