PROTOCOLO DE UTILIZACION DE
SEC-MALS



. OBJETO

. ALCANCE

. REFERENCIAS
. GENERAL

- Descripcion del equipo.
- Fundamento de latécnica.

. MANEJO DEL EQUIPO

- Dia previo alarealizacion del experimento.
- Dia del experimento.

. ANEXOS

ANEXO |: CONSIDERACIONES A TENER EN CUENTA
PARA LA PREPARACION DEL BUFFER.

ANEXO II: CONSIDERACIONES A TENER EN CUENTA
PARA LA PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

ANEXO IIl: ALINEACION DE PICOS, CORRECCION DE
ENSANCHAMIENTO DE BANDA Y PROCEDIMIENTOS DE
NORMALIZACION.

ANEXO IV: EXPORTAR DATOS.






OBJETO

Este procedimiento tiene por objeto la descripcion de las operaciones necesarias
para la utilizacion de SEC-MALS para ensayos de determinacion de tamafio y
masa molecular de biomoléculas.

ALCANCE

El procedimiento descrito se aplica para la realizacion de ensayos de
determinacién de tamafio y masa molecular de biomoléculas, asi como las
operaciones necesarias para su correcto mantenimiento.

REFERENCIAS

Some, D., Amartely, H., Tsadok, A., Lebendiker, M. Characterization of
Proteins by Size-Exclusion Chromatography Coupled to Multi-Angle Light
Scattering (SEC-MALS). J. Vis. Exp. (148), €59615, do0i:10.3791/59615
(2019).

ASTRA V User's Guide version 5.3.4 (M1000 Rev. H).

Hardware Manual for the DAWN® HELEOS™ Light Scattering Instrument.

GENERAL

« Descripcion del equipo:

El equipo esta integrado por un sistema de cromatografia de exclusién
molecular, al que van acoplados un detector de indice de refraccién y un
equipo de dispersion de luz estatica multiangulo.

Con el fin de facilitar la identificacion de cada uno de los mdédulos que
componen todo el sistema, se nhombraran de la siguiente manera:

M1: El médulo 1 se compone del MALS, y de la pantalla de lectura de IRy
del laser. Trabaja a temperatura ambiente. Es importante dejarlo
desenchufado cuando no se utilice.

M1




M2: El mdodulo 2 se compone del desgasificador, FPLC y el detector de
indice de refraccion, M2a, M2b y M2c respectivamente. Posee dos
cubetas, una de medida y otra de referencia. Cuenta ademas con una
valvula con dos posiciones “load”/ “inyect” donde se carga la muestra.

Valvula

Fundamento de la técnica:

Esta técnica, combina la cromatografia de exclusion por tamafio con la
dispersion de la luz multiangulo, lo que permite separar e identificar
especies presentes en una muestra en funcién de su tamafio, y calcular

Su masa molecular.

La columna SEC separa las moléculas por volumen hidrodinamico, y tras
salir del sistema FPLC, las moléculas pasan a

traves del detector MALS donde un laser incidira 4=/ . \) \_
sobre ellas. .‘ : ’.izf. \ ‘) ;.-. 0
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Cuando la luz interacciona con un medio, como
un disolvente, en el que hay presente un soluto,
se produce una dispersion fuera del eje del haz luminoso, que dependera
de la concentracién y masa molar de la molécula.
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La sefial MALS y la sefal de indice de refraccibn se analizan para
cuantificar las propiedades fisicas del analito.
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MANEJO DEL EQUIPO

% Dia previo alarealizacion del experimento:

- Encendido del equipo:

Encender M2b y M2c mediante el botén “power”.

El dia previo a la realizacién del experimento deseado, se debe llevar a
cabo el lavado con agua y el equilibrado del equipo. Para ello, se procede
de la siguiente manera:

1.
2.

Liberar la rueda de M2b (evita el paso de agua por la valvula).
Seleccionar un flujo de 1 mL/min*. Para ello, presionar “func’,
introducir el valor y pulsar “enter”.

Seleccionar 600 psi* de presion méaxima. Para ello, presionar
“func” dos veces, introducir el valor, y pulsar “enter”.

Presionar boton “purge” a flujo y presion méxima.

Fijar la rueda de M2b, cambiar el flujo a 0.5mL/min, y presionar el
botdn “pump” (se bombeara agua por todo el sistema, pasando por
el loop o no, dependiendo de si la valvula se encuentra en la
posicion ‘inject” o “load”). Se puede observar que la salida del agua
sera a través del tubo naranja del waste. Dejar 1 - 2 minutos con
este flujo, hasta que el IR sea estable y “Temp Cont” deje de
parpadear.

Una vez la lectura de IR es estable, presionar en M2c “purge” para
limpiar la cubeta de referencia. Cuando se estabiliza (baja a 0),
presionar de nuevo “purge” para que deje de pasar por ahi.

De nuevo, cuando se estabilice, presionar “balance” (coloca el haz
en el centro, aumentando la precision de la medida).

*(0jo, estos parametros, dependen de la columna que se esté
utilizando).

