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1. SERVA Ni-NTA Agarose Resin

1.1. Allgemeine Hinweise

SERVA Ni-NTA Agarose Resin eignet sich zur Affinitatsreinigung von His-Tag-
Fusionsproteinen aus verschiedenen Expressionssystemen, z. B. Baculovirus,
Hefen, pro- oder eukaryotische Zellen, entweder tber eine Sdule oder

im Batch-Verfahren.

Die Agarosematrix ist fir die Affinitatsreinigung sowohl unter nativen als auch
denaturierenden Bedingungen geeignet ist.

1.2. Lagerungsbedingungen

Lagern Sie das Produkt bei +2 °C bis+8 °C (35 °F — 46 °F).Bitte nicht einfrieren.
Wird das Produkt bei der empfohlenen Temperatur gelagert, ist es mindestens
verwendbar bis: siehe Etikett.

2. Native Affinitatsreinigung von Proteinen im Batch-
Verfahren

2.1. Beseitigung des Lagerpuffers

Bestimmen Sie zunachst die Menge der bendtigten Agarosematrix. Die Ausbeute des
gereinigten His-Tag-Proteins hangt von verschiedenen Parametern, wie Primar- und
Sekundéarstruktur, Molekulargewicht, ab. Die Bindungskapazitdt der Ni-NTA-Matrix
betragt 50 mg/ml Agarosematrix (6xHis-GFPuv, ca. 32 kDa).

1 ml Agarosematrix entspricht 2 ml der 50 % (v/v) Ni-NTA Agarose Suspension.
Zur Beseitigung des Lagerpuffers gibt es zwei Méglichkeiten:

A. Vorsichtiges Schitteln der Flasche mit der Ni-NTA-Agarose um eine
homogene Suspension zu erhalten. AnschlieBend wird sofort die bendtigte
Menge der Suspension in ein geeignetes Gefal tberflhrt und bei 500 x g
5 min zentrifugiert. Der Uberstand (Lagerpuffer) wird abgetrennt und
verworfen.

B. Nach vorsichtigem Schutteln der Flasche wird die Suspension filtriert (siehe
Abb. 1). Die getrocknete Matrix wird dann in einem geeigneten Behalter
gelagert. 0,7 g der trockenen Matrix entsprechen 1,0 ml feuchter Matrix.

' «Buchner-Trichter (Nutsche) mit Filter und NTA-Agarosematrix

— Vakuum

~—Saugflasche
Lagerpuffer Abb. 1: Filtration der Suspension



2.2,

Aquilibrierung der Agarosematrix

Bindungspuffer: 50 mM NaH>PQO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0

Bindungspuffer (10-faches Agarosematrix-Volumen) zu Matrix geben

Matrix und Bindungspuffer mischen bis eine homogene Suspension entsteht
Zentrifugation: 500 x g 5 min

Uberstand abtrennen und verwerfen

Hinweise zum Bindungspuffer:

Die Wahl des Bindungspuffers hangt von den jeweiligen Eigenschaften des Proteins
ab. Der meist verwendete Puffer ist 50 mM Phosphat-Puffer. Der pH-Wert des
Bindungspuffers liegt hier in der Regel im Bereich 7,0 - 8,0. Zur Vermeidung von
ionischen Wechselwirkungen sollte der Puffer noch 150 — 500 mM NaCl enthalten.

2.3.

Wichtig: Zur Erhdhung der Selektivitat der Proteinbindung sollte der Bindungs-
puffer 10 — 40 mM Imidazol enthalten. Das verwendete Imidazol sollte hoch rein
sein, z. B. SERVA Kat.-Nr. 26081, um keine stérenden Effekte bei der
Absorptionsmessung Azsonm zU zeigen. AuBerdem ist es wichtig, dass kein
EDTA und Citrat im Puffer verwendet wird.

Probenaufgabe

Probe (entweder E. coli-Lysat oder Proteinextrakt) aufgeben
Suspension vorsichtig mischen

30 — 60 min* bei Raumtemperatur (RT) inkubieren
Zentrifugation: 500 x g 5 min

Uberstand vorsichtig abtrennen und verwerfen

* Falls notwendig kann die Bindung des Proteins an die Agarosematrix durch
eine verlangerte Kontakizeit unterstitzt werden.

