1 Uvod

BIACORE 3000 od Biacore AB je zafizeni pro sledovani biomolekularnich interakci v
realném Case. BIACORE 3000 vyuziva technologie rezonance povrchovych plazmonu
(Surface Plasmon Resonance - SPR). Metoda povrchovych plazmonu umoznuje
monitorovat vznik komplexu bez znac&eni interagujicich molekul.
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Obr. 1: Pristroj BIACORE 3000 a kontrolni PC.

1.1 Real-time BIA

Real-time biomolecular interaction analysis (real time BIA) slouzi k monitorovani asociace
a disociace biomolekularnich komplexu. PFi experimentu je jedna ¢ast komplexu
imobilizovana na povrchu senzoru, zatimco druha interagujici molekula je volné v roztoku
nad povrchem. Real-time BIA muze byt pouzita pro studium interakci proteinu, proteinovych
konjugatl, nukleovych kyselin, liposom i celych bunék.

1.2 Real-time BIA vybaveni

BIACORE 3000 je pokrocily SPR system, ktery ma integrovany automaticky davkovac pro
az 2 x 96 vzorku a ¢tyfkanalovou pruto€nou celu. Ridici software umoznuje interaktivni i
davkové zadani ovladacich pfikazu.

2 Popis



BIACORE 3000 se sklada z prato¢ného a optického systému, ovladaciho sofwaru,
prutoéné cely, senzorového Cipu a sady chemikalii navrzenych pro vyzkum
biomolekularnich interakci.

2.1 Prato¢ny systém
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Obr. 2: Prito¢ny systém

Pritocny systém BIACORE 3000 je tvofeny dvéma pumpami, které nasavaiji pufr ze
zasobni nadoby a pohanéji kapalinu systémem. Davkovani a nanaseni vzorku zajistuje
automaticky davkovac. MéfFici cela je vytvorena pfitisknutim senzorového Cipu na povrch
mikrofluidni kartridZze (IFC).

2.1.1 Pumpy

BIACORE 3000 vyuziva dvé valcové pumpy o objemu 500 pl, které mohou vytvaret
plynuly proud kapaliny i pfi nizkém pratoku 1 ul za minutu. Pfitom nedochazi k pulzovani
kapaliny. Jedna pumpa slouzi k pohanéni kapaliny méfici celou, druha pak k pfipravé a
nanaseni vzorku. Systém dale obsahuje dva drzaky na dvé 500 ml nadoby. Jedna nadoba
slouzi jako zasoba pufru a druha slouzi ke shromazdovani odpadu.

2.1.2 Automaticky davkovac vzorku

Automaticky davkovac se pouziva k prenosu, fedéni, michani a nastfiku vzorku. Je
umistény pfimo nad zasobnikem pufru. Vzorky jsou v davkovaci umistény ve dvou
zasobnicich. Jako zasobnik muZze slouzit mikrotitracni destiCka, pfipadné specialni hlinikovy
zasobnik s vysokou tepelnou vodivosti. Pfenaseni, michani a davkovani vzorku zajistuje
davkovaci jehla, ktera je umisténa na pohyblivém rameni. Pohyb ramene, nasavani a
vypousteni je fizeno programové (BIACORE 3000 Control Sofware) pfikazy TRANSFER,
MIX a INJECT.
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Obr. 3: Automaticky davkovac vzorku se dvema zasobniky a davkovaci jehlou.

2.1.3 Integrovana mikrofluidni kartridz (Integrated p-Fluidic Cartrige IFC)

IFC je tvofena trubiCkami a ventily, které jsou chranény plastovym pouzdrem. IFC slouZzi k
dopraveé vzorku z davkovace do prostoru méfici cely.

Vzorky jsou ze zasobnich nadobek prenaseny do této kartridze pomoci davkovaci jehly.
Pro nastfik vzorku je mozné pouzit dva mody. Prvni je pfimé naneseni roztoku z davkovaci
jehly do IFC. Tento méd se pouziva bezné a slouzi k nanaseni vzorkd do objemu 325 pl.
Pro vétSi objemy je mozné pouzit nanaseni vnitfni smycCkou, které umoznuje nanaset
vzorky o objemu az 750 pl.

Pro kineticka stanoveni je dulezité nizké rozmyti nanaseného vzorku. Toho je v IFC
dosahovano maximalnim snizenim mrtvych objem( a pouzitim pneumatickych ventili. Pro
zamezeni miseni v davkovaci jsou objemy vzorku a pufru oddéleny vzduchovymi bublinami.
Vzduchové bubliny jsou oddéleny pomoci ventilu pfed zavedenim do mefici cely.

Vlastni méfici cela je vytvofena pfitisknutim senzorového €ipu na prohloubeniny povrchu
IFC. Timto zpusobem se vytvofi ctyri prutocné cely. Jedna stena cel je tvorena povrchem
senzoru.



Vstup

Obr. 4: Schématické znazornéni méfici cely. MéFici cely jsou sestaveny sériové, kapalina
protéka z jedné cely do druhé. Znazornén je pritok tremi celami

2.1.4 Senzorovy cip

Bezné pouzivany CM5 Cip je carboxy-methylovany Cip umoznujici vazbu biomolekul. Pro
specialni ucely je mozné pouzit Cip SA5 potazeny streptavidinem. Na Cip SA5 je mozné
imobilizovat biotinylované ligandy. Senzorovy €ip je pfipevnén na plastovém nosici. Plastovy
nosic¢ je po vloZeni do pfistroje automaticky oddélen vnitfnim mechanizmem a senzor je
automaticky usazen na svoje misto. Proces usazeni Cipu je indikovan prostifednictvim
zelené LED (nesviti = Cip neni vlozen, blikajici LED = Cip se usazuje, LED sviti stabilné =
Cip je usazen).

Jeden Cip muze byt pouzit pro 50 az 100 opakovanych méfeni (podle typu imobilizace) a v
pristroji muze byt viozen po dobu jednoho tydne. Cip také muze byt opakované vyjmut a
skladovan.

