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VYPOCET SLOZENI
GLYCERINOVEHO ROZTOKU
REKOMBINANTNICH PROTEINU PRO
DLOUHODOBE SKLADOVANI

CALCULATION OF COMPOSITION OF GLYCEROL SOLUTION OF RECOMBINANT
PROTEINS FOR LONG — TERM STORAGE

Jana Vysoka!

Autorka pusobi jako asistent na Katedie informatiky a aplikovanych véd pfi Vysoké Skole
technické a ekonomické v Ceskych Budgjovicich. Ve svém vyzkumu se vénuje tématice
matematického modelovani a je autorkou disertacni prace s nazvem Matematické modelovani
ve vyuce na stfednich skoléch.

The author works as a lecturer at the Department of Informatics and Applied Sciences at the
Institute of Technology and Business in Ceské Budgjovice. In her research she deals with the
topic of mathematical modeling and is the author of a dissertation entitled Mathematical
Modeling in Teaching in High Schools.

Abstract

This article discusses how to easily prepare a stock solution of the protein in desired
concentration in the laboratory. Recombinant proteins supplied for production must be kept
under conditions which ensure its stability. To increase the stability of proteins in liquid
solutions is commonly used glycerol. Glycerol stabilizes the native structure of proteins and
prevents their aggregation. Its use allows storage at higher temperatures (-20 °C as compared
to -80 °C) and eliminates the necessity of preparing aliquots. Proteins stored without glycerol
lose own activity after repeated thawing and refreezing. For long term storage solution is used
25% to 50% of glycerol. When preparing a stock solution of the protein in the laboratory it is
necessary to solve the preparation of the solution with the concentration of the protein in
liquid solution, the final desired protein concentration and the desired concentration of
glycerol. For normal use, therefore it was necessary to create an auxiliary computation table,
from which on the basis of input data - the protein concentration, volume of solution with a
protein concentration glycerol solution for use, desired glycerol concentration and the desired
protein concentration of — it is possible to determine the ratio of the individual components of
the prepared solution. Calculating the composition of the solution through the table helps to
avoid errors in the preparation of solutions that occur due to too many variables in the input

1 Adresa pracovisté: RNDr. Jana Vysokd, Vysoka $kola technicka a ekonomicka v Ceskych Bud&jovicich,
Okruzni 10, 370 01 Ceské Budgjovice
E-mail: vysoka@vstecb.cz
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data or wrong combination of the input data. This procedure can also be successfully
recommended for preparation of other solutions with more input variables and conditions. The
table was made at the request of laboratory Protean Ltd. and is used with the full satisfaction
of all laboratory personnel.

Key words: Recombinant proteins, stability, degradation, storage, storage solution, biologic
activity, calculation of glycerol solution composition

Abstrakt

Tento Clanek se zabyva popisem zpisobu, jak lze snadno pfipravit zasobni roztok proteinu
v pozadované koncentraci v laboratofi. Rekombinantni proteiny doddvané k produkci musi
byt udrzovany v podminkach, které zajistuji jejich stabilitu. Pro zvySeni stability bilkovin v
kapalnych roztocich se béZné& pouziva glycerol. Glycerol stabilizuje nativni strukturu bilkovin
a zabranuje jejich agregaci. Jeho pouziti umoznuje skladovani pfi vyssich teplotach (-20 °C ve
srovnani s -80 °C) a eliminuje nutnost ptipravy alikvotl. Proteiny skladované bez glycerolu
ztraceji svou vlastni aktivitu po opakovaném rozmrazovani a zmrazovani. Stabilita
rekombinantnich proteini pouzitych pro vyrobu 1ékl, vakcin ¢i diagnostickych souprav je
urcujicim faktorem pro jejich Zivotnost. Pii pfipravé zasobniho roztoku proteinu v laboratoti
je nutno fesit ptipravu tohoto roztoku s ohledem na koncentraci daného proteinu ve vodném
roztoku, pozadovanou konecnou koncentraci proteinu a pozadovanou koncentraci glycerolu.
Pro béZzné pouziti tedy bylo potieba vytvofit pomocnou vypocetni tabulku, ze které se na
zaklad¢é vstupnich dat - koncentrace proteinu, objemu roztoku s proteinem, koncentrace
glycerolového roztoku k pouziti, pozadované koncentrace glycerolu a poZadované
koncentrace proteinu — ur¢i pomér jednotlivych slozek pfipravovaného roztoku. Tento
vypocet piedstavuje hlavni cil ptispévku. Tabulka pro vypocet byla vytvofena na zadost
laboratofe Protean s.r.0. a jejim cilem bylo usnadnit praci laboratornich pracovnika.

