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6. Zarvanytestek feldolgozasa
6.1. A zarvanytestek

A zarvanytest kifejezést az angol ,inclusion bods?6kapcsolat forditdsaként hasznéljuk.
Jelentése a sejteken belll, zarvanyok formajabéetkdes, szilard halmazallapota fehérjeszemcse.
Kompakt, legémbolyitett alaki testek. Fénytorésitérea citoplazméétdl, ezért faziskontraszt
mikroszképpal észlelhék. Sirtiséguk viszonylag nagy, ezért sejtfeltards utan riéegélassal
gyorsan ulepithék.

6.1. 1. abra Zarvanytesték colirban

Anyagukban altaldban homogének, 90-95 szazalékpygiéle fehérjébl allnak. Technologiai
szempontbol csak a prokariotakbaéfetduld zarvanytestek érdekesek, emberi sejtekbak vagyon
ritka genetikai rendellenességek kovetkeztéberufoedk eb.

A genetikailag manipulélt organizmusokkal 6&litott, roviden ,rekombinans” fehérjék
termelésének két alapveehetisége adddik. A manipulalt prokariota sejtekkel Eplcoli) kialakitott
technologianak szamossalye van:

- gyorsan szaporodnak a sejtek,

- nagy sejtkoncentracio6 érliet!

- egyszeil és olcso taptalaj

- gyorsan és nagy koncentracidban keletkezik a fehérj

Hatranyai ugyanakkor, hogy csak az aminosav sorkadekitasa reprodukalhaté biztosan. A
feherjék ,erése”, a poszttranszlacios modifikacitdzont nem, vagy nem megfeleh mennek végbe.
lgy hibéas lehet:



- adiszulfid-hidak kialakulasa

- aharmadlagos szerkezet, a ,folding” kialakulasa

- kémiai médositasok, glikozilalas, metilezés

- az .éeretlen” fehérjék gyakran rosszul oldédnak, imptazmabdl kivalva
oldhatatlan zarvanytesteket alkotnak - ezékh fehérjék kinyerése és
aktivalasa kulon 1épéseket igényel.

A masik technolégiai Gt a bioszintézis végrehajtasanipulalt allati sejtekkel. Ezek
tenyésztéseével érett szerkdzaglikozilalt, fizioldgiailag aktiv fehérjét allititunk eb, nem képédnek
fehérjezarvanyok, ezek feldolgozadsaval sem kellallagzni. Viszont ennek az alternativanak is
megvannak a maga hatranyai:

- aszoveti sejtek lassan szaporodnak,

- kisebb az elérhétsejtkoncentracio,

- amegtermelt fehérje mennyisége is viszonylag keveés
- draga, nehezen kezelbgaipoldatot igényelnek.

Sokszor nehéz valasztani a két lIéséy kozul. Efordul, hogy ugyanazon termék piacan két
verseng cég egyike prokariotaval, a masik eukariéta s&getermelt hatbanyaggal jelenik meg.

A zéarvanytestek kialakulasa tehat a prokariétaekbgn gyakran éfordul, a fehérjék
izolalasanal komoly problémakat vet fel, ezért érds vele kilon foglalkozni. Ez a fejezet némileg
eltér a targy egyéb témakokdjt mert nem egyetlen iweletet targyal, hanem egy sajatos ceéld
mivelesort

6.1.1. A zarvanytestek kialakulasa

A kifejezett fehérjék kozott sem lehet bizonyossdgre jelezni, hogy mely fehérjékblesz
zarvanytest, és melyebbnem. A vizsgalatok szerint kéfésiik nem hozhatd 6sszefliggésbe sem
genetikai paraméterekkel (host, vektor, génkornyezeem a fehérje tulajdonsagaival (meéret,
oldhatosag, szerkezet). Annyit lehet csak megfogaiiy hogy a sok diszulfid hidat tartalmazé
fehérjék altalaban hajlamosabbak a zarvanyképzAsiehérjezarvanyok képeése kinetikai okokra
vezethet vissza. A riboszomék fellletén végbemefehérjeszintézis létrehozza a megfélel
aminosavsorreridpolipeptidlancot (eldleges szerkezet), de az aktiv (nativ) allapoéskiiez ennek
fel kell vennie a megfel8l masodlagos és harmadlagos szerkezetet, bele&tigramolekularis
diszulfid-hidak kialakuldsat is. Ezt a folyamatatvezik "folding"-nak (legelfogadhatébb forditasa
talan a "hajtogatas"). A folyamat tobbé-kevésbéntno modon is végbemegy, hiszen a rendezett,
nativ fehérje energiaallapota alacsonyabb, mimisadn keletkezett, kigombolyitott fehérjelancé. Az
atalakulast szamos esetben katalizaljak a chaper@agkafehérjék). A fehérjeképdés és a folding
normalis korulmények kdzoétt egyensulyban van, eejétt fehérjemennyiség tilnyomérészt atalakul
nativ formava. Ha viszont valamilyen oknal fogvbldfehérje képidik, mint amennyit a folding
folyamata at tud alakitani, akkor a felszaporodajtdgatatlan” (unfolded) fehérje zarvanytestté
alakul (2. 4bra). Ezt a mechanizmust igazolja maegfigyelés is, hogy ha a prokariéta organizmus
sajat fehérjéjének termelését fokozzuk (pl. géndablbzéssel), akkor a mikroorganizmus sajat
fehérjéjéldl is kialakulhat zarvanytest.