2.1.5 Opticky systém

Sklenéna strana senzorového Cipu je v kontaktu se sklenénym hranolem optické jednotky.
Kontakt mezi hranolem a Cipem zajistuje silikonové optické rozhrani. Pfes hranol dopada na
povrch Cipu infratervené zareni emitované LED. Odraz tohoto zafeni od povrchu Cipu je
monitorovan pomoci pole fotodiod. Hustota diod v poli umoznuje dosahnout rozliseni 0,1°.
Uhel minimalni reflexe je s pouzitim interpolacnich algoritmu uréen s vysokou pfesnosti.



Tepelnd izolovany box

Opticka jednotka

Optické rozhrani— 7 e

Senzorovy Sip——"ill = - -

Integrovana mikrofluidni kartridz {(IFC)

I'{T nektory

Obr. 5: Detekéni jednotka

Detekcni jednotka je tvofena optickou jednotkou, ktera obsahuje svételny zdroj a detektor,
optické rozhrani se senzorovym Cipem. Povrch senzorového Cipu je k prutoénému systému
pfipojen prostfednictvim IFC. Cely systém je uzavien v tepelné izolovaném bloku.

2.1.6 Requlace teploty

SPR experimenty jsou citlivé na zmény teploty, proto je dulezité regulovat teplotu méfici
cely. Pro regulaci teploty jsou pouzity Peltierovy Clanky. Jestlize dojde k teplotni nestabilité
vetsi nez 0,003°C, rozblika se Zluta kontrolni LED. Teplotu je mozné nastavit v rozsahu 4 az
40°C, teplotu vSak Ize snizit oproti okolni teploté maximalné o 20°C. Teplota méficiho Cipu
je automaticky zaznamenavana méficim software na zaCatku a na konci méfeni.

2.1.7 LED kontrolky

Na kontrolnim panelu je umisténo 5 kontrolnich LED.

Pripraven (zelena): Sviti stabilné, kdyz je pfistroj zapnuty a pfipraveny k méfeni. Blika, jestlize
je preruseno spojeni s PC.

e Chyba (Cervena): Indikuje zavaznou chybu pfistroje. Tato LED kontrolka se rozsviti po
zapnuti pristroje asi na 30 s. Jestlize se rozsviti pri jiné situaci, je nutné zavolat
servisniho technika Biacore.

o Teplota(zluta): Sviti stabilné, je-li teplota méfici cely stabilni a rovna nastavené teploté.
Blikani Zluté led oznamuje nestabilitu teploty.

e Senzorovy Cip (zelena): Sviti, jestlize senzorovy Cip je ulozen ve spravné pozici. Nesviti,
jestlize Cip neni v pfistroji ulozen. Blikani indikuje ukladani Cipu do pracovni pozice.

e Bezici experiment (zelena): Indikuje probihajici méfeni.

2.2 Ridici systém BIACORE 3000



PFistroj je fizeny vnitfnim mikropocCitaem, ktery odpovida za nahravani a pfedzpracovani
dat ziskanych detektorem. Prace tohoto mikropocCitace je fizena ze samostatné stojiciho
PC. VSechny funkce BIACORE 3000 jsou fizeny pomoci BIACORE 3000 Control Software,
ktery bezi na IBM kompatibilnim PC s operacnim systémem Microsoft Windows. Spojeni
méficiho pfistroje a PC zajiStuje standardni sériova linka. BEhem experimentu jsou data
predzpracovana mikropocitaCem pfistroje a nasledné odeslana na PC, kde jsou
zobrazovany jako senzorgram a ukladany na disk pocitace.

2.3 BIACORE 3000 Control Sofware
BIACORE 3000 Control Sofware poskytuje uzivateli pfistroje nasledujici prostfedky:

K ovladani pristroje poskytuje grafické uzivatelské rozhrani vyuzivajici menu a toolbary.
Nabizi editor pro zadavani experimentalnich parametrii méficich metod.

V realném Case zobrazuje senzorgram a parametry metody.

Zobrazuje Cas a skute¢nou odezvu bodu senzorgramu.

Zaznamenava vSechny udalosti spojené s experimentem.

Vypisuje data vztahujici se k pfedem definovanym bodiim zadanym na senzorgramu.
Nabizi poznamkovy blok pro detailni popis pribé&hu experimentu.

2.4 BlAevaluation sofware
BIACORE 3000 Control Sofware nabizi rozhrani pro vyhodnoceni sonzorgramu.

Spolecné vyneseni dat z vice experimentu.

Nastroj pro vyhodnoceni kinetiky vazebné interakce.

Urceni kinetickych konstant ze senzorgramu asociacnich a disociacnich experimentu.
Vyhodnoceni koncentracnich mereni.

BlAevaluation sofware je popsan v samostatné knize.
2.5 BlAsimulation sofware

Jedna se o program pro simulaci odezvy senzoru na planovany experiment. Popis tohoto
programu je v samostatné knize.

3 Pouziti
Tato kapitola obsahuje:

Pouziti fidiciho software.
Pfiprava méficiho systému.
Manualni rizeni.

Rizeni pomoci metod.
Vyhodnoceni vysledku.

3.1 Pouziti programu



3.1.1 Obecny princip

BIACORE 3000 Control Sofware pracuje v grafickém prostfedi tak, jak je bézné u jinych
grafickych aplikaci v prostfedi MS Windows.

3.1.2 Spusteni programu

Program se spousti z nabidky Start jako jiné programy. Pfi spusténi nezalezi na poradi
spusténi méficiho pfistroje nebo programu. Jestlize byl dfive spusten program, potom
zapnuti pristroje bude automaticky detekovano. Po spusteni programu muze byt uZivatel
vyzvan k nékteré akci jako je napfiklad vlozeni senzorového Cipu.

3.1.3 Popis okna programu

Okno ovladaciho programu je rozdéleno na Sest oddil.

Menubar

Toolbar

Sensorgram window zobrazujici merené hodnoty v grafické podobe

Report point table (tabulka reportnich bodu) zobrazuje namerené hodnoty v predem

definovanych reportnich bodech

o Event log window (tabulka udalosti) zaznamenava parametry jednotlivych udalosti (napf.
nastfik vzorku)

o Status window zobrazujici aktualni hodnoty merenych velicin (odpovéd senzoru, aktualni

pritok a teplotu)

3.2 Priprava mériciho systému
Je vhodné zkontrolovat, zda pod pfistrojem muaze volné proudit vzduch, tak aby bylo
umoznéno chlazeni pfistroje. Pod pfistroj nevkladeijte listy papiru, které by se mohl
pfimknout k sani chladice.