Wichtig: Die Bindungskapazitat kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst
werden, z. B. Proteinkonzentration oder Kontaktzeit zwischen Protein und
Matrix.



2.4. Waschen der Agarosematrix

Waschpuffer: 50 mM NaH>PO,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0

e Waschpuffer (10-faches Agarosematrix-Volumen) zu Matrix geben

e Matrix und Bindungspuffer mischen bis eine homogene Suspension entsteht
e Zentrifugation: 500 x g 5 min

e Uberstand abtrennen und verwerfen

e Waschschritt 2 Mal wiederholen

Das Waschen der Matrix kann mit Hilfe der Absorptionsmessung bei 280 nm
kontrolliert werden. Zeigt der Durchlauf den gleichen Absorptionswert wie der
eingesetzte Waschpuffer kann das Fusionsprotein eluiert werden.

2.5. Elution des Fusionsproteins

Die Elution des Fusionsproteins erfolgt durch Zugabe eines kompetitiven Liganden.

Als kompetitiver Ligand zur Proteinelution wird meist Imidazol verwendet. Das
Imidazol verdrangt das als Chelat-Komplex an der Agarosematrix gebundene His-
Tag und setzt so das Fusionsprotein frei.

Elutionspuffer: 50 mM NaH>PO,4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0

e Elutionspuffer (1-faches Agarosematrix-Volumen) zu Matrix geben

e Matrix und Elutionspuffer mischen, bis eine homogene Suspension entsteht

e 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

e Zentrifugation: 500 x g 5 min

 Uberstand vorsichtig abtrennen, in ein neues ReaktionsgefaB geben und auf
Eis lagern

e Elutionsschritt mind. 2-mal wiederholen

e Elutionsfraktionen sammeln und vereinigen

Die meisten Proteine werden bei 250 mM Imidazol eluiert.

Jedoch sollte der Proteingehalt des Eluats zur Bestimmung der Ausbeute mittels
Bradford-Assay, SDS PAGE oder Absorptionsmessung bei 280 nm (A2go-Messung)
Uberprift werden.

Hinweis:

Die nachfolgende Beseitigung des Imidazols ist normalerweise nicht notwendig,
kann aber problemlos durch Dialyse, Ammoniumsulfat-Fallung oder
Ultrafiltration erfolgen.

Flr viele Anwendungen ist eine Abspaltung des His-Tags nicht notwendig. Falls
doch erforderlich, erfolgt dies Uiber eine spezielle Protease-Schnittstelle
zwischen Protein und Tag.



3. Native Affinitatsreinigung von Proteinen mittels
Gravitationssaulen

Neben dem Batch-Verfahren kann die Affinitéatsreinigung auch mittels
Saulenchromatographie erfolgen. Je nach Gesamtvolumen kénnen folgende
Leerséulen verwendet werden:

Kat.-Nr. | Produkt Matrixvolumen Gesamtvolumen
42173 | Mini Columns 0,1- 0,25 ml 1,5 ml
42174 | Midi Columns 0,5-2ml 12 mi
42175 Maxi Columns 2—-6ml 35 mi

3.1. Packen der Saule und Beseitigung des Lagerpuffers

Bestimmen Sie zunachst die Menge der bendtigten Agarosematrix. Die Ausbeute des
gereinigten His-Tag-Proteins hangt von verschiedenen Parametern, wie Primar- und
Sekundéarstruktur, Molekulargewicht, ab. Die Bindungskapazitat der Ni-NTA-Matrix
betragt 50 mg/ml Agarosematrix (6xHis-GFPuv, ca. 32 kDa).

1 ml Agarosematrix entspricht 2 ml der 50 % (v/v) Ni-NTA Agarose-Suspension.

Schitteln der Flasche, um eine homogene Suspension der Agarosematrix im
Puffer zu erhalten

Die Suspension in die unten geschlossene Saule einflllen

Die Saule unten 6ffnen, so dass der Lagerpuffer abflieBen kann

3.2. Aquilibrieren der Séule

Bindungspuffer: 50 mM NaH>PQO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0

e Gepackte Saule unten verschlieBen

e Bindungspuffer (5-faches Agarosematrix-Volumen) zu Matrix geben
Keine Luftblasen in Matrix einbringen

e Saule unten und oben verschlieBen, mehrmals invertieren

e Vorsichtiges mischen von Bindungspuffer und Matrix

e Saule oben und unten 6ffnen

e Saulendurchlauf abtrennen und verwerfen

e Aquilibrierungsschritt 2-mal wiederholen




3.3.