Folding =——— Nativ fehérje
Fehérje bioszintézis
Zarvany képz6dés — B

6.1.1. 1. abra A folding és a zarvanykéges alternativ utak



A fehérjezarvanyok jellenéen a citoplazmaban alakulnak ki. Az coli citoplazmajaban
ugyanis a kdzeg reduktiv, ami nem kedvez a digthilfiak kialakulasanak, azaz a foldingnakcad
citoplazma-fehérjéinek jeletd részében nincs is diszulfid hid. A sejten bekitlativ kornyezetet a
periplazmikus térben talalunk, itt megy végbe aketkdtést tartalmazo fehérjék foldingja.

A fehérjezarvanyok kialakuldsa bonyolultabba tesziizolalasi technologiat, de ugyanakkor
vannak ebnyei is. A szemcsék csaknem tiszta célfehétjéinak, homogenitasuk tébb mint 90
szazalék, ezzel azdatisztitas feleslegessé valik. Ebben a tomor allzgpotnem hatnak a proteazok,
nem kell a termék elbontaséatdl tartani. A zarvanyléa6 fehérjék inaktivak, igy a sejten belll nem
tudjak kifejteni esetleges karos hatasukat.

6.1.2.  Afeldolgozasi technoldgia

A zarvanytestekbe tomorult fehérje kinyerése éwdlidsa altaldban a kdvetkegorrendi séma
szerint folyik:

1. sejtfeltaras — sejttormelék, benne a zarvanytestek
2. centrifugalas, tisztitds — ,IB paszta”

3. oldatba vitel — oldott, unfolded fehérje

4. folding — oldott, aktiv fehérje

A kovetkedkben eszerint tekintjuk at a technoldgia Iépéseit.

6.1.2.1. Sejtfeltaras

A sejtfeltdras riveleteivel a 3. fejezetben mar részletesen foghtilkik. A baktériumok
sejtfala valtozé dissédi, a Gram pozitiv torzseké ellendliébb, a Gram riggké valamivel
gyengébb. Ipari méretekben lizozimos kezeléstags/magynyomasu homogenizatort alkalmaznak. A
feltaras a zarvanytesteket nem karositja, nemjaprit

6.1.2.2. Centrifugalas, tisztitas

A zarvanytestek tomor, nagyobhlirésédi részecskék, centrifugalasnal jol Ulepednek. A
sejttérmelékek és a fehérjeszemcsék kis mérettartgbha esnek, llepitésikhdéz nagyobb g értékekre
van szikség (~10.000 - 20.000 g). A zarvanyok amyegggé tiszta, csak a fellletikdn hordoznak
szennyezéseket. Ezeket a felliliszé elvétele utlarpl célszeit lemosni, majd Gjra centrifugalni.
Az alappuffer (pH ~ 8) soékat (pl. 0,2 M NacCl-08s fellletaktiv anyagot (p. Triton X100-at) is
tartalmaz. A fémionok megkotésére EDTA-t, reduktbzeg fenntartasara ditio-treitolt (DTT), a
mikrobialis romlas kivédésére Ngit adagolnak.

6.1.2.3. Oldas, szolubilizalas

A zarvanytestek kivalasat éppen az okozza, hogyesnfehérjék a citoplazma sés vizes
kézegében rosszul oldédnak. Ha fel akarjuk ezeddelani, ebben az esetben a kbézeg polaritdsanak
valtoztatdsaval, csokkentésével (oldészer) vagelédevel (sok) nem megyink semmire. A fehérjék
oldasat un. kaotrop oldoszerekkel segithetjidk &l kaotrop anyagok (tipikusan a karbamid, illetve
guanidin), hidrogénkotések kiépitésére hajlamogakvizben szinte korlatlanul oldédnak, nagy
koncentracioban (40-50 %) a szintén hidrogénhidalakitasara képes vizmolekuldkkal egyutt
sajatos tulajdonsagu oldoszert alkotnak. Ebbenésgyra kaotrop molekuldk kdzbeépllésével
megs#inik a hidrogén kotésekkel dsszekapcsolddod vizmddkigrhalds, végtelenitett szovete (kao-
trop = kéoszt éisegit). Masrészt a fehérjemolekulaknak leisgtigik van hidratburok helyett
.kaotrop burkot” megkdtni fellletiikon, és ezzel atlol vihetk olyan anyagok is, amelyek vizes
kbézegben oldhatatlanok.