3.2.1 Priprava roztoku v automatickém davkovadi

Biacore AB dodava sterilni a odplynény HBS pufr, ktery je pfipraven k pfimému pouziti.
Jedna se o HEPES/NaCI pufr vhodny pro vétsinu experimentu. Je nevhodny pro mereni
vyZaduijici pritomnost Ca2* iontu, protoZe obsahuje EDTA (10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM
NaCl, 3,4 mM EDTA, 0,005% surfaktant P20).

Ostatni roztoky pouzivané pro mefeni by méli byt odplynény a prefiltrovany pfes 0,22 ym
filtr. Roztoky by mély obsahovat 0,005% surfaktantu P20, ktery minimalizuje nespecifickou
adsorpci proteinu na trubicky davkovace a IFC. Jestlize mereni vyZzaduje roztoky bez
surfaktantu, potom je nutné po skonceni experimentu provést specialni cistici proceduru.

3.2.2 Usazeni senzorového cipu

Pred vloZenim cipu je nutné odklopit senzorovy kryt. Do pristroje se cip vklada v
ochranném pouzdre. Spravna orientace nosice cipu je popisem vzhuru a Sipkou smerujici
do pristroje. Cip nevyjimejte z ochranného obalu a pri vkladani do pristroje nepouzivejte
nasili. Po vloZeni cipu se priklopi senzorovy kryt. Potom je v ovladacim programu zvolen



prikaz Dock a cip je automaticky usazen na svoji pozici.
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Obr. 6: Panel s kontrolnimi LED a senzorovym krytem

3.2.3 Zavedeni kapaliny do systému

Po usazeni cipu v pristroji je nutné do systému zavést pouzivané roztoky. K tomu slouzi
polozka Prime v dialogovém okne working tools, které se automaticky otevre po zavedeni
cipu. Do drzaku na pufry se umisti zasobni (vpravo) a odpadni nadoba (vlevo). Do nadob se
vlozi saci a odpadni trubicka pristroje. V okne working tools zvolte polozku Prime a kliknete
na tlacitko Start.

3.2.4 Nastaveni automatického davkovace a typu zasobniku vzorku

Do davkovace Ize ulozit dva zasobniky vzorku. Tyto zasobniky jsou bud mikrotitracni
desticky nebo jeden ze tri typu tepelne vodivych hlinikovych zasobniku. Pri umistovani
zasobniku vzorku do pristroje odklopte pojistku a zasobnik uloZte popisem smerem k sobe.
Definice typu zasobniku se provede prikazem Define Rack Base.

3.2.5 Normalizace mereného signalu

Hodnota mereného signal ze ctyr ruznych kanalu se muze odliSovat. Proto je nutné tyto



hodnoty normalizovat. Serizeni se provede normalizacni procedurou, pri které se vyuziva
standardni roztok glycerolu. Normalizacni procedura se provadi, jestlize byla zmenena
detekcni teplota nebo doslo k vymene mericiho cipu.

BlAnormalizing solution (40% w/w glycerol in water) je soucasti BIAmaintenance Kit. 0,5
ml tohoto roztoku se odmeri do 9 mm vialky, ktera se ulozi do druhého zasobniku na pozici
r2f2 (r2 = druhy zasobnik, f2 = pozice 2, je nutné pouzivat typ zasobniku A nebo B).

Po uzavreni dvirek davkovace vzorku se navoli polozka Normalize v okne Working Tool a
klikne se na tlacitko Start. Poté se uzivatel ridi pokyny zobrazenymi na monitoru.

3.3 Rucni rizeni
Tato sekce popisuje rucni ovladani BIACORE 3000 ridicim programem. Pristroj je mozné
ovladat jen tehdy, jsou-li zavrena dvirka automatického davkovace. Proto se pred zacatkem

prace presvedcte, zda jsou vSechny roztoky umisteny v davkovaci.

3.3.1 Nastaveni teploty

Vyberte prikaz Set Temperature a v dialogovém okne zvolte pozadovanou teplotu.
Ustalovani teploty je indikovano na pristroji blikanim zluté LED. Po ustaleni teploty LED sviti
stabilne. Zmena teploty o 5°C trva asi 60 min.

Nastavena teplota odpovida teplote uvnitr merici cely. Roztoky zavadené do cely jsou
temperovany pruchodem IFC. Zasobni roztoky v automatickém davkovaci je proto mozné
uchovavat pri jiné teplote, pripadne je chladit kapalinou dodavanou externi pumpou.

3.3.2 Prenaseni, michani a redeni vzorku

Vzorky je mozné prenaset mezi vialkami, michat je a redit pomoci automatické davkovaci
jehly. Pokud je soucasne zaznamenavan senzorgram, pak jsou vSechny operace se vzorky
Zaznamenany.

Dialogové okno pro nastaveni manipulace se vzorky zobrazuje mozné platné pozice pro
aktualne vloZeny zasobnik a pozice BUFFER (pouzivany pufr), REC (obnoveni) a WASTE
(odpad).

Je mozné navolit nastaveni Predip Needle, které umoznuje vybrat pozici roztoku, do
kterého bude jehla ponorena pred vlastnim prenosem vzorku. Timto zpusobem se zabrani
prenosu roztoku mezi vialkami. Tato volba také zajisti nadavkovani 10 ul roztoku do IFC
mezi zonu vzorku a pufru, cimz zabrani jejich miseni.

Prenos vzorku: prikaz Transfer, nastavi se zdrojova a cilova pozice a prenaseny objem,
pripadne nastavime moznost Predip Needle.

Michani vzorku: prikaz Mix, nastavi se pozice roztoku, ktery se ma michat a michaci
objem. Tento objem by mel byt 75% objemu vzorku. Behem michani se manipulacni jehlou
trikrat nasaje a vypusti zadany objem vzorku.