Probenaufgabe

Saule nach Aquilibrierung der Matrix unten schlieBen

Probe (entweder E. coli-Lysat oder Proteinextrakt) aufgeben

Saule oben verschlieBen

30 — 60 min* Inkubation bei Raumtemperatur (RT) und vorsichtigem invertieren
der Saule zum Mischen von Probe und Matrix

Saule oben und unten 6ffnen

Saulendurchlauf auffangen und anschlieBend verwerfen

*Falls notwendig kann die Bindung des Proteins an die Agarosematrix durch eine
verlangerte Kontakizeit unterstiitzt werden.

3.4.

Wichtig: Die Bindungskapazitat kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst
werden, z. B. Proteinkonzentration oder Kontaktzeit zwischen Protein und
Matrix.

Waschen der Agarosematrix

Waschpuffer: 50 mM NaH>PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0

Saule unten wieder verschlieBen

Waschpuffer (10-faches Agarosematrix-Volumen) zugeben

Saule oben wieder verschlieBen

Mehrmals invertieren, um Matrix und Waschpuffer vorsichtig zu mischen
Saule wieder oben und unten 6ffnen

Waschpuffer abflieBen lassen

Durchlauf verwerfen

Waschschritt noch 2-mal wiederholen, so dass die Agarosematrix insgesamt
3-mal gewaschen wird

Das Waschen der Matrix kann mit Hilfe der Absorptionsmessung bei 280 nm
kontrolliert werden. Zeigt der Durchlauf den gleichen Absorptionswert wie der
eingesetzte Waschpuffer kann das Fusionsprotein eluiert werden.



3.5. Elution des Fusionsproteins

Die Elution des Fusionsproteins erfolgt durch Zugabe eines kompetitiven Liganden.

Als kompetitiver Ligand zur Proteinelution wird meist Imidazol verwendet. Das
Imidazol verdrangt das als Chelat-Komplex an der Agarosematrix gebundene His-
Tag und setzt so das Fusionsprotein frei.

Elutionspuffer: 50 mM NaH>PO,, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0

e Saule wieder unten verschlieBen

e Agarosematrix mit Elutionspuffer (1-faches Agarosematrix-Volumen) versetzen

e Saule oben wieder verschlieBen

e Mehrmals invertieren, um Matrix und Elutionspuffer 10 min bei Raumtemperatur
vorsichtig zu mischen

e Saule wieder oben und unten 6ffnen

e Eluat in einem neuen Reaktionsgefal3 sammeln und auf Eis lagern

e Elutionsschritt mindestens 2-mal wiederholen,
bei Bedarf auch mehrmals mdglich

e Elutionsfraktionen sammeln und vereinigen

Die meisten Proteine werden bei 250 mM Imidazol eluiert.

Jedoch sollte der Proteingehalt des Eluats zur Bestimmung der Ausbeute mittels
Bradford-Assay, SDS PAGE oder Absorptionsmessung bei 280 nm (A2go-Messung)
Uberprift werden.

Hinweis:

Die nachfolgende Beseitigung des Imidazols ist normalerweise nicht notwendig,
kann aber problemlos durch Dialyse, Ammoniumsulfat-Fallung oder
Ultrafiltration erfolgen.

Flr viele Anwendungen ist eine Abspaltung des His-Tags nicht notwendig. Falls
doch erforderlich, erfolgt dies Uiber eine spezielle Protease-Schnittstelle
zwischen Protein und Tag.



