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Purifikace rekombinantniho proteinu

Teoreticky uvod

Postupy extrakce vzorkli a vybér pufrt, aditiv a detergentli jsou do zna¢né miry ureny zdrojem
materidlu, stabilitou cilového proteinu, pouzitymi chromatografickymi technikami a zamysSlenym
pouzitim produktu.

I.  VYBER LYZACNIHO PUFRU A ADITIV

Rozpustnost proteinu ovlivituje jak pH, tak i iontova sila. Proto je volba pufru diilezit4, zejména pokud
jsou vyzadovany podminky nativni purifikace. Vybér pufru a pH roztoku pro pfipravu vzorku mize
siln¢ ovlivnit vytézek rekombinantniho proteinu.
Diilezité faktory pri vybéru pufru:

e stabilita rekombinantniho proteinu s ohledem na pH a pufrovaci slou¢eninu

¢ volba pufru, ktery je kompatibilni s prvnim chromatografickym krokem purifikace

Nejpouzivangjsi pufry jsou uvedeny v nasledujici tabulce (obvykla koncentrace 20—-50 mM).

Nizev pufru pH
Kyselina citronova — NaOH 2,2-6,5
Citronan sodny — kyselina citronova 3,0-6,2
Octan sodny — kyselina octova 3,6-5,6
Sodna sil kyseliny kakodylové — HCI 50-74
MES — NaOH 5,668
Dihydrogenfosfore¢nan sodny — hydrogenfosfore¢nan 5,8 —8,0
sodny

Imidazol — HC1 6,2-17,8
MOPS — KOH 6,6 -78
Chlorid triethanolaminu — NaOH 6,8 —8.,8
Tris — HCI 7,0-9,0
HEPES — NaOH 7,2-8,2
Tricin — NaOH 7,6 — 8,6
Tetraborat sodny — kyselina borita 7,6 -9,2
Bicin — NaOH 7,7-8.,9
Glycin — NaOH 8,6-10,6

e Vétsina pufrl vykazuje zavislost pH na teploté

e Tris obsahuje reaktivni amin a podili se na riznych enzymatickych reakcich. Hodnota jeho pH
je ovlivnéna koncentraci a teplotou (pfi desetinasobném zredéni se pH snizi o 0,1 jednotky)

e HEPES interferuje s Lowryho metodou stanoveni proteini (ne vSak s Bradfordovou metodou) a
muze tvofit radikaly za rtiznych podminek

e Fosfatové pufry jsou nekompatibilni s pouzitim dvojmocnych kationtt (napt. Mg?*).
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Funkce aditiv u pufri:

¢ zlepSeni stability rekombinantniho proteinu
e udrzeni rozpustné formy rekombinantniho proteinu v roztoku

Nejpouzivangjsi aditiva jsou uvedena v nésledujici tabulce.

Trida aditiva Priklad Koncentrace Funkce

Soli NaCl, KCI, (NH4)2SO4  50-250 mM  Udrzovani iontové sily

Detergenty Triton X-100, NP-40 0,1-1% Solubilizace  Spatné¢  rozpustnych
proteinti

Glycerol 5-10% Stabilizace proteint

Glukosa / Sacharosa 25 mM Stabilizace membranovych proteint,
sniZzovani uvoliiovani proteas

Chelatory kovil EDTA, EGTA 1 mM Snizovani  oxidacniho  poskozeni,
chelatuji kovové ionty

Redukeni ¢inidla DTT, DTE 1-10 mM Snizovani oxidacniho poskozeni

2-merkaptoethanol 0,05%
Ligandy, kovové ionty Mg*', ATP, GTP 1-10 mM Stabilizace proteinti

Detergenty naruSuji hydrofobni interakce mezi proteiny a uvnitf proteinti. Zejména membranové
proteiny vyzaduji detergenty pro solubilizaci béhem izolace a pro udrzeni rozpustnosti. Neiontové
detergenty jako NP-40 a Triton X-100 nejsou vzdy pii solubilizaci hydrofobnich proteind ucinné.
Zwitteriontové detergenty, jako jsou CHAPS a sulfobetainy (napiiklad SB 3—10 nebo ASB 14),
poskytuji vyssi G€innost solubilizace zejména u integralnich membranovych proteind.

Dalsi dtilezitou tfidou aditiv jsou inhibitory proteas. Rozruseni bunék vede k uvolnéni proteolytickych
enzymu, které snizuji celkovy vytézek. K zabranéni nezadouci proteolyzy je nutné piidat koktejl
inhibitorti proteas do bunécné suspenze. Tyto slouceniny nejsou piilis§ stabilni ve vodnych roztocich,
proto se ptidavaji do lyza¢niho pufru tésné pied pouzitim.

Inhibitor” Pracovni koncentrace Zasobni koncentrace RozpouStédlo Druh inhibice
Aprotinin 1-2 ug ml! 10 mg ml™ voda Ser proteasy
Benzamidin 15 ug ml’ 10 mg ml™ voda Ser proteasy
EDTA, EGTA 1-10 mM 0,5 M (pH 8) voda Metalloproteasy
Leupeptin 1-2 ug ml! 10 mg ml™ voda Cys a Ser proteasy
PMSF 0,1-1,0 mM 100 mM isopropanol Ser proteasy
Pepstatin A lug ml™ 1 mg ml"! methanol Asp proteasy

“Pouziti EDTA a EGTA neni kompatibilni s pfitomnosti iontit Mg?* (vyzadovanych pro vazbu nukleotidf) v pufru
nebo s afinitni chromatografii na Ni** kolong.

Il. ODSTRANENI DNA

Pii lyzi bun¢k dochézi k uvolnovani nukleovych kyselin (DNA a RNA). Ty musi byt odstranény,
jelikoz zptsobuji viskozitu a interferuji s naslednou chromatografickou purifikaci.

Metody odstranéni nukleovych kyselin:
e Enzymatické §t€peni; pfidani DNasy I (1-10 pg ml™") k bunéénému lyzatu a inkubace na ledu po
dobu 10-15 min.
e Mechanicka degradace pomoci ultrazvuku (sonikace)
e Srézeni; ptidani 0,1% (w/v) polyethyleniminu nebo 1% (w/v) protamin sulfatu k bunécnému
lyzatu a inkubace pti 4 °C po dobu 30 min s ndslednou centrifugaci.
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. PRIPRAVA LYZATU BUNEK
Pro pfipravu lyzatl z bakteridlnich bun¢k se pouZzivaji rizné fyzikalné-chemické metody.

e Enzymaticka lyze pomoci lysozymu je zaloZena na Sté€peni peptidoglykanové vrstvy bakterialni
bunécné stény. Gram-negativni bakterie vSak maji vnéj$i membranu, kterd je vné bunécéné stény
a pro vystaveni peptidoglykanové vrstvy musi byt permeabilizovana. Vnéj$i membrany u¢inné
permeabilizuje napt. Tris pufr. Tento Gcinek lze zvysit pfidainim 1 mM EDTA, ktera chelatuje
ionty hoic¢iku stabilizujici membrany. Béhem bunééné lyze se uvoliiuje velké mnozstvi DNA a
je nutné pridat DNasu, aby se snizila viskozita. Enzymatickd lyze mlze byt provadéna v
jakémkoli méfitku, ale pro pfipravu ve velkém méfitku jsou lysozym a DNasa drahé. Efektivita
bunécéné lyze mize byt zvysSena v kombinaci se sonikaci.

¢ Sonikace je nejoblibengjsi technikou lyze malého mnoZzstvi bakteridlnich bun¢k. Buiiky jsou
lyzovany kapalinovym stfihem a kavitaci. Behem sonikace je také degradovana DNA, takZe neni
nutné pridavat DNasu do bunééné suspenze. Hlavnim problémem je regulace teploty, coz je
feSeno udrzovanim suspenze na ledu a pouzitim nékolika kratkych pulzi (5-10 s) s pfestavkami
(10-30 s) pro obnoveni nizké teploty. Pro mnozstvi bunék vétsi nez 50 g ma metoda omezenou
hodnotu, protoZe je obtizné udrzovat nizké teploty a dlouhé sonikacni casy potiebné k dosazeni
dostatecné lyze.

e Homogenizatory jsou nejcastéjSimi zafizenimi k lyzi bakterii. Lyze bun€k probihd jejich
natlakovanim a nahlym uvolnénim tlaku. Tim se vytvofi tekuty stiih schopny lyzovat bunky.
Typicky provozni tlak pro starsi typ homogenizatort jako jsou francouzsky lis a homogenizator
Manton-Gaulin je v rozmezi 6000—10000 psi. K dosazeni ptfiméieného stupné lyze je zapotiebi
vice (alespon tii) priichodi. Vysoké provozni tlaky vSak vedou ke zvyseni teploty. Tlakové
komory jsou proto pted pouzitim ochlazeny (4 °C). Kromé regulace teploty je tfeba se vyvarovat
inaktivace proteinii napénénim.

¢ Dalsi metodou rozruseni bunck je michani se sklenénymi mikrokuli¢kami (balotina o priméry
0,1-1,0 mm). Nejjednodussi zpiisob pro michani sklenénych kuli¢ek je pouziti vifivého mixéru
(vortex) nebo homogeniza¢nich mlynkt. Michani (30-60 s) musi byt pferuSeno po nékolika
cyklech chlazenim na ledu k zabranéni piehiati bunécné suspenze. Rozbiti bunék je variabilni,
ale mize byt v rozmezi 50-95 %. Metoda je vhodna pro malé objemy (az do 15 ml), ale mtze
byt upravena na nékolik litr pomoci specializovaného pfistroje.

e Zmrazovani a drceni je alternativni zptsob lyze bakterii, pfi niZ se buniky zmrazi v tekutém
dusiku a rozemelou na praSek pomoci tieci misky a tloucku, které jsou chlazeny kapalnym
dusikem. Prasek mtze byt uloZzen dlouhodobé pii —80 °C. Bunétny lyzat mize byt kdykoliv
pfipraven pfidanim prasku do péti objemt pufru.