A szolubilizal6é elegy § komponense 8 M karbamid, vagy 6 M guanidin-hidookl. A kézeget
pH~8 korul pufferoljak. Ez az oldat is tartalmaz BEBt, és itt is ebsen redukald potencialt
alakitanak ki SH vegytletekkel (ditiotreitol, diéintrol, redukalt glutation, merkapto-etanol, ceat
cisztamin), amely megakadalyozza a diszulfid hidk elotti kialakulasat. A fehérje szuszpenzié
alatt végbemegy. Felmerilhet a kérdés, hogy miképlehetne elvalasztani az oldédas soran
kiszabadulé szennyézfehérjéket. Ez a lépés azonban nem szikséges,aridivetke# Iépésben
tébbszazszorosan meghigitjak az oldatot, amineketkégztében a szennydz koncentracioja
elhanyagolhat6 szintre csékken.

6.1.2.4. Folding

Ebben a témakdrben folding (,hajtogatas”) al
a fehérje masodlagos és harmadlagos szerkezet
megfeleb kialakuldsat értjuk. A térbeli szerkezetet
intramolekularis elddleges és masodlagos kémi
kotések rogzitik. Az intermolekuléris (két, vagyld
fehérije molekulat 6sszeki)t kapcsolatok hibas
szerkezetet, inaktiv fehérjéket eredményeznek.
haromdimenzidos szerkezetet kovalens koté
(diszulfid hidak), és gyengébb koélcsdnhatas
(hidrogén hidak, ionpar kolcsénhatdsok és van
Waals ebk) stabilizaljak.

A sejtekben a folding természetes folyamata| ~ Endoplazmas v Chaperonok
endoplazmas retikulumban megy végbe. A be Bield tere i
kotések  kialakulasat dajkafehériék (chaperon{ - ) g
katalizaljak, amelyek atmenetileg 6sszekapcsoléd ;
a formalédd fehérjével, majd a megfélelalak
kialakuldsa utan levalnak rdéla (3. abra). Ez:
parhuzamosan a fehérje N-glikozilaldsanaké e
Iépései is lejatszdédnak. A fehérje molekulak ezék u
szallito (transzport) vezikulakban Iépnek ki %ﬁ F Vezikula
Z

lumenlbl, és tovabbitédnak a Golgi-komplexbe, ah Golgi ¥ . transzport
komplexhe s

glikozildlasuk folytatodik, érésik befejiahik.

6.1.2.4. 1. abra A folding az endoplazmas retikidan megy végbe

Ugyanezt a folding reakciésort a technolégia sdrawitro, azaz készilékben, endoplazmés
retikulum és dajkafehérjék nélkil kell megvalositdtr sokkal nehezebb feladat. A nativ szerkezet
kialakulasa soklépéses folyamat, amely tobbféle Iékedakcioban is ,félrecstiszhat”, inaktiv
termékeket eredményezve. A ,téves” reakciok leHeinega- és intermolekularisak (4. abra).



6.1.2.4. 2. abra A folding folyamata és mellékmaik

A monomolekularis reakciok tobbé-kevésbé reverisiel, az aggregatum képzés viszont nem.
Emiatt el$dleges cél a molekulak tavoltartasa, taldlkozaswgakadalyozdsa. A legegysiei
megoldads az és higitds, a hig oldatokban a fehérjék talalkozeasioszirisége kicsi. A
szolubilizalasnal beallitott ~5 g/l koncentraciépldatot 500-1000-szeresen felhigitjak. A kisebb
koncentracio hatasa a reakciosebességre kvarditativ kifejezhet. A sebességeket felirva a
foldingra (F), és az aggregaciora (A) a kovetkégszeflggéseket kapjuk:

_ de _ —k,c

de
= = —k.c vV, = — =
F A dt

VvV, = — =
Fodt

A negativ ebjel arra utal, hogy a kiindulasi fehérje koncenitbée reakcio soran csokken. Az
aggregacié (minimum) bimolekuléris (masodréndolyamat, emiatt szerepel a koncentracié a
masodik hatvanyon. Ha tehat a higitassal a korwadtr ezerszeresen csokkentjik, a folding
sebessége ezredrészére csokken, az aggregéacioat\vesy milliomod részére. A folding lelassul
ugyan, de a bimolekularis reakciok gyakorlatilaggs®nnek. A folding kialakulasara emiatt
hosszabb, 24-48 6ras reakcigticadnak. A fehérje oldatot lassan, keverés kozlagy mennyiség
folding pufferbe engedik. A beadagolast sokszobtpbnton, illetve tébb részletben hajtjak végre. A
bevitel késleltetése nem csak a tokéletes elkeestesiolgalja, hiszen az néhany méasodperc alatt
bekovetkezik. Ha a betéplélas soran tokh ithgyunk, akkor a mar bevitt fehérje egy részeeteti a
nativ format, ezzel csdkkenti az intermolekuléeiakciora képes molekulak koncentraciojat.

Egy adott fehérjelanc a hajtogatas soran nagyoféleokonforméciot folvehet, ezek kozil csak
egy ,az igazi”, a nativ, aktiv fehérje. A sokféleeskezet energiaszintje is kilonlBoSok vizsgélattal
alatamasztott feltételezés, hogy a nativ allaparezgiaminimumnak megfelekzerkezet. A feltéte-
lezés azon alapul, hogy ha a természetben, a Bejtakikods aktiv, nativ fehérjéknek lenne egy még
alacsonyabb energianivoju alakja, akkor a fehésgdntan modon ,atcsusznanak” ebbe a mésik -
kevésbé aktiv - formédba, amelyben kevésbé hatékomygkoddnének. A rosszabb hatékonysagu
mitkddést viszont a természetes szelekcio, az evalOmdseny kiszelektalja, kihalasra itéli. Ae
vitro folding soran tehat fehérjéket az energiaminimaié kell mozgatni, ami latszélag konny
onként végbemen folyamat. A nehézséget az jelenti, hogy a nagyok bkajtogatasi forma



. _ Rendezetlen, unfolded formak
energiaszintjei bonyolult energiafellleteket &

kotnak (5. abra), aminek szadmos lokalis minim l i
ma lehet, ahol a molekula ,megrekedhet”. Enn

kivédésére a tudomany altal sok helyen alkalr
zott mddszert alkalmazzuk: ismételt kis energ
JJOkésekkel” perturbaljuk a rendszert, atsegitj
a lokdlis energia gatakon. Ezzel elérjuk, hogy
molekuldk talnyomé tébbsége az energiar
nimumra, vagy legaldbb annak kozvetl
kozelébe kerdljon. llyen perturbacio
energiakozlés torténhet adrhozgassal, illetve
dinamikus kémiai rendszerekkel. A foldin
reakciét nem szoktak melegiteni, altaldban 4;

°C kozott végzik.

Entrépiaj

¥

Energia

6.1.2.4. 3. abra A fehérje hajtogatasi formak
energia és entrépia viszonyai

A folding kialakitasanal kritikus folyamat Enativ

Nativ forma

a
diszulfid hidak (kovalens kotések, nagyobb ener-

giat képviselnek) megfelélkialakitasa. Ha egy fehérje molekulaban csak kez&férhet cisztein
van, akkor nincs esély hibas kénhid Iétrejottére

Ha viszont tobb is van (n) akkor a lehetség
hidak szama n*(n-1)/2 - ekkor méar nagy az es RSH
a ,téves” kapcsolodasra. Extrém példa a rekg
binans fehérjeként gyartott szdveti plazminog
aktivator (tPA), amelyben 16 diszulfid hid fordt
el6. A kénhidak létrehozasahoz az eddigitlet- and
téréen oxidalé kdzegre van szikség, ezt ditio- {
gyuletekkel érjuk el. De mivel gyakra
eléfordul, hogy az adott SH-csoport &e nem a
megfeleb partnerrel alkot kotést, biztositani ke
a felbontas és UOjrakttés lebstgét is. Ehhez [ — 1

redukald, SH-vegyuletek jelenlétére is sziks 1 s S=F—FR Felbontott
van. Erre a célra ,redox-puffert” alkalmazna r—s3s £ e diszulfid hidak
amiben az adott kénvegytlet oxidalt és reduk ]

alakja egymas mellett van jelen - & rfeakcio

=

Tévesen kialakult
diszulfid hidak

iranynak megfelélen oxidalé tulsdllyal. llyen

vegyulletparok példaul a glutation (oxidalt “

redukalt forma), a cisztein < cisztin ésfa RSH
merkapto-etanol < diszulfidja. A dinamiku ] [ [ 5
kotés-felbomlas-Ujrakotés folyama s s Ujra kialakult
végeredményeképpen a kialakul az en 3T T4 diszulfid hidak