4. Native Affinitatsreinigung von Proteinen mittels
Zentrifugationssaulen

Bei der Saulenchromatographie kénnen auch Zentrifugationssaulen eingesetzt
werden. Hierzu sind folgende Leersaulen verflgbar:

Kat.-Nr. | Produkt Matrixvolumen | Gesamtvolumen
42176 | Mini Spin Columns 50 — 100 pl 800 pl

4.1. Packen der Saule und Beseitigung des Lagerpuffers

Bestimmen Sie zunachst die Menge der bendtigten Agarosematrix. Die Ausbeute des
gereinigten His-Tag-Proteins hangt von verschiedenen Parametern, wie Primar- und
Sekundéarstruktur, Molekulargewicht, ab. Die Bindungskapazitdt der Ni-NTA-Matrix
betragt 50 mg/ml Agarosematrix (6xHis-GFPuv, ca. 32 kDa).

100 pl der 50 % (v/v) Ni-NTA Agarose-Suspension entsprechen 50 ul Agarosematrix

e Schitteln der Flasche, um eine homogene Suspension der Agarosematrix im
Puffer zu erhalten

e 100 ul Suspension in die unten geschlossene Saule pipettieren

e Saule unten 6ffnen und in ein Auffangtube stellen

e Zentrifugation: 30 s bei 500 x g.

4.2. Aquilibrieren der Saule

Bindungspuffer: 50 mM NaH>PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0

e Sdaule unten verschlieBen

e 500 ul Bindungspuffer zu Matrix geben

e Saule unten und oben verschlieBen, mehrmals invertieren
¢ Vorsichtiges mischen von Bindungspuffer und Matrix

e Saule unten 6ffnen und in ein Auffangtube stellen

e Zentrifugation: 30 s bei 500 x g

e Aquilibrierungsschritt 2-mal wiederholen




4.3.

Probenaufgabe

Séaule nach Aquilibrierung der Matrix unten schlieBen

Probe (entweder E. coli-Lysat oder Proteinextrakt) aufgeben

Saule oben verschlieB3en

30 — 60 min* Inkubation bei Raumtemperatur (RT) und vorsichtigem invertieren
der Saule zum Mischen von Probe und Matrix

Saule unten 6ffnen und in ein Auffangtube stellen

Zentrifugation: 30 s bei 500 x g

Saulendurchlauf auffangen und anschlieBend verworfen

*Falls notwendig kann die Bindung des Proteins an die Agarosematrix durch eine
verlangerte Kontaktzeit unterstiitzt werden.

4.4.

Wichtig: Die Bindungskapazitat kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst
werden, z. B. Proteinkonzentration oder Kontaktzeit zwischen Protein und
Matrix.

Waschen der Agarosematrix

Waschpuffer: 50 mM NaH>PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0

Saule unten wieder verschlieBBen

500 pl Waschpuffer zugeben

Saule oben wieder verschlieen

Mehrmals invertieren, um Matrix und Waschpuffer vorsichtig zu mischen
Saule unten 6ffnen und in ein Auffangtube stellen

Zentrifugation: 30 s bei 500 x g

Durchlauf verwerfen

Waschschritt noch 2-mal wiederholen, so dass die Agarosematrix insgesamt
3-mal gewaschen wird

Das Waschen der Matrix kann mit Hilfe der Absorptionsmessung bei 280 nm
kontrolliert werden. Zeigt der Durchlauf den gleichen Absorptionswert wie der
eingesetzte Waschpuffer kann das Fusionsprotein eluiert werden.

10



4.5. Elution des Fusionsproteins

Die Elution des Fusionsproteins erfolgt durch Zugabe eines kompetitiven Liganden.

Als kompetitiver Ligand zur Proteinelution wird meist Imidazol verwendet. Das
Imidazol verdrangt das als Chelat-Komplex an der Agarosematrix gebundene His-
Tag und setzt so das Fusionsprotein frei.

Elutionspuffer: 50 mM NaH>PO,, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0

e Saule wird wieder unten verschlieBen

e 500 pl Elutionspuffer zu Matrix zugeben

e Saule oben wieder verschlieBen

e Mehrmals invertieren, um Matrix und Elutionspuffer 10 min bei Raumtemperatur
vorsichtig zu mischen

e Saule unten 6ffnen und in ein Auffangtube stellen

e Zentrifugation: 30 s bei 500 x g

e Eluat sammeln und auf Eis lagern

e Elutionsschritt mindestens 2-mal wiederholen, bei Bedarf auch mehrmals
maoglich

¢ Elutionsfraktionen sammeln und vereinigen

Die meisten Proteine werden bei 250 mM Imidazol eluiert.
Jedoch sollte der Proteingehalt des Eluats zur Bestimmung der Ausbeute mittels
Bradford-Assay, SDS PAGE oder Absorptionsmessung bei 280 nm (A2go-Messung)
Uberprift werden.
Hinweis:
Die nachfolgende Beseitigung des Imidazols ist normalerweise nicht notwendig,
kann aber problemlos durch Dialyse, Ammoniumsulfat-Fallung oder
Ultrafiltration erfolgen.