Para la eliminacion de burbujas del equipo, realizar el proceso de
lavado con etanol puro, filtrado a 0,1um.



En el equipo lavado con agua:

Conectar la columna, y comenzar a pasar un flujo de 0,1mL/min, con una
presion maxima de 200 psi en el caso de la superdex, o 600 psi para la
columna de silice.

Repetir el punto 6 del lavado.

Dejar pasar un flujo de 0,05 - 0,1 mL/min toda la noche.

Dia del experimento:

Equilibrar la columna a un flujo de 0,5 mL/min. Para ello, ir aumentando el
flujo lentamente, en intervalos de 0,1mL/min, esperando aproximadamente
un minuto entre cada subida.

Cuando la columna esté equilibrada, repetir el punto 6 de lavado.
Encender el laser. Para ello, en M1 se presiona TAB para ir desplazandose
por los parametros, hasta llegar al laser, y pulsar “enter”. (Importante,
dejar el laser apagado durante la noche).

Dejar pasando el flujo a 0,5 mL/min hasta observar que el ruido solo tiene
fluctuaciones en la tercera cifra decimal. (Esto puede verse en la linea roja
del display del laser).

Encender el ordenador.

Abrir el programa ASTRA5.3.4.

Cargar experimento desde la plantilla H20LSRI0.5mImI50 (No cambiar
nada). Para la columna de silice, el nombre del archivo es el mismo, pero
tiene afadido new column.

En la plantilla se encuentran 3 apartados principales, con diferentes
subapartados:

1. Configuration:

Debe modificarse Unicamente el nombre de la muestra, el volumen
y la concentraciéon. Lo demas no debe modificarse.

2. Procedure:

a. Con la valvula colocada en la posiciéon “inyect”, sacar la
jeringa, tomar la muestra y pincharla de nuevo.

b. Cambiar la valvula a la posicion “load”, e inyectar la muestra
al loop.

c. En la pantalla del ordenador, pulsar “start”, tiene forma de
triangulo PAparecera “Wait for autoinject signal”.

d. Cambiar la valvula a la posicion ‘“inyect”. Aparecera una
cuenta atras de 5 minutos, y se inyectara automaticamente
la muestra del loop a la columna.



3. Results:

a. Basic collection: Cromatogramas crudos, tanto del laser
como de indice de refraccion.

- Picos en IR: puede observarse el decalaje del buffer,
sera el ultimo pico que aparece. Es proporcional a la
masa.

- Picos en laser: Proporcional al peso molecular y a la
masa.

b. Despiking: Seleccionar ‘heavy-apply” para disminuir el
ruido. Seleccionar “apply” y dar a “ok”.

c. Baselines: Comenzar seleccionando uno de los laseres
(L11) y seleccionar “autobaseline”. Después comprobar uno
por uno, e ir ajustando si es necesario. (Se debe ajustar
cuando la linea base aparece inclinada, y hay que ponerla
sélo bajo los picos de interés, pero todos los picos deben
estar dentro para que calcule bien el valor de la masa).
Seleccionar “apply” y dar a “ok”.

d. Peaks: Suprimir los picos del run anterior, y seleccionar los
picos de intereés.

e. Mass and radius from LS: Muestra el peso molecular
estimado de cada pico. En teoria, al desplazarse por el pico,
no deberia cambiar el tamafo, pero en los Ultimos
experimentos hay fluctuaciones significativas.

En la pestafia de arriba del todo, “easy graph” se pueden representar el peso
molecular de cada pico. Para ello, seleccionar “molar mass” en el display.

Finalmente, para guardar el experimento, debe seleccionarse “save as
experiment”.



ANEXO I: CONSIDERACIONES A TENER EN CUENTA PARA LA
PREPARACION DEL BUFFER.

Los tampones que vayan a ser utilizados deben ser preparados con reactivos de
grado AR, en agua de alta calidad (Millipore) y ser filtrados a través de filtros de
0,1 pm.

Particulas pequefias presentes en el eluyente, o desprendidas de la columna,
provocaran cambios en la sefal de dispersion de la luz. Asi mismo, es
recomendable que el tampdn de las muestras y el de ejecucion coincidan, a fin
de minimizar el pico de artefacto en la sefial del indice de refraccidon que se ve
en el volumen del lecho de la columna.

Puesto que el sistema incluye un desgasificador, no es necesario hacerlo
previamente.

Respecto a la composicion, el sistema es compatible con la mayoria de ellos. Sin
embargo, en el caso de tampones de bajo pH y alto contenido en sal, que vayan
a ser utilizados durante tiempos prolongados, sera necesario evaluarlo
individualmente, puesto que estara en contacto con piezas de acero inoxidable.



ANEXO II: CONSIDERACIONES A TENER EN CUENTA PARA LA
PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Cuando se trabaja con proteinas pequefias (<10 kDa), puede ser necesaria una
elevada concentracion, para poder observar la sefial.

Concentraciones de 2,5 — 3 mg/ml generalmente dardn buenos resultados tanto
en la determinacion del peso molecular, como del radio hidrodinamico. También
es posible utilizar concentraciones mas bajas (1mg/ml) en el caso de las medidas
de peso molecular.

