Pécs Miklos: Bioipari elvalasztasi miiveletek Affinelvalasztasok

. . ; Affinkdlcsonhatasok
AFFIN-KOLCSONHATASON

ALAPULO ELVALASZTASOK A kolcsénhatas (szorpci6) a biokémiai aktivitashoz kotétt,

szelektivitasa a kapcsolédé molekula-fellletek komplemen-
ter megfelelésén alapul. Molekula/kotési tipusok:

Dr. Pécs Miklos Szubsztratok, analégok - enzimek
Dr. Feher Csaba Koenzim, kofaktor, inhibitor - enzimek
i i Antigén - antitest
DNS - komplementer DNS
Budapesti Miiszaki ¢s Gazdasagtudomanyi Egyetem, Effektor ., i rece.ptor .
Hormon, gyégyszer,stb. - karrier fehérje
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Affinkolcsonhatasok Affin-elvalasztasok

Gyakran (ki)hasznalt kélcsonhatasok:

Az egyik molekulat valami-

oligo-hisztidin peptidrész fémkelatok (Ni, Cu) lyen hordozohoz kovalen- - R -

Tripszin p-amino-benzamidin (PABA) Sl Ll (= I|gandum). ra

Tripszin szdja tripszin-inhibitor (STI) Célszerii kdzbeépiteni egy ;H,L\m;

(Staphylococcus) protein A immunoglobulin G (IgG, MAb) tavtarté molekula-darabot A
(spacer arm). -

buzacsira agglutinin (WGA) kitozan (kitin szarmazék)

avidin (madar fehérje) biotin

NAD vagy ATP kété enzimek triazin szinezékek
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Affin-elvalasztasok Affinkromatografia
. o = A legelsé, a klasszikus technika (1972-). A ligandumok egy
A "Siznfbuf‘lﬂonk kotfid'k mteg szilard oszloptdltet felilletéhez kétddnek.
az? atbol a komplementer A neve kromatografia, de inkabb adszorpcio.
partner. “s.
a
Miveletek: ﬁ’ “_& ’J:— 2 7
Affinkromatografia i 'R ;‘ l— +
Affinextrakcio # :ﬁf; -
Affin-ultrasz(irés 3 N ;@} A %‘*‘ ‘3‘: ﬁ
Affinkicsapas a :@} ::éi #ﬁ A
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Affinkromatografia =

A minta komponensei koézll egyedil az aktiv komponens
koétédik meg, a tobbi az oszlopbdl kimoshato.
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Affinkromatografia

Elényei:
Nagy szelektivitas — hatékony tisztititas
Nagy affinitds — nagymértéki koncentralas — jo kihozatal

Gyengéi:
Lassusag — a makromolekulak lassan mozognak
Révid élettartam — a biomolekulak bomlékonyak
Minden téltet mas — minden feladatra mast kell eléallitani
Makropoérusos toltet kell < mechanikailag nem elég szilard
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Fémkelat kromatografia

Jé komplexképz6 fémek (Ni, Cu) hajlamosak a fehérjék
(His),, szakaszaival kdlcsénhatasba lépni.

A toltet fellletén imino-triecetsav csoportok tartjak a
fémionokat.
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Affinelvalasztasok

Affinkromatografia

A megkotott célterméket aztan eltéré dsszetételll eluenssel
deszorbealjuk.

Altalanosan hasznalt

eluensek:

* Séoldatok
(ionerésség)

* Pufferek (pH)

» Kompetitiv
molekulak
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Fejlesztési iranyok

A felsorolt nehézségek kikliszobdlésére tébb iranyu fej-
lesztés folyik:

Toltetek anyaga (egyszerre szilard és makropoérusos)
Batch adszorpcié (gyorsabb tdmegatadas, nincs terhelés)
Stabilabb (szintetikus) ligandumok

— pl. fémkelat kromatografia, triazin szinezékek

Elhagyni a szilard fazist — a ligandumokat vizoldhaté poli-
merekre kétni = makroligand — Uj miveletek:

» Affin-extrakcié
» Affin-ultraszlrés
» Affin-kicsapas
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Fémkelat kromatografia

Ha a fehérjében nincs oligo(His) szakasz, akkor hozzaé-
pitenek egyet (rec fehérjéknél nem probléma a gént meg-
toldani egy 8-10 His-t kodolé szakasszal).

