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PEAQ-ITC em acao - Principais aplicacoes

Amplamente utilizado em ciéncias da vida e descoberta de medicamentos

versatilidade comprovada

Milhares de citagdes em bases de dados de referéncia
ilustram as diversas aplicacdes dos sistemas PEAQ-
ITC (Tecnologia MicroCal) da Malvern Panalytical. Eles
sdo usados para determinar a afinidade de ligagéo e
as propriedades termodinamicas de qualquer alteragédo
biomolecular que possa influenciar o reconhecimento
entre parceiros de ligagao.

Quando combinados com informagdes estruturais, os
dados do PEAQ-ITC fornecem insights mais profundos
sobre as relagdes estrutura-fungao e os mecanismos de
ligagao.

Embora os exemplos a seguir fornegam apenas uma
parte destas possibilidades, vocé pode encontrar
diversas informagdes detalhadas sobre aplicagbes em:
www.malvernpanalytical.com

Com a calorimetria de titulagao isotérmica
vocé pode:

« Verificar atividade do alvo antes da triagem.

o Descobrir a afinidade e sitios de
ligagdo, entalpia e entropia.

» Obter uma compreensao mais profunda
dos mecanismos de ligagdo para
qualquer interagao biomolecular.

Otimizando a cinética enzimatica

Os métodos tradicionais, como o ensaio
bioquimico com medigdes finais por HPLC,
eram complicados e propensos a erros
sistematicos. Baumann e colaboradores

desenvolveram um sistema para medir
a cinética da xilanase com PEAQ-ITC. O
método ITC também apresentou maior
sensibilidade e utilizou menos material.

Poder preditivo e produtividade na descoberta
de farmacos baseada em fragmentos

Usados na fase inicial da descoberta de
farmacos para o tratamento de tumores
resistentes a medicamentos. Dados do
um PEAQ-ITC automatizado foram usados
para validar resultados de uma triagem
primaria e para classificar com preciséo

Dimerizacao de uma chaperona induzida por zinco

as afinidades dos fragmentos de modo
que apenas os ligantes mais fortes foram
selecionados para tentativas de co-
cristalizagédo e planejamento de farmacos
baseado na estrutura.

UreG é uma chaperona molecular que ativa
a urease ao entregar dois fons de niquel.
Evidéncias conflitantes sugerem que a
UreG pode existir como monémero ou
como dimero.

Como a UreG néo é estruturada em
solugdo, Zambeli e colegas usaram o

ITC para entender o papel das regides
desordenadas da UreG, da Helicobacter.
As medidas de estequiometria do ITC
indicaram que a UreG poderia existir em
qualquer forma, dependendo da espécie
do ion metalico.

Caracterizando interagdes biomoleculares para:

» Confirmar ligagdo e atividade

« Determinar parametros estequiométricos e termodinadmicos

o Estudar relagdes de estrutura-atividade

Estudar a interacao de quaisquer duas biomoléculas, incluindo:

» Proteinas, dcidos nucléicos, lipidios, farmacos e inibidores

Descoberta de farmacos para:
« |dentificagéo e validacdo do alvo

» Geracgdo, otimizagdo e P&D de processo para preparagéo do prototipo

* Mecanismo de agao



Meca varios parametros de ligacao
em um unico experimento

Microcalorimetria de titulagcao isotérmica

A microcalorimetria de titulag&o isotérmica (ITC) é uma ligagdo, estequiometria e termodindmica em um Unico
ferramenta essencial na descoberta de farmacos e no experimento. Eles fornecem informagdes abrangentes
estudo da regulacdo da interagéo de proteinas. Tendo para estudar uma ampla variedade de interagdes

sido desenvolvidos especificamente para atender as biomoleculares.

necessidades dos cientistas que trabalham nessas

areas, os calorimetros PEAQ-ITC da Malvern Panalytical
oferecem desempenho excepcional e dados de excelente
qualidade necessarios nessas areas de aplicagao.

