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Tiofilna sefaroza 6B

Opis:

Tiofina sefaroza 6B jest produktem przeznaczonym do chromatografii tiofilnej w ktérej wykorzystuje sie
powinowactwo ligandu o strukturze tioetylosulfonowej do grup sulfhydrylowych wystepujacych w biatkach.
W praktyce efektywne wigzanie biatka do ztoza nastepuje tylko przy wysokim stezeniu soli likotropowych, a przy
ich braku biatko wyptywa z kolumny.

Chromatografia tego typu nadaje sie szczegolnie do oczyszczania biatek bogatych w grupy siarkowe. W surowicy
zwierzecej gtéwna frakcje takich biatek stanowig immunoglobuliny. Adsorpcja tiofilna znalazta zastosowanie w
izolacji duzych ilosci przeciwciat z réznych gatunkoéw zwierzat oraz nadaje sie do oczyszczania szczegOlnie
trudnych w izolacji przeciwciat monoklonalnych, np. z mysich kultur komérkowych zanieczyszczonych surowica
wotowa (Finger i in., 1996). Ztoza tiofilne moga by¢ z powodzeniem stosowane do oczyszczania IgY z z6ttka jaja.

Ztoza tiofilne pozwalajg efektywnie izolowa¢ przeciwciata monoklonalne dajagc znacznie lepsze wyniki w
poréwnaniu z innymi technikami chromatograficznymi, takimi jak chromatografia jonowymienna i hydrofobowa,
czy tez chromatografia z uzyciem biatka A (A. Birkenmeier i Kopperschlager (1992)).

Pojemnos$¢ wigzania ztoza: 8 mg IgG/ml zelu*.

Warunki przechowywania: +4°C

*pomiaru dokonano wzgledem IgG kréliczych. W przypadku oczyszczania immunoglobulin z innego Zrédta pojemnos¢
wigzania ztoza moze nieznacznie réznic sie od w/w wartosci.

UWAGA! Pewne sktadniki buforéw mogg dziatac silnie draznigco. Podczas pracy ze wszystkimi zwigzkami
chemicznymi nalezy przestrzegac ogélnie obowigzujgcych przepiséw BHP. Ten produkt zostat zaprojektowany i
wykonany wytgcznie do celow badawczych. Nie zostat przetestowany w kierunku zastosowania do celow
diagnostycznych i do bezposredniej produkcji lekéw oraz do celéw zwigzanych z produkcjg lekéw.
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Procedura:

Bufor A : 0.5x PBS pH 7.4 + 0,6 M K;SO4
Bufor B: 0.5x PBS pH 7.4

PBS - standardowy 1x, po 2-krotnym rozcienczeniu - 0.5x. Zamiast PBS mozna uzy¢ 10-25 mM buforu Tris, HEPES
lub innego buforujgcego w zakresie neutralnym. Bufor powinien by¢ odpowiedni do zachowania stabilnosci
oczyszczanych immunoglobulin (IgG).

A. Przygotowanie surowicy do oczyszczania immunoglobulin:
Surowica nalezy odwirowac, nastepnie rozpuscic¢ K;SO,, tak aby koncowe stezenie soli wynosito 0,6M. Po
rozpuszczeniu soli surowice klarowac przez 5 min przy 1000 x g.

B. Oczyszczanie przeciwciat

1 Odmierzy¢ potrzebnga objetosc Tiofilnej sefarozy 6B w cylindrze (nalezy odczekac az zel opadnie
i wtedy ewentualnie dodac kolejng porcje aby zminimalizowa¢ mozliwos¢ btedu), przygotowac
bufor A.

2. Odpowietrzy¢ pod préznia (pompka wodna, pompa prézniowa membranowa) zel oraz bufory.

3. Przygotowac 50% zawiesine tiofilnej sefarozy w falkonie lub butelce (np.: 5 ml zelu + 5 ml

buforu). Miesza¢ delikatnie obracajac.

