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Plan de I'ED

Interactions Moléculaires :
Qu’est-ce que c’est? Comment les mesurer?

Présentation de la PF
— Appareillages et Techniques
— Comparaison des informations

3 Techniques
— Technique ITC: principe et résultats
— Technique SPR: mise au point d’'un protocole expérimental

Exemples de projets
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Interactions Moléculaires: définition

{A+B$A-BJ

Récepteur
Interactant
Partenaire
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Interactions Moléculaires: définition

[ A + B = AB J ---=2>  A-B’

Récepteur Ligand
Interactant 1 Interactant 2 Complexe
Partenaire 1 Partenaire 2

¢ 6 ¢

Complémentarité de forme
de charges
de taille



Réactions Chimiques: définition

A + B =2 C + D

Réactifs Produits

0 ‘:J:
réaction H,0
CH, @ combustion ]
méthane
@
o{}: gaz carbonique

Liaisons covalentes:
Cohésion des atomes au sein des édifices moléculaires
Courte portée, forces de liaison/interaction plus fortes



Interactions Moléculaires: définition

A+Bk$ABJ

Ky

Récepteur Ligand Complexe moléculaire

‘D
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Interactions Moléculaires: définition
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Interactions Moléculaires: définition

A+ BéAB

Récepteur Ligand Complexe moléculaire

[A]éq % [B]éq * k{l — [A — B]éq *

1. Réversibilité

2. Equilibre

A—B
K [ ] — i K, a la dimension d’une concentration:
a [ ] [ ] Hd son unité est le molaire « M » ou mol/L.




Interactions Moléculaires: définition

A+Bk$ABJ

Ky

Récepteur Ligand Complexe moléculaire

‘D

Kdz




Interactions Moléculaires: définition

A+ B = AB J
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Interactions Moléculaires: définition

[A + B = AB J

d

Récepteur Ligand Complexe moléculaire

‘D

Ky dépend de la température T
la pression P
I’environnement (pH tampon, sels)

Kdz




Interactions Moléculaires: définition

d

[A + B = AB J

Récepteur Ligand Complexe moléculaire
D K; = 1 _ka_ Kogs
Ka ka kon
Ky dépend de la température T
la pression P
I’environnement (pH tampon)
s ¥
> RX vy
oo [T = e
. . . d 4 b 31‘
Plus I'interaction est forte, plus K, est petit. 2y |

Avidin Biotin conjugate Avidin-Biotin Complex



Les types d’interaction mises en jeu

Liaisons électrostatiques attractives ou répulsives
Charge/charge

— Charges (noyau , e-) Charge/dipdle

— Moment dipolaire

Dipole/dipole Kessom
Dipdle/dipdle induite Debye
Dipdle induit/dipdle instant. London

Forces attractives de van der Waals (courte portée)
Forces répulsives de Pauli

Liaisons hydrogene (cohésion phases solides/liq)

10fois — intense que liaison cowv.



La Boite a outils de la chimie supramoléculairel
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Pr M. Wais Hosseini, Université Louis Pasteur, Strasbourg



Les techniques d’interactions
moléculaires

In-cellulo In-vitro In-silico
1. In solution
2. On asurface

3 niveaux mais toutes les techniques sont complémentaires




Les techniques d’interactions
moléculaires

In-cellulo/vivo In-silico

Méthode du double-
hybride *biochimiques: Molecular dynamics
Elisa, Co-IP, WB
FRET/BRET Docking
(Co- *biophysiques:
immunolocalisation, ITC, DSC, TSA, AUC, Modelling
Duolink PLA probe) FIDA, SEC-MALS

SPR, BLI, QCM-D,
SwitchSense




Piﬂﬂ

PIM’s activity

» Thermal stability
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TSA  DSF DSC

» Oligomerization states
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> Interaction MST
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TECHNIQUE en SOLUTION: ITC



Technique ITC

Isothermal Titration Calorimetry

| Isothermal - T=constante

T Titration = Injection d’une substance dans une autre
C Calorimetry - Mesure de chaleur

 Quand 2 substances interagissent, soit elles absorbent
soit elles dégagent de la chaleur.