Oferecendo alta sensibilidade, uma ampla faixa de
afinidade, consumo reduzido de amostras e opgoes
para maior rendimento com automacgao independente,
0s microcalorimetros PEAQ-ITC atendem totalmente aos

Os sistemas PEAQ-ITC (Tecnologia MicroCal) medem exigentes requisitos dos laboratérios de pesquisa atuais.
diretamente o calor liberado ou absorvido durante Eles também fornecem a seguranga associada a um

um evento de ligagdo biomolecular. O resultado é portfélio de produtos baseado nos mais de 40 anos de
uma medigao direta e sem marcacgao da afinidade de experiéncia da MicroCal em microcalorimetria.

Isto é apoiado por dezenas de milhares de artigos cientificos que confirmam o valor destas tecnologias na investigagéo e
desenvolvimento.

Principais beneficios dos sistemas
Ui ITC da Malvern Panalytical

;E— - [} b Todos os calorimetros de titulagdo isotérmica
T I PEAQ-ITC permitem a medigdo direta e sem
? i marcagao em solugao da medi¢ao do calor
— o=y P i 1 - de reagdo e termodinamica em um unico
i - T 5 experimento, permitindo a determinagéo precisa
Eu‘ﬁ : f [} de constantes de ligag&o (K,), estequiometria de
e > reacdo (N), entalpia (AH) e entropia (AS).
Isto fornece um perfil termodindmico completo
I I da interagdo molecular. O ITC vai além das
) " J afinidades de ligagdo e pode elucidar os
' B mecanismos subjacentes as interagoes
){mnn- PEAG-IT moleculares.

Uma variedade de sistemas para atender as suas necessidades.

PEAQ-ITC oferece sensibilidade excepcional e dados de alta qualidade com baixo consumo de amostra. Fluxos de trabalho
guiados de facil utilizagdo com videos de ajuda incorporados proporcionam a qualquer nivel de usuario a capacidade de
gerar dados de alta qualidade.

O PEAQ-ITC Automated combina a alta sensibilidade do PEAQ-ITC com a automagé&o das analises para atender as
necessidades de produtividade de laboratérios com alta demanda para pesquisa e descoberta de farmacos.

Modelo

PEAQ-ITC Automatizado
PEAQ-ITC

Volume

de amostra

370 pL
280 L

Tamanho da cela
de amostra

200 pL
200 L

Operacao

Totalmente automatizado

Manual

Rendimento

Até 42 por 24 h (SIM)

8 a 12 por 8 horas
por dia



Introducao a microcalorimetria
de titulacao isotérmica

A microcalorimetria de titulag&o isotérmica (ITC) mede a
afinidade de ligagao e a termodinamica das interagdes
biomoleculares, ajudando a compreender por que ocorrem
as interagdes. A técnica € baseada na medic¢do do calor
liberado ou absorvido quando complexos sao formados
entre moléculas. Ele tem a vantagem de determinar todos
0s parametros de ligagdo em um Unico experimento em

Os beneficios do ITC

» Andlise sem marcagao garante a analise de
biomoléculas inalteradas em seu estado nativo,
proporcionando um retrato real do comportamento

» Ampla faixa de analise — a medigao de moléculas
em solugao preserva a relevancia biolégica e a
sensibilidade da técnica acomoda uma ampla gama de
afinidades

Teoria em pratica

Como eles funcionam?

Referéncia  Amostra

AT

DP

AT~0 |Aquecedor principal da cela

DP - Diferenga de potencial
AT - Diferenga de Temperatura

Nogodes basicas do experimento ITC

Técnica universal baseada na
deteccgao de calor

pcal s

kcal mol™ of injectant

0 05 10 15 20
Time > Molar ratio

solugdo, sem marcacgao incluindo afinidade de ligagao
(Kp), estequiometria de reagdo (N), entalpia (AH) e entropia
(AS). Isto revela dados termodinamicos, as forgas que
impulsionam a formagao de um complexo permitindo

que a fungdo e 0 mecanismo sejam descritos em termos

moleculares.

