Héufig gestellte Fragen ‘{

IAC-Saulen-Handling:

Frage Antwort

Was ist vor der
Benutzung zu
beachten?

Welche Methanolgehalte
tolerieren die
Antikorper?

Welche maximalen
Volumina diirfen auf die
Saulen geladen
werden?

Welche Matrixmengen
sind applizierbar

Wie starte ich den
Saulenaufreinigungspro
zess?

Die Saule lauft nicht,
wie kann ich den
Prozess starten?

“ LCTech

Die Saulen sollten vor Gebrauch an Raumtemperatur gebracht werden,
damit die Bindungsfunktion des Antikdrpers optimal ist.

Zu hohe Methanolgehalte sind in den applizierten Proben zu vermeiden, die
Spezifikationen im Bezug der Lésungsmittelkonzentrationen:

AflaCLEAN /AflaCLEAN Select 11,2%
Afla-OtaCLEAN 11,2%
OtaCLEAN 16 %

Diese sollten nicht Uberschritten werden, da eine partielle Denaturierung
der Antikorper die Bindungseffizienz negativ beeinflusst.

Die Probenvolumina bei den 3 mL-S&ulen von maximal 50 mL bzw 14 mL
fur die PBS/Tween —Protokolle sollten nicht Uberschritten werden, da die
Bindungseigenschaften bei grofieren Probenvolumina durch
Matrixbestandteile starker beansprucht wird. Fir die SMART-Saulen
werden Probenvolumina von 10 mL (AflaCLEAN SMART, OtaCLEAN
SMART) bis 20 mL (AflaCLEAN M1 SMART) empfohlen.

AflaCLEAN /AflaCLEAN Select 0.4 Gramm (Tween) - 1.4 Gramm
AflaCLEAN SMART 0.08 Gramm (Tween) — 0.28 Gramm
Afla-OtaCLEAN 0.4 Gramm (Tween) — 1.4 Gramm

OtaCLEAN 0.4 Gramm (Tween) — 2 Gramm (feste Matrizes) — 8 mL
(Flussige Matrizes)

OtaCLEAN SMART 0.08 Gramm (Tween) — 0.4 Gramm (feste Matrizes) —
1.428 mL (flissige Matrizes)

AflaCLEAN M1 Select (50 mL Milch; 5 Gramm Milchpulver))
AflaCLEAN M1 SMART (10 mL Milch, 1 Gramm Milchpulver)
ZeaCLEAN SMART (0.5 Gramm Matrix)

DONeX (4 Gramm Matrix)

Die Deckel der Saulen und die Luerkappe am Saulenausgang sollten
geodffnet werden, um Proben zu laden, ein Entfernen des Lagerpuffers vor
Probenaufgabe ist nicht notwendig, die Probe kann direkt auf den restlichen
Lagerpuffer in der Saule appliziert werden.

Im Falle, dass die Saule nicht selbststandig lauft, kann ein Klopfen mégliche
Luftblasen aus den Fritten entfernen, mittels eines Spritzenadapters oder
eines Vakuum-Manifolds kann eine sich im Saulenauslass befindliche
Luftblase aus der Saule durch leichten Druck entfernt werden, die Saule
sollte dann selbsténdig zu laufen anfangen.
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Bei Bearbeitung in einem Vakuum-Manifold ist ein Entfernen der Luftblasen
hilfreich, aber nicht zwingend notwendig, da das Vakuum diese aus der

Saule zieht.
Wie kann ich Nach Laden der Probe auf die Saule sollte sichergestellt sein, dass die
Matrixinterferenzen im Probe die Saule passiert hat, bevor die Waschlosung (deionisiertes
Eluat vermeiden? Wasser) appliziert wird.

Eine Vermischung von Probe und Wachldsung stellt nur eine
Beeintrachtigung der Reinheit des Eluates dar, hat aber keine
Auswirkungen auf die Toxinkonzentration.

Welche Schritte sind zu  Um die Analyten von der Saule zu eluieren, sollten folgende Schritte
durchlaufen bei der beachtet werden.
Eluierung der Saule? 1. Trocknen des Saulenbettes, um Wasserreste zu entfernen und
einer Verfalschung des Elutionsvolumens entgegenzuwirken.
2. Das Elutionsmittel ( 1 mL Methanol) sollte auf das Saulenbett
gegeben werden, dieser sollte in das Saulenbett einflieBen, um den
Antikdrper vollstdndig zu denaturieren.
3. Das Elutionsmittel sollte 5 Minuten in das Saulenbett einwirken,
bevor dieser aufgefangen wird.
4. Es wird mit einem weiteren mL Methanol nacheluiert, hierbei wird
keine Sminltige Wartezeit bendtigt.
5. Eluatreste werden mittels eines Spritzenfilters aus der Saule
gedruckt und ebenfalls aufgefangen.
6. Die Eluat-Fraktionen werden zusammengefiihrt und stellen das
Gesamt-Eluat dar, welches flissigkeitschromatgraphisch analysiert
werden kann.
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