€ Novazym

Immobilizacja biatek na powierzchni czagstek magnetycznych

Przedmowa

Zestaw umozliwia przeprowadzenie reakcji kowalencyjnego wigzania biatka na powierzchni
magnetycznych czgstek. Pozwala na:

- izolacje unikalnych komoérek lub biatek z roztworu,
- zwiekszenie efektywnosci izolacji w stosunku do tradycyjnie stosowanych metod.

Poréwnanie metody kowalencyjnego wigzania biatek i pasywnej metody adsorpcyjnej:

Kowalencyjne wigzanie biatka pozwala na zwigzanie powierzchniowo od 20-40% wiecej
biatka niz w przypadku standardowych procedur izolacji.

Kowalencyjne wigzanie pozwala na normalizacje i ujednolicenie otrzymanych czastek, z
okresdlonym poziomem pokrycia magnetycznych czastek.

Kowalencyjne wigzanie biatka podnosi jego stabilnosé. Po 1 min inkubacji w temp. 56°C ilos¢
IgG kowalencyjnie zwigzana z nosnikiem pozostaje praktycznie niezmienna — okoto 100%,
natomiast w metodzie adsorpcyjnej zostaje zwigzane tylko 50-70%.

W przypadku immobilizacji matych biatek tylko metoda kowalencyjnego wigzania umozliwia
immobilizacje ich na powierzchni.

Biatka kowalencyjnie zwigzane na powierzchni magnetycznych czastek sg bardziej odporne
na warunki reakcji, zmniejsza sie réwniez ilos¢ niespecyficznych reakcji z innymi biatkami.

Odczynniki wchodzace w sktad zestawu, pozwalajg na przeprowadzenie 5 reakcji immobilizacji po
400-600 pg biatka, wg ponizszej procedury.

Skiad zestawu:

Magnetyczne czastki, 50 mg/mL 1mL
Bufor fosforanowy, 0.1 M, pH 7.4 10 mL
Aldehyd glutarowy, 50% 5mL
Azydek sodu, 1% 200 pl
Bufor terminujacy 5mL
Bufor dla immobilizacji 5mL
Woda destylowana 10 mL

Przechowywanie: +4 °C
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Protokot immobilizacji:

(Opisana procedura w protokole reakcji obliczona jest przede wszystkim dla immobilizaciji
immunoglobulin 1IgG. Wykorzystanie protokotu w celu immobilizacji innych biatek niz immunoglobuliny
moze wymagaé optymalizacji metody pod wzgledem ilosci uzytego biatka.)
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1. Do 2 mL probdéwki doda¢ nastepujace sktadniki reakciji
(magnetyczne czgstki przed uzyciem doktadnie zwiesi¢ w roztworze):
- woda destylowana 50 pl
- 0.1 M bufor fosforanowy, pH 7,4 250 ul
- aldehyd glutarowy, 50% 500 wl

- magnetyczne czastki, 50 mg/mL 200 pl
Doktadnie wymiesza¢ zawartos¢ proboéwki przez pipetowanie.

2. Inkubowa¢ probdéwke w czasie 3 godz., w temperaturze pokojowej i przy statym mieszaniu. *

3. Przygotowaé¢ 3 mL 0,025 M buforu fosforanowego do przemywania magnetycznych czastek
(2250 pl wody destylowanej + 750 ul 0,1 M buforu fosforanowego).

4. Ulokowaé probéwke z magnetycznymi czgstkami w statywie, aby pozwoli¢ na ich
sedymentacje pod wptywem dziatania magnezu; nastepnie zla¢ supernatant.

5. Wykorzystujgc magnetyczny statyw przemyc¢ czastki 3-krotnie stosujgc po 1 mL 0,025M
buforu fosforanowego.

6. W nowej 2 mL probdéwce przygotowac roztwor biatka przez rozpuszczenie 500 pg biatka w
500 pl buforu do immobilizacji. Pobra¢ 10 pl przygotowanego roztworu do oddzielnej
probowki dla pomiaru efektywnosci procesu immobilizaciji.

7. Do probdéwki z magnetycznymi czgstkami dodac 250 pl wody destylowanej i 250 ul 0,1 M
buforu fosforanowego. Doktadnie wymieszaé¢ zawartos¢ probowki przez pipetowanie.

8. Przenie$¢ zawiesine poddanych dziataniu aldehydu glutarowego magnetycznych czastek do
probowki z unieruchomionym biatkiem. Doktadnie wymieszaé zawarto$¢ probowki poprzez
pipetowanie.

9. Inkubowa¢ probdéwke w czasie 2 godzin, w temperaturze pokojowej i przy statym mieszaniu.*
Po zakonczeniu inkubacji ulokowaé probowke w magnetycznym statywie, a nastepnie po
sedymentacji czastek pobra¢ 20 pl supernatantu w celu dalszego pomiaru efektywnosci
immobilizaciji.

10. Do probowki doda¢ 500 pl buforu terminujacego w celu zablokowania nieuzywanych, ale
ciggle aktywnych grup na powierzchni magnetycznych czgstek.

11. Inkubowa¢ probowke nastepne 2 godziny w temperaturze pokojowe;j i przy statym

mieszaniu.* Po inkubacji ulokowaé probéwke z magnetycznymi czgstkami w statywie,
mozliwie najdoktadniej zla¢ supernatant. Doda¢ 1 mL buforu PBS i doktadnie zmieszac
zawartos¢ probéwki przez pipetowanie.

12. Ponownie ulokowaé probowke z magnetycznymi czgstkami w statywie, mozliwie
najdoktadniej zla¢ supernatant. Powtorzy¢ 5-krotnie przemywanie czastek przy pomocy PBS.
Po zakonczeniu ptukania zawiesi¢ czastki w 1 mL buforu PBS. Doda¢ 20 ul 1% azydku sodu
w celu eliminacji ryzyka przypadkowego zakazenia.
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Dodatkowa informacja

Mieszanie czastek

* Mieszanie nie powinno byc¢ zbyt intensywne. Nie zaleca sie wykorzystania worteksu lub
ultradzwiekéw do mieszania czastek magnetycznych. W przypadku braku mieszadta mozna regularnie
(w przyblizeniu, co ok. 5-10 min.) odwracaé probowke.

llos¢ aldehydu glutarowego

Etap z aldehydem glutarowym jest kluczowy dla procesu immobilizacji biatka i warunkuje optymalng
wydajnos¢ reakcji immobilizacji biatka na powierzchni czgstek magnetycznych.

Zbyt mata ilos$¢ aldehydu prowadzi do powstania krzyzowych reakcji pomiedzy grupami aktywowanymi
i tymi, ktére nie zostaly aktywowane. llos¢ dodanego aldehydu glutarowego powinna wystarczy¢ do
petnego nasycenia powierzchni czgstek magnetycznych. Bardzo wazny jest réwniez sposob, w jaki
podaje sie ligand. Jezeli nie jest to przeprowadzone optymalnie, efektywnos$é immobilizacji raptownie
obniza sie.
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