IV. CENTRIFUGACE, FILTRACE A DIALYZA

Vzorek pro chromatografickou purifikaci by mél byt Ciry a bez pevnych castic. Provedeni
jednoduchych krok ptred¢isténi vzorku pred zahdjenim purifikace zabrani ucpani kolony, miize snizit
potiebu ptisnych promyvacich postupli a mtize prodlouzit Zivotnost chromatografického média. Pokud
neni jiz vzorek ve vazebném pufru (slozeni lyzacniho pufr odpovida vazebnému pufru), je nutné jej
upravit tak, aby odpovidal slozenim a pH vazebnému pufru ptidanim pufru, NaCl, imidazolu a dalSich
pfisad z koncentrovanych zasobnich roztokt. Toho lze docilit nafedénim vzorku vazebnym pufrem
anebo vymeénou pufru. Aby se zabranilo vazbé proteind hostitelské bunky s exponovanym
polyhistidinem, je nezbytné zahrnout imidazol v nizké koncentraci do vzorku a vazebného pufru.
Pfitomnost povrchové exponovanych polyhistidinovych zbytki nebo jinych komplexotvornych
aminokyselin mize vést k nezddouci vazbé neznacenych proteint hostitelské buniky na purifikacni
médium. Tyto neznacené proteiny mohou eluovat s cilovym proteinem. Vazebna Gc¢innost téchto
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kontaminantti je ¢asto niz$i nez vazebna afinita zna¢enych rekombinantnich proteinii; proto je mozné
je odstranit optimalizaci podminek separace.

Centrifugace a filtrace jsou standardni laboratorni techniky pro pied¢isténi vzorku a bézné se pouzivaji
pfi manipulaci s malymi objemy vzorku. Pokud je vSak vzorek stile pfili§ viskozni, lze jej natedit
vazebnym pufrem, aby nedoSlo k ucpani kolony; lze také provést dal$i metody lyze (sonikace,
homogenizace); nebo ptidat DNasu / RNasu, aby se zmensSili velikosti fragmentli nukleovych kyselin.

Centrifugace
Odsttedénim se odstrani lipidy a ¢astice, jako jsou zbytky bunék.

e Pro nékteré nasledné aplikace staci pouzit nizké odstredéni pii 10-20 000 x g po dobu 15-20
min pii 4-15 °C.

e Pokud je nutny Cisty vzorek, ktery je zpravidla pfimo aplikovan na drahé chromatografické
kolony, je nezbytné provést ultracentrifugaci pti >100 000 x g po dobu 30—40 min pii 4 °C.

Filtrace a ultrafiltrace

Filtrace odstraniuje pevné Castice. Pokud vzorek neni po odstfedéni stale Ciry, je vhodné pouzit jako
prvni krok filtracni papir nebo 5 um filtr a jako druhy krok jeden z nésledujicich 1 pm, 0,45 um, nebo
0,22 pum filtrt. Membranové filtry, které poskytuji nejmensi mnozstvi nespecifické vazby proteint,
jsou sloZeny z acetatu celuldozy nebo PVDF. Pro ptipravu vzorku ptfed chromatografii se vybiraji
velikosti port filtru ve vztahu k velikosti kulicek chromatografického média.

Ultrafiltrace (UF) je proces separace extrémné malych castic a rozpusténych molekul z tekutin.
Primérnim zékladem pro separaci je velikost molekul, i kdyZ propustnost filtru miize byt ovlivnéna
chemickymi, molekularnimi nebo elektrostatickymi vlastnostmi vzorku. Aby se mohly oddélit
ultrafiltraci, musi se molekuly liSit co do velikosti alesponl o fad a musi mit molekulovou hmotnost
mezi 1-1000 kDa. Ultrafiltracni membrany lze pouzit bud’ k ¢iSténi filtratu (roztok prosel filtrem),
nebo k zachyceni retentitu (material zadrzeny filtrem). Ultrafiltrace se obvykle pouziva k:

Oddé¢leni proteint od slozek pufru pro vyménu pufru, odsoleni nebo koncentraci
Oddéleni volnych ligandl vazané na proteiny

Odstranéni materialt s nizkou molekulovou hmotnosti

Rychla zména iontového anebo pH prostiedi

Ultrafiltratni membrany, véetné membran z regenerované celulozy, jsou membrany, které maji dveé
odli$né vrstvy: tenkd vrstva (0,1-1,5 pm), husta vrstva s primérem pora 10-400 angstromt a vysoce
porézni spodni konstrukce. Na rozdil od porézni podstruktury umoziiuje husta vrstva na bazi celulozy
precizni mezni hodnoty molekulové hmotnosti (MWCO) diky své vysoce kontrolované a ptesné
velikosti pori. MWCO oznacuje molekulovou hmotnost molekuly v daltonech, kterd je z90 %
zadrZzena membranou (napt. MWCO 3-100 kDa).

Dialyza

Proteiny je mozné v roztoku oddé¢lit od anorganickych soli a dal$ich nizkomolekularnich latek pomoci
semipermeabilnich membran, které dovoluji volny prostup malych molekul, zatimco proteiny skrz tuto
membranu neprojdou. Tento proces diferencidlni difuze se nazyvéa dialyza. Malé molekuly ptes
membranu difunduji ve sméru koncentra¢niho spadu. Jakmile se koncentrace malych molekul na obou
stranach membrany vyrovnaji, systém se dostane do ustalené¢ho stavu (tj. rychlost difuze obéma sméry
je shodna).
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Pokud je potieba proces urychlit, ptipadné z dialyzovaného roztoku néjakou latku Uplné odstranit,
musi byt po celou dobu procesu udrzen dostatecny koncentracni spad. Bud’ se pouzije velké mnozstvi
dialyza¢niho roztoku (relativné — ve vztahu k objemu dialyzovaného roztoku), nebo se dialyzacni
roztok Casto vyménuje (diive, nez dojde k vyrovnani koncentraci malych molekul v dialyzovaném 1
dialyza¢nim roztoku). Rychlost dialyzy je také zavisla na ploSe dialyza¢ni membrany: ¢im je vétsi, tim
rychleji malé molekuly ptejdou.

Dtlezitou vlastnosti kazdé dialyzacni membrany je jeji mezni hodnota (MWCO). Informuje o tom, jak
veliké molekuly membrana povazuje za malé (tj. umozni jim volny prostup) a které uz jsou velké (t;.
skrz membranu neprojdou). Vétsina molekul s molekulovou hmotnosti piesahujici MWCO dané
membrany by méla byt touto membranou zadrZena. Tento parametr je nutno brat s rezervou, svou roli
tu hraje nejen celkova velikost molekuly, ale i jeji tvar.

V. SRAZENi PROTEINU POMOCI SIRANU AMONNEHO

Rozpustnost globularnich proteinti se zvySuje po ptidani soli (<0,15 M), coz se oznacuje jako vsolovani
(salting-in). Pti vysSich koncentracich soli se rozpustnost bilkovin obvykle snizuje, coz vede ke
srazeni, coz se oznacuje jako vysolovani (salting-out). Soli, které snizuji rozpustnost proteinli, maji
také tendenci zvysovat stabilitu nativni konformace. Naproti tomu vsolovaci ionty jsou obvykle
denaturanty.

Mechanismus vysolovani je zaloZzen na pfednostni solvataci v diisledku vylouceni kosolventu (soli) z
vrstvy vody té€sné spojené s povrchem proteinu (hydratacni vrstva). Hydratacni vrstva, obvykle 0,3—
0,4 g vody na gram proteinu, hraje rozhodujici roli pti udrzovani rozpustnosti a spravné sloZzené nativni
konformace. Existuji tii hlavni interakce mezi proteinem a vodou: iontova hydratace mezi nabitymi
postrannimi fetézci (napt. Asp, Glu, Lys), vodikova vazba mezi poladrnimi skupinami a vodou (napf.
Ser, Thr, Tyr a hlavni fetézec vSech zbytkil) a hydrofobni hydratace (Val, Ile, Leu, Phe). Pti hydrofobni
hydrataci se v blizkosti nepolarnich zbytkli snizuje konfigura¢ni volnost molekul vody. Toto
uspotradani molekul vody vede ke ztraté entropie, a je tedy energeticky nevyhodné. Kdyz se do roztoku
prida sil, zvysi se povrchové napéti vody, coz vede ke zvyseni hydrofobni interakce mezi proteinem
a vodou. Protein na tuto situaci reaguje zmensenim svého povrchu ve snaze minimalizovat kontakt
s rozpoustédlem, coz se projevuje skladanim (sloZzend konformace je kompaktnéjsi nez rozlozend) a
nasledné samoasociaci vedouci ke srazeni. Jak skladani, tak sraZeni uvoliuji vazanou vodu, ¢imz
zvySuji entropii systému a €ini tyto procesy energeticky vyhodnymi.

Je tteba zminit, Ze zvySeni povrchového napéti vody plisobenim soli se fidi zndmou Hofmeisterovou
fadou (obr. 1). Pfiblizné tedy plati, ze ty soli, které podporuji vysolovani, zvySuji povrchové napéti
vody nejvice. Protoze (NH4)2SO4 ma mnohem vyssi rozpustnost nez kterdkoli z fosfatovych soli, je
pro vysolovani nejvhodnéjsim ¢inidlem.

CO5* > S0,4% > S,03%> > H,PO, > F > Cl">Br >NO5 >1I >ClO, > SCN-

N(CH;)," >NH," > Cs*>Rb* >K*>Na" > Li*> Ca?* > Mg** > Zn** > Ba?®*

Salting in

Denatured y

Obr. 1. Hofmeisterova fada iontu.
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VI. STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

Piimé spektrometrické stanoveni

Absorbance pifi 280 nm (semikvantitativni) — pouze pro purifikované proteiny obsahujici Trp a Tyr
zbytky.

Kolorimetrické metody

e Lowryho metoda (Cu?’, Biuretovo ¢inidlo, Folinovo ¢inidlo = kyselina fosfomolybdenova a
fosfowolframova); 0-0,1 mg ml!, pfenos elektronii z navazanych médnatych iontli a z
aromatickych vedlejSich skupin na Folinovo ¢inidlo, interference = kyseliny, chelatory (EDTA),
reduktanty (DTT, phenol), (NH4)2SO4; 750 nm

e BCA metoda (sodné soli kyseliny bicinchoninové komplexuji ionty Cu” tvofené reakci peptidové vazby
s Cu*"); 0,02-2,0 mg ml'!; 562 nm

e RC-DC Protein Assay (Biorad; modifikovana Lowryho metoda); 0,1-2,0 mg ml™!'; 650-750 nm

e Metoda dle Bradfordové (Coomasie Brilliant Blue G250, ethanol, H3;PO4); 0-0,01 mg ml!,
adsorpce CBB G250 na protein (hlavn¢é Arg, ale také His, Lys, Trp, Tyr a Phe), interference =
detergenty (SDS, Triton X100); 595 nm

Fluorescen¢ni metoda

e Qubit® Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) je navrzena specidlné pro pouziti s
fluorometrem Qubit. Pti pouziti 1-20 pl vzorku lze kvantifikovat vzorky v rozmezi od 12,5 pg
ml! do 5 mg ml'L.

