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WSTEP

Jedng z technik analizy biatek i polimerdw jest detekcja rozpraszania Swiatta lasera — w sposob dynamiczny (DLS)
oraz statyczny (MALS). Wykorzystanie tychze detektoréw, obok klasycznych UV i Rl w chromatografii wykluczenia
umozliwia uzyskanie informacji nie tylko o stanie oligomerycznym, ale takze masie molowej (Mw) i promieniu
hydratacyjnym (Rh) podczas jednego pomiaru.

Wykorzystanie techniki DLS w trybie kuwetowym umozliwia szybkie okreslenie masy molowej biatka w roztworze
bez koniecznosci specjalistycznego przygotowania probek. Jest to idealne narzedzie do okres$lenia rozktadu
wielkosci czastek oraz optymalizacji warunkéw pomiarowych.

Celem niniejszej noty aplikacyjnej jest okre$lenie czystosci i stanu oligimerycznego mieszaniny biatek, wykorzystujac
techniki dynamicznego i statycznego rozpraszania $wiatta.

METODA

Dynamiczne rozpraszanie swiatta lasera (DLS) Albumina wotowa surowicza (BSA)

+  DYNAPRO NANOSTAR Detektor rozpraszania 2
Swiatta lasera DLS (Wyatt Technology)

+ Pomiary wykonywane w kuwetach plastikowych

(PO 0043837), objeto$¢ probki badanej 10 l, 18
temperatura badania 25°C 17

*  Oprogramowanie: Dynamics v.7.5.0.17 16
15

Chromatografia wykluczenia sprzezona 14
z detektorem rozpraszania swiatta (SEC-MALS) 13

+ System analityczny: DionexUltiMate 3000
sprzezony z detektorem UV-VIS, detektorem
RefractoMax 520 ERC (RI) oraz detektorami

% Intensity

rozpraszania $wiatta lasera: DAWNS8+ (MALS) i
+  Kolumna: WYATT 300A, 5 um, 300x7,8 mm, faza j

mobilna: 50 mM diwodorofosforan sodu; 50 mM .

NaCl, pH=7,0 przeptyw=0,8 ml/min 5
*  Oprogramowanie: Astra 6.1 4

3

Wykorzystane wzorce biatkowe 2
Albumina wotowa surowicza (BSA) — Mw-R=66 kDa 1
(Sigma Aldrich, Niemcy); °0 ; " o
Mioglobulina— Mw-R=17 kDa (Sigma Aldrich, Niemcy); ' Radius (nm)
Tyreoglobulina — Mw-R=670 kDa (Sigma Aldrich, Rysunek 1. Pomiar BSA technikg DLS

Niemcy).
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Z pomiarow kuwetowych dowiadujemy sie, iz gtdwng
populacjg biatek w badanej mieszaninie jest ta
o promieniu hydratacyjnym Rh réwnym 3,9 + 0,1 nm,
ktora charakteryzuje sie niewielkg polidyspersyjnoscia.
Wyznaczona masa molowa Mw-R wynosi 79,0 + 1,0
kDa. Zawyzona masa molowa wynika prawdopodobnie
z obecnosci dimerow w roztworze. Aby potwierdzic te
teze, niezbedny jest pomiar SEC-MALS.

SEC-MALS potwierdza przypuszczenia o stanie
oligomerycznym biatka: w roztworze znajdujg sie
dwie populacje — monomer o masie Mw-R = 68,4 +
0,3 kDa oraz dimer o masie Mw-R = 136,2 + 0,2 kDa.
Jak mozna zauwazy¢, pomiar SEC-MALS umozliwia
doktadne wyznaczenie masy molowej poszczegolnych
frakcji biatkowych.
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Rysunek 2. Pomiar BSA technikg SEC-MALS
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Rysunek 3. Pomiar mioglobuliny technikg DLS
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Poréwnanie histograméw % masowego oraz %
intensywnosci pozwala stwierdzi¢, iz przewazajgca
czesc frakeji biatkowej (wzgledem stosunku masowego)
charakteryzuje sie Rh = 21 £ 0,1 nm. Masa biatka:
Mw-R = 18,6 + 3,0 kDa. Précz badanego biatka
w roztworze znajdujg sie duze czagstki, silnie
rozpraszajgce Swiatto lasera.
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Rysunek 4. Pomiar mioglobuliny technikg MALS

Widoczne podczas pomiaréw duze czastki w trakcie
rozdziatu SEC sg wykluczane na kolumnie (widoczne
jako pik Rt =5 min). O ich niewielkim stezeniu swiadczy
brak sygnatu innych detektoréw stezeniowych. Mw-R
biatka = 17,4 + 0,6 kDa.