* Technique thermodynamique qui mesure directement la
chaleur dégagée ou absorbée durant une interaction
moléculaire.



Que mesure-t-on ?

Reference
Cell

+_+Jacket

L AT Feedback
» Sample Cell

* Physiquement, on mesure la capacité calorifique d’'une
interaction en fonction du temps.




Qu’est-ce que 'ITC ?

Pipelte

Plunger Screw |Dark Bluee)

Syringe (Lght Blue]

Sample Cell

[With Syringe] Ralerance Cel

Irryr Cuter Shield

Jackels

La réponse ITC est exprimée en unités de pcal/s. C’est I'énergie qu’il faut fournir
a la cellule échantilon pour revenir a la température de consigne de la cellule

de référence.



Principe de I'analyse ITC

-

O M

Molécule B

Récepteur A
(macromolécule)

Mesure en temps réel
Pas besoin de marqguer les molécules
Milieu complexe

Interaction en solution



Principe de I'analyse ITC

-

00

-10

Time (min)
0 10 20 30 40 50 G0

T0

Molécule B

0.0

pcal/sec
o
n
|

1.0 =

rrﬂrr‘fr

Raw Data

Récepteur A
(macromolécule)

Obtention d’une mesure brute



Les difféerentes étapes d’'une mesure ITC
4 )

1 seule étape (programmation) = la titration

1 mesure de référence = la dilution (contrble négatif)
\_ J

* Choix de la vitesse d’agitation
* Choix des concentrations des interactants A et B



Principe de I'analyse ITC

Vidéo Malvern: principe de la technique ITC

https://www.youtube.com/watch?v=0_|pWcWKNXI&t=6s


https://www.youtube.com/watch?v=o_IpWcWKNXI&t=6s

Analyse ITC — des facteurs a maitriser

-

O M

Molécule B

Récepteur A
(macromolécule)

4. Température d’analyse

3. Vitesse d’agitation

2. Milieu de I'analyse (identique)

1. Concentrations de A et B



L'instrument d’ITC

Station de lavage

Station de lavage _
automatique de la
automatique de la ,
seringue

cellule / Ve i injecti
mU ,J' Seringue d’injection
4 avec moteur

d’injection + agitateur

i ﬁp' 1 magnétique
= '; >) » . -—: 4
4\ Chargement
Enceinte échantillon
adiabatique
Cellule

Cellule de échantillon (S)

e Systeme Peltier
référence (R)

Ordinateur
de pilotage
et d’analyse




Expérience parfaite d’ITC

Time (min)
20 30 40 50 60

70

m

Raw Data

1T 1 17T

rw_

0 Beat-Fil Parameafers 2889809
- N=1,42 .
5 — K,=0.7410" M~ _
1| AH=-26.0 kealimole |

AS=-47.5 eu |
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| —eeftee Integrated Heats |

""'au . 1 I I l L] I L] I 1 I I I
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Enthalpogramme (isotherme) de bonne qualité

Sigmoide de Boltzman



Extraction des données ITC

ajout de ligand avec comme conséquence sa dilution

Time (min) dans la cellule de mesure.
0 30 60 90 12
I I ' | . : T T T | |
- O (A e g :
1 (
—r{ [ rM ﬂ ] Affinité
-2 - -
—_— Enthalpie
& =4 P |
$ 3.0 - {4 £
= -5 - -
S 1 G L
= 1 Point équivalent A Stoechiométrie
-8 - -
La chaleur dégagée diminue 1Y
60 - a chaque injection N 101 . | ' YI | |
‘l‘ 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Début de la titration Rapport Molaire

Toutes les molécules de ligand se fixent a la
protéine. La protéine n’est pas saturée.