Redeni vzorku: prikaz Dilute. Zadavaji se pozice redeného a rediciho roztoku a pozice pro
michani nového roztoku. Konecny objem je vZzdy 200 ul. Dale je zadavano % redeni. Tato
hodnota musi byt mezi 5% az 95%, pro dosazZeni vysoké presnosti je nutné pouzit redeni
10% az 90%. Po odmereni a preneseni automaticky vypoctenych objemu nasleduje
michani pripraveného roztoku.



3.3.3 Rychlost ukladani dat (data collection rate)

Rychlost ukladani dat urcuje pocet bodu senzorgramu ulozenych za jednotku casu.
Nastaveni se provadi v Run:Data Collection Rate a jsou mozné tri hodnoty. Low 0,1 bodu/s,
Medium 1,0 bodu/s, High 10,0 bodu/s (2.0 bodu/s pri vicekanalovych merenich).

Prednastavena hodnota odpovida Medium. Jestlize senzorgram obsahuje vice nez 12 000
bodu, potom dojde k automatické redukci bodu.

3.3.4 Rucni spusteni senzorgramu

Jestlize je cip v pristroji spravne ulozeny, potom je mozné prikazem Run:Run Senzorgram
spustit zaznam senzorgramu. Po zadani prikazu ke spusteni zaznamu se objevi dialogové
okno dotazujici se na detekcni méd, pouzitou celu a rychlost toku. Jestlize je aktivni volba
Autosave, potom je nutné zadat jméno cilového souboru.

Zaznam se spusti nekolik vterin po opusteni posledniho dialogového okna. Behem této
doby dojde k aktivaci pump a k proplachnuti davkovaci jehly.

Zaznam trva do zadani prikazu Run:Stop Sensorgram. Behem doby zaznamu jsou
ukladany i informace o udalostech, napr. nastrik vzorku. Behem mereni je mozné
senzorgram libovolne ukladat pomoci File:Save a File:Save As.

3.3.5 Nastaveni prutoku

Nastaveni prutoku se provadi pfikazem 'Command:Flow'. Nova hodnota je nastavena po
kliknuti na tlaCitko OK.

Pro zastaveni toku slouzi pfikaz 'Command:Stop Flow' nebo nastaveni priitoku na nulu.
Nastfik vzorku muze byt proveden jen tehdy, kdyz pritok ma nenulovou hodnotu.

Pumpy pracuji s objemem 500 pl a po jeho vy€erpani musi byt znovu naplnény, coz trva
asi 7 s. Abychom se vyhnuli ruSeni béhem méfeni, je mozné pumpy pfimo plnit pomoci
volby 'Refil' pfikazu 'Command:Flow'. Pumpa bude znovu naplnéna po kliknuti na tlaCitko
'OK’', pfitom neni nutné ménit pratok.

Jestlize dochazi k plneni pumpy behem mereni, potom je tato udalost uloZzena a muze byt
pouzita pro identifikaci pripadné poruchy mereného signalu.

3.3.6 Nastaveni detekcniho moédu a vyber merici cely

Nastaveni se provede v dialogovém okne Flowcell. Detekcni moéd nemuze byt behem
zaznamu senzorgramu zmenen. Jsou dva druhy detekcnich modu. Single Channel mod
zaznamenavajici senzorgram jedné merici cely, kterou behem zaznamu neni mozné menit.
Druhy méd Multichannel umoznuje nastavit prutok dvema, tremi nebo ctyrmi mericimi
celami, pritom je mozné prutok celami menit kdykoli behem zaznamu senzorgramu (ne vsak
behem nastriku vzorku). Senzorgram zaznamenava data ze vSech ctyr prutocnych cel a
zobrazuje je v barevne je odliSené.

Ke zmene prutocné cely behem zdznamu senzorgramu je mozné pouzit prikaz
Command:Flowcell.

Mezi signaly zaznamenanymi z ruznych cel dochazi ke zpozdeni. Tento fakt je zpusoben
sériovym razenim cel. Dochazi tedy ke zpozdeni signalu, které je dané mrtvym objemem



(0,3 ul) mezi dvema celami a rychlosti prutoku. Zpozdeni pri prutoku 20 ul/min cini asi 1 s.

3.3.7 Nastrik vzorku

Command:Inject slouZi k nastriku vzorku, je mozné ho vyvolat po zapnuti zaznamu
senzorgramu. Podle velikosti nastrikovaného objemu a podle presnosti Ize navolit nekolik typu
nastriku (INJECT,KINJECT,QUICKINJECT,COINJECT,BIGINJECT,MANUALINJECT). Pro
vetSinu pouziti vyhovuje polozka INJECT. Pro nastrik je nutné zadat pozici vzorku v zasobniku
a cislo zasobniku a objem nastrikovaného vzorku. DalSi moznosti nastriku jsou zobrazeny
kliknutim na tlacitko More>>. Zde muZzete navolit pozici vzorku pro Predip Needle. Tato
polozZka také slouzi k zavedeni 10 ul objemu, ktery oddeluje roztok vzorku a pufru. PoloZku
Extra Cleanup je mozné zvolit pro dalSi promyti jehly a IFC po nastriku vzorku. Tato moznost
se voli, jestlize nanasené roztoky maji vyrazne odliSné slozeni, jinak je promyvaci proces
soucasti bezné nanaseci procedury. Nastrik se zah4ji tlacitkem Start Injection. Nastrik muze
trvat nekolik minut. Zalezi na zvolenych podminkach nastriku. Systém automaticky
zaznamenava cas zadani nastriku i cas skutecného nastriknuti vzorku.

3.3.8 Zastaveni nastriku

Command:Stop Inject nebo toolbar Stop Inject zastavi aktualni nastrik. Zastavené nastriknuti
nelze obnovit. V otevreném dialogovém okne Ize nastavit, kam ma byt dopraven zbyvajici
nastrikovany roztok. Je mozné zadat do odpadni nadoby nebo do nekteré vialky v zasobniku
vzorku. Po odstraneni zbylého roztoku probehne promyti stejnym zpusobem, jako by byl
nastrik dokoncen.

3.3.9 Rucni nastrik

> Polozka MANUAL INJECT umoznuje kompletni kontrolu nastriku.