« Dados ricos em informagdes: todos os parametros
relevantes — afinidade, estequiometria, entalpia e
entropia — sé&o medidos em um Unico experimento

» Facilidade de uso - resultados rapidos com preparo
minimo de amostra sem marcagao sem imobilizagdo do
ligante e sem limitagdes de massa molecular

+ Ampla gama de aplicagdes — as medigbes podem ser
feitas sob uma grande variedade de condigdes de

solventes e tampdes

O DP é um diferencial de poténcia medido
entre as celas de referéncia e de amostra para
manter uma temperatura zero entre as celas

I Aquecedor de calibragdo da referéncia
] Aquecedor de calibragdo da amostra

Aintegragdo dos
calores é usada para
extrair afinidade (K,),
estequiometria (N) e
entalpia de ligagéo
(AH) usando modelo
de ligagdo apropriado

Microcalorimetros de titulagdo isotérmica
medem a mudanga de calor que ocorre
quando duas moléculas interagem. O calor

€ liberado ou absorvido como resultado da
redistribuicao e formagao de ligagdes nédo
covalentes quando as moléculas em interagdo
passam do estado livre para o estado ligado.

O ITC monitora essas mudangas de calor
medindo a diferenga de potencial aplicada

aos aquecedores das celas necessdria para
manter diferenga de temperatura zero entre as
celas de referéncia e de amostra a medida que
o ligante e receptor sdo misturados.

A cela de referéncia geralmente contém
4gua, enquanto a de amostra contém uma
das moléculas de ligagéo (a amostra, muitas
vezes, mas Nao necessariamente uma
macromolécula) e uma seringa de agitagao
que contém a outra molécula de ligagdo (o
ligante).

O ligante ¢é injetado na cela da amostra,
normalmente em aliquotas de 0,5 a 2 L, até
que a concentragao do ligante seja duas a trés
vezes maior que a da amostra. Cada inje¢ao
de ligante resulta em um pulso de calor que é
integrado em relag@o ao tempo e normalizado
para concentragao para gerar uma curva

de titulaga@o de kcal/mol vs propor¢do molar
(ligante/amostra). A isoterma resultante
ajustada a um modelo de ligagao para gerar

a afinidade (K;), a estequiometria (N) e a
entalpia de interagdo (AH).

O poderdo ITC

A calorimetria de titulagdo isotérmica determina as propriedades termodindmicas que informam por que ocorrem as
interacdes. Os dados termodinamicos revelam as for¢as que impulsionam a formagao do complexo para descrever a

fungdo e o mecanismo no ambito molecular.
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A. O ITC determina propriedades termodinamicas,
incluindo: a estequiometria da interagdo (N), a
constante de afinidade (K,), mudanga na entalpia (AH).

O que vocé tera com os sistemas PEAQ-ITC

Preparagao minima, resultados maximos, alta
produtividade

» Todos os parametros de ligagao (afinidade,
estequiometria, entalpia e entropia) em um Unico
experimento

* Mede constantes de dissocia¢cédo de submilimolar a
picomolar (1072 a 1072 M) usando técnicas de ligagao
direta ou competitiva

» Sensibilidade e qualidade de dados excepcionais
proporcionam confianga nos resultados

» Realiza Investigagdo em solugéo e livre de
marcagaode qualquer interagdo biomolecular usando
apenas 10 ug de proteina
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B. Sdo mostrados graficos de assinatura termodinamica

de trés interagdes que possuem a mesma energia de
ligagdo (AG).

A energia de ligagéo esta relacionada a afinidade.

A afinidade de ligagdo é uma fungdo combinada da
entalpia de ligagéo (AH) e da entropia de ligagédo
(AS). A entalpia de ligagdo reflete a forga da interagdo
devido a formacgéo de ligagdes de hidrogénio e as
interagdes de van der Waals. A entropia de ligagdo é
uma combinagdo da mudanga na entropia causada
pela dessolvatagao e cargas conformacionais apos a
formagado do complexo.

