Analizatory stabilno$ci chemicznej i termicznej biatek
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SUPR-CM

SUPR - CM produkowany przez Protein Stable jest
urzadzeniem umozliwiajagcym analize stabilnosci
biatek poprzez detekcje fluorescencji wewnetrznej,
w tym ztozonych, wielodomenowych biatek.

Wykorzystanie  tradycyjnych  technik  pomiaru
stabilnosci  biatek wigze sie z  pewnymi
ograniczeniami (drogie materiaty eksploatacyijne,
niska czuto$é, wptyw barwnikéw zewnetrznych,
ograniczona emisja dtugoscifali, dtugi czas pomiaru)
i moze przektadaé sie na wzrost kosztéw oraz
czasochtonno$¢ prowadzonych eksperymentdw,
a takze mniejsza rzetelno$¢ uzyskanych danych.
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Zjawisko fluorescencji wewnetrznej

Wewnetrzna fluorescencja biatek w roztworze
jest powszechnie mierzona w celu wykrycia zmian
w konformacji biatka, spowodowanych réznymi
warunkami. Tymi czynnikami moze byé pH,
substancje pomocnicze, temperatura, warunki prze-
chowywania itp.

Biatka moga fluoryzowaé bez dodawania barwnikéw,
jesli zawieraja odpowiednie aminokwasy
w wystarczajagco duzym stezeniu i sg wzbudzane
Swiattem ultrafioletowym o odpowiedniej dtugosci
fali. Za wewnetrzna fluorescencje biatek odpowie-
dzialne sa trzy reszty aminokwaséw aromatycznych
o taricuchach bocznych: fenyloalanina, tyrozyna
i tryptofan. Sposréd tych trzech reszt, ta ostatnia
odgrywa najwazniejsza role, poniewaz jej widma
wzbudzenia i emisji majg najdtuzsza dtugosé fali
(w poblizu zakresu UV) i najdtuzszy czas emisji. Cechy

Rozwigzaniem tych probleméw jest SUPR - CM, ktéry
umozliwia pomiar stabilnosci biatek przy nizszym
koszcie oraz krétszym czasie pozyskania danych przy
zachowaniu wysokiej czutosci.

Metody chemicznejdenaturacjido analizy stabilnosci
przeciwciat oferuja najwyzsza jako$é danych,
z doktadnymi parametrami Cm (punktu przegiecia)
i termodynamicznymi, niezbednymi do zrozumienia
procesu rozwijania biatek. Po szybkim uzyskaniu
danych, mozna wybraé, ktére z konstruktéw sa
najbardziej stabilne i prawdopodobnie beda mogty
by¢ wykorzystane do dalszego rozwoju i analizy.
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te upraszczaja pomiary fluorescencji tryptofanu
i pozwalajg na jego selektywne wykrywanie.

Wtasna fluorescencja biatek jest wywotywana
przez wzbudzenie biatka Swiattem ultrafioletowym
o dtugosci fali 280 nm i obserwacje przy dtugosci
fali okoto 350 nm. Jednak rzeczywista dtugos$é fali
emisji moze sie rézni¢ w zaleznosSci od polarnosci
$rodowiska zawierajgcego tryptofan. CzesSciowe
rozktadanie i agregacja prowadzg do zmian
w lokalnym $rodowisku tych reszt (np. ekspozycja
na rozpuszczalnik), co prowadzi m.in. do zmian
intensywnosci  fluorescencji i  maksymalizacji
emisji. Wewnetrzna fluorescencja biatek jest zwykle
spowodowana emisja fluorescencyjna tryptofanu po
wzbudzeniu Swiattem o dtugosci 280 nm. Mozna
ja wykorzysta¢ do obrazowania biatek zaréwno
w roztworze, jak i w strukturach komérkowych,
i krysztatach.