VI. CHROMATOGRAFICKE TECHNIKY PURIFIKACE PROTEINU ZNACENEHO
POLYHISTIDINEM

Rychla proteinovéa kapalinovd chromatografie (FPLC) je forma stfedotlaké chromatografie, ktera
pomoci pumpy fidi rychlost, jakou mobilni faze prochdzi stacionarni fazi. Typy chromatografickych
technik pouzivanych v protokolu purifikace rekombinantniho proteinu znacené¢ho polyhistidinem
zavisi na pozadavku na Cistotu a vytézek pozadovaného proteinu (obr. 2). PoZzadovana troven Cistoty
proteinu zavisi na aplikaci, jak je uvedeno v tabulce niZe.

Typické aplikace Uroveli Cistoty
Hmotnostni spektrometrie, antigen pro imunizaci Mirna (> 80%)

Funk¢ni a strukturalni studie Velmi vysoka (95-99%)
Strukturalni studie, terapeutické proteiny Nejvyssi (> 99%)

Pied zacatkem purifikace rekombinantniho proteinu je nutné peclivé definovat cile a zvazit také to, Ze
kazdy ptidany krok purifikace zvysi istotu, ale snizi celkovou obnovu a vytézek cilového proteinu.

e Obnova proteinu odpovida relativnimu mnozstvi cilového proteinu (%), které je ziskdno po
purifikaci ve srovnani s mnozstvim nanesenym na kolonu.

e VytéZek proteinu odpovidd mnozstvi cilového proteinu ziskaného po kroku purifikace nebo po
celé purifikaci (vice krokt).

Vsechny protokoly pro purifikaci rekombinantniho proteinu znaceného polyhistidinem obvykle
zacinaji krokem afinitni purifikace na imobilizovanych iontech kovii (IMAC). Tato metoda umoziuje
izolaci cilového proteinu z pocate¢niho vzorku (napt. bunécny lyzat). Po tomto prvnim kroku na IMAC
kolon¢ je uroven Cistoty obvykle mirna (>80%).
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Dvoufazovy purifikaéni protokol: IMAC + SEC

Pro aplikace, jako jsou funk¢ni studie, nestaci mirnd Groven cCistoty. To je divod, pro¢ by mél byt
pfidan krok vyludovaci chromatografie (SEC), aby se odstranily zbyvajici neéistoty. Uroven Gistoty
po dvoufazovém purifikacnim protokolu je velmi vysoka (95-99%).

Trifazovy purifikaéni protokol: IMAC + IEC + SEC

V n¢ekterych ptipadech jsou proteiny hostitelské buiiky se stejnou molekulovou hmotnosti purifikovany
spole¢né s pozadovanym proteinem znac¢enym polyhistidinem béhem kroku IMAC. V tomto piipadé
se doporuduje pridat krok iontoméni¢ové chromatografie (IEC) mezi kroky IMAC a SEC. Urovei
Cistoty se pak muze zvysit na vice nez 99 %, coz je nezbytné pro strukturni studie proteint.

Vyména a koncentrace pufru v protokolu purifikace proteinu znaceného polyhistidinem:

Aby byl vzorek kompatibilni s nasledujicimi kroky nebo experimenty, pouziva se k vyméné pufru
mezi chromatografickymi kroky odsolovaci kolona (nazyvana také kolona pro vyménu pufru). Kromé
toho lze v ptipadé¢ potieby také pouzit koncentracni jednotku ke zmenSeni objemu vzorku.

e BIl: Vyména pufru k odstranéni imidazolu nebo soli.
e B2: Vyména pufru pro piipravu na IEC.
e (: Koncentrace pro zmenseni objemu vzorku. Mize byt také provedeno pied SEC.

Jednofazovy Dvoufazovy Trifazovy
protokol protokol protokol
IMAC

E2)

Velmi vysoka Nejvyssi

Cistota Cistota Cistota
(>80%) (95% az 99%) (>99%)

Dobra rovnovaha
Vysoky vytézek mezi vytézkem Mirny vytézek
a Cistotou

Obr. 2 Kombinace tfi typickych chromatografickych technik pro purifikaci proteinti znac¢enych polyhistidinem.

IMAC IMAC

Mirna

VIIl. PRIPRAVA SOUHRNNE PURIFIKACNi TABULKY

Predpokladejme, Ze bychom se rozhodli purifikovat enzym z bakterie E. coli a za¢neme s 10 g vlhké
bunécné pelety ze 4 1 kultury (10 g vlhké pelety obvykle obsahuje asi 2 g suché hmoty a asi 1200
mg celkovych proteintl). Buiiky se lyzuji sonikaci, ¢imz se ziskd surovy materidl a bunécné zbytky
se odstrani odstiedénim, ¢imz se ziska surovy extrakt, ktery se vysrazi 45-50% nasycenym siranem
amonnym. Vysrazeny pelet z 50% nasyceného siranu amonného se rozpusti v pufru a zfedi na nizky
obsah soli a nanese na DEAE aniontoméni¢ovou kolonu. Kolona se promyje pfi nizkém obsahu soli
a poté se aplikuje eluce linedrnim gradientem soli od 0,1 do 0,6 M NaCl, pti¢emz vrchol aktivity je
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pii 0,25 M NacCl. Pik je sloucen a aplikovan na gelovou filtraéni kolonu Sephacryl S-300 a eluovan
pufrem s konstantni soli (izokraticky). Frakce piku jsou slouceny a zobrazeny pomoci SDS-PAGE
s Coomassie barvenim jako jeden prouzek na gelu. Specifickd aktivita kone¢ného materidlu je stejna
jako u znamého cistého referencniho vzorku. Pro vSechny hlavni frakce je stanovena enzymova
aktivita a koncentrace proteind. Vysledné udaje jsou uvedeny v tabulce nize.

Krok Celkovy Celkova aktivita Specificka aktivita VytéZek Cistota
protein (mg)’  (jednotky)* (jednotky/mg) (%) (%)

Surovy lyzat* 1200 120 0,10 100 0,8

Surovy extrakt 1000 110 0,11 92 0,9

0% sinan g 75 0,42 62 3.4

amonny

DEAE  ‘kolona 60 2,5 50 20

(slouceny pik)

Sephacryl

kolona (slouceny 3,6 46 12,5 38 100

pik)

8 Z 10 g vlhké pelety bunek E. coli (ze 4 | bakterialni kultury).

® Koncentrace proteinu stanovena Bradfordovym testem za pouziti BSA jako standardniho proteinu.

¢ Enzymova aktivita méfena tak, jak je popsano v ¢asti metody.

4 Surovy extrakéni materidl, ktery je rozpustny ze 45 %, ale vysrazi se z 55 % nasyceného siranu amonného.

Souhrnna purifikaéni tabulka by méla ¢tenafi umoznit snadné vyhodnoceni a snadno detekovat
zvlasté ucinné a neucinné purifikacni kroky. Mélo by byt snadné zjistit, zda v ur¢itém kroku doslo
k velkym ztratdm. Vhodna tabulka bude obsahovat nasledujici sloupce:

Hlavni kroky v purifikaci. Ty obvykle zahrnuji kroky jako:

o  Surovy lyzat (vysledek naruseni burniky). Tento krok je ¢asto vynechan, protoze testy mohou
byt obtizné, ale jsou uzitecné a dokonce nezbytné, kdyz velkd cast exprimovaného
rekombinantniho cilového proteinu je ve formé nerozpustného inkluzniho téliska.

Surovy extrakt (lyzat po odstranéni jakéhokoli nerozpustného materidlu odstiedénim)
Srazeni siranem amonnym

Slouceny pik z iontoménicové kolony

Slouceny pik z gelové filtracni kolony

Slouceny pik z afinitni kolony

Koncentrovany a dialyzovany konecny produkt

Solubilizovana inkluzni téliska. Tento krok a dva nésledujici se Casto pouzivaji v ptipadé,
kdy je exprimovany rekombinantni protein produkovan jako nerozpustnd inkluzni téliska
Promyta inkluzni teliska

Znovu slozeny, odstredeny a koncentrovany material

MnoZzstvi celkovych proteinii (mg). To je obvykle stanoveno standardnim proteinovym testem. V
¢asti metod je dulezité uvést, jaky protein se pouziva jako proteinovy standard (typicky BSA).

MnoZstvi cilového proteinu nebo celkova aktivita (mg nebo jednotky). Pokud existuje vhodny
enzymovy test pro cilovy protein, mél by byt proveden na materidlu z kazdého hlavniho kroku.
Pokud protein neni enzym nebo neexistuje zadny kvantitativni test a pokud je protein viditelny na
SDS-PAGE obarveném Coomassie, pak se Casto obarveny gel skenuje a stanovi se mnozstvi
proteinu v prouzku odpovidajicimu cilovému proteinu. Jinymi slovy, ¢istota je uréena a vynasobena
celkovym proteinem, aby se ziskal odhad celkového cilového proteinu.

Specificka aktivita (jednotky/mg). Pokud jsou mozné testy enzymové aktivity, pak se celkova
aktivita (jednotky) vydéli celkovym proteinem (mg), ¢imz se ziska specifickd aktivita v
jednotkach/mg.



C8113 Metody v biotechnologii

Celkovy vytézek (%). Vytézek v jednotlivych krocich purifikace je mnozstvi cile (bud’ celkovy
cilovy protein nebo celkova aktivita) v daném kroku dé€leno mnozstvim cile v prvnim kroku
(definovano jako 100 %).

Cistota cilového proteinu (%). Cistota se ¢asto uréuje skenovanim obarvené SDS-PAGE a
meéfenim mnoZzstvi barviva spojeného s cilovym prouzkem jako zlomek barviva spojeného se vsemi
prouzky na gelu. Pokud existuje spolehlivy test, pak pokud je kone¢ny material Cisty, jeho

vvvvvv

specifickou aktivitu 10 % kone¢ného ¢istého materialu, pak by ¢istota v tomto kroku byla 10 %.