4. Kolumienke wypetni¢ woda lub buforem, nastepnie otworzy¢ wylot kolumny. Ponownie zamknaé
wylot, gdy ciecz osiggnie poziom o wysokosci ok. 1 cm.
5. Zawiesine 50% ztoza wla¢ delikatnie po bagietce lub po sciance do kolumny o odpowiednigj

objetosci (jezeli mozliwe, stosowac kolumny szerokie i krétkie).

6. Po wstepnym uformowaniu ztoza otworzy¢ wylot kolumny i uzupemi¢ kolumne buforem A az
zostanie przemyta objetoscig buforu réwng 10 objetoscia ztoza (w przypadku 5 ml zelu bedzie
to 50 ml buforu). Mozna podtaczy¢ wlot kolumny wezykiem z butlg zawierajaca bufor A i
przemywac grawitacyjnie (butla potozona jest wyzej niz kolumna) lub za pomoca pompy
perystaltycznej (przeptyw wymuszony).

7. Naktadanie Préby: Po zrownowazeniu kolumny buforem A (pkt. 6) nalezy kolumne odfaczy¢ od
butli zasilajgcej i pozwoli¢ by poziom buforu A w kolumnie opadt do poziomu upakowanego
ztoza. Zamkna¢ wylot kolumny i delikatnie wla¢ do niej surowice. Otworzy¢ wylot kolumny. W
razie potrzeby dolewac kolejne porcje surowicy (lub podtaczy¢ do kolumny wezykiem butelke z
surowicg, w tym przypadku wyregulowac przeptyw tak by nie przekraczat 0.5 ml/min).

8. Odmywanie biatek niezwiazanych ze ztozem: Po natozeniu catej objetosci surowicy pozwoli¢
by jej poziom osiggnat poziom ztoza i zamknac wylot kolumny. Dodac¢ 1-2 ml buforu A i
otworzy¢ wylot, pozwoli¢ by bufor osiggnat poziom ztoza i operacje ponowi¢ dwukrotnie.
Nastepnie wypetnia¢ kolumne buforem (lub wla¢ bufor tak by przykrywat ztoze na 2-5 cm i
podtaczy¢ do wylotu wezykiem butle z buforem A) i przemywaé do wymycia niezwigzanych ze
ztozem biatek (ok 10 objetosci kolumny, nalezy jednak pamieta¢ o ciggtym monitorowaniu
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poziomu biatek wyptywajacych z kolumny. Przerwac przemywanie dopiero gdy juz wszystkie
biatka niezwigzane ze ztozem zostang usuniete z kolumny).

Elucja przeciwciat: Pozwoli¢ by bufor A osiggnat poziom ztoza, zamknaé¢ wylot kolumny i wla¢
do niej 1-2 ml buforu B. Otworzy¢ wylot kolumny, pozwoli¢ by bufor B osiagnat poziom ztoza i
zamkna¢ ponownie. Nastepnie wla¢ bufor B do kolumny, otworzy¢ wylot kolumny i zbiera¢ do
probéwek 1-2 ml frakcje. Elucje prowadzi¢ do przemycia kolumny buforem B o objetosci réwnej
10 X objetosci kolumny (dla 5 ml ztoza bedzie to 50 ml buforu B). Przeciwciata najczesciej eluuje
sie w obrebie pierwszych trzech objetosci kolumny (dla 5 ml zelu = 15 ml).

Oznaczanie stezenia frakcji immunoglobulin: Oznaczy¢ stezenie biatka w eluowanych
frakcjach, obecnos¢ i czystosc IgG we frakcjach zawierajacych biatko mozna dodatkowo ocenié
za pomoca SDS-PAGE (czyste IgG kroélicze w warunkach denaturujacych wystepujg w postaci
dwéch widocznych prazkow - 25 i 50 kDa), zebra¢ frakcje zawierajace 1gG, a nastepnie
dializowa¢ wobec 3 zmian buforu B lub buforu okreslonego do dalszych eksperymentow.

Regeneracja ztoza: ztoze przemyc¢ kolejnymi 10 objetosciami buforu B, nastepnie 10
objetosciami wody, nastepnie zrownowazy¢ w 5 mM buforze boranowym lub 100 mM Tris, pH
8.0, zawierajgcym 1M NaCl, oraz 0,05% azydek sodu. Przechowywac w 4stC.
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