» Obtenha os primeiros resultados rapidamente, sem

necessidade de desenvolvimento de ensaio

o Cela em formato de moeda otimiza a mistura de

amostras

» Hastelloy ndo reativo para resisténcia quimica e

compatibilidade com amostras biolégicas

» Compativel com solventes ndo aquosos

» Automatize para obter a mais alta produtividade



Visao geral da linha PEAQ-ITC

PEAQ-ITC

PEAQ-ITC (Tecnologia MicroCal) foi projetado para
facilidade de uso e sensibilidade excepcional. A ampla
faixa de afinidade permite a andlise de ligantes de
afinidade fraca a alta, com excelente reprodutibilidade.
O software de analise PEAQ-ITC oferece simulagédo

de projeto de experimento, avaliacao em lote de
grandes conjuntos de dados, avaliagdo automatizada
da qualidade dos dados e uma interface de usuario
simplificada que orienta o usuario até os nimeros finais
e graficos de qualidade de apresentagdo de forma rapida
e facil. O PEAQ-ITC é uma ferramenta essencial para
qualquer laboratério de pesquisa que estude interagdes
biomoleculares onde alta sensibilidade e resultados
répidos sdo fundamentais.

Caracteristicas:

« Fluxos de trabalho guiados e faceis de usar com
tutoriais em video incorporados oferecem a qualquer
nivel de usudrio a capacidade de gerar dados de alta
qualidade

Alto sinal-ruido proporciona mais confianga no acesso
a qualidade dos dados e a relevancia da afinidade
gerada e dos parametros termodinamicos

« Alavagem automatizada com detergente da cela de
amostra e da seringa de titulagdo auxilia na produgao
de dados reproduziveis de alta qualidade

Analisa todos os parametros de ligagao (afinidade,
estequiometria, entalpia, entropia) em um uUnico
experimento

e Obtengdo rapida do primeiro resultado com
desenvolvimento minimo do ensaio e sem rotulagem

» Sensivel o suficiente para investigar a interagdo
biomolecular usando apenas 10 pg de proteina

» Mede diretamente afinidades de submilimolar a
nanomolar

» Mede constantes de dissociagdo nanomolar a
picomolar usando ligagdo competitiva (10 a 10712 M)

Software de analise PEAQ-ITC

o Abra varios experimentos em uma Unica sessao

« Modelos de adaptagdo automatizados (One-
Site, Two-Site, Sequencial, competitivo, Cinética
Enzimatica, Dissociagdo)

» Avaliacao automatizada da qualidade dos dados
o Dados de boa qualidade - Ligagao
e * Dados de boa qualidade - Sem ligagao

o * Dados de baixa qualidade - Verifique os dados
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Visao geral da linha PEAQ-ITC

PEAQ-ITC automatizado Caracteristicas:
« Totalmente automatizado com capacidade para
operar quatro placas de 96 pogos de forma auténoma
Combinando o desempenho excepcional do PEAQ-ITC com automagao ) B o
total e operagdo autdbnoma, o PEAQ-ITC Automatizado é um ativo valioso * Scripts de automa(;ao' ot|An.1|zados para melhorar °
para qualquer laboratério de pesquisa movimentado. O software de desempenho e a confiabilidade do ensaio

facil utilizagdo garante um projeto experimental eficiente, enquanto a
anadlise automatizada de dados fornece resultados rapidos e confiaveis.
A automacao e o rendimento que oferece tornam-no uma escolha
particularmente boa para aplicagées de descoberta de fadrmacos como
validacdo de resultados, na qual a produtividade é crucial.