Les informations obtenues par ITC

e Stoechiométrie d’interaction entre 2 molécules (n)
* Mesure de la constante d’association K,=1/K
e Mesure de I'enthalpie et de I'entropie de réaction AH , AS

AG = AH —TAS
AG = —RT * [nK,

Connaissance du profil thermodynamique complet de
I"interaction en 1 seule expérience: la comparaison des
facteurs enthalpique et entropique révelent les forces
mises en jeu lors de la formation du complexe et le
meécanisme d’interaction.



Les informations obtenues par ITC

Profils thermodynamiques

Behemie A Scheme B Sitweme
10
'.:I . AG
W Al
0
L] O =Tas
%]
£ s
m
)
=5
=10
=15
=21

FIGURE 1. Thermodynamic signatures for three different drugs binding to
same target. Scheme A: good hydrogen bonding and a conformational
change. Scheme B: binding dominated by hydrophobic interachons.
scheme C: Favorable hydrogen bonding and hydrophobic interactons.

AH

Forces de l'interaction:
Liaisons hydrogenes

Liaisons ioniques

Interactions de van der Waals

AS

Interactions hydrophobes
Déshydratation
Changement de conformation



Technique ITC

Avantages (+) Inconvénients (-)

— Mesure en temps réel — Volumes

— Pas de marquage — Présence d’alcool, DMSO
— Mesure en solution — pH a ajuster

— Masse du composé indifférente — Choix des concentrations

— 1 seule mesure
— Milieux complexes



N o™ Sox

" EDTA

L'EDTA réagit
quantitativement
avec les ions
Cat** présents
dans I'eau

Application 1: lon — Molécule chimique

Opération de maintenance

Chélation du Calcium par EDTA

kcal mol™ of injectant

-2,00

= EDTA150615_NDH
—— EDTA150615_Fit

0,00

LN LA B R L L BN B B L BN B B
-0,200 0204 060810121416 18202224

Molar Ratio

Data: EDTA150615 NDH
Model: OneSites
Chi"2/DoF = 937,5

N
K
AH
AS

1,04  +0,00297 Sites

5,31E5 +2,08E4 M™
-3296 +13,18 cal/mol
15,1 cal/mol/deg




Application 2: Sucre -Petite

Encapsulation de petite molécule dans 3-cyclodextrine

Molécule

Time (min)

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T
T

LN DL DAL I DL B B DL B B |

control

/mqr\ﬂqqmﬂﬂ( Tvvvvvey

titration T=25°C

15/07/2010
beataCD dans ADA (3)
10mM 0.5mM

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
control

Data: M11_NDH
Model: OneSites
Chi”2/DoF = 4.365
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Application 5: ADN-Dendrimeres

Chargement de siRNA dans dendriméres

Name Formula and Structure

0.
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M. Deriu et al, Nanoscale 2018,
vol.10, p.10952




Application 6: siRNA-Liposomes

Chargement en siRNA de liposomes
= formation de lipoplexes

HA-modified liposomes
HA-modified lipoplexes

« Cationic lipid DE T T T T LI T T T

* Helper lipid DOPE E E
¥ ¢ Hyaluronic acid (HA)-DOPE conjugate 1 ] .
v - o ] HA_-Ilposomes
] a ] Chi*2 = 4 950E6
40 o . N 0,0153 £5,31E-4 Sites
20 4 " g ] K 1,51E8 £6,16E7 M
] 'IED o ] aH -2,061E5 £1,22E4 cal/mol
04 SULERTEE . AS  -654 calmol/deg
< ] ]
Z -20 b
x
L 407 ]
[=) 1 :
‘?E -60 ] Non-modified liposomes
£ 1 ] Chi*2 = 1,229E7
o -80 ] . N 0,0155 +0,00131 Sites
£ 400 ] K 9,74E7 14,88E7 M”
] ] AH -2,052E5 +3,57E4 cal/mol
120 _ _ AS -652 cal/mol/deg
-140 4 o Non-modified liposomes 1
160 _ =  HA-liposomes _
-180 . ;

T. Nascimiento et al, Langmuir — T T T T T
000 001 002 003 004 005 006

2015, vol.32, p.1794 ) )
siRNA/DE molar ratio



Application 7: Sucre-Nanoparticules

Molécule CD ou CD-P — Metal-Oxide-Framework (MOF)

Time (min)

b 0 60 120

20 - g
s “.
= 10:4 .
q’ “
Ry : :
g 0 .: JULLJ —

Y—.—A—AWM !