Relativni nebo nasobné ¢iSténi. To neni podstatné, protoze to lze vypocitat z ostatnich vyse
uvedenych hodnot, ale Casto je to uzite¢né. Jedna se pouze o nastaveni poc¢atecni Cistoty na hodnotu
jedna a nasledné uvedeni Cistoty v kazdém kroku vzhledem k ¢istoté prvniho kroku. Naptiklad v
tabulce I predstavuje posledni krok celkovy nasobek ¢isténi 125.

Prakticka ¢ast
I.  PRIPRAVA BUNECNEHO LYZATU E. COLI

1. Alikvotni dil peletu z bioreaktoru rozsuspendujeme v 10 ml lyza¢niho pufru (20 mM fosforecnan
sodny, 500 mM chlorid sodny, 20 mM imidazol, 0,5% NP-40, pH 7, 4). Bezprosttedné ptred
pouzitim ptidame 1 tabletu cOmplete™ EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche).

2. Suspenzi homogenizujeme ultrazvukovou sondou MS 72 (HD 2200 Bandelin), tfi opakovani s
pulzy 30 x 0,1 s pti 25 W. Mezi kazdym opakovanim chladime suspenzi na ledu po dobu 30 s.

3. Poté suspenzi inkubujeme dalSich 15-30 min na ledu.

4. Nakonec suspenzi centrifugujeme pii 12 000 x g po dobu 10 min pfi 4 °C. Vysledny supernatant

poté ultracentrifugujeme pii 185 000 x g po dobu 40 min pti 4 °C.

. Zmé&fime koncentraci proteint v bun&¢ném lyzatu pomoci Qubit® Protein Assay.

6. Ciry bun&eny lyzat uchovame na ledu a pouZijeme pro naslednou purifikaci rekombinantniho
proteinu.

N

Stanoveni koncentrace proteini

1. Pfipravime tfi zkumavky pro standardy a jednu pro vzorek.

2. Piipravime si Qubit® pracovni roztok nafedénim Qubit® proteinového cinidla 1:200 v Qubit®
proteinovém pufru. Pfipravime 200 pl pracovniho roztoku pro kazdy standard a vzorek.

3. Pfipravime testovaci zkumavky (pouzijeme 0,5ml PCR zkumavky) podle nasledujici tabulky.

Objem Standardy  Vzorky
Pracovni roztok (z kroku 2) 190 pl 180-199 ul
Standard (ze soupravy) 10 ul -

Vzorek — 1-20 pl
Celkovy objem v kazdé testovaci zkumavce 200 pl 200 pl

4. Standardy a vzorky promichame na vortexu po dobu 2-3 s a inkubujeme pii pokojové teploté
po dobu 15 min.
5. Na fluorometru Qubit® 4 zvolime ,,Protein* ke kalibraci se standardy a odecteme vzorky.

II. DVOUFAZOVY PURIFIKACNi PROTOKOL (IMAC + SEC)

Pro téely laboratorniho cvigeni bude pouzit chromatograf AKTA PURE 25 M (Cytiva). Pro ovladani
pfistroje bude pouzit program UNICORN 7.3 (Cytiva).

9/27
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IMAC protokol

Afinitni chromatografie (AC) separuje proteiny na zdklad¢é reverzibilni interakce mezi proteinem a
specifickym ligandem spojenym s chromatografickou matrici. Tato technika nabizi vysokou
selektivitu, tedy vysoké rozliSeni, a obvykle i vysokou kapacitu pro protein, ktery je pfedmétem zajmu.
Purifikace miize byt fadové nékolikatisicindsobna a vytéznost aktivniho materidlu je obecné velmi
vysoka. Interakce miize byt biospecifickd, naptiklad protilatky vazici protein A nebo receptor vazici
hormon; nebo nebiospecifickd, napiiklad protein vézici barvici latku nebo protein obsahujici
histidinovou znacku vézici ionty kovi jako v ptipad¢ imobilizované afinitni chromatografie iont kovl
(IMAC).

Béhem vSech chromatografickych béhi vzdy pouzivame odplynéné pufry a udrzujeme konstantni
teplotu, aby nedoSlo k wvniknuti vzduchu do kolony. Nastavime vhodny limit tlaku na
chromatografickém systému, aby nedoslo k poskozeni ucpavky kolony. Pro roztoky s vysokou
viskozitou a nizkou teplotou pouzivame nizsi pratoky.

Piiprava IMAC pufri

Voda a chemikalie pouzivané k ptipravé pufru by mély byt vysoce Cisté (Cisty imidazol ma pii 280 nm
velmi nizkou nebo zddnou absorbanci). Optimalni koncentrace imidazolu potifebna ve vzorku a pufru
k dosazeni nejlepsi Cistoty a vytézku se lisi dle cilové proteinu. Doporucend koncentrace imidazolu ve
vazebném pufru je pro vétSinu proteintt 2040 mM, zatimco 500 mM imidazol v elu¢nim pufru
zajiStuje uplnou eluci cilového proteinu.

1. Pro IMAC purifikaci pfipravime:

500 ml deionizované vody

500 ml vazebného pufru (20 mM fosforecnan sodny, 500 mM chlorid sodny, 20 mM imidazol, pH 7,4)
500 ml elu¢niho pufru (20 mM fosforec¢nan sodny, 500 mM chlorid sodny, 500 mM imidazol, pH 7,4)
500 ml 20% ethanolu

2. Pted pouzitim pfefiltrujeme pufry ptes 0,45 um filtr.
3. Bezprostfedn¢ pted pouzitim vlozime pufry a ostatnimi roztoky pro chromatografické metody
do ultrazvukové 14zné na 10—15 min pro odstranéni bublinek.

Purifikaéni béh IMAC

1. Spustime AKTA PURE 25M (Cytiva) systém a PC.

2. Spustime program UNICORN 7.3 (Cytiva) a pfejdeme do okna System Control.
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x Run Log (Filter on) x
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m
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0.0 =
Manual load prec 0.02 mpa  Cond 0.28 ms/cm pH Off
R Highalam 400 Gy1 0,000 mAU
= A = Ewny, =
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— g | N Col/\ < =
- Pl== M ==sw F "\ By-pass UV === Cond === Restrictor === Waste g;g

in control | Controlled by Jiri Kucera@DESKTOP-8UHIS4F | [ Connected to database

3. Nastavime [System pump waste] v ,,Injection valve*, kdy mobilni faze prochdzi ze systémovych

pump (SyP) rovnou do odpadu (W1). Promyjeme pumpu Al vazebnym pufrem v ,,System
pumps* spustime [Start pump A1 wash], pumpu B1 elu¢nim pufrem spusténim [Start pump Bl
wash] a pumpu A2 deionizovanou vodou spusténim [Start pump A2 wash].

Injection valve e
Manual load
Inject Sample pump load
Direct inject Sample pump waste

-

System pump
waste

. Primarni pratokova cesta
Alternativni priitokova cesta

. Uzaviena priitokova cesta

we SaP V9-Inj
.
System flow i System flow & System flow 4
0.000| mumin | Set flow rate 0.000| mumin | Set flow rate 0.000| mumin | Set flow rate
2 ) 2
Conc % B Conc % B Conc % B
00| %e Set% B 0.0|ze Set% B 00| xe Set% B
0 0 00 0 00
Pump wash A B Pump wash A B Pump wash A B
Al v Bl | SmnpumpBwash| [A1 v || SmrpumpAwash| [B1 v A2 v 81 v || Stanpump Bwash
System wash System wash System wash
() System out (W) (e) Injection valve (W1) () System out (W) (e) Injection valve (W1) () System out (W) (e) Injection valve (W1)
15wl Start system wash 15 | Stant system wash 15/ ml | Start system wash
10-998 10-999 10-998
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4. 'V ,Inlet valve A/B* nastavime pumpu A2 (deionizovana voda) a pumpu B1 (eluéni pufr).

— A2 ’////,: . ::\\\\\
e P )=
—_— Bl A
Inlet valve AB x
s S et P EES

5. Nastavime pritok mobilni faze A2 (deionizovana voda) v ,,System pumps* na 0,2 ml min™!' [Set
flow rate 0.200; Set % B 0.0].

System flow X
Conc % B
00| %e Set% B
Pump wash A B
A2 v Start pump A wash B1 v || Start pump B wash
System wash

() System out (W) (e) Injection valve (W1)

15wl Stant system wash

10-999

6. Zménime nastaveni v ,Injection valve* na [Manual load], kdy mobilni faze prochazi ze
systémovych pump (SyP) rovnou na kolonu (Col).

Injection valve X
Manual load System pump waste
Inject Sample pump load
Direct inject Sample pump waste
(quuul load

[ Primarni pratokova cesta

. Pratokova cesta pro ru¢ni nanaseni

7. Zaroven v ,,Column valve* pfepneme na [Column down flow], jez nastavuje pritok mobilni faze
kolonou seshora dolt.

12/27
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prec  0.02 MPa Cond

High alarm 400 1
<
== 1 J3le=—= UV =

Colum valve X
By-pass

I Column down flow

Column up flow

4 Column down flow

[ Primarni pritokova cesta

Vo-Cs
* J

8. Ptipojime kolonu plnénou Ni Sepharose 6 Fast Flow (Cytiva) metodou drop-to-drop k modulu
V9-Cs horni kapilarou kolony do 1A a dolni kapilarou do 1B.

9. Ovétime, zda systém zcela tésni a nedochézi k uniku mobilni faze.
10. Nastavime pratok mobilni faze A2 (deionizovana voda) v ,,System pumps* na 0,5 ml min! [Set
flow rate 0.500; Set % B 0.0] a promyjeme kolonu 5 objemy kolony (CV) deionizovanou vodou

k odstranéni 20% ethanolu.

13/27
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System flow 4
Conc % B
0.0|%e Set% B
Pump wash A B
Al v Start pump A wash B1 v || Start pump B wash
System wash

() System out (W) (e) Injection valve (W1)

15| ml | Start system wash
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11. Poté kolonu ekvilibrujeme 5-10 CV mobilni fazi Al (vazebny pufr) zménou v ,Inlet valve
A/B“ na pumpu Al a nastavenim pritoku v ,,System pumps“ na 1,0 ml min"! [Set flow rate

1.000; Set % B 0.0].