» Software que agiliza fluxos de trabalho e melhora a
consisténcia da analise de dados para tomadas de
decisdes confidveis

* Acrescente novos experimentos “em execug¢ao” para
aumentar a produtividade

» Carregamento de seringa Unica para multiplas
titulagdes (ou seja, 4 experimentos de 10 uL)

» Novo layout simplificado
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Software facil de usar para
analises rapidas e precisas

Software de controle de instrumentos que leva vocé do
experimento ao resultado final:

O software de controle de instrumentos PEAQ-ITC incorpora todas as ferramentas que vocé precisa para passar do projeto

experimental aos resultados finais de maneira rapida e facil.

Configuragao do experimento passo a passo

e Load Cell
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Fluxos de trabalho guiados

Fluxos de trabalho guiados e faceis de usar com videos de ajuda incorporados proporcionam a qualquer nivel de usudrio a

capacidade de gerar dados de alta qualidade com o PEAQ-ITC.

A manutenc¢ao nunca foi tao facil

Ta veew a viden depicting all the cleaning steps,
click the Play button.

T et the Chian Instrument werfiow, dick Nest

@) chooss Cleaning Method(s)

1) Tnsert Cell Cleaning Tool

) Anach Fill Pon Adapter

@) Move Pipette to Clean Location
€ Detach Fill Port Adapter

o Remove Cell Cleaning Tool

Move the pipette out of the way (i.e to the Clean
Location).

Fill the loading syringe with 200 pl of sample.

Slowly insert the loading syringe into the sample
cell port, gently touch the cell bottom, and move up
approximately 1 mm.

Il Lthe pipelle is in the Clean Localion, you must
press the clamp's release lever.

Move the pipette to the Rest Location.

the pipette's rotating assembly.

Insert the fill port adapter. A soft click should be
felt.

Luad appruximalely 75 pl of tiltant in one of the
supplied microcentrifuge tubes.

Ensure the microcentrifuge tube has its lid properly
situated in the keyed Load Location.

Move the pipette to the Load Location.

Click Next.

Align the hole in the pipette’s housing to the hele in

Move the pipette to the Rest Location.

Detach the il port adapter from the pipette and
return it to its Storage Location.

Click Next.

If the cell is loaded, move the pipette into the cell.
Be sure the pipette is firmly seated in the cell port.
Now you may start your experiment.

Click Done




Resumo de comparacao
de especificacoes

ITC
Parametro de medigdo Afinidade (Kp) Afinidade (Kp)
Parametro de medi¢ao Entalpia AH Entalpia AH
Parametro de medicao Entropia AS Entropia AS
Parametro de medigdo Estequiometria (N) Estequiometria (N)
384

Capacidade de amostra N/A

(quatro placas de 96 pogos)

Faixa de temperatura da bandeja de amostras 4°C+ 2°C em temperatura ambiente  N/A

Volume da amostra 370 uL 280 uL
Volume da cela 200 pL 200 pL
Volume da seringa de injegao 40 pL 40 plL
Precisdo do volume de injegdo <1% @ 2 uL <1% @ 2 pL
Apresentacao da amostra placa de 96 pogos N/A
Rendimento Até 42 por 24 horas (SIM) 8-12 per 8 horas por dia
Material da cela Hastelloy Hastelloy
Configuragao da cela Em forma de moeda Em forma de moeda
Ruido 0,15 ncal/s 0,15 ncal/s
Faixa de temperatura 2°C a 80°C 2°C a80°C
Estabilidade de temperatura a 25 °C + 0,00012°C +0,00012°C
Tempo de resposta 8 s* 8 s*

Sim (passivo, alto ganho, Sim (passivo, alto ganho,

Varios modos de feedback baixo ganho) baixo ganho)

Atualizagdo para versdo automatizada

- Faixa de temperatura 10°C a 28°C 10°C a 28°C

/ - Umidade 0% a 70% UR, sem condensagao 0% a 70% UR, sem condensacao

ATED
Q IT%,:R%OTE@',‘,.,W

PEAQ” - Tensdo 100 - 240V 100 - 240V
- Frequéncia 50/60 Hz 50/60 Hz
- Poténcia 400 W 130 W
Peso 91 kg 13,6 kg
Dimensodes (L x A x P) 63 x 77 x 35 cm (calorimetro + estacao de lavagem)

* O tempo de resposta do instrumento PEAQ-ITC é uma constante ao longo do tempo. E o intervalo de tempo entre o
primeiro desvio da linha de base e o ponto no pico que € 63% da altura maxima do pico.
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Sobre a
Malvern Panalytical

Utilizamos o poder dos nossos instrumentos analiticos
e servigos para tornar o invisivel visivel, e o impossivel
possivel.