Klicova slova: Rekombinantni proteiny, stabilita, degradace, skladovani, skladovaci roztok,
biologicka aktivita, vypocet slozeni glycerolového roztoku

Uvod

Rekombinantni proteiny vyuZzivané v primyslu, zdravotnictvi ¢i biotechnologiich jsou casto
vystaveny podminkam velmi odliSnym od jejich pfirozeného prostiedi, coz miize vést k jejich
inaktivaci ¢i degradaci. Nezbytnou podminkou komeréniho produktu nebo primyslového
procesu je stabilita jeho jednotlivych slozek, ¢imz se fadi ke kli€¢ovym problémim a musi byt
feSena s ohledem na pfedpoklddané vyuziti téchto makromolekul. Stabilita enzyml muze
ovlivnit ekonomickou realizovatelnost katalytickych procest. Stabilita rekombinantnich
proteinti pouzitych pro vyrobu 1ékt, vakcein ¢i diagnostickych souprav je urcujicim faktorem
pro jejich Zivotnost.

Rekombinantni proteiny dodédvané k vyrobé tedy musi byt uchovany za podminek
zajist'ujicich jejich stabilitu. Pro zvySeni stability proteini ve vodnych roztocich se béZné
pouziva glycerol. Glycerol stabilizuje pfirozenou strukturu proteinli a zabraiiuje jejich
agregaci. Jeho pouziti umoznuje skladovani pii vyssich teplotach (-20 °C oproti -80 °C) a
eliminuje nutnost pfipravy alikvott (malych déavek). Proteiny skladované bez glycerolu
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ztraceji pii opakovaném rozmrazeni a zamrazeni aktivitu. Pro dlouhodobé skladovéni je
pouzivan roztok s 25 — 50 % glycerolem.

Pti ptipravé zasobniho roztoku proteinu v laboratofi je nutno fesit pfipravu tohoto
roztoku s ohledem na koncentraci daného proteinu ve vodném roztoku, pozadovanou
konec¢nou koncentraci proteinu a pozadovanou koncentraci glycerolu. Pro bézné pouziti tedy
bylo potfeba vytvofit pomocnou vypocetni tabulku, ze které se na zaklad¢ vstupnich dat -
koncentrace proteinu, objemu roztoku s proteinem, koncentrace glycerolového roztoku k
pouziti, pozadované koncentrace glycerolu a pozadované koncentrace proteinu — ur¢i pomeér
jednotlivych slozek pfipravovaného roztoku. Tento vypocet predstavuje hlavni cil ptispévku.

Faktory ovliviiujici stabilitu proteini

Pro uchovavani glycerolového roztoku je tfeba vzit v uvahu nékteré faktory, které mohou mit
vliv na stabilitu proteini (Berg et al 2002 a Heller et al 1996) jako jsou

. Teplota

Vétsina proteini ma optimum pro svou biologickou funkci kolem 37 °C. Pii teplotach nad
43 °C dochéazi vétSinou k riznému stupni denaturace, nad 55 °C probéhne kompletni
denaturace béhem 1 - 2 hodin a pti 95 °C béhem nckolika minut. K denaturaci a destabilizaci
muze dojit ovSem 1 pfi pokojové teploté, ale to vlivem dalSich faktorti. V pfirozeném
bunécném prostiedi jsou proteiny chranény dal§imi proteiny (tzv. chaperony), které kontroluji
slozeni tercidlni struktury. Tito "strazci" vsSak v roztoku izolovaného rekombinantniho
proteinu chybi. Proto je tfeba s proteiny pracovat na ledu, aby zlstaly aktivnimi.

. ZmrazZeni a rozmrazeni

Opétovné zamrazovani a rozmrazovani proteinti vede k jejich degradaci, proto je tieba
pouzivat davky (alikvoty) k jednotlivé aplikaci nebo pouzit glycerol k uchovani v -20 °C.