€ f
T e ‘
£ .
S . . .
: "
§ 0 - Aunll ..
I
Q
~

0.0 0.5 1.0 1.5
V. Agostoni et al, Nature-Scientific Molar ratio (Cyclodextrin/Fe trimer)
Reports 2015, vol.5, p.7925



Application 8: Molécule-Nanoparticules

Ciblage de I'os (hydroxyapatite) avec NP polymeériques

a Time (min)
g?; . 0 60 120 180
L = 1 ' T ' ! ! T
L, g;?r i PGlu blocks
?’C,l” ’{"’).(“ > COO" groups 04 AN AR T e e e
a9 f’cg\ggg’g‘m Lo CDDP-COO" complexes ] | |: | 1
) 0_0 3G Sag . 22 | i
W Paga Hydroxyapatite (HAP) surfaces a 2 | | | | | | | | | [ [ 1] [ -
::,E |
g '
Methods The amphiphilic copolymer poly(y-benzyl-glutamate)- 3 1 ]
block-poly(glutamic acid) (PBLG-b-PGlu) was synthetised by ring -5 i
opening polyme.mz.atpn and nanoparticles were obtained by a | PBLG-b6-PGlu Np
simple nanoprecipitation method. Nanoparticles were character-
-8- PBLG-bnz Np -

ized in terms of cisplatin interaction, assodation, and release as
well as interaction with hydroxyapatite and their cytoxicity was T T T T T
studied in three prostate cancer cell lines. 0- UL L LE LI L LD b Lt |

e’ L |
E 5. -...-IIIIII |
Q | "
& -10- aee -
. ]
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L. De Miguel et al, Paharmaceutical Molar ratio [CDDP]/[polymer]

Research 2015, vol.32, p.1794



i | L
P Evaluation des constantes cinétiques par SPR ou BLI

‘ Association: rapidité avec la quelle les
k molécules interagissent = k,, (M-1s?)
on

L+ R == LR Dissociation: rapidité avec la quelle les
koff complexes se dissocient= K (S?)
o %0 _
woy . wdw 2 oy
S [
D
51.5 l
n: - -
— o Equilibre
— g
: off
v
kon
_ Dissociation
Association

Time (s)

45



Kinetic constants assessment

Response

With the same K value, kinetics can be different !l K, =

Kon (M 574)

koff (S-l)

Time

46



Kinetic constants assessment

Response

With the same K value, kinetics can be different !l K, =

Kp = 100 nM (107 M)

Kon (M 574)

koff (S-l)

Time

47



Kinetic constants assessment

Response

With the same K value, kinetics can be different !l K, =

Kp = 100 nM (107 M)

kon (M_l S_l) koff (S-l)
10° 102
104 103
103 104
102 105

Time

48



im
P Kinetics in interaction characterization = surface techniques

% OctetRed96e (Fortebio - Sartorius)

= Bio-Layer Interferometry (BLI)
In wells (no fluidics)

=>» Affinity constant K,
=» Kinetic constants : k,,, and K

1 health® 0 @
Un monde, une seule santé

3k ilegeFrance

* Biacore T100 (Cytiva)
= Surface Plasmon Resonance (SPR)
In flow (cartridge)

=>» Affinity constant K,
=>» Kinetic constants : k,,, and K

unlver5|te FACULTS DE

Ingén

|[PSIT s pARIS-SACLAY | PHARMACIE



TECHNIQUE de SURFACE (1): SPR



Qu’est-ce que la SPR ?

rayon incident

e Quand la lumiere passe d’'un milieu a un
autre, ayant chacun un indice de réfraction,

elle est déviée selon la loi de Snell-
Descartes:

ny sin(f1) = ng sin(6s)

* Lorsque l'on atteint un angle « critique », |la -
lumiere est totalement reflechie. <

6, = Arcsin (&] n >n, Reflection
nl




Pour avoir la SPR ?