3.3.10 Uschovani analyzovaného vzorku

Tato volba slouzi k uschovani vzorku, napr. pro dalSi analyzu. Pred zahajenim nastriku vzorku,
ktery ma byt znovu ulozen je nutné navolit Wash with Recovery, jinak by doslo ke zredeni
shromazdovaného vzorku pufrem. Vychazejici vzorek je pak ulozen do nastavené pozice v
zasobniku vzorku. Nastaveni uschovani vzorku se provadi v dialogovém okne Injection
kliknutim na tlacitko More>>. V zobrazeném okne zatrhneme moznost Recovery, nastavime
objem a cilovou pozici vzorku v zasobniku vzorku. Dovoleny rozsah je 5 az 350 ul, s vysokou
presnosti 25 az 350 ul.

3.3.11 Shromazdovani frakci

Frakce roztoku vychazejiciho z IFC mohou byt shromazdovany okamzite po nastriku vzorku.
Pred zahajenim nastriku vzorku, ktery ma byt nasledovan sberem frakci je nutné navolit Wash
with Recovery, aby nedochazelo ke zredeni shromazdovaného vzorku pufrem. Sber frakci je
mozné nastavit v okne Injection kliknutim na tlacitko More>>. V okne se zadava objem jedné
frakce, pocet frakci a pozice prvni frakce v zasobniku vzorku. DalSi frakce jsou ukladany po
radcich do dalSich pozic v zasobniku. Kdyz dalSi pozice neni k dispozici, potom jsou dalSi
frakce svedeny do odpadu. Casové informace o sberu frakci jsou ukladany vcetne korekce,
ktera uvazuje nenulovy objem trubicek odvadejicich roztok z merici cely.



3.3.12 Promyti kapalinového systému

Systém dopravujici kapaliny v pristroji je bezne automaticky cisten podle potreby v
nasledujicich situacich:

o Po skonceni nakladani se vzorky (Inject, Transfer, Mix, Dilute)
e Trubicky IFC jsou promyty po kazdém nastriku
o Vystup pro sber frakci se promyje po kazdém sberu frakci (Recovery)

Prikaz Wash slouzi k dodatecnému promyti jehly a vystupu pro sber frakci (Recovery), jak Ize
nastavit v dialogovém okne Wash. K promyti se pouziva pufr nebo promyvaci roztok ulozeny
na zadané pozici v zasobniku frakci. Rucni promyti trubicek IFC se provadi prikazem Working
Tools:Flush.

3.3.13 Ulozeni senzorgramu

K ulozeni senzorgamu jako soubor BIACORE 3000 slouzi prikazy File:Save nebo File:Save
As. Defaultni pripona souboru je BLR. V pripade, Ze je zvolena funkce Autosave v
Tools:Preferences, potom je soubor ukladan prubezne v pravidelnych intervalech. K zadani
nazvu vytvareného souboru je uZivatel vyzvan po spusteni zaznamu senzorgramu. Prikaz
File:Export slouzi k uloZeni dat senzorgramu a ostatnich informaci souvisejicich s merenim do
formatu citelného jinymi programy. Vytvoreny soubor uklada data ve formatu s tabulatorovymi
oddelovaci, ktery Ize otevrit tabulkovym procesorem. Defaultni pripona tohoto typu souboru je
TXT. Ukladani a exportovani souboru Ize provést kdykoli v prubehu zaznamu senzorgramu
bez preruseni experimentu.

3.3.14 Zastaveni senzorgramu

Zaznam senzorgramu je mozné zastavit prikazem Sensorgram:Stop Sensorgram nebo
kliknutim na toolbar tlacitko Stop Sensorgram. Trubicky IFC jsou automaticky proplachnuty,
jestlize doSlo k nastriku vzorku nebo zastaveni toku. Po zastaveni senzorgramu jiz nelze
znovu obnovit jeho nahravani a dalSi zaznam je ulozen jako novy senzorgram. Dva
senzorgramy mohou byt spojeny s pouZzitim BlAevaluation software.

3.3.15 Pohotovostni zastaveni

Pro zastaveni merici procedury v libovolném case je mozné pouzit klavesovou kombinaci Ctrl-
Break nebo Ctrl-Pause. Dojde k okamzitému zastaveni probihajicich procesu, vcetne prutoku
kapaliny merici celou a zaznamu senzorgramu. Po zastaveni timto zpusobem je vhodné
provest promyti systému. Je-li to mozné, je vhodné se zastaveni Ctrl-Break vyhnout a radeji
pouzivat prikazy Stop Injection a Stop Sensorgram.

3.3.16 Vyjmuti senzorového cipu

Senzor muze byt v pristroji uloZzen nekolik dni, je vSak nutné, aby po jeho povrchu proudila
kapalina. Pro vyjmuti cipu se pouziva prikaz Command:Undock. NepokousSejte se cip vyjmout
jinym zpusobem. V beznych pripadech zaSkrtnete polozku Empty flow cells, ktera pred
vyjmutim cipu vyprazdni merici cely. Polozku ponechte neproskrtnutou jen v pripade, ze je
nutné povrch senzorového cipu ponechat vihky z duvodu specifickych vlastnosti ligandu.
Znecisteni optického systému kapalinou vSak nehrozi ani v tomto pripade. Jestlize zelena LED



kontrolniho cipu zacne preblikavat, je mozné odklopit senzorovy kryt na pristroji a vyjmout cip
ulozeny v plastovém pouzdre.

3.4 Ovladani pristroje pomoci metod

Pristroj BIACORE 3000 muze byt ovladan pomoci uzivatelem naprogramovanych metod.
Metoda muze obsahovat az 150 mericich cyklu. Kazdy cyklus zahrnuje zaznam senzorgramu
a jeho ulozeni. Postup rizeni BIACORE 3000 je popsan v této kapitole. Behem vykonavani
metody jsou dvirka automatického davkovace uzavrena. Jestlize je behem vykonavani metody
potreba dvirka otevirat, potom jsou prislusné instrukce metody uzavreny v bloku DEFINE
ALERT.