Es importante mencionar que, aunque los detectores son capaces de manejar
particulas bastante grandes, la columna no debe usarse como filtro: los
precipitados y el material insoluble deben eliminarse mediante centrifugacién* o
prefiltracion.

*Centrifugar a 10.000 rpm durante 20 minutos.



ANEXO llI: ALINEACION DE PICOS, CORRECCION DE ENSANCHAMIENTO
DE BANDA Y PROCEDIMIENTOS DE NORMALIZACION.

- ALINEACION DE PICOS:

En el apartado “procedures”, seleccionar “alignment”. Seleccionar la region
central de los picos, y seleccionar “align signals”y a continuacion “OK”.

- CORRECCION DE ENSANCHAMIENTO DE BANDA:

En el apartado “procedures”, seleccionar “band broadening”. Seleccionar
el 50% central del pico del mondmero. Asegurarse de que el detector de
indice de refraccidn esté especificado como instrumento de referenciay a
continuacion seleccionar “perform fit”y “apply” para hacer coincidir la sefial
del laser con la del indice de refraccion.

Hacer zoom a los picos de sefial del laser y del indice de refraccidon para
verificar que se superponen muy estrechamente dentro el 50-70% central,
y seleccionar “OK”. Si el solapamiento no es perfecto, puede ser necesario
realizar el ajuste y aplicarlo una o dos veces méas hasta que el
solapamiento sea bueno.

- PROCEDIMIENTOS DE NORMALIZACION:

En el apartado “procedures”, seleccionar “Normalization”, seleccionar el
pico 1, introducir 3,0 como valor de Rg, seleccionar “Normalize”y después
“OK”.



ANEXO IV: EXPORTAR DATOS.

Para exportar los datos con formato Excel, se procede de la siguiente manera:

Una vez abierto el archivo del experimento que se desea exportar, haciendo
click derecho sobre el nombre, aparecera la opcion de exportar.

Se debe seleccionar el formato .csv

Apareceran los datos en una misma columna y separados por comas. Para
resolver este problema:

Ctrl+B (Aparecera una ventana con la opcion de buscar/reemplazar)

Buscar y reemplazar (m] X
Buscar  Reemplazar
Buscar:
Reemplazar con: ||
Opciones >>
plazar todos Reemplazar Buscar todos ( Buscar siguiente Cerrar

» Seleccionar reemplazar
* Reemplazar las comas por punto y coma.
+ Reemplazar los puntos por comas.

Seleccionar la columna y en la pestafa datos, seleccionar “Texto en
columnas”. Aparecera de nuevo una ventana con las distintas opciones.

Asistente para convertir texto en columnas - paso 1 de 3

Seleccionar Delimitados

El asistente estima que sus datos son Delimitados.

Si esto es correcto, elija Siguiente, o bien elija el tipo de datos que mejor los describa,

Tipo de los datos originales

Elija el tipo de archivo que describa los datos con mayor precision:

- Caracteres como comas o tabulaciones separan campos.

- Los campos estan alineados en columnas con espacios entre uno y
otro.

() De ancho fijo

Vista previa de los datos seleccionados:

ime (min);differential refractive index data: differential ref
4, 713810831308365;-2,24006033€410614e-007; I
4, 730€4538€735217; S053017302525%e—007;

1,74747994217 5373210229642e-007;

5[4, 7€4314457€0092;-2,25454871593€€€17e-007;

Cancelar < Atras Siguiente = ] Finalizar



| Asistente para convertir texto en columnas - paso 2 de 3 T x

Esta pantalla le permite establecer los separadores contenidos en los datos. Se puede ver cémo Sel ecclonar como
cambia el texto en la vista previa. 7 IT]
separadores “Punto y coma
Separadores A///
Punto y coma _| Copsiderar separadores consecutivos como uno solo
Coma
D_ Calificador de texto: |~ i
[ Espacio
[ otre:

Vista previa de los datos

ime (min)

L, T138108313083&5
. 730€4538€735217
,74747959421700€8
, TE4314457€0032

erential refractive index data: differentia
00E033€410€14e-007 I
509501730 259e-007

93732102356 —0a7

45423715923€€€17e—-007

Cancelar < Atras Finalizar

| Asistente para convertir texto en columnas - paso 3 de 3 ? x

Seleccionar formato

Esta pantalla permite seleccionar cada columna y establecer el formato de los datos. “Generalu
Formato de los datos en columnas

o
O General € ‘General’ convierte los valores numéricos en nimeras,
Texto los valores de fechas en fechas y todos los demas

valores en texto.
Fecha: |DMA ~
Avanzadas...

No importar columna (saltar)

Destino: | SA51

>

Vista previa de los datos

zeneral

ifferential refractive index data: differentia
40080336410614e-007

2,23505901730232%9e-007

55373210235€42e-007

2,2545487193€€€1 7007

Cancelar < Atras Siguiente =

Apareceran ambas columnas por separado y los valores decimales separados por comas.
Finalmente asegurarse de seguir guardandolo en formato csv.
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