Reflected

Réflexion totale Incident f
light light

Fine couche de métal pour avoir résonance SPR angle

Onde évanescente de distance de TN
propagation A

Sensor chip{ glalzsl slide :
. o, 7 ol layer < il \._
La mesure de la chute d’intensité Al du / \ X

s "-\ | S

. /7 ’ . \ / \
faisceau réfléchi correspond a une mesure Flowcel \
de lI'angle de résonance AB

AB en fonction de An du milieu biologique
gu’il y ait ou non des molécules Reflected light

infansity

AB en fonction du temps est une mesure en
continu de I'interaction sans marquage

SPR :Iangla Angle of reflection



Que mesure-t-on ?

A Intensity

* Physiquement, on mesure le déplacement du minimum de
réflexion.



Que mesure-t-on ? Quelle unité?

Optical
detection

Light- unit
source

Polarised

'y

Intensity

|€—»|

Angle

light o
> ‘
|

Prism

A Resonance
Signal
sensor chip witn | .
gold film ! Time

Sensorgram
Flow channel

La réponse SPR est exprimée en unités de résonance (RU). 1 RU = 10",

Pour la plupart des protéines, cela correspond a des changements de

concentration de I'ordre de 1000RU = 1ng/mm?

- densité surfacique massique de molecules (QUANTITATIF)



Principe de I'analyse SPR

Récepteur

i

Puce



Principe de I'analyse SPR

Molécule d’intérét
en circulation

—

Récepteur

i

Puce




Principe de |I'analyse SPR

Molécule d’intérét
en circulation

) Pas besoin de marquer les molecules

Milieu complexe

Mesure en temps réel

Technique de surface
Récepteur

i

Puce




Principe de I'analyse SPR

Molécule
d’intéret Resonance

Signal (KRU) )
en 9 Y
circulation

Récepteur

i | ! 1

Puce

Obtention d’un sensorgramme



Les différentes étapes d’'une mesure SPR
4 — = )

Immobilisation ou Capture b =

-




Les différentes étapes d’'une mesure SPR

-

\

Immobilisation ou Capture

\_

[Association

Etat stationnaire
Dissociation




Les différentes étapes d’'une mesure SPR

-

\

Immobilisation ou Capture

\

[Association

Etat stationnaire
Dissociation

\.

Régénération




Principe de |I'analyse SPR

Vidéo Cytiva: principe de la SPR

https://www.youtube.com/watch?v=nkcC9BLmIrA


https://www.youtube.com/watch?v=o8d46ueAwXI&feature=youtu.be

Analyse SPR — des facteurs a maitriser

4. Connaissance des échantillons
Molécule d’intérét (Sensibilité des molécules, masse

en circulation molaire, concentration,...)

— 3. Milieu de I'lanalyse = tampon

Récepteur 2. Taille des molécules et
nature de l'interaction

///////////////////////////////////////// 1. Chimie de couplage,

Puce orientation, intégrité du
récepteur

0. Température



L'instrument de SPR

Aiguille pour
prélevement des

Optique et
échantillons Cartouche
Microfluidique
Seringue et
pompes — Puce
pour flux

Tampon g — Poubelle
de ; /

course
Eau pour rincer le

systeme fluidique

Echantillons et réactifs

m Ordinateur dans rack controlé en
i température

v de pilotage

et d’analyse



Expérience parfaite de SPR

low ligand amount
‘ curvature in association

. ligand is saturating
) .
x 304 ‘ . smaIIIEI jumps
i no SpIKes . . i
% e S decay in dissociation cat
5 1 replicate curves
2 4=
£ 201 <
% —e
4
104
|