Far viele Anwendungen ist eine Abspaltung des His-Tags nicht notwendig. Falls

doch erforderlich, erfolgt dies Uber eine spezielle Protease-Schnittstelle
zwischen Protein und Tag.
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5. Affinitatsreinigung von Proteinen unter
denaturierenden Bedingungen

Da viele rekombinante Proteine in unléslichen Inclusion Bodies exprimiert werden, ist
die weitere Reinigung unter denaturierenden Bedingungen, z. B. mit Harnstoff oder
Guanidiniumchlorid notwendig. In der nachfolgenden Tabelle ist die Kompatibilitat der
Agarosematrix mit unterschiedlichen Pufferbestandeilen dargestellt.

Zellen werden normalerweise unter nativen Bedingungen lysiert. Nach der
Zentrifugation befindet sich das Fusionsprotein im Sediment und muss mit Hilfe von
denaturierenden Reagenzien wieder solubilisiert und extrahiert werden.

5.1. Isolierung von Inclusion Bodies

e Gefrorene Zellpellets auf Eis vorsichtig auftauen

e 1 g feuchtes Zellpellet in 5 ml ,,Bindungspuffer® (50 mM NaH,PQO,4, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) auf Eis vollstandig resuspendieren

e Zugabe von Lysozym (SERVA Kat.-Nr. 28262, Endkonzentration: 1 mg/ml)

¢ Inkubation 30 min unter Rihren auf Eis und Ultraschall, um die Viskositat zu
verringern (ggf. Zugabe 5 pg/ml DNase | und 15 min Inkubation unter Rihren
auf Eis)

e Zentrifugation des Lysats bei 10.000 x g und 4 °C 30 min zum Abtrennen der
Inclusion Bodies zu erhalten

e Der Uberstand wird verworfen

5.2. Solubilisierung der Inclusion Bodies

e Sedimentierte Inclusion Bodies in ,Bindungspuffer” (50 mM NaH,PO,4, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) resuspendieren

e Zentrifugation der Suspension bei 10.000 x g und 4 °C 30 min

e Uberstand wird verworfen

¢ Pro g feuchtes Zellpellet werden Puffer 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM
Imidazol, 8 M Harnstoff, pH 8,0 zugegeben

e Homogenisieren oder Ultraschall kbnnen notwendig sein, um das Pellet zu
resuspendieren

¢ Inkubation der Inclusion Bodies 60 min auf Eis unter Rihren

e Abtrennung unléslicher Bestandteile:
Zentrifugation: 10.000 x g und 20 °C 30 min

e Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB Uiberfiihren

e Zentrifugationsschritt so oft wiederholen bis der Uberstand klar ist

e Uberstand wird fiir die anschlieBende Affinitatsreinigung eingesetzt

Die Affinitatsreinigung erfolgt wie zuvor fir die nativen Bedingungen beschrieben. Die
verwendeten Puffer sind wie folgt:
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Bindungspuffer:
50 mM NaH.PQO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 8 M Harnstoff, pH 8,0

Waschpuffer:
50 mM NaH.PQO,4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 8 M Harnstoff, pH 8,0

Elutionspuffer:
50 mM NaH,PQO4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 8 M Harnstoff, pH 8,0

13



5.3. Chemische Kompatibilitat

Harnstoff
Guanidinium-HCI

Solubilisierung von Proteinen, <8 M
Solubilisierung von Proteinen, <6 M

Nicht-ionische Detergenzien,
z. B. Triton® X-100,
Tween® 20

Beseitigung von stérenden Proteinen
< 2% kbénnen verwendet werden

Imidazol

Glycerin

EDTA

Ethanol

Kompetiert mit His-Tag

Reduziert unspez. Bindungen (20 mM)
Elution His-Tag-Protein (100 mM)
Verhindert hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Proteinen