=/ A1 \>
P
=\B1 W
Inlet valve AB X
(o] 22! [ =
- P
System flow x
Conc % B
00| %e Set% B
Pump wash A B
Al v Start pump A wash B1 v || Start pump B wash
System wash

() System out (W) (e) Injection valve (W1)

15| ml | Stare system wash

12. Pfed nanesenim vzorku promyjeme vzorkovaci pumpu mobilni fazi Al (vazebny pufr) v
»Sample pump* spustime [Start pump wash]. Ujistime se, ze je v ,,Injection valve* nastaveno

[Sample pump waste].

> d

Injection valve
Manual load System pump waste
Inject Sample pump load

Direct inject Sample pump waste

Sample flow

;X

0.000| mimin | Setflow rate
Pump wash
Start pump wash
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.

Sample
pump waste

Injection valve
Manual load System pump waste
Inject Sample pump load

Sample flow

Pump wash

Start pump wash

Direct
inject
LoopE

SyP

zakladni linie (5-10 CV).

B Primami pratokova cesta

Alternativni pritokova cesta

. Primarni pratokova cesta

Alternativni pritokova cesta

. Uzavfena prutokova cesta

C8113 Metody v biotechnologii

13. Na kolonu naneseme pifedem piipraveny vzorek na ledu pomoci vzorkovaci pumpy pfi pritoku
1 ml min! a to tak, Ze v ,Injection valve* nastavime [Direct inject], kdy je vzorek aplikovan
vzorkovaci pumpou (SaP) ptimo na kolonu (Col), a dale nastavime pratok vzorku v ,,Sample
pump* na [Set flow rate 1.000]. Az bude vzorek témét vSechen aplikovan ukonc¢ime nanaSeni
vzorku v ,,Sample pump* [Set flow rate 0.000], aby se do systému nedostala bublinka.

14. Po naneseni vzorku nastavime zpét v ,,Injection valve* [Manual load] a v ,,System pumps* [Set
flow rate 1.000; Set % B 0.0].
15. Takto promyvame kolonu mobilni fazi Al (vazebny pufr), dokud absorbance opét nedosahne

16. Sbéra¢ frakci naplnime ledovou tiisti a vlozime Cisté zkumavky. Rameno sbérace nastavime

tak, aby se sensor zkumavek dotykal sbérnych zkumavek na vnéjsi strané. Zkontrolujeme, zda

je senzor zkumavek ve spravné poloze pro pouzité zkumavky. Eluentni kapilara by méla byt nad

sttedem sbérné zkumavky. Ovladani senzoru lze prepinat mezi dvéma polohami malé zkumavky
(s vnitfnim pramérem piiblizné 18 mm a vétSim) a velké zkumavky (s vnitfnim primérem

mensim nez 18 mm).
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17. Poté otevieme Manual/Execute Manual Instructions v horni li§té. Nastavime linearni gradient
20-500 mM imidazolu pomoci mobilni faze B1 (elu¢ni pufr) po dobu 20 min v Pumps/Gradient
na [Target 100.0 %B; Length 20.00 min] a pomoci funkce Insert zatadime do fronty ptikazi.
V Monitors/Wavelength zkontrolujeme [UV1 280 nm] a pfipadné nastavime dal$i vinové
délky (celkem lze sledovat az tfi vlnové délky) a pomoci funkce Insert zafadime do fronty
ptikazi. Sbér frakci o objemu 2 ml pomoci Fraction Collector F9-R nastavime ve Fraction
Collection/Fractionation na [Volume 2.00 ml] a pomoci funkce Insert zatadime do fronty
ptikazi. Nakonec vSechny piikazy spustime najednou pomoci funkce Execute.

System Control
Manual  System Tools Help

Execute Manual Instructions...  Ctrl+M

Ctrl+Shift+P

X

ClilsShiftE

Manual Run 0.00mi e 0.00ml o 11.30min 0.00 min 0 000 mUmin e 0.000 mlUmin ov

Column position Column flow direction Sample pressure

JoVEBIREN POURIY

A‘l 00% Manual load By-pass 0 02MPa 0.06 MPa
0.02MPa 10,290mAlJ 0.53mS/cm Waste
Manual instructions - AKTA PURE USM X
Selected column type: Select...
Instructions Parameters for Gradient Instruction execution list
= Pumps ~
System flow Target [0.0- 100.0] Delete
Sample flow A%B Gradient 100.0. 20.00
¥
Pump A wash Length [0.00 - 100000.0)
Sample pump wash A
System wash
= Fow path
[# Monitors
# Fraction collection
[+ Alarms
o v
Save result as: ‘ Browse...
()] Auto update of parameters during run Execute Close
Manual instructions - AKTA PURE USM X
Selected column type: | Select...
Instructions Parameters for Wavelength Instruction execution list
[+ Pumps ~
& Flow path w1 [190- 700] Eean
o Morors” i Gadert 1000.2000
0 zero Wavelength 280. 450. 650
Wavelength uv2 [190 - 700]
UV lamp 2
Relative scale cond uv3 [150 - 700]
[# Fraction collection 2
# Alarms
# Wash settings &
o Wateh
Save result as: [ Browse...
) Auto update of parameters during run Execute Close
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Instructions

Manual instructions - AKTA PURE USM

Selected column type:

Parameters for Fractionation

<

=) Fraction collection

Stop fractionation

Peak fractionation

Stop peak fractionation
Reset frac number

Feed tube

Fractionation in outlet valve
Stop frac in outlet valve
Peak frac in outlet valve

Stop peak frac in outlet vab |,

>

~

Save result as: ‘

Base

O Time (® Volume
Fraction size [0.000 - 50.000]
oo

(_)) Auto update of parameters during run

Select...

Browse...

Instruction execution list

Gradient 100.0, 20.00

Waveleni h 280. 450. 650
Fractionation Volume. 2.000

18. Po eluci regenerujeme kolonu promytim 5—-10 CV mobilni fazi A1 (vazebny pufr) nastavenim
[Set flow rate 1.000; Set % B 0.0] v ,,System pumps*.
19. Poté nastavime v ,,System pumps® [Set flow rate 0.000; Set % B 0.0] a vSechny pumpy
promyjeme 20% ethanolem; pumpu A1(2) v ,,System pumps® spustime [Start pump A1(2)
wash], pumpu B1 pomoci [Start pump B1 wash], a vzorkovaci pumpu v ,,Sample pump*
spustime [Start pump wash].
20. Nastavime pratok mobilni faze A1 (20% ethanol) na 0,5 ml min'! v ,,System pumps* [Set flow

rate 0.500; Set % B 0.0] a promyjeme kolonu 5 CV.

Pro ukonceni promyvani nastavime v ,,System pumps® [Set flow rate 0.000; Set % B 0.0],

odinstalujeme kolonu a uskladnime v lednici.

21. Na zavér promyjeme cely ptistroj 20% ethanolem v ,,System pumps* spustime [Start system
wash].

Conc % B

Pump wash A

Al v

Start pump A wash

System wash

(@ System out (W)

15| ml

0.000| mymin

0.0

x

Set flow rate

Set % B

B

B1 v || Start pump B wash

() Injection valve (W1)

22. Ukoné¢ime purifikacni beh pomoci ,,End* (M), tim se i cely zaznam ulozi.

System Control

e View Manual System Tools Help
Y <0 g
oy ar
B> » . 88 /n 52
@ AKTA PURE U9M
g Run Data x
2| Manual Run 0.00mi o 0.00ml o 22.01min 0.00 min o 000 mmin o 0.000 mlmin ov
g Column flow direction
|- 00% Manual load Down flow 0.02MPa 0.06MPa
0.02MPa 10.425mAu 0.56 mSlcm Waste

23. Vyhodnotime a exportujeme chromatogram pomoci programu Evaluation.
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System Control

File Edit View Manual Syste Tools Help

Bl

ip E 5 Column Handiing... CtrlsL
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Vylucovaci chromatografie (SEC), znama také jako gelova filtrace, je nejSetrnéj$i ze vSech
chromatografickych technik. SEC separuje molekuly na zaklad¢ rozdilti ve velikosti pii pruchodu
kolonou naplnénou matrici. Na rozdil od technik, jako je iontoméni¢ova chromatografie (IEC) nebo
afinitni chromatografie (AC), se molekuly nevazou na chromatografickou matrici, coZ znamena, Ze
sloZeni pufru nema pfimy vliv na rozliSeni (stupeni separace mezi piky). Vyznamnou vyhodou SEC je
proto to, Zze podminky lze ménit podle typu vzorku nebo pozadavki na dalsi purifikaci, analyzu nebo
skladovani, aniz by se zménila separace.

SEC porézni matrice se skladaji ze sférickych castic (kulicek), které postradaji reaktivni a adsorpéni
vlastnosti. Po vstupu vzorku do kolony nemohou molekuly vétsi nez pory difundovat do kulicek, takze
se eluuji jako prvni. Molekuly, jejichz velikost se pohybuje mezi velmi velkymi a velmi malymi,
mohou do porit pronikat v rizné mife v zavislosti na své velikosti. Pokud je molekula mensi nez
nejmensi z pért v matrici, bude schopna proniknout do celkového objemu pért. Molekuly, které
proniknou do celkového objemu porti, jsou eluovany jako posledni. Vzorky jsou eluovany izokraticky,
takze behem separace neni tfeba pouzivat riizné pufry.

Piiprava SEC pufru

Voda a chemikalie pouzivané k ptipravé pufru by mély byt vysoce Cisté.
1. Pro SEC purifikaci pfipravime:

500 ml deionizované vody
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500 ml mobilni faze (20 mM fosfore¢nan sodny, 150 mM chlorid sodny, pH 7,4)
500 ml 20% ethanolu

2. Pted pouzitim pfefiltrujeme pufry ptes 0,45 um filtr.
3. Bezprostfedn¢ pied pouzitim vloZime pufr a ostatnimi roztoky pro chromatografické metody do
ultrazvukové 1azné na 10—15 min pro odstranéni bublinek.

Purifikaéni béh SEC

1. Spustime AKTA PURE 25M systém a PC.

2. Spustime program UNICORN 7.3 a piejdeme do okna System Control.

3. V ,Injection valve* nastavime [System pump waste] a promyjeme pumpu Al mobilni fazi v
»System pumps‘ [Start pump Al wash] a pumpu A2 deionizovanou vodou [Start pump A2
wash].