W przypadku tyreoglobuliny zaobserwowano dwie
populacje:o0Rh=8,7+0,1 nmiMw-R=535,4 + 17,7 kDa
odpowiadajgce badanemu biatku, oraz aglomeraty
o Rh>100 nm. Wysoka polidyspersyjnosé¢ pierwszego
biatka Swiadczy o obecnosci oligomerow. W tym
przypadku doktadne wyznaczenie Mw-R z pomiaru
DLS niesie duzy btad i niezbedny jest pomiar
SEC-MALS celem rozdzielenia poszczegolnych
meréw. Chromatografia wykluczenia potwierdza
przypuszczenia z pomiaru DLS - zaobserwowano
frakcje biatkowg o Mw-R = 663,6 + 16,7 kDa,
odpowiadajgcg monomerowi tyreoglobuliny oraz
frakcje wykluczone.
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Rysunek 5. Pomiar tyreoglobuliny technikg DLS
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Rysunek 6. Pomiar tyreoglobuliny technikg SEC-MALS
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Rysunek 7. Pomiar technikg DLS

Rozktad wielkoSci czagstek dostarcza informacji, iz
gtéwna frakcja biatkowa charakteryzuje sie promieniem
w zakresie Rh=1,2-9,7 nm. Wysoka polidyspersyjnosé
i widoczne dwa maksima na histogramie $wiadczg
o istnieniu kilku populacji. Rozdziat biatek za pomocg
kolumny SEC oraz detekcja wykorzystujgca detektor
MALS umozliwia wyznaczenie mas poszczegdlnych
populaciji.

Pomiar SEC-MALS wykazat istnienie 5 populaciji.
Wyznaczone masy molowe:

Mw-R 1 = 1585,5 kDa;

Mw-R 2 = 665,9 kDa;

Mw-R 3 = 140,0 kDg;

Mw-R 4 = 67,0 kDa;

Mw-R 5 = 26,0 kDa.
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Rysunek 8. Pomiar technikg SEC-MALS

PODSUMOWANIE

Poréwnanie chromatogramu mieszaniny oraz roztworu
BSA potwierdza zbieznos¢ otrzymanych wynikdw.
Oznacza to, ze mozliwe jest wyznaczenie masy
analitu w probce, bez koniecznosci wczesniejszego
oczyszczania. Mozliwe jest takze uzyskanie informaciji
0 procentowym stosunku poszczegolnych frakcji.
Rozktad wielkosci czastek w roztworze:

10 — 50 kDa 10,35%
50 - 80 kDa 18,33%
80 — 200 kDa 21,35%
200 - 700 kDa 19,10%

Wykorzystanie detektora UV i Rl umozliwia ponadto
okreSlenie stezenia. Stezenia monomeréw biatek
odpowiadajgcych odpowiednim frakcjom uzyskanym
z pomiarow MALS-UV-RI (rys. 8): tyreoglobulina (pik
nr 2)=0,35 uM (odzysk 91%), BSA (pik nr 4) 4,94 uM
(odzysk 97%), mioglobulina (pik nr 5)=1,68 uM (odzysk
99%). Pomiary kuwetowe wykorzystujgce dynamiczne
rozpraszanie Swiatta znajdujg zastosowanie podczas
kontroli parametréw biatkowych, okre$laniu czystosci
czy optymalizacji innych metod analitycznych.

Potgczenie chromatografii wykluczania z detektorem
MALS daje mozliwosci okreslenia mas molowych,
stanu oligomerycznego czy rozdzielenia mieszanin
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biatkowych w jednym pomiarze, bez przygotowania
prébki.

Na powyzszych przyktadach wykazano przydatno$c
technik DLS oraz SEC-MALS do analizy biatkowe;.
Btad wzgledny dla wykonanych pomiaréw szacuje sie
w zakresie 0,95-2,7%.
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