Zasada dziatania

Wiedza na temat stabilnosci biatek jest kluczowym
narzedziem w  biotechnologii i badaniach
molekularnych. SUPR - CM wykorzystuje zjawisko
wewnetrznej fluorescencji biatek i jej pomiaru
w nastepstwie denaturacji chemicznej. Prébki
nanosi sie na ptytki 96 lub 384 dotkowe, co jest
uniwersalnym rozwigzaniem kompatybilnym
z systemami do automatyzacji. Urzadzenie rejestruje
zmiany fluorescencji wewnetrznej w czasie.

kontrola stabilnosci
na ptytce

Denaturacja Termiczna

Wykorzystuje temperature do rozwijania biatek.

krzywa denaturacji termicznej
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Cechy urzadzenia:

«  Profilowanie temperatury topnienia
chemicznego generujace AG i analize Cm.

- Mierzony parametr - wewnetrzna fluorescencja
oferujgca szerokg kompatybilnosé z buforami
biologicznymi.

«  Wzbudzenie UV LED z detekcja
spektrometryczng pozwala uzyskaé rzetelne
wyniki.

+ Nie wymaga barwnikéw ani znacznikéw i oferuje
wyijatkowa jako$é i powtarzalnosé danych.

«  Szybki pomiar - zaledwie 2,5 minuty dla ptytki
384-dotkowej!

pomiar bezposrednio

Na skutek przeprowadzonego pomiaru otrzymujemy
dane obrazujgce zalezno$é¢ stezenia czynnika
denaturujgcego od frakcji rozfatdowanych biatek
oraz zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji od
dtugosci fali. Na podstawie uzyskanych danych
mozliwe jest iloSciowe okreslenie stabilno$ci
poprzez wyznaczenie swobodnej energii Gibbsa
(AG®) i punktu przegiecia (Cm).

tatwa analiza danych intuicyjna klasyfikacja
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Denaturacja Chemiczna

Wykorzystuje substancje chemiczne (GuHCL lub
mocznik) do rozwijania biatek.

krzywa denaturacji chemicznej
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« Umozliwia rozdzielanie ztozonych
wielodomenowych struktur oraz $ledzenie
przebiegu rozwijania biatek.

«  Szeroki zakres dynamiczny stezen prébek.

«  Bardzo niskie zapotrzebowanie na biatka
obecne w prébce.

«  Pomiar bezposrednio z ptytki, w ktérej prébki sa
przygotowywane.

- Elastyczne metody zapewniajg osiggniecie
warunkéw réwnowagi.

+ Nieograniczona analiza punktéw danych dla
najwyzszej rozdzielczosci.



SUPR - DSF

Instrument wykorzystuje technike wysokowydajnej
réznicowej fluorymetrii skaningowej. Aparat zostat
specjalnie zaprojektowany w celu przeprowadzania
doskonatych, wysokoprzepustowych badan
przesiewowych  stabilnosci  biatek  poprzez
skondensowanie przygotowania prébki, pomiaru
i analizy otrzymanych wynikébw w jednej
384-dotkowej mikroptytce. Minimalizowana jest
woéweczas liczba krokéw koniecznych do wykonania
eksperymentu, co zmniejsza wptyw operatora
i ryzyko btedu, a takze skraca catkowity czas.

Wykorzystujac precyzyjne komponenty optyczne
instrument zapewnia najwyzszg czuto$é, detekcje
wewnetrznej fluorescencji biatek i wykrywanie
petnego widma emisyjnego.

Zasada dziatania

Pomiar opiera sie na rejestracji fluorescencji
wewnetrznej badanego biatka. Jako promieniowanie
wzbudzajgce stosuje sie Swiatto LED w zakresie UV.
Bezposrednio na ptytce, skanowanej z szybkoscia
1 °C/min, odczytywana jest zmiana wewnetrznej
fluorescencji biatka podczas jego rozwijania.
Zmiany strukturalne biopolimeru wywotywane

Urzadzenie umozliwia wykonanie zaréwno
eksperymentéw z  narastaniem  termicznym,
jak i izotermiczng denaturacjg chemiczng, przy
jednoczesnym zmniejszeniu iloSci oraz kosztéw
wymaganych materiatéw eksploatacyjnych. Podczas
pomiaru wykrywana i rejestrowana jest emisja reszt
tryptofanu oraz tyrozyny, co w efekcie pozwala na
uzyskanie szereqgu informacji o badanym biatku, jak
temperatura topnienia czy zmiana entropii.