4. V ,Inlet valve A/B* nastavime pumpu A2 (deionizovand voda).

5. Nastavime pritok mobilni faze A2 (deionizovana voda) v ,,System pumps* na 0,2 ml min™!' [Set
flow rate 0.200; Set % B 0.0].

6. Zménime nastaveni v ,,Injection valve* na [Manual load].

7. Zarovei v ,,Column valve* piepneme na [Column down flow].

8. Pfipojime kolonu Superose® 12 HR 10/30 (Cytiva) metodou drop-to-drop k modulu V9-Cs
horni kapilarou kolony do 1A a dolni kapilarou do 1B.

9. Ovétime, zda systém zcela tésni a nedochézi k uniku mobilni faze.

10. Nastavime pratok mobilni faze A2 (deionizovana voda) v ,,System pumps* na 0,5 ml min! [Set
flow rate 0.500; Set % B 0.0] a promyjeme kolonu 5 objemy kolony (CV) deionizovanou vodou
k odstranéni 20% ethanolu.

11. Poté kolonu ekvilibrujeme 5-10 CV mobilni fazi (20 mM fosfore¢nan sodny, 150 mM chlorid
sodny, pH 7,4) zménou v ,,Inlet valve A/B* na pumpu Al a zachovanim pritoku 0,5 ml min! v
»System pumps* [Set flow rate 0.500; Set % B 0.0].

12. Ptipojime vzorkovaci smycku o objemu 0,2 ml k modulu V9-Inj v pozicich LoopE a LoopF a
manualné ji promyjeme deionizovanou vodou a poté mobilni fazi pomoci injekéni stiikacky
s jehlou s tupym hrotem ptes port pfipojeni stiikacky (Syr).

13. Do vzorkovaci smy¢ky naneseme pfedem piipraveny vzorek pomoci injekéni stiikacky s jehlou
s tupym hrotem. Aby nedoslo ke ztrat¢ vzorku v dusledku nasati, ponechte sttikacku v portu.
Vzorek poté aplikujeme ze vzorkovaci smycky (LoopE-F) piimo na kolonu (Col) nastavenim
[Inject] v ,,Injection valve*.

Injection valve - 4
Manual load System pump waste

Sample pump load
Direct inject Sample pump waste
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. Primarni pratokova cesta

Alternativni prutokova cesta

SaP V9-Inj

14. Jakmile je vzorek vSechen aplikovan ukonc¢ime nandSeni vzorku ptfepnutim opét do pozici
[Manual load] v ,,Injection valve* a mizeme vyjmout stiikacku z portu.

15. Eluci provedeme 5-10 CV mobilni faze.

16. Sbérac frakcei naplnime ledovou tiisti a vlozime €isté zkumavky a nastavime rameno sbérace.

17. Poté otevieme Manual/Execute Manual Instructions v horni listé. V Monitors/Wavelength
zkontrolujeme [UV1 280 nm] a ptipadné nastavime dal$i vinové délky a pomoci funkce Insert
zatfadime do fronty pfikazii. Sbér frakci o objemu 2 ml pomoci Fraction Collector F9-R
nastavime ve Fraction Collection/Fractionation na [Volume 2.00 ml] a pomoci funkce Insert
zafadime do fronty piikaz. Nakonec vSechny piikazy spustime najednou pomoci funkce
Execute.

18. Po eluci regenerujeme kolonu promytim 5 CV mobilni faze.

19. Poté nastavime v ,,System pumps‘ [Set flow rate 0.000; Set % B 0.0] a obé pumpy promyjeme
20% ethanolem; pumpu A1(2) v ,,System pumps‘ spustime [Start pump A1(2) wash].

20. V ,Inlet valve A/B* nastavime pumpu A1l (20% ethanol).

21. Nastavime pritok mobilni faze (20% ethanol) na 0,5 ml min! v ,,System pumps* [Set flow rate
0.500; Set % B 0.0] a promyjeme kolonu 5 CV.

22. Pro ukonceni promyvani nastavime v ,,System pumps® [Set flow rate 0.000; Set % B 0.0],
odinstalujeme kolonu a uskladnime v lednici.

23. Na zavér promyjeme cely pfistroj 20% ethanolem v ,,System pumps® spustime [Start system
wash].

24. Ukonc¢ime purifikacni béh pomoci ,,End®, tim se i cely zdznam uloZi.

25. Vyhodnotime a exportujeme chromatogram pomoci programu Evaluation.

PRIPRAVA EXTRACELULARNIHO MEDIA P. PASTORIS

1. Supernatant po odstfedéni biomasy z bioreaktoru zakoncentrujeme ultrafiltraci na zékladé tlaku
pomoci michané cely Amicon® (hnaci plyn je dusiku). Sestavte Amicon® celu s ultrafiltracni
membranou 3 kDa MWCO z regenerované celulézy. Obecné plati, ze mezni molekulova
hmotnost (MWCO) nebo nominalni mezni molekulova hmotnost (NMWL) membranového filtru
by méla odpovidat poloving az tietin€ velikosti cilového proteinu pro retenci.

2. Koncentrovany supernatant odsolime v dialyza¢ni tubularni membrané CelluSep T1 (MWCO
3,5 kDa). Dialyza¢ni membranu ustiihneme o vhodné délce s dostateCnou rezervou (objem
vzorku se béhem dialyzy zvySuje) a vlozime na 15 min do deionizované vody. Poté ji naplnime
koncentrovanym supernatantem a umistime do nadoby s 1-2 1 dialyza¢niho pufru (5 mM octan
sodny, pH 5,0). Za mirného michani dialyzujeme 2 h pfi 4 °C. Vyménime dialyzacni pufr a
dialyzujeme dalsi 2 h (vyménu pufru lze n€kolikrat zopakovat). Nakonec vyménime dialyzacni
pufr a dialyzujeme pies noc.

3. Dialyzovany koncentrovany supernatant ptipadné prefiltrujeme pies 0,45 pm filtr.

Nakonec vzorek ultracentrifugujeme pii 185 000 x g po dobu 40 min pii 4 °C.

5. Zmé&Fime koncentraci proteinti ve vzorku pomoci Qubit® Protein Assay.

he
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IV. JEDNOFAZOVY PURIFIKACNi PROTOKOL (IEC)
IEC protokol

Iontoménicova chromatografie (IEC) separuje proteiny na zéklade rozdild v jejich povrchovém naboji.
IEC vyuziva skute¢nosti, ze vztah mezi povrchovym nabojem a pH je pro konkrétni protein jedinecny.
Pii IEC se reguluje reverzibilni interakce mezi nabitymi proteiny a opané nabitymi médii, aby se
podpofila vazba nebo eluce specifickych proteinii a dosdhlo se separace. Protein, ktery nema pii pH
odpovidajicim jeho izoelektrickému bodu (pl) zadny povrchovy naboj, nebude s nabitym médiem
interagovat. Pfi pH vy$§im, neZ pl se vSak protein vaZe na kladn€ nabité médium nebo aniontovy ménic¢
a pfi pH niz8im nez jeho pl se protein vaZe na zdporn¢ nabité¢ médium nebo kationtovy méni¢. Kromé
iontové-vymeénné interakce miize dochézet i k dal$im typim vazby, ale tyto u¢inky jsou velmi malé a
jsou zpusobeny ptedevsim van der Waalsovymi silami a nepolarnimi interakcemi.

Piiprava IEC pufri

1. Pro IEC purifikaci pfipravime:

500 ml deionizované vody
500 ml vazebného pufru (5 mM octan sodny, pH 5,0)
500 ml elu¢niho pufru (5§ mM octan sodny, 1 M chlorid sodny, pH 5,0)

2. Pted pouzitim pfefiltrujeme pufry ptes 0,45 um filtr.
3. Bezprostfedné pted pouzitim vlozime pufry a ostatnimi roztoky pro chromatografické metody
do ultrazvukové 14zn€ na 10—15 min pro odstranéni bublinek.

Purifikaéni béh SEC

1. Spustime AKTA PURE 25M systém a PC.

2. Spustime program UNICORN 7.3 a piejdeme do okna System Control.

3. Nastavime [System pump waste] v ,,Injection valve®“. Promyjeme pumpu Al vazebnym pufrem
v ,,System pumps* spustime [Start pump A1 wash], pumpu B1 elu¢nim pufrem spusténim [Start
pump B1 wash] a pumpu A2 deionizovanou vodou spusténim [Start pump A2 wash].

4. V ,Inlet valve A/B* nastavime pumpu A2 (deionizovana voda) a pumpu B1 (elu¢ni pufr).

5. Nastavime priitok mobilni faze A2 (deionizovana voda) v ,,System pumps* na 0,2 ml min™! [Set

flow rate 0.200; Set % B 0.0].

. Zménime nastaveni v ,,Injection valve* na [Manual load].

Zaroven v ,,Column valve* piepneme na [Column down flow].

8. Pfipojime kolonu HiPrep SP FF 16/10 (Cytiva) metodou drop-to-drop k modulu V9-Cs horni
kapilarou kolony do 1A a dolni kapildrou do 1B.

9. Ovétime, zda systém zcela tésni a nedochézi k uniku mobilni faze.

10. Nastavime pritok mobilni fize A2 (deionizovana voda) v ,,System pumps na 1 ml min™! [Set
flow rate 1.000; Set % B 0.0] a promyjeme kolonu 5 objemy kolony (CV) deionizovanou vodou
k odstranéni 20% ethanolu.

11. Poté kolonu ekvilibrujeme 5-10 CV mobilni fazi A1 (vazebny pufr) zménou v ,Inlet valve
A/B“na pumpu Al a nastavenim pritoku v ,,System pumps* na 3 ml min™! [Set flow rate 3.000;
Set % B 0.0].

12. Pfed nanesenim vzorku promyjeme vzorkovaci pumpu mobilni fazi Al (vazebny pufr) v
»Sample pump* spustime [Start pump wash]. Ujistime se, ze je v ,,Injection valve* nastaveno
[Sample pump waste].

13. Na kolonu naneseme piedem piipraveny vzorek na ledu pomoci vzorkovaci pumpy pfi prutoku
3 ml min! a to tak, Ze v ,,Injection valve* nastavime [Direct inject], a dale nastavime pritok
vzorku v ,,Sample pump* na [Set flow rate 3.000]. Az bude vzorek témét vSechen aplikovan

= o
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ukonc¢ime nanaseni vzorku v ,,Sample pump* [Set flow rate 0.000], aby se do systému nedostala
bublinka.