. Proteazy

Protedzy jsou enzymy rozkladajici proteiny. VétSina je aktivni pii teploté kolem 37 °C.
Nekteré proteiny mohou byt degradovany v nékolika minutach. Aktivita proteaz je pii nizkych
teplotach omezena, coz ovSem neznamend, ze nejsou aktivni. Pfi pfipravé proteind je tedy
tteba pouzit inhibitory protedz, ovSem jejich vybér je nutno provést s ohledem na charakter
daného proteinu a jeho dal$i pouziti.

° Bakterie

Pokud se s proteiny nepracuje ve sterilnim prostiedi (coz v bézZném laboratornim provozu neni
obvyklé), mohou byt vzorky kontaminovany bakteriemi. Pokud by proteiny mély byt delsi
dobu uchovany pii 4 °C, je nutno pouzit antibakteridlni agens jako napt. azid sodny s
vyslednou koncentraci 0,02 - 0,05 % [w/v].

° pH

Kazdy protein ma pro svou biologickou aktivitu specifické pH. Jiz slaba zména pH muZe tuto
aktivitu ovlivnit. Zména pH z hodnoty 7,4 na hodnotu 6,4 mutze vést k redukci aktivity o
90 %. Siln¢ kyselé ¢i zasadité prostfedi vede k rychlé denaturaci proteinti. Optimalni
hodnotou pro vétSinu proteini je pH v rozmezi od 7,2 do 7,4.

o Koncentrace proteinu
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Koncentrace proteinu neovliviluje piimo jeho stabilitu, avSak pifi nizkych koncentracich
(mensich nez 1 mg/ml) mize dochazet ke slabym vazbam na stény pouzitych zkumavek a tim
ke ztratdm proteinu.

o Obsah rozpustnych soli v roztoku

Proteiny jsou biomolekuly, které se vyskytuji ve fyziologickém prostredi s piesné vyvazenym
pomérem rozpustnych soli. Pfili§ vysoka ¢i nizkd koncentrace soli miize vést k vysrazeni
proteinu a jeho denaturaci.

J Organické rozpoustédla

Vétsina organickych rozpoustédel denaturuje protein, ale primarni struktura obvykle ziistane
neporusena. Protein tak ztrati svou biologickou funkci, ale je mozno ho pouzit k jinym
uceltm.

Skladovani proteinii

Zpisob skladovani rekombinantnich proteinti zavisi na mnoha faktorech zahrnujicich stabilitu
proteinu, pozadovanou dobu skladovani a zplisob vyuziti proteinu, z néhoz vyplyva
pozadavek na stupen zachovani biologické aktivity. Doba skladovani pti 4 °C se velice lisi
podle typu proteinu. Obzvlast enzymy byvaji velmi citlivé a ke ztraté aktivity mize dojit
behem nékolika hodin. Inaktivace byva zptisobena agregaci nebo chemickou destrukci (Kim
et al 2000).

Nejcastéji pouzivanou metodou je skladovani v zamraZzeném stavu pii teploté -20 °C nebo
-80 °C. Pti téchto teplotach je potlacena chemickd degradace a vzorky ziistanou stabilni az 2
roky. ZmraZzeni ovSem miZze také zpusobit denaturaci proteinill, at’ vlivem stresu z nizké
teploty, zakoncentrovanim sloZek roztoku, formaci krystalti nebo drastickou zménou pH. Pro
zvySeni stability zmraZenych proteinli se béZzné pouZziva glycerol, jenZ stabilizuje pfirozenou
strukturu proteini a zabranuje jejich agregaci. Mechanismus jeho plisobeni v zmrazenych
roztocich je stejny jako pfi zvysSeni termodynamické stability vodnych roztokt (Overall et al
2007).

Pokud jsou proteiny zmrazeny bez glycerolu, je tieba je rozdélit po malych davkach k
jednotlivym aplikacim. Pouziti glycerolu umoZnuje dlouhodobé skladovani a eliminuje
nutnost pifipravy alikvotii. Pro dlouhodobé skladovani je pouzivan roztok s 25 % az 50 %
glycerolem. Pti ptipravé zasobniho roztoku proteinu v laboratofi je nutno fesit pfipravu tohoto
roztoku s ohledem na koncentraci daného proteinu ve vodném roztoku, pozadovanou
kone¢nou koncentraci proteinu a pozadovanou koncentraci glycerolu.