3.4.1 Vytvoreni metody

Pro vytvoreni nové metody se pouZziva prikaz File:New Method. Nize je uveden priklad
zakladni metody. Editor metod nemuze byt otevren, kdyz probiha zaznam senzorgramu.
define aprog practice flow 30 dilute r1a1 r1a2 r1a3 50 inject r1a3 25 end main flowcell 1 aprog
practice end Tato metoda pripravi na pozici ria3 200 ul smesi vzorku z r1a1 a r1a2 v pomeru
1:1 a 25 ul této smesi nastrikne do IFC (r1a3 = zasobnik 1 pozice a3). Vzorek proudi pres
merici celu 1 (flow cell 1). Rychlost toku kapaliny je 30 ul/min. Pro automatickou upravu
metody slouzi Edit:Adjust Method:Minutes. Tato volba upravi podobu zapisu metody. Klicova
slova jsou zapsana velkymi pismeny, jména parametru jsou malymi pismeny a bloky jsou
naznaceny odsazenim radku.

DEFINE APROG practice
FLOW 30

DILUTE r1a1 r1a2 r1a3 50
INJECT r1a3 25

END

MAIN

FLOWCELL 1

APROG practice

END

Volba Minutes doda do metody casové hodnoty uvadené v minutach. Tato volba v
uvedeném pripade nema smysl, protoze metoda neobsahuje Zadné casové informace.

3.4.2 Kontrola a ulozeni metody

Spravné zapsani metody je nutné. Syntakticka korektnost zapisu metody je kontrolovana pred
behem metody. Chybne zapsana metoda muze byt uloZena, ale nebude vykonana. Pred
behem metody je kontrolovana jen syntaxe zapisu, nikoli jeho vyznam. Je tedy nutné
kontrolovat, zda v uvedenych pozicich zasobniku vzorku jsou vzorky skutecne umisteny a
podobne. Kontrolu syntaxe Ize vyvolat prikazem Run:Prerun Method. Pro ulozeni metody
slouzi prikaz File:Save As. Defaultni pripona souboru je BLM.



3.4.3 Vykonani metody

Metoda se spusti prikazem Run:Run Method. Jestlize je aktivni okno editoru metod, potom je
vykonana metoda zapsana v tomto okne. Jestlize editovana metoda neni ulozena, potom je
uzivatel po zadani prikazu Run:Run Method vyzvan k jejimu ulozeni. Pred spustenim metody
je vhodné se presvedcit, zda vzorky v zasobniku odpovidaji pozicim zadanym v metode a typ
zasobniku odpovida zadanému typu (sekce 3.2.4). Po startu metody je okno editoru metod
skryto. Znovu je obnoveno po dobehnuti metody. Jestlize neni okno editoru aktivni pri zadani
prikazu Run:Run Method, potom je zobrazeno dialogové okno pro vyber predem uloZzené
metody. Po zadani metody a jejim spusteni je provedena syntakticka kontrola. Pripadné
nalezené chyby jsou zobrazeny v okne editoru metod. Po jejich oprave je nutné znovu zadat
Run:Run Method pro spusteni metody. Je-li aktivni funkce Autosave (Tools:Preferences), pak
je uzivatel pred kazdym spustenim metody dotazovan na nazev souboru, do kterého jsou po
dobehnuti metody ulozena namerena data. Jestlize v metode v bloku MAIN neni specifikovany
detekcni méd a merici cely, potom je k jejich zadani uzivatel vyzvan pred zacatkem
vykonavani metody. Na konci kazdého APROG dojde k vymyti jehly a prutok je nastaven na
10 ul/min. Merici cela je nastavena stejne jako pri spusteni cyklu APROG. Na konci kazdé
metody jsou vymyty trubicky IFC a potom je prutok nastaven na hodnotu 0. Konec metody je
oznamen zpravou Method Ready. Prikazem File:Save As se ulozi zaznamenana data.

3.4.4 Zastaveni metody

Vykonavani metody muze zastavit prikaz Run:Stop Method. K zastaveni dojde po vykonani
prave vykonavaného prikazu, obvykle se jedna o dokonceni aktualne provadeného APROG.
Po zastaveni metody je prutocny systém automaticky promyt. Okamzité zastaveni Ize vyvolat
prikazem Ctrl-Break (Ctrl-Pause).

3.5 Odstaveni mericiho systému

3.5.1 Odstaveni pristroje

Pres noc: Pristroj muze byt zapnuty pres noc s cipem ulozenym vevnitr a IFC naplnenym
pufrem. Je doporuceno nastavit prutok na 5 ul/min. To zajiStuje procedura Continue. Ujistete
se, ze v zasobniku je dostatek pufru. Jestlize se po delSi dobe stani muze pufr zacit srazet,
potom je nutné ho nahradit vodou. K tomu pouzijte nastroj Rinse, ktery v IFC vymeni
pouzivany pufr za vodu a potom navolte Continue. Continue muze byt pripojeno na konec
metody, takZze ke spusteni této metody dojde automaticky na konci metody. Az na pet dni: Pro
vypnuti pristroje az na pet dni slouzi prikaz Working Tools:Close. Dojde k promyti pristroje
roztokem umistenym v definované pozici v zasobniku vzorku. Doporucena je voda. Vice nez
pet dni: Pouziva se prikaz Working:Shutdown. Pro proceduru je potreba voda a 70% etanol.
Behem procesu sledujte pokyny na monitoru.

3.5.2 Vypnuti BIACORE 3000 Control Software

Pro vypnuti programu zvolte File:Exit nebo zavrete okno programu. Jestlize nebyl uloZen
aktualni senzorgram, potom je uzivatel k jeho ulozeni vyzvan. Program nelze ukoncit, jestlize
probiha zaznam senzorgramu. Jestlize vypinate program, kdyz je v pristroji vloZzen senzorovy
cip, potom se objevi okno dotazujici se na Shutdown pristroje. Volte yes pro Shutdown, no pro
ukonceni pristroje bez Shutdown pristroje nebo cancel pro navrat do programu.



3.6 Prace se senzorgramem

Okno senzorgramu zobrazuje aktualne zaznamenavany senzorgram nebo senzorgram z
uloZeného souboru. Pro nacteni senzorgramu ze souboru volte File:Open a vyberte si soubor.