< 50 % kdénnen verwendet werden

Verringert Kapazitat, da Chelat-Bildner
Nicht empfohlen, aber < 1mM in der
Probe mdglich

Verhindert hydrophobe
Wechselwirkungen, kann zu
Proteinpréaziptaten fuhren

< 20 % kénnen verwendet werden

Glutathion, reduziert

2-Mercaptoethanol

Dithioerythritol (DTE)
Dithiothreitol (DTT)

Hohe Konzentrationen reduzieren Ni**
< 30 mM in der Probe mdglich

Verhindert Disulfid-Briicken
Hohe Konzentrationen reduzieren Ni%*

<20 mM in der Probe mdglich

Hohe Konzentrationen reduzieren Ni?*
<10 mM in der Probe mdglich

Verhindert hydrophobe

Tris, HEPES, MOPS

Natriumchlorid

SDS Wechselwirkungen, vermindert
Kapazitat, nicht empfohlen, < 0,3 % in
Probe méglich
Natriumphosphat

Natriumphosphatpuffer 50 mM pH 8,0
wird empfohlen

Zusatz von Metallionen fihrt zu
verringerter Bindungskapazitat, bis zu
100 mM kdnnen verwendet werden

Verhindert unspezifische Bindungen
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6. Regeneration der Agarosematrix

Generell ist die Regeneration der Matrix notwendig, wenn das zu reinigende Protein
wechselt. Wird das Protein beibehalten, ist nach mehreren Reinigungszyklen eine
nachlassende Bindungskapazitat zu beobachten, so dass auch hier die Matrix
regeneriert werden sollte, um optimale Ergebnisse zu erhalten.

Beseitigung von Verunreinigungen:
Waschen der Matrix mit 500 mM NaOH, 30 min

Beseitigen der NaOH-L&ésung: Waschen mit dest. Wasser (10-faches
Agarosematrix-Volumen)

Fir den direkten Gebrauch wird die Matrix mit 50 mM NaH.PO,4, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0 (10-faches Agarosematrix-Volumen)
gewaschen

Wird die Saule/Matrix nicht unmittelbar wieder eingesetzt, sollte beim letzten
Schritt 30 % (v/v) Ethanol verwendet werden

In manchen Fallen kann die beschriebene Regeneration unzureichend sein, z. B.
wenn die Farbe durch den Verlust von Ni**’lonen der Matrix verandert ist. Dann ist es
erforderlich die komplette Beladung mit Ni?*lonen zu beseitigen und neu zu beladen.

Waschen der Matrix mit dest. Wasser (10-faches Agarosematrix-Volumen)

Beseitigung der Metall-lonen: Waschen mit 100 mM EDTA, pH 8,0 (10-
faches Agarosematrix-Volumen)

Beseitigung des Uberschissigen EDTA: Waschen der Matrix mit dest.
Wasser (10-faches Agarosematrix-Volumen)

Beladen der Matrix mit Metall-lonen: Zugabe von 2x Volumen auf die
100 mM Salz (Chlorid oder Sulfat) des entsprechenden bivalenten Kations
(Zn?* Ni?*,Cu®*,Co?*) zur Agarosematrix.

Beseitigung Uberschissiger Metall-lonen: Waschen der Matrix mit dest.
Wasser (10-faches Agarosematrix-Volumen)

Zugabe von 50 mM NaH>PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0 (10-
faches Agarosematrix-Volumen)
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7. Problembehandlung
7.1. Probenapplikation

. Behandlung mit Nuklease
DNA in der Probe und/oder Ultraschall

Hohe Probenviskositat . .. | Zentrifugation oder
Unldsliche Bestandteile in Filtration (0,45 um

der Probe Membran)

Konzentrieren der Probe
vor dem Aufgeben auf die

Zu hohe oder zu niedrige | Hochverdiinnte Probe Saule
Proteinkonzentration Reinigung mittels Batch-
Format