Por meio da analise quimica, fisica e estrutural de
materiais, 0s Nossos sistemas analiticos de alta precisdo
e servigos de alto nivel apoiam 0s nossos clientes

na criagdo de um mundo melhor. Nés os ajudamos a
melhorar tudo, desde as energias que nos alimentam

e 0s materiais com os quais construimos, até os
medicamentos que nos curam e os alimentos que
apreciamos.

Somos parceiros de muitas das maiores empresas,
universidades e organizagdes de pesquisa do mundo.
Eles nos valorizam nao apenas pelo poder das nossas
solugdes, mas também pela profundidade da nossa
experiéncia, colaboragao e integridade.

Estamos comprometidos em atingir a neutralidade de
carbono em nossas operagdes até 2030, e em toda a
nossa cadeia até 2040. Isso faz parte da estrutura dos
nossos negocios, e ajudamos nossos funcionarios e
clientes a pensar responsabilidades na criagdo de um
mundo mais saudavel, mais limpo e mais produtivo.

Com mais de 2300 funcionarios, atendemos o mundo
todo e fazemos parte do Grupo Spectris plc, lider
mundial em medigdes de precisao.

Malvern Panalytical. We're BIG on small™

Servico e suporte

A Malvern Panalytical fornece treinamento, servigo e
suporte global necessario para conduzir continuamente
seus processos analiticos ao mais alto nivel. Ajudamos
vocé a aumentar o retorno do seu investimento e
garantimos que, a medida que suas necessidades
laboratoriais e analiticas aumentem, estaremos la

para ajudar.

A nossa equipe mundial de especialistas agrega valor a
seus processos de negodcios, garantindo experiéncia em

aplicagbes, tempo de resposta rapido e o maior de tempo

de atividade do seu equipamento.

e Suporte local e remoto

« Variedade completa e flexivel de contratos de suporte
» Suporte de conformidade e validagéo

« Cursos de treinamento no local ou em salas de aula

Consultoria de amostras e aplicagdes

Cursos de treinamento de e-Learning e palestras na Web

Malvern Panalytical,

uma divisdo da Spectris do Brasil Instr. Eletron. Ltda.
Rua Luis Correia de Melo, 92 — 25° andar

Vila Cruzeiro, 04726-220 - Sdo Paulo / SP - Brasil

Tel. +55 11 5188 8184
E-mail: brasil@malvernpanalytical.com

www.malvernpanalytical.com

Malvern Panalytical

Grovewood Road, Malvern,
Worcestershire, WR14 1XZ,
United Kingdom

Lelyweg 1,
7602 EA Almelo,
The Netherlands

Tel. +44 1684 892456
Fax. +44 1684 892789

Tel. +31 546 534 444
Fax. +31546 534 598

Isencao de responsabilidade: Embora este documento tenha sido elaborado com todo o cuidado necessério para garantir a precisdo das informagées aqui apresentadas, nenhuma parte deste conteldo deve ser interpretada como

representagdo ou garantia de que essas informag:

devemos ser responsabilizados por erros contidos neste documento ou por danos relacionados ao uso deste material. A Malvern

, e ndo

, atualizadas ou completas

Ses sdo precisas,

Panalytical reserva o direito de alterar o contelido do material a qualquer momento sem aviso prévio.

Direitos autorais: © 2024 Malvern Panalytical. Esta publicagdo ou qualquer parte dela ndo pode ser copiada ou transmitida sem nossa permiss&o expressa por escrito. translated by Camila Vieira
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