Wsréd wielu zalet aparatu wyréznia sie brak
konieczno$ci stosowania barwnikéw czy innych
znacznikéw fluorescencyjnych, a takze mozliwo$é
badania prébek o bardzo niskich stezeniach
i niewielkich objetosciach.

s3 narastaniem termicznym badZz izotermiczna
denaturacja, zaleznie od wykonywanego
eksperymentu. Na podstawie otrzymanych danych
mozna uzyskaé parametry charakteryzujace
stabilno$é biatek, jak temperatura topnienia, zmiana
energii swobodnej Gibbsa czy entalpii.
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Aplikacje

Farmacja
Biotechnologia
Biochemia

Enzymologia

= Inzynieria genetyczna
- Biologia molekularna
+ Inzynieria biatek

« Badania przesiewowe konstruktéw



Dlaczego warto wybra¢ SUPR - CM/DSF?

«  Komponenty charakteryzujgce sie znacznie wyzszym poziomem czutosci - umozliwiajace detekcje
fluorescencji wewnetrznej ,label - free”.

- Bardzo niski koszt analiz - aparat kompatybilny ze standardowymi ptytkami 96 (SUPR - CM) oraz 384
dotkowymi (SUPR - CM i DSF) oraz standardowymi foliami uszczelniajgcymi.

« Bardzo duza przepustowo$¢ analizowanych prébek.

- Oprogramowanie gratis - w cenie urzadzenia.

- Otrzymujemy informacje pochodzgca ze skanowania petnego zakresu (a nie tylko pojedynczych punktéw)
fluorescencji od 310 do 420 nm, w celu eliminacji ryzyka ,przesuniecia” widma emisji fluorescencji
wewnetrznej i przeoczenia tego zjawiska w przypadku jej wystapienia przy innej niz zaktadana dtugosci fali
(wptyw na to moze mie¢ nie tylko sama prébka ale tez stosowane bufory).

« Niska objeto$¢ wymagana do analiz - zalecane 10 pl, mozliwo$é zmniejszenia do 5 pl przy stezeniu nawet
0,1 mg/ml.
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SUPR - CM / DSF

Mierzone parametry Stabilnosé strukturalna biatka w nastepstwie chemicznej denaturacji
Barwniki lub znaczniki Nie sg wymagane (fluorescencja wewnetrzna)

Stezenie prébki 0d 0,015 mg/ml do >150 mg/ml

Format ptytki Mikroptytki 96 lub 384 - dotkowe

Predkosé¢ skanowania ptytki 96 dotkéw - 50s; 384 dotki - 2,5 min

Specyfikacja dtugosci fali fluorescencji Wzbudzenie: 280 nm, Emisja: 310 do 435 nm

Ilosé biatka na prébke 0,375 ug

Wymiary s y 375 x 420 x 265 mm

(szeroko$é, gtebokosé, wysokosé

Waga 13 kg

Zasilanie 100 - 240V, AC, 50 - 60 Hz, 120 W
Specyfikacja produktu SUPR - DSF

Stabilnosé strukturalna biatka w nastepstwie izotermicznej denaturacji

Mierzone parametry chemicznej lub narastania termicznego

Format ptytki 384-dotkowa mikroptytka (ptytka do PCR)
Barwniki lub znaczniki Nie s wymagane (fluorescencja wewnetrzna)
Objetosé prébki Zazwyczaj 10 - 30 pl

Stezenie prébki Minimum 0,1 mg/ml

Zakres temperatury 10 -105°C

Tempo rampy termicznej Zmienne; maksymalnie 1 °C/min

Typowy czas pracy 80 min / ptytka

Zrédto $wiatta Dioda LED

Dtugo$é fali wzbudzenia 280 nm

Rejestrowane dtugosci fali emisji 310 - 420 nm

Wymiary » » 420x520 x 350 mm

(szerokosé, gtebokosé, wysokosé)

Waga 35kg

Zasilanie 100 - 240V, AC, 50 - 60 Hz, 120 W
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