3.6.1 Vyber senzorgramu

Cycle (cyklus) je definovany jako vysledek jednoho behu rucne rizeného nebo zadaného v
APROG metody. Manualni spusteni vytvari jen jeden cyklus, spoustenim pomoci metody Ize
generovat vice cyklu. Kazdy cyklus muze obsahovat jeden az ctyri senzorgramy. Dale muze
obsahovat dalsi krivky, napriklad krivku teploty, jejiz zaznam Ize zadat v metode. Vyber cyklu a
krivky provedeme nastroji Cycle a Curve v toolbar. Jestlize v okne senzorgramu je zobrazeno
vice krivek, potom je mozné prepnout mezi zobrazenim vSech krivek a zobrazenim jen
aktivnich pomoci prikazu View:Overlay.

3.6.2 Zoomovani

Pro zvetSeni casti senzorgramu pouzivejte mys. Drzte levé tlacitko mysi stisknuté a tahem
mysSi vyznacte zvetSovanou oblast. Pro navrat do puvodni velikosti volte prikaz View:Unzoom
nebo na okno dvakrat poklepejte levym tlacitkem mysi. Prikaz View:Zoom zobrazuje dialogovy
box pro fixni nastaveni meritka osy x a y. Volba Auto nastavi meritko tak, aby byla vyuzita cela
plocha senzorgramu. Volba Method nastavuje meritko podle zadani v provadené metode
(klicové slovo SCALE). Volba Manual umozni nastavit meritka os rucne. Dale je mozné
aktivovat logaritmické meritko os. Prikaz View:Adjust Scale nastavi meritka os tak, aby
senzorgram pokryl celou plochu okna bez ohledu na aktualni nastaveni.

3.6.3 Cteni souradnic

Pro cteni souradnic slouzi prikazy View:Reference Line a View:Baseline. Prikaz
View:Reference Line zobrazi vertikalni caru. Ve zvlastnim okne se zobrazuji hodnoty
pruseciku této cary s krivkou senzorgramu. Jestlize po vyberu polohy vertikalni cary zvolime
View:Baseline, potom se zobrazi zakladova cara. Jeji vySka je dana prusecikem vertikalni cary
a krivky senzorgramu. Hodnoty souradnice pruseciku vertikalni cary a krivky senzorgramu se
vztahuji k této zakladni care. Zobrazované souradnice jsou hodnoty v daném bodu
senzorgramu. Pro zobrazeni prumerné hodnoty z vice bodu pouZivejte report points (reportni
body).

3.6.4 Nastaveni report points (reportnich bodu)

Reportni body nahravaji hodnoty casu, odpovedi senzoru a dalSi parametry v urceném miste
senzorgramu. Pri vicekanalovém mereni muZze byt reportni bod nastaven pro kazdy kanal
zvlast nebo pro vSechny dohromady. Reportni body jsou zobrazovany ve zvlastnim okne.
Reportni body se pridavaji prikazem Edit:Add Report Point nebo pomoci tlacitka Report point
na toolbar. Nastaveni reportniho bodu se potom provede v otevreném dialogovém okne. V
okne se nastavuje cas reportniho bodu (Time), casovy interval, pres ktery se prumeruje
(Window), az tricet jedna pismenny identifikator (Id). Volba Baseline zajisti, aby se senzorova
odpoved merena v dalSich reportnich bodech vztahovala k tomuto bodu. Volba Apply to all
curves in window nastavi reportni bod pro vSechny senzorgramy zaznamenavané pri
vicekanalovém mereni. Pro zmenu nastaveni reportnich bodu dvakrat poklepejte na radek
tabulky zobrazujici reportni body. Zobrazi se prislusné dialogove okno.



3.6.5 Reportni body (report points) a znacky udalosti (event log markers)

Reportni body jsou znaceny jako x na krivce senzorgramu. Udalosti zaznamenavané v okne
udalosti (event log), napr. nastrik vzorku, jsou vyneseny na ose x jako trojuhelnicek. Zobrazeni
techto bodu se zapina a vypina prikazem View:Markers. Pro identifikaci zobrazenych znacek
zobrazte vertikalni referencni caru (View:Reference Line) a kliknete na prislusny radek v
tabulce referencnich bodu nebo tabulce udalosti (report point table or event log). Vertikalni
cara se nastavi na prislusnou znacku.

3.6.6 Okno udalosti (event loq)

Okno udalosti zaznamenava vSechny udalosti, které probehly behem experimentu.

3.6.7 Tisk senzorgramu

Pro tisk senzorgramu a pripojenych dat zadejte File:Print a v dialogovém okne zvolte polozky
pro tisk. Volba Fit To Page zajisti tisk kazdé polozky na samostatnou stranu papiru. Krivky
senzorgramu jsou vytisknuty tak jak jsou zobrazeny vcetne meritek a vyberu aktivnich krivek.
Zobrazeni krivek muze byt preneseno do jinych programu pomoci Edit:Copy Graph, ktery
zobrazeni ulozi do schranky Windows. UloZzené zobrazeni je pak mozné vlozit do jinych
aplikaci.

3.6.8 Vyhodnoceni namerenych dat

Volbou Tools:Evaluation ziskame pristup do nastroje BlAevaluation and BIAconcentration,
které slouzi k vyhodnoceni mereni. Tyto nastroje jsou popsany ve zvlastni knize BlAevaluation
Software Handbook. Pro vyhodnoceni dat Ize pouzit i radu jinych programu prostrednictvim
exportu dat do textového souboru (File:Export).

4 Metody BIACORE 3000

BIACORE 3000 muZze byt rizen z PC pomoci metod zapsanych v jazyce MDL (Method
Definition Language). Metody jsou zapisovany jako textové soubory. Pro jejich zaznamenani
Ize pouzit libovolny textovy editor, napr. Windows Notepad. Specialni editor pro psani metod je
soucasti BIACORE 3000 Control Software. Pro spravné provedeni metody je nutné pouzit
korektni syntaxi, proto je pred kazdym spustenim metody automaticky provedena syntakticka
kontrola. Postup psani metod je popsany v této kapitole.

