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Affinkolcsonhatasok

A kolcsdnhatas (szorpcid) a biokémiai aktivitashoz kotott,
szelektivitasa a kapcsol6dé molekula-feluletek komplemen-

ter megfelelésén alapul. Molekula/kotési tipusok:

Szubsztratok, analdégok - enzimek

Koenzim, kofaktor, inhibitor - enzimek

Antigén - antitest

DNS - komplementer DNS
Effektor - receptor

Hormon, gyogyszer,stb. - karrier fehérje
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Affinelvalasztasok

Affinkolcsonhatasok

Gyakran (ki)hasznalt kdlcsOnhatasok:

oligo-hisztidin peptidrész

fémkelatok (Ni, Cu)

Tripszin

p-amino-benzamidin (PABA)

Tripszin

szdja tripszin-inhibitor (STI)

(Staphylococcus) protein A

immunoglobulin G (IgG, MAb)

buzacsira agglutinin (WGA)

kitozan (kitin szarmazék)

avidin (madar fehérje)

biotin

NAD vagy ATP koté enzimek

triazin szinezékek
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Az egyik molekulat vala-
milyen hordozéhoz kova-
lensen kotik = ligandum

Célszerl kozbeépiteni
egy tavtarté molekula-
darabot (spacer arm).

Affin-elvalasztasok
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Affinelvalasztasok

Affin-elvalasztasok

A ligandumon kotédik meg
az oldatbdl a komplementer

Adsarption

partner.

Miveletek:
Affinkromatografia 1
Affinextrakcid
Affin-ultrasz(irés w
Affinkicsapas
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Affinkromatografia

A legelsé, a klasszikus technika (1972-). A ligandumok egy
szilard oszloptoltet fellletéhez kotdédnek.

A neve kromatografia, de inkabb adszorpcid.
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Affinelvalasztasok

Affinkromatografia

A minta komponensei kozul egyedul az aktiv komponens
kotédik meg, a tobbi az oszlopbdl kimoshato.

Affinkromatografia

A megkotott célterméket aztan eltéré 6sszetétell eluenssel
deszorbealjuk.

Altalanosan hasznalt
eluensek:

+ Sooldatok
(ionerésség) @ : o
- Pufferek (pH) Ve, " ¢
i, 22 o€
« Kompetitiv o ® 2
molekulak o €3
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Affinkromatografia

El6nyei:
Nagy szelektivitdas — hatékony tisztititas

Gyengéi:
Lassusag — a makromolekulak lassan mozognak
Rovid élettartam — a biomolekulak bomlékonyak
Minden toltet mas — minden feladatra mast kell el6allitani
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Nagy affinitas — nagymertékl koncentralas — j6 kihozatal

Makroporusos toltet kell < mechanikailag nem elég szilard

Fejlesztési iranyok

A felsorolt nehézségek kikluszoboléseére tobb iranyu fej-
lesztés folyik:

Toltetek anyaga (egyszerre szilard és makroporusos)

Stabilabb (szintetikus) ligandumok
— pl. fémkelat kromatografia, triazin szinezékek

merekre kotni = makroligand — Uj miveletek:
» Affin-extrakcio
» Affin-ultraszlreés
» Affin-kicsapas
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Batch adszorpcio (gyorsabb tomegatadas, nincs terhelés)

Elhagyni a szilard fazist — a ligandumokat vizoldhat6 poli-

10
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Fémkelat kromatografia

J6 komplexképz6 fémek (Ni, Cu) hajlamosak a fehérjek
(His),, szakaszaival kolcsonhatasba lépni.

A toltet feluletén imino-triecetsav csoportok tartjak a fém-
ionokat.
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Fémkelat kromatografia

Ha a fehérjében nincs oligo(His) szakasz, akkor hozzaépite-
nek (rec fehérjéknél nem probléma a gént megtoldani egy
8-10 His-t kodol6 szakasszal).
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— Nem csak a fehérje
kifejez6dését tervezik
meg, hanem a kinyeré-
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Festékkromatografia

A ligandumok klér-triazin tipusu vegyuletek (eredetileg tex-
tilfestékek), amelyek nukleotid analégok

Cibacrone

NAD Blue F3G-A

13

Megkotédik minden enzim, amelynek NAD (vagy ATP) koté-
helye van.