giaminimum, vagy ahhoz kézeli allapot (6. abrg

6.1.2.4. 4. dbra A diszulfid hida] R=H
Ujrakapcsolédasa

A folding puffer alapja éaltalaban 0,1- 0,2 M Tras,pH valtozatlanul 7,5-8,5 kdz6tti érték. A
kénvegylletek koncentraciéja 1 -10 mM. Az oldaeddigiekhez hasonl6an tartalmaz detergenseket,



pl. Triton-X-et, és 2 — 10 mM EDTA-t. Konzervaldsként a sejteket elpusztitdé azid helyett ~0,1 mM
PMSF-ot (fenil-metil-szulfonil-fluorid, proteaz iithitor) hasznalnak. Emellett chaperon-hatasu
anyagokkal is kiegészitik az Osszetételt, igy amgiadnak 0,4 — 1 M koncentraciéban. Kisebb
koncentracioban kaotrép anyagokat is alkalmaznaffye& specidlis esetekben olyan amfifil
molekuldk pozitiv chaperon hatasat mutattdk ki, tmaz alkil-karbamid, PEG, lauril-maltozid,

CHAPS, ciklodextrinek.

6.1.2.5. Specialis folding technikak

A leirt altalanosan hasznalt higitdsos modszerathedzdmos, eltérelven ntikodsé technikat is
leirtak.

Kialakithaté a foldinggélkromatografiakdzben is. A folding pufferrel elualva a kaotrép
anyagok kihigulnak és lemaradnak az oszlopban.galdé frakcioban a nagy méfeaggregatumok
jelennek meg, azutdn a monomer fehérjék, végulodré@ok. Idedalis esetben a nyers, a nativ és a
misfolded (rosszul hajtogatott) formakat is el lebddasztani, bar ezek molekulatdmege egyforma.

A fehérjék taldlkozasat higitds helyett meg lelatdalyozni agy is, hogy a lanc egyik végét
szilard felllethez kotikrbatrix assisted folding Ha a kotés csak egy révid szakaszt érint (p@i-H
vég, poli-Arg vég), akkor a molekulalanc tobbi résepufferben felveszi a nativ alakot. Kilon |épés
kész fehérje levalasztasa a toltet felukdtér

Mas kromatografias tolteten is végbemehet a foldAdszorpcidos kromatografigoran (pl.
HIC) a fehérjemolekula a sokszor isndéti szopcio-deszorpcié soran ,atgyarédik”, felveszi a
minimalis energiaju formajat.

A higitdsos puffercsere helyett az olddszervaltéagatuhato dializissel is. A kaotrép anyagok
fokozatosan eltdvoznak, a kénvegyuletek beléprfekyadékba. A dializis és a folding egyarant lassu
folyamatok, parhuzamosan megvaldsithatok.

6.1.2.6. A folding befolyasolasa fehérjemérntkség

A foldingot, kulondsen a diszulfid hidak kialakuds 17 3 141
egy vagy néhany kritikus aminosav kicserélésévej febet | ]
valtoztatni. A ciszteinek beépitésével, vagy cesedja kitési J J J

lehett'ségek megvaltoznak. J6 példa erre a BETASERO

kialakitasa. A béta-interferon (immunfehérje) etdelg
harom ciszteint tartalmaz (17, 31 és 141 aminosaxgk .
kozil ket (31 és 141) diszulfid hidat képez. Amikg @. N
rekombinans fehérjeként allitottak6elproblémat okozott, Inaktiv

hogy az SH-csoportok statisztikusan kapcsolddtakdjses a 17

harom lehetséges szerkez#tbbsak egy volt aktiv. A hibag
szerkezdt termékek kialakulasanak megakadalyozaséara a

médositasdval a 17 pozicibban allé ciszteint kisek Inaktiy @I
szerinre. A szerin kémiailag hasonl6 tulajdonsaainasav,

oldalldncan SH-csoport helyett hasonlé polaritasi- C
csoportot tartalmaz, igy a fehérje tulajdonsagegfdljebb 141

minimalis mértékben valtoztatia meg. Keresztkités A
|étesitésére a szerin viszont alkalmatlan, igy issak Y
megmaradt két cisztein kdzott johet létre a kotgg, nem 31 47

keletkeznek melléktermékek (7. 4bra).
6.1.2.6. 1. 4bra A béta interferon lehetségesutfisizhidjai

31 141

141

e @I
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