4.1 Zaklady programovani metod

4.1.1 Syntaxe jazyka MDL

Prikazy v jazyce MDL se skladaji z klicovych slov a parametru. Klicova slova, napr. FLOW, Ize
zapisovat malymi i velkymi pismeny. Parametry prirazuji hodnotu ke klicovému slovu.
Napriklad zapis FLOW 30 znamena nastaveni prutoku 30 ul/min. K nekterym parametrum lze
priradit dalSi volbu, napr. FLOW 30 -f. Kazdy prikaz, tj. klicové slovo a parametr je nutné
zapsat na novy radek. Klicove slovo |ze oddelit libovolnym poctem bilych znaku, napr. mezer.

4.1.2 Konstanty a promenné




Parametry je mozné uvadet primo jako konstanty, napr. jako ciselné hodnoty (FLOW 30). Pro
vy$si flexibilitu zapisu je mozné pouzivat krome konstant také promenné, jejichZ hodnota se
muze behem vykonavani metody menit.

4.1.3 Komentare

K popisu zapsaného kodu slouzi takzvané komentare. Komentar je text, ktery zacina
znakem !. Text vpravo od vykricniku se pri vykonavani metody ignoruje. !Toto je komentar.

4.2 Bloky metod

Metody zapsané v jazyce MDL se skladaji z tzv. bloku. V MDL existuje pet typu bloku (DEFINE
ALERT, DEFINE APROG, DEFINE LOOP, DEFINE MESSAGE, MAIN). Kazdy blok je
zakoncen klicovym slovem END. VSechny prikazy musi byt zapsany v nejakém bloku. Blok
MAIN je obsazen v kazdé metode prave jednou. Ostatnich bloku muze byt zapsan libovolny
pocet. Ruzné bloky stejného typu jsou identifikovany podle jejich jména. Na poradi definice
bloku nezalezi.

4.3 Sestaveni metody
V této casti je popsano sestaveni jednoduchych metod v jazyce MDL.

4.3.1 Blok MAIN

Blok MAIN obsahuje sekvenci prikazu, které budou vykonany pri provadeni metody.
Konec bloku MAIN identifikuje slovo END. V bloku MAIN jsou nejcasteji volany APROG (viz
nize). Dale Ize napr. nastavit merici celu prikazem FLOWCELL pro nasledujici APROG.

MAIN
FLOWCELL 2
APROG immob
END

4.3.2 Blok DEFINE APROG

Blok DEFINE APROG obsahuje definici jednoho cyklu. Metoda muze obsahovat mnoho
techto bloku. Bloky se odliSuji pojmenovanim.

Jednoduchy priklad bloku definujiciho nastaveni prutoku na 20 ul/min a nastriknuti 20 ul
roztoku z pozice r2a1 (Kazdy blok DEFINE APROG musi zacinat nastavenim prutoku).

DEFINE APROG injection
FLOW 20

INJECT r2a1

END



APROG neni cela metoda. Pro vykonani musi byt v bloku MAIN uveden prikaz APROG
nasledovany jménem bloku DEFINE APROG.

MAIN
FLOWCELL 1
APROG injection
END

Cela metoda tedy vypada nasledovne:

DEFINE APROG injection
FLOW 20

INJECT r2a1

END

MAIN
FLOWCELL 1
APROG injection
END

Kazdy APROG zahajuje automatickou iniciacni sekvenci, ktera zahrnuje naplneni pumpy
pufru a zahaji nahravani senzorgramu. Metoda je automaticky zakoncena promytim
davkovaci jehly, trubicek IFC a provede se znovunastaveni IFC ventilu.

Blok MAIN muze spoustet vice bloku APROG a zaznamenat vice senzorgramu. Kazdy
blok APROG reprezentuje provedeny cyklus a podle zvoleného detekcniho médu obsahuje
jeden az ctyri senzorgramy.

V definici bloku DEFINE APROG je mozné definovat promenné. Definice se provadi
prikazem PARAM, ktery nasleduje ihned za klicovym slovem DEFINE APROG. Pri
vykonavani metody jsou promenné nahrazeny aktualnimi hodnotami, které jsou zadany v
bloku MAIN, poradi uvadeni hodnot promennych v bloku MAIN u jednotlivych prikazu
APROG odpovida poradi uvedenému v bloku DEFINE APROG. Jména promennych jsou
uvadena znakem %.

Napriklad niZze uvedena metoda nastrikne 20 ul vzorku z pozice r1a1 a potom 35 ul z
pozice r2as.

DEFINE APROG injection
PARAM %position %volume
FLOW 20



INJECT %position %volume
END

MAIN

FLOWCELL 1

APROG injection r1a1 20
APROG injection r2a5 35
END

V bloku DEFINE APROG je mozné uvadet cas vykonavani prikazu. Je také mozné
nastavit cas, ve kterém maji byt zaznamenavany reportni body (RPOINT). Casové udaje se
vztahuji k pocatku bloku DEFINE APROG nebo k nejakému prikazu uvnitr bloku, ktery je
oznaceny znakem *.

DEFINE APROG report

FLOW 20

*INJECT r1a1 10 ! misto, ke kterému se vztahuji casové udaje

30 RPOINT zaznam ! vytvori reportni bod 30 s po zahajeni nastriku
END

4.3.3 Blok DEFINE LOOP

Blok DEFINE LOORP slozi k definici opakovaného provadeni bloku APROG. Blok obsahuje
Klicové slovo LPARAM, které je nasledovano nazvy promennych. DalSi klicové slovo je
TIMES, které ma jako parametr pocet provedeni. Pod radkem TIMES nasleduje seznam
hodnot promennych definovanych za slovem LPARAM. Prislusny blok APROG se provede
tolikrat, kolik sad hodnot promennych je v bloku definovano krat pocet opakovani urcenych
klicovym slovem TIMES. Nasledujici metoda provede celkem ctyri nastriky vzorku.

DEFINE LOOP cycle
LPARAM %position %volume
TIMES 2
>r1a1 20
r2a5 35

END

DEFINE APROG injection
PARAM %position %volume
FLOW 20



INJECT %position %volume

END

MAIN

FLOWCELL 1

LOOP cycle STEP

APROG injection %position %volume
ENDLOOP

END