Vypocet a vysledky

Vypocet byl proveden prostiednictvim jednoduché excelovské tabulky se vzorci. Vstupni
udaje jsou zadavany do bunck oznacenych zlutou a Cervenou barvou, pficemz do zlutych
bunek se dopliuji hodnoty vzorku urceného k zmrazeni a do Cervenych bunck je zadévana
pozadovana koncentrace vysledného roztoku viz Tabulka 1. V pfipad€, ze pozadovanou
koncentraci nelze namichat, objevi se upozornéni s vyznacenim minimalni hodnoty
koncentrace glycerolu potfebné k vyrobé vysledného roztoku s koncentraci W3 (parametr
W2, )-
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Mam k dispozici Pozaduji Je tfeba namichat
protein [ml] 5 zamrazit [%] protein [ml] 5,00

zamrazit

protein [mg/ml] 2 [mg/ml] glycerol [ml] 4,67 |90 %
protein [%] 0 zamrazit [ml] voda [ml] 0,33
glycerol [%] 90
glycerol [mg/ml] 0
voda [%] 0
glycerol vypocten
[%0] 84,00

Tabuka 1 — Zadani parametri a vypocet
Zdroj: Autor

Parametr ml zastupuje objem proteinového roztoku, parametr pl predstavuje vstupni
koncentraci proteinu. Zavislost koncentrace w2 . —na parametru pl a pozadované
koncentraci w3 a p3 je pak dana nasledujicim vztahem

W2, =w3pL/(pl- p3), 1)

pficemz W2 je minimalni hodnota koncentrace glycerolu takova, aby bylo mozné

dosahnout pozadované koncentrace roztoku. Jednd se o hodnotu ,.glycerol vypocten [%]”.
Vyssi koncentrace pak musi byt fedéna vodou. K odvozeni vztahu (1) byly pouZity nasledujici
rovnosti

miwl+m2w2,, = (ml+m2w3
mlpl+m2p2 = (mL+m2)p3.

Na zacatku procesu plati vzdy p2 =0, wl= 0 a soucasné musi byt splnéna podminka
pl> p3.Pro p2 =0 pak plati nasledujici vztah

m2 = mi(pl— p3)/ p3.
Pii pouziti glycerolu s koncentraci vyssi nez je minimalni koncentrace dana hodnotou W2 ., je nutné

roztok nafedit vodou. Vysledna hodnota M2 je pak dana nasledovné
m2 =m2w2,;, / w2.

Parametr m3 predstavuje objem vody nutny k nafedéni glycerolu a ma hodnotu rovnou

m3=m2(w2-w2,,, )/ w2.

220 http://www.mladaveda.sk
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Rekapitulace vypoctu:
Roztok 1: 0 % Glycerolu 2 mg/ml Proteinu 5 ml (vSe zpracovat)
Roztok 2: 90 % Glycerolu 0 mg/ml Proteinu
Mam

protein [ml] ml=>5
protein [mg/mi] pl=2

protein [%] wl=0

glycerol [%] w2 =90
glycerol [mg/mi] p2=0

voda [%] 0

Pozaduji
zamrazit [%]
zamrazit [mg/ml]

Namichat
protein [ml] ml=>5
glycerol [ml] m2 = 4,67
glycerol [%] w2 =90
voda [ml] m3 =0,33
zamrazit [ml] vypocteno
glycerol vypocten [%] W2, %

Tabuka 2 — Popis feSeni a ptiklad vypoctu
Zdroj: Autor

Zavér

Cilem tohto pfispévku bylo vypracovat algoritmus k vypoctu poméru jednotlivych slozek
k pripravé glycerinového roztoku rekombinantnich proteini pro dlouhodobé skladovani.
Timto vysledkem bylo mozno vyjit vstfic pozadavkiim jmenované laboratofe Protean s.r.o.
Vytvorena tabulka s implementovanymi vzorci, které byly v ptfedchozi kapitole popsany, je
V soucasnosti v dané firmé vyuzivana k plné spokojenosti personalu laboratoie a zjednodusuje
ptipravu jednotlivych vzorkl. Tento postup lze riznymi obménami modifikovat a pouzivat
pak pro ptipravu obdobnych typil roztoki.

Tento clanok odporucal na publikovanie vo vedeckom casopise Mlada veda: Ing. Miroslava
Buryskova, Ph.D.

Na tomto misté je vhodné vyjadrit podekovani spolecnosti Protean s.r.o., ktera vénovala
mnoho energie na uvedeni autorky do problematiky.
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