S
Iwide concentration range
T

T r ] T T T
200 400 600 800

stable baseline 0 T

Time (s)

Sensorgrammes de bonne qualité



Les information obtenues par SPR

Spécificité d’'une interaction entre 2 molécules (réponse
oui/non = screening)

Mesurer les vitesses d’association k,, et de dissociation k
Mesurer la constante d'affinite Ky

Indirectement, mesurer la concentration effective d’un des
interactants, apres établissement d’une courbe de calibrage
ou non (CFCA)



Technique SPR

Avantages (+) Inconvénients (-)

— Mesure en temps réel — 1 interactant immobilisé

— Pas de marquage — Flux permanent: transfert de
— Petits volumes masse

— Faibles concentrations — Profondeur de détection

— Echantillons colorés (300nm)

— Multiplexage sur puce — Pureté de I'échantillon

— Large gamme de puces — Choix du modele cinétique en
(possibilité de développement a fonction de la connaissance
facon) de ses échantillons

— Controble de la température
—Masse du composé a détecter
(100Da)



Application 3: Peptide AB, ,,-Petite Moléecule

Peptide AB1-42 — Molécules chimiques thérapeutiques

Adjuchsd GaNGoNgIRAM
Fod-1ocar _ BB guil)

-
—
i E

Diverse AR monomer
structures

Pt prorm 16 = bep alea]
I
B
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Application 3: Peptide AB, ,,-Petite Molécule

Peptide AB1-42 — Molécules chimiques thérapeutiques
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KD (M) Rmax (RU) offset (RU) Chi? (RU?)
1,583E-4 30,00 -0,8031 0,457
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J. Kaffy et al, J. Medicinal Chemistry 2016, vol.59, p.2025



Application 4: Protéine-Protéine
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Fig.4. Real-time analysis of the interaction of antibody fragments with biotinylated
Protein L captured on a SA sensorchip. (A) Manual run in which periplasmic extracts
containing scFv 3J24 (1) and scFv 3]24-P8 (2) were injected. (B) Injection of
increasing amounts of purified scFv 3]24-P8.



Application 6: Protéine-Lipoplexes
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Récepteur CD44 — Lipoplexes fonctionnalisés HA
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TECHNIQUE de SURFACE(2): BLI



Que mesure-t-on ?

Ak
BLI signal —
processing o8t i

-

Biocompatible
surface

light

zlll Incident
‘ \!| white
T__,J

Relative Intensity
o
[=2]

o
iy

Bound
molecule 0.2

Optical layer
BLI bi Biocompatible
! iosensor i,
tip surface l | I I
@]

Unbound molecules

Wavelength (nm)

Immobilized have no effect
molecules
FIGURE 3: BLlis an optical analytical technique that analyzes the interference pattern of white light reflected from
FIGURE 2: A Dip and Read biosensor, illustrating the two optical interfaces two surfaces. Changes in the number of molecules bound to the biosensor causes a shift in the interference pattern
at the biosensor tip: the internal reference layer (optical layer) and the sur- that is measured in real time.

face biocompatible matrix on which ligand molecules are immobilized.

[ 4 \

* Physiguement, on mesure un décalage de spectre(AA) relié a la
variation d’épaisseur au bout du sensor en nm.