Hochkonzentrierte Probe Verdinnen der Probe

7.2. Adsorption

Verwendung von
Protease-Inhibitoren

Reinigung bei 4 °C

His-Tag ist nicht
vorhanden oder degradiert

Reinigung unter
denaturierenden
Bedingungen

Variation der His-Tag-
Position (N-, C-Terminal,
Zielprotein bindet nicht an oder beide Positionen)
Matrix

His-Tag durch Faltungen
des nativen Proteins nicht
zuganglich

PrGfung des Puffers und
des pH-Wertes

Falls der Puffer Imidazol
enthalt, Konzentration
verringern

PrGfung der
Pufferbestandteile auf
mogliche Wechselwirkung
mit der Matrix

Ungeeignete
Bindungsbedingungen




Zielprotein bindet
unvollstandig an die Matrix

Bindungskapazitat
erschopft

Weniger Proteinbeladung
Regeneration der Matrix

Verlust des Metalls in der
Matrix

Regeneration der Matrix

Keine Verwendung
reduzierender Agenzien
oder Chelat-Bildnern

His-Tag ist zum Teil
verdeckt

Flussrate verringern
Batch-Verfahren

Schlechte Expressionsrate
des Proteins

Optimierung der
Expressionsbedingungen

Bildung von Inclusion
bodies

Modifikation der
bakteriellen
Wachstumsbedingungen

Reinigung unter
denaturierenden
Bedingungen

Kanalbildung im
Séaulenbett

Saule neu packen

7.3. Elution

GroBBe Mengen an
Verunreinigungen

Ungenlgendes Waschen
der Matrix

GroBeres Volumen
Waschpuffer verwenden

Zusatz von Imidazol
(5-10 mM)

Ungeeignete
Adsorptionsbedingungen

pH-Wert Gberprifen

Zugabe bzw. Erhéhen des
NaCl im Bindungspuffer

Zugabe von nicht-
ionischen Detergenzien,
Ethylenglykol oder
Glycerin

Erhéhung des
Imidazolgehalts im
Bindungspuffer

Saule zu groB3

Matrixmenge verringern
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Schlechte Elution des

Zu milde
Elutionsbedingungen

Erhéhung des
Imidazolgehalts oder
Verringerung des pH-
Werts

Falls moglich,

Elutionspuffer mit héherer
Temperatur verwenden

Zu starke Bindung

Elution mit EDTA

Elution bei pH 4,0 und mit
Imidazol

Verwendung einer
anderen Agarosematrix

Imidazolkonzentration auf

Reproduzierbarkeit der
Elutionsprofile

Zielproteins Eﬂvgﬁ?)?en Protein und 1 M erhdhen

Flussrate der Elution
verringern
Elution unter
denaturierenden
Bedingungen
Zugabe von Detergenzien
Inkubation der Matrix mit

Préazipitation des Elutionspuffer (8 - 10 h)

Fusionsproteins vor der Elution
Bindungs- und Elutions-
schritte im Batch-Format
Verwendung frischer

Variation der Prob B Proben

ariation der Probe, z. B. )

Verlust des His-Tags Zugabe von Protease
Inhibitoren

durch Proteasen ; ,
Durchfihrung bei +2 °C -

Fehlende +8°C

Préazipitation von
Proteinen und/oder
Lipiden

Regeneration der Matrix

Variation des pH-Wertes
und/oder der lonenstarke

Neue Puffer ansetzen

Verringerung der
Bindungskapazitat

Regeneration der Matrix
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7.4. Veranderungen der Matrix

Ri . Reinigung der Probe
gl‘oegit Bildner in der durch Geffiltration und

Regeneration der Matrix

Verlust der Farbe

Reduzierende Agenzien in
der Probe

Reinigung der Probe und

Braunfarbung Regeneration der Matrix

8. Bestellinformationen

PorengroBe Matrix- Gesamt-
Produkt |~ 4o Fritte | volumen kapazitat G A
Mini 42173.01 | 25 S&aulen
Columns | 20Mm | 100-250ub 1.5ml 45423 02 | 100 Saulen
Midi N
Columns 20 ym 0,5-2ml 12 mi 42174.01 | 50 Saulen
Maxi 20 pm o_6ml | 35ml |42175.01 | 50 Saulen
Columns H '
Mini Spin .
Columns 35 um 50 - 100 pl 0,8 ml 42176.01 | 25 Saulen