14. Nastavime zpét v ,,Injection valve* [Manual load] a v ,,System pumps* [Set flow rate 3.000; Set
% B 0.0].

15. Takto promyvame kolonu mobilni fazi Al (vazebny pufr), dokud absorbance opét nedosahne
zakladni linie (5-10 CV).

16. Sbérac frakci naplnime ledovou tiisti a vlozime €isté zkumavky a nastavime rameno sbérace.

17. Poté otevieme Manual/Execute Manual Instructions v horni 1ist€. Nastavime linearni gradient
0-1 M NaCl po dobu 20 min pomoci mobilni faze Bl (elu¢ni pufr) po dobu 20 min v
Pumps/Gradient na [Target 100.0 %B; Length 20.00 min] a pomoci funkce Insert zatadime do
fronty ptikazii. V Monitors/Wavelength zkontrolujeme [UV1 280 nm] a pfipadné nastavime
dalsi vinové délky a pomoci funkce Insert zafadime do fronty piikazt. Sbér frakei o objemu 2
ml pomoci Fraction Collector F9-R nastavime ve Fraction Collection/Fractionation na [Volume
2.00 ml] a pomoci funkce Insert zafadime do fronty piikazi. Nakonec vSechny piikazy spustime
najednou pomoci funkce Execute.

18. Po eluci regenerujeme kolonu promytim 5—10 CV mobilni fazi A1 (vazebny pufr) nastavenim
[Set flow rate 3.000; Set % B 0.0] v ,,System pumps*.

19. Poté nastavime v ,,System pumps®™ [Set flow rate 0.000; Set % B 0.0] a vSechny pumpy
promyjeme 20% ethanolem; pumpu A1(2) v ,,System pumps® spustime [Start pump A1(2)
wash], pumpu Bl pomoci [Start pump Bl wash], a vzorkovaci pumpu v ,,Sample pump*
spustime [Start pump wash].

20. Nastavime pritok mobilni faze A1 (20% ethanol) na 1 ml min™!' v ,,System pumps* [Set flow
rate 1.000; Set % B 0.0] a promyjeme kolonu 5 CV.

21. Pro ukonceni promyvani nastavime v ,,System pumps® [Set flow rate 0.000; Set % B 0.0],
odinstalujeme kolonu a uskladnime v lednici.

22. Na zavér promyjeme cely pfistroj 20% ethanolem v ,,System pumps® spustime [Start system
wash].

23. Ukon¢ime purifikacni béh pomoci ,,End®, tim se i cely zdznam uloZi.

24. Vyhodnotime a exportujeme chromatogram pomoci programu Evaluation.

V. SDS-PAGE A WESTERN BLOT

SDS-PAGE slouzi k separaci proteinii na zakladé jejich molekulové hmotnosti. Zahtatim vzorku
proteinii v denaturujicim a redukujicim pufru dochazi k denaturaci proteinli vcetné odstranéni
disulfidovych miistki a jejich obaleni molekulami dodecylsiranu sodného (SDS), ktery udéli
proteintim celkovy zaporny naboj. Je to dano tim, Ze SDS se nekovalentné vaze na proteiny v poméru
1.4 g SDS na 1 g bilkoviny. Po naneseni vzorku se zaporn€ nabitymi proteiny na gel a umisténi gelu
do elektrického pole migruji proteiny ke kladné elektrodé (anod¢€). Béhem této migrace jsou proteiny
separovany na principu molekulového sita v polyakrylamidovém gelu. Po nésledné vizualizaci
separovanych proteinil v gelu se dé urcit jejich relativni molekulova hmotnost srovnanim vzdalenosti
od startu migrace daného proteinu se smési standardi o zndmé molekulové hmotnosti. Koncentrace
monomeru pouzitého k pfipraveé gelu se voli podle velikosti proteind, které chceme separovat. Nizka
koncentrace se pouziva k separaci proteinlt o vysoké molekulové hmotnosti, zatimco vysoka
koncentrace se pouZziva k separaci proteinti o mal¢ molekulové hmotnosti.

Koncentrace monomeru Oblast linearni
(akrylamid + BIS) [%T] separace [kDa]

15,0 1243
10,0 16-68
7,5 36-94
5,0 57212
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V praxi se pro separace proteint velmi ¢asto pouziva tzv. diskontinuélni elektroforéza skladajici se ze
dvou geld, koncentraéniho a separa¢niho. Tyto gely maji riznd pH a také rliznou koncentraci
monomeru. Koncentracni gel ma pH 6,8, pii kterém maji ionty glycinu (pl = 6,1) obsazené v
elektroforetickém pufru vyznamné niz$i mobilitu nez pii pH 8,8, které je nastaveno v separa¢nim gelu.
Diky tomu v koncentracnim a separa¢nim gelu panuji odlisné separa¢ni podminky. Kromé iontl
glycinu se v systému nachazeji také anionty proteinli, anionty chloridu a kationty TRIS
(tris(hydroxymethyl)aminomethan). V koncentra¢nim gelu se aniony fadi nasledovné dle mobility: 1.
chloridy 2. proteiny 3. glycin. V této situaci (fidky gel) dochdzi k zaZeni (isotachoforetickému
zakoncentrovani) zony proteint diky tomu, Ze ionty glycinu tlaci ,,zezadu* na zonu proteini, ktera je
zeptedu ohranicena zonou chloridovych aniontii. Diky tomu je z6na proteinli velmi dobie ziZena
(zakoncentrovana) pred vstupem do separacniho gelu. Po vstupu do separa¢niho gelu je potfadi mobilit
anionl diky vy$$imu pH a tim padem zépornéjSimu naboji glycinu a jeho vy$si mobilité odlisné: 1.
chloridy 2. glycin 3. proteiny. V této situaci jiz mobilita proteinii neni zezadu ovliviiovana jinymi ionty
a diky hustSimu separa¢nimu gelu se proteiny s riznou molekulovou hmotnosti postupné separuji na
principu molekulového sita podle své molekulové hmotnosti.

Western blot je analytickd metoda slouzici k pfenosu a imunochemické detekci proteinti z SDS-PAGE
gelu. Proteiny z SDS-PAGE gelu jsou nejprve pieneseny pomoci elektrického pole na chemicky i
mechanicky odolnéjsi membranu — nitrocelul6za nebo polyvinylidendifluorid (PVDF). Existuji dva
typy uspotfadani western blotu a to ,,wet blotting™ (mokry pienos) a ,,semi-dry blotting™ (polosuchy
pfenos), pomoci obou metod je dosahovano srovnatelnych vysledkid. Na membrané pak probiha
imunochemicka detekce proteinli za pomoci primarni a sekundérni protilatky. Priméarni protilatka je
specificka vii¢i cilovému proteinu (antigenu), nebot’ se vaze na specifickou sekvenci aminokyselin
v cilovém proteinu zvanou epitop, kterd se 1iSi protein od proteinu. Sekundarni protilatka je pak
specifickd proti imunoglobuliniim zvifete, které vytvotilo primarni protilatku, vytvaii tedy komplex s
primarni protilatkou v misté jejiho komplexu s antigenem. Sekundarni protilatka navic nese detekéni
systém (obvykle enzym — alkalicka fosfatasa, peroxidasa), ktery rozklada substrat, jeZ po rozlozeni
produkuje chemiluminiscenci (sviti) nebo viditelné zbarveni v mist€¢ komplexu antigen-primarni
protilatka-sekundarni protilatka. Diky vysoké specifité interakce antigen-protilatka a vysoké citlivosti
detekce je mozné identifikovat jeden konkrétni protein ze smési obsahujici az stovky proteind.

SDS-PAGE protokol

1. Pfidejte 2-merkaptoethanol v poméru 1:19 do 2X Laemmli pufru (65,8 mM Tris-HCI, 26,3%
(w/v) glycerol, 2,1% SDS, 0,01% bromfenolové modt, pH 6,8; BioRad). Vysledny nanaseci pufr
pridejte ke vzorku v poméru 1:1. Pfipravte o 50 % vice nez budete nanaset na gel.

2. Zahtivejte pii 95 °C po dobu 5 min.

Centrifugujte pti 10 000 g po dobu 5 min.

4. Opatrné odstraiite hiebinek a zelenou pasku na spodni stran¢ kazety s prefabrikovany 4-20%
Mini-PROTEAN TGX Stain-Free gelem (BioRad) a vlozte jej do elektrodového drzaku spolu
s pomocnou plastovou kazetou, aby se vytvofil vnitini katodovy prostor.

5. Elektrodovy drzak vlozte do elektrodové vany Mini-PROTEAN (BioRad) a nalijte do jeho
vnitini ¢asti Cerstvy 1X elektrodovy pufr (25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3) az
po okraj (cca 125 ml).

6. Poté naplite elektrodovou vanu 1X elektrodovym pufrem az po plnici ¢aru (550 ml pro 1-2
gely).

7. Naneste 5 ul proteinového zebticku (Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting Standards,
BioRad).

8. Naneste do jamek gelu 10-20 ul vzorkii.

(98]
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9. Spust'te gel pii konstantnim proudu 30 mA na gel (nebo konstantnim napéti 300 V), dokud
barevné Celo nedosdhne spodniho konce gelu.

10. Vyjméte gel z kazety a plastového obalu pomoci paky na otevirani kazety a poloZte na
zobrazovaci podlozku.

11. Aktivujte barvivo pomoci UV po dobu 5 min a pofid’te obrazek gelu.

Western blot protokol
Pienos

1. Stabilizujte pufr Towbin (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% (v/v) methanol, pH 8,3) pro pienos
na vhodnou teplotu pii 25 °C.

2. PVDF membranu pted ekvilibraci v pfenosovém pufru namocte na 1 min do 100% metanolu.

3. Membranu, filtracni papir a polstarky s vlakny nechte 20 min stabilizovat v pufru Towbin pro
prenos (A). Gel oplachnéte ve vod¢ a nechte jej 15 minut ekvilibrovat v pfenosovém pufru (A).
Ptipravte gelovy sendvi¢ (B) a vlozte kazetu do modulu (C). Pridejte chladici jednotku, michadlo
a prenosovy pufr.