— densité surfacique de molécules ( QUALITATIF)



Design d’'une expérience

1) Plaque sensors 2) Plaque échantillons

[5% File View Experiment Instrument Window Help
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Principe de I'analyse BLI
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Principe de I'analyse BLI

Vidéo Sartorius: principe de la BLI

https://www.youtube.com/watch?v=LAuzx4HaBgY&list=PL7wUdfVIXkoBd81rhvl_pZA
CTeaQaEUB2&index=1


https://www.youtube.com/watch?v=o8d46ueAwXI&feature=youtu.be

L'instrument de BLI

8
Spectrophotometres
sur robotique

Plaque
sensors

Plaques échantillons

m Ordinateur dans rack controlé en
i température

v de pilotage

et d’analyse




Binding (nm)

Expérience parfaite de BLI
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FIGURE 5: A typical binding kinetics experiment
using Streptavidin biosensors. A) After an initial
baseline step in buffer, biosensors are dipped into
solution with biotinylated ligand. In this example,
ligand molecule is an antibody. A second baseline
step is performed followed by association and dis-
sodiation of analyte molecule in sclution. B) A raw
data sensorgram showing real-time data acquisition
for each step of a kinetic assay.



Les information obtenues par BLI

Spécificité d’'une interaction entre 2 molécules (réponse
oui/non = screening)

Mesurer les vitesses d’association k,, et de dissociation k
Mesurer la constante d'affinite Ky



Example : DciA and DnaC loaders on DnaB helicase by BLI

In Vibrio cholerae In Escherichia coli
VcDnaBge VeDciAg EcDnaBgeEcDnaCy
B Free 5' )
3 g
5 _) -
PR
; +
translocation 20 VcDnaB + VcDciA 20 EcDnaB EcDnaC
g VcDciA E, EcDnaC
£ 15 (nM) £ 15 (nM)
< =
2 200 2 200
Q Q 100
s 05 16.7 $ o0s
g 0 g 16.7
0
0.0 00
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
time (s) time (s)
T T
association dissociation phase association dissociation phase
phase buffer phase buffer
proteins proteins

Biotinylated oligonucleotide (50 nt) are immobilized onto the surface of a streptavidin (SA)-coated probe by its 3’ extremity
Association was performed with the indicated helicase at a concentration of 100 nM during 300s in a buffer solution containing ATP and

MgCl,. Dissociation was assessed in the same buffer for 600s. Increasing loader concentrations (from 0 to 200 nM in subunits, in blue to red)
were analyzed. 30
Marsin, S., et al. (2021). Nucleic Acids Research



Pl (M Comparison of interaction techniques

BLI SPR ITC MST FIDA

Kp value Indirect K, Direct Indirect
K range low medium medium low-high
Kinetic constants YES (kg Kof) Qualitative No
AH, AS, AG Difficult to obtain YES NO

200puL/well Volumes 350uL in cell @ 4L(llz-éﬁﬁﬂpfl|lliry 50uL/mix

(10-50pg/mL for according to 30uM (10KD) (10nM indicator

Sample Volume immo, sample contact time & 80pL in syringe partner + +

dilution series

around KD value) flow @300uM (100KD) 0-20*KD analyte)

from 20*Kp)
Time 30min 1h30 1h-2h 30min 1h
Cost 8€/sensors 180€/chip 0,3-1,6€/cap | 110-250€/cap
maintenance maintenance maintenance
DMSO Possible 5% Difficult (n) Difficult (c,) Possible
Dvpt Capture/lmmo Capture/lm.mo Concentrations Labelling Label!lng
Regeneration Regeneration Coating

. e Immobilization : i .
Origin of errors Immobilization Concentrations | Stickiness Stickiness
Mass transfer




Démarche qualité

* Bonne caractérisation du matériel de départ
(caractérisation biophysique et biochimique des
protéines ou autres produits utilisés)

* Vérification réguliere de 'lappareil, maintenance
hebdomadaire + fournisseur ISO 9001 (NFX 50-900)

* Suivi/Tracabilité des numéros de lot des puces, des
réactifs, des produits utilisés
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"= o  CONCLUSIONS

< T ] —
{28
v -
e Toujours caractériser ses échantillons (méme
commerciaux) pour améliorer la qualité des

experiences

e Utiliser des techniques complémentaires pour
consolider/tester son hypothese

* Bien choisir son modele d’ajustement en
fonction de ses échantillons et son hypothese