14
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Megkotédik minden enzim, amelynek NAD (vagy ATP) koto-

helye van.
Oxidoreduktazok A SZELEKTIVITAS
Ligazok, kinazok JAV'T:j'l“TIf?]; "
Foszfotranszferazok, a megielelo resiek-

S . lignadum kivalasztasaval
foszfodiészterazok (Cibacron sorozat,

Nukleinsav szintazok és Procion Sorozat)

nukleazok

N-heterociklus koto o s . .

enzimek a kotédés parameéterei-
bizonyos enzimre! ionerésség, koncentra-

ciok, polaritas)
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Az adszorpcié er6ssege az egyensulyi allandéval és az
egyensulyi gorbével jellemezhetd (adszorpcios
izoterma)

Hordozo-ligand + reakcidpartner <> komplex

HL o+ R < HL-R
(HL) . (R)
K o=
(HL-R)
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Az adszorpcid er6sseége az egyensulyi allanddval és az
egyensulyi gorbével jellemezhetd (adszorpcios
izoterma)

A kotott enzim (LDH) koncentracdja a szabad fiiggvényében
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A kotbdés jellemzb paraméterei a linearizalt gorbe
egyenletébdl meghatarozhatok
Linearizalas reciprok abrazolasban
0012 1 Csak akkor
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AZ ELUCIO KIVITELEZHETO:

Kompetitiv molekulakkal (NAD, adenin, szerkezet-analogok)

A korumények moddositasaval (pH, ionerésség, ionok, kao-
trop anyagok)

A leggyakoribb: 1 - 2 M KCI
gradiens vagy lépcsos ellcio

19
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A ligandumokat nagyme-
retl (~500.000 Da) viz-
oldhaté polimerre kotik.
A szennyezd fehérjék at-
mennek a membranon, a
makroligandhoz kotédék
nem.
Analdgia:

Diaszilrés

Félfolytonos adszorpcid

Affin-ultraszlirés
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Affinelvalasztasok
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Affinelvalasztasok

Affin-ultraszlirés

» llyen nagy molekulaknal

Az elualdé oldattal megbont- ELUEN S

jak az affinkomplexet, a ter-

mék atmegy a membranon, :

a makroligand marad a re- E .‘:
tentatban (— diasziirés) By E. ®
Nehézségei: £ @ o

fennall a kicsapddas ve- ®
szélye l
» Minden feladatra meg kell ;
e , TISZTITOTT
csinalni a makroligandot FEHERTE
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Affin-extrakcio

A vizes kétfazisu extrakcio valamelyik fazisképz6 polimerjé-
re kapcsoljak a ligandumot = maga a fazisképzé a makroli-
gand. Dextranon: sok lehetséges kotés, a PEG-en: csak a
lancvégi —OH csoportokra lehet kotni.

FATISEEDPEQ

MAEROLIGAND
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Ceh — ]
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Affin-extrakcio

Fazisképzbként sdoldat nem alkalmazhatd, mert az ion-
er6sség rendszerint megbontja az affin-komplexet. Viszont
ha az elvalasztott fels6 fazishoz sét adunk — az megbontja a
kotést és ujra két fazis alakul ki — felszabadul a fehérje.

A ligandumok hatékonysagat a megoszlasi hanyados meg-
valtozasaval jellemzik:
AlogK = logK(ligandummal) — logK(ligandum nélkul)

Nehézségek:

» A fazisképzd polimerek amugy is nagyon dragak.

» Ezekhez minden feladatnal hozza kell kotni a megfeleld
ligandumot.

23
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Affin-kicsapas

Az affin-komplex |étrejotte utan magatol, vagy enyhe beha-
tasra kicsapodik.
1. Homobifunkciés ligandumok (pl. bis-NAD)

Két NAD molekula, 8-14 szénatomos lanccal 6sszekotve.
A NAD-kot6hellyel rendelkez6 enzimeket 0sszekoti.

Ha az enzimnek egy kotbhelye van — dimereket képez
Ha kett6 (pl. az enzim maga is dimer) - akkor lancokat
Ha tobb — térhalds csapadékot képez.

A komplex megbontasa: a legegyszertibben NAD-dal (bar
ez elég draga)

24

w) BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomany Tanszék 12



Pécs Miklos: Fermentacios feldolgozasi miveletek

Affin-kicsapas

2. Makroligandok: vizoldhatdé makromolekulara kapcsolt
ligandumok. A polimer szerepe kett6s:

» hordozza a ligandumokat
» enyhe behatasra kicsapoddik.

Kényes feladat:
» az affin-komplex ne disszocialjon
» a szennyez6k ne csapodjanak Ki
» atermék ne denaturalédjon

25
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Affin-kicsapas

Kicsapasi lehetéségek:

- pH valtoztatas: gyenge
savak, gyenge bazisok
disszociaciéja visszaszo-
rithatd (poliakrilsavak, Kki-
tozanok, gyogyszerformu-
lazé polimerek)

- Hémeérséklet: a poli-(N-

: : o Fig. 1:
izopropil-akrilamid) 28-31 Reversible thermo-precipitation (2)

°C Kkériil kicsapédik of an aqueous solution of

poly-N-isopropylacrylamide (1).
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Affin-kicsapas

Visszanyerés: sokszor a terméket nem lehet leoldani a csa-
padeékrol, elébb vissza kell oldani, aztan disszocialtatni.
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