4. Ptenos provadéjte pti konstantnim napéti 100 V po dobu 1 hod.

5. Oplachnéte membranu pufrem TBS (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 7.,5).

A

Blokovani

1. Membranu ponoite do 10 ml blokovaciho pufru EveryBlot (BioRad).
2. Umistéte na orbitéalni tfepacku a blokujte 5 min pfi pokojové teploté.
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Primarni imunodetekce

1. Zted’te primarni protilatku (Mouse anti Histidine Tag) v 10 ml blokovaciho pufru EveryBlot.
Pomér fedéni: 1: 1000.

2. Umistéte na orbitalni tfepacku a inkubujte 1 hod pii pokojové teploté.

3. Promyvejte 10 ml TBS-T (20 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 0,05% (v/v) Tween 20, pH 7,5) po
dobu 5 min za nepfetrzit¢tho michani.

4. Opakujte krok 3 pro celkovy pocet péti promyti.

Sekundarni imunodetekce

1. Zied’te sekundéarni protilatku (Rabbit F(ab')2 anti Mouse IgG:HRP) v 10 ml blokovaciho pufru
EveryBlot. Pomér fedéni: 1: 2000.

2. Zted'te sekundéarni protildtku (StrepTactin-HRP conjugate) v 10 ml blokovaciho pufru
EveryBlot. Pomér fedéni: 1: 4000.

3. Umistéte na orbitalni tfepacku a inkubujte 1 hod pii pokojové teploté.

4. Promyvejte 10 ml TBS-T po dobu 5 min za nepietrzit¢ého michéni.

5. Opakujte krok 3 pro celkovy pocet Sesti promyti.

Detekce

1. Pfipravte 7 ml substratu Clarity Max Western ECL (BioRad) smichanim 3,5 ml kazdé casti
soupravy.

2. Pridejte pfipraveny substrat k membrané a inkubujte 5 min.

3. Potid’te sérii snimkil, dokud nedojde k nasyceni cilovych prouzkd.

4. Potid'te kone¢ny snimek bez nasycenych prouzki.

Protokoly pro barveni SDS-PAGE geli

SILVER STAIN PLUS (BIORAD)

1. Po elektroforéze umistéte mini gel (8 x 10 cm, 0,75-1 mm) do barvici nddoby s 200 ml
fixacniho zesilujiciho roztoku (50% methanol, 10% kyselina octova, 10% koncentrovany fixacni
zesilujici roztok). Gel jemnym michanim fixujte po dobu 20 min.

2. Dekantujte fixacni zesilujici roztok z barvici nadoby. Gel proplachnéte v 200 ml deionizované
vody po dobu 10 min za mirného michéani. Poté dekantujte a nahrad’te ji Cerstvou deionizovanou
vodou. Oplachujte dalsich 10 min. Dekantujte oplachovou vodu.

3. Do kadinky nalijte 17,5 ml deionizované vody a michejte michadlem potazenym PTFE.
Pridejte nasledujici latky v tomto potadi: 2,5 ml roztoku komplexu stiibra; 2,5 ml roztok redukéniho
moderatoru; 2,5 ml ¢inidla pro vyvoldni. Bezprostfedné pied pouzitim pfidejte 25 ml roztoku
urychlovace vyvolavani pti pokojové teploté. Dobte promichejte. Obsah kadinky ptidejte do barvici
nadoby s gelem. Barveni provadéjte za mirného michani po dobu pfiblizné¢ 20 min nebo dokud
nedosahnete pozadované intenzity barveni.

4. Po dosazeni pozadované intenzity barveni umistéte gel do zastavovaciho roztoku (5% kyselina
octova) na dobu nejméné 15 min. Po zastaveni reakce oplachujte gel 5 min v deionizované vode.
QC COLLOIDAL COOMASSIE G-250 STAIN (BIORAD)

1. Po elektroforéze umistéte mini gel do barvici nadoby s 50 ml fixa¢niho roztoku (50% methanol,
10% kyselina octova). Gel jemnym michanim fixujte po dobu 15 min.

2. Dekantujte fixacni roztok z barvici nadoby. Gel proplachnéte v 50 ml deionizované vody.
Dekantujte oplachovou vodu.
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Do barvici nddoby s gelem pfidejte 50 ml QC koloidni Coomassie G-250. Barveni provadéjte

za mirného michani po dobu 1-20 hod.

4.

Dekantujte barvici roztok a odbarvéte gel v deionizované vodé po dobu 1-3 hod s jemnym

michanim. Vyménite vodu alespo tfikrat.

Piiprava SDS-PAGE gelu

SNk =

Umistéte ramecky a nalévaci stojan na rovnou podlozku.

Vezmeéte delsi skla se spacery o tloust’ce | mm a umistéte na né kratsi skla.

Umistéte skla do nalévaciho ramecku tak, Ze popis na del§im skle je orientovan nahoru.
Zaklapnéte skla obéma klipsnami zaroven.

Umistéte nalévaci rdmecek se skly na t€snici podlozku v nalévacim stojanu a pftitlacte je
pomoci pruzinky.

2
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Klipsna v oteviené pozici

= Pruzinky na pfitladeni skel

Nalévaci stojan bez tésnici
o { podloZky. Tésnici podlozka
musi byt pouZita pii nalévani

Nalévani separacniho gelu

1.

(98]

5.

Nalévani koncentracniho gelu

1.

Do eppendorfky si ptipravte 10% (w/v) persiran amonny (APS) rozpusténim 50 mg APS v
450 pl deionizované vody. Podle tabulky nize namichejte smés pro 10% separacni gel do
kadinky s michadlem na magnetické michacce. Jako posledni pfidejte APS a TEMED
(N,N,N',N'-tetramethyl-ethan-1,2-diamin), které slouzi jako inicidtor a Kkatalyzator
polymerace, a dobfe promichejte. Pracujte v digestori — smés monomeri ma neurotoxické
a potencidlné karcinogenni u¢inky, polymer je vSak jiZ zdravi neSkodny.

. Pomoci 5 ml pipety nalijte pfipraveny gel mezi pfipravend skla tak, aby od okraje kratSiho skla

zustala mezera cca 1 cm.

. Opatrné prevrstvéte nality gel tenkou vrstvou 50% isopropanolu.
. Po 20 min vyndejte nalévaci ramecek se skly z nalévaciho stojanu a pomoci filtracniho papiru

odsajte isopropanol na povrchu polymerovaného gelu.
Vrat'te nalévaci rdmecek se skly do nalévaciho stojanu.

Podle tabulky nize namichejte smés pro 5% koncentra¢ni gel do kadinky s michadlem na
magnetické michacce. Jako posledni opét pridavejte APS a TEMED a dobie promichejte.
Pracujte v digestofi — smés monomeri ma neurotoxické a potenciialné karcinogenni
ucinky, polymer je vSak jiz zdravi neSkodny.

. Pomoci 5 ml pipety nalijte pfipraveny gel mezi piipravend skla na jiz ztuhly separacni gel tak,

aby koncentra¢ni gel byl nalit az po okraj kratsiho skla.
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3. Poté opatrn¢ zasuiite mezi skla hfebinek o tloustce 1 mm.

C8113 Metody v biotechnologii

4. Po 20 min vyndejte nalévaci rdmecek se skly z nalévaciho stojanu, vyndejte opatrné hiebinek

a vzniklé jamky proplachnéte deionizovanou vodou.

TABLE A8-9 Solutions for Preparing Resolving Gels for Tris-glycine SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis

VOLUME (ml) OF COMPONENTS REQUIRED TO CAST GELS
OF INDICATED VOLUMES AND CONCENTRATIONS

{ components /GEL Volume = 5 ml 10 ml 15 ml 20 ml 25 ml 30 ml 40 ml 50 ml

6% gel
H,O 2.6 5.3 749 10.6 13.2 15.9 21.2 26.5
30% acrylamide mix <!> 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 8.0 10.0
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 25 3.8 5.0 6.3 7:5 10.0 12:5
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10% ammonium persulfate <!> 0.05 0.1 0:15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED <!> 0.004 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04
8% gel
H,O 2.3 4.6 6.9 9.3 11.5 139 18.5 23.2
30% acrylamide mix <!> 1.3 2.7 4.0 5.3 6.7 8.0 10.7 13.3
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5.0 6.3 7.5 10.0 12:5
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 03 0.4 0.5
10% ammonium persulfate <!> 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED <!> 0.003 0.006 0.009 0.012 0.015 0.018 0.024 0.03
10% gel
H,0 129 4.0 519 79 9:9 11.9 15.9 19.8
30% acrylamide mix <!> 1.7 3.3 5.0 6.7 8.3 10.0 13:3 16.7
1.5 M Tris (pH 8.8) 1S 2.5 3.8 5.0 6.3 79 10.0 12.5
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0:5
10% ammonium persulfate <!> 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED <!> 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
12% gel
H,O 1.6 3:3 4.9 6.6 8.2 9.9 1:5:2 16.5
30% acrylamide mix <!> 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 16.0 20.0
1.5 M Tris (pH 8.8) 15 2.5 3.8 5.0 6.3 75 10.0 12.5
10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10% ammonium persulfate <!> 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMED <!> 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02
15% gel
H,O 1.1 2.3 34 4.6 5.7 6.9 9.2 115
30% acrylamide mix <!> 25 5.0 7 10.0 12.5 15.0 20.0 25.0
1.5 M Tris (pH 8.8) 143 255 3.8 5.0 6.3 75 10.0 12.5
10% SDS 0.05 0.1 0315 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10% ammonium persulfate <!> 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
0.0

TEMED <!> 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016

| o

Modified from Harlow and Lane (1988).

TABLE A8-10 Solutions for Preparing 5% Stacking Gels for Tris-glycine SDS-polyacrylamide Gel Electrophoresis

VOLUME (ml) OF COMPONENTS REQUIRED TO CAST GELS OF INDICATED VOLUMES

{ components /GEL VoLume = 1 ml 2 ml 3 ml 4 ml 5 ml 6 ml 8 ml 10 ml
H,0 0.68 14 21 2.7 34 4155 6.8
30% acrylamide mix <!> 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1.0 153 1.7
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1.0 525
10% SDS 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0
10% ammonium persulfate <!> 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1

TEMED <!> 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.008 0.01

Modified from Harlow and Lane (1988).