— Nem csak a fehérje
kifejez6dését tervezik

meg, hanem a kinyeré-
sét is.
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FeStekkromatograﬂa Megkétédik minden epz"im, amelynek NAD (vagy ATP)
A ligandumok klér-triazin tipust vegyiiletek (eredetileg textil- kotShelye van.
festékek), amelyek nukleotid analégok

Cibacrone
NAD
Blue F3G-A
13 14
it ISRt  BME Alksl mazott Biotechnolégia és Elelmiszertudonny Tanszék it ISRt  BME Alksl mazott Biotechnolégia és Elelmiszertudonny Tanszék
Megkétddik minden enzim, amelynek NAD Az adszorpci6 erGssege jellemezheto az egyen-
(vagy ATP) kétéhelye van. sulyi allandéval és az egyensulyi gorbével
- (adszorpciés izoterma)
Oxidoreduktazok A SZELEKTIVITAS

Ligazok, kindzok JAViTHATE): i Hordozo-ligand + reakciopartner <> komplex
a megfeleld festék-

Foszfotranszferazok, - sz e HL + R < HL-R
1€ ? lignadum kivalasztasaval
foszfodiészterazok (Cibacron sorozat,

Nukleinsav szintazok és Procion sorozat)

nukleazok

N-heterociklus koté o o HL) . (R

enzimek a kotédés paraméterei- K. = (HD) . (R)

Nem szelektiv egy nek optimalasaval (pH, e~

bizonyos enzimre! ionerésség, koncentra- (HL - R)

ciok, polaritas)
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AN T, m s BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomdny Tanszék AN T, m s BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomdny Tanszék

Az adszorpcio erdssége jellemezhetd az egyen-

salyi allandoval és az egyenstlyi gorbével A kotédés jellemzé paraméterei a linearizalt

(adszorpcios izoterma) gorbe egyenletébdl meghatarozhatok
A kotott enzim (LDH) koncentricéja a szabad fiiggvényében
o Linearizilis reciprok dbrizolisban Csak akkor
szamithatunk
e o hatékony elva-
o] i / lasztasra, ha
i :
LI Eom K. < 107
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AZ ELUCIO KIVITELEZHETO:

Kompetitiv molekulakkal (NAD, adenin, szerkezet-
analdgok)

A koérimények modositasaval (pH, ionerésség, ionok,
kaotrép anyagok)

A leggyakoribb: 1 - 2 M KCI
gradiens vagy lépcsds ellicio

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomdny Tanszék

Affin-ultrasziirés

Az eludlé oldattal megbontjak
az affin-komplexet, a termék
4tmegy a membranon, a mak- Ewmsl
roligand marad a retentatban
(— diaszlrés)

o®
Nehézségei: MAKRO- g ™ J

llyen nagy molekulaknal fenn- LIGAND ® :
all a kicsapodas veszélye ®
Minden feladatra meg kell csi- [
nalni a makroligandot

Megfelel6 membran l
Elény: nagy viszkozitasu TIFS;:Z}'%EET

levek. Folyamat elején is lehet
4 21
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Affin-extrakcid

A vizes kétfazisu extrakcio valamelyik fazisképzé 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.

FAZISKEPZ(

wy | Wy |7
Ch
9{ MEBe |~
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Affinelvalasztasok

Affin-ultrasz(irés
A ligandumokat nagymére-  ires- Ceha FEFERE
tl (~500.000 Da) vizoldhatd MAKRO- g P mEvEREK
: T LIGAND
polimerre kétik. A szennye-
26 fehérjék atmennek a
membranon, a makroligand-
hoz kétédék nem. niﬁ:]kl;. A"y
LIGAND

Analdgia:

Diasziirés l

Félfolytonos adszorpcio STENNYELD

T
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Affin-ultraszlrés

Alkalmazas:

Konkanavalin-A kinyerés novényi extraktumbdl (éleszt6sejt
ligand(szénhidrat), eltcié D-glikézzal)

Eleszté alkohol-dehidrogenaz kinyerés (ligand Cibracon
blue keményitén, elucié séoldattal)

E. Coli béta-galaktozidaz enzim kinyerés (ligand
p-amino-benzil-1-tio-beta-D-galaktopiranozid agarézra
(szuszpenzié-mikorszilrés) pH valtoztatassal elucid)

Tripszin (kimotripszin): Dextran(PABA) helyett vizoldhato

akrilamid polimer
22

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomdny Tanszék

Affin-extrakcio

A ligandumok hatékonysagat a megoszlasi hanyados meg-
valtozasaval jellemzik:

AlogK = logK(ligandummal) — logK(ligandum nélkdl)

Hatékonyséag javitasa:

Szennyezések (nagy K) eltavolitasa el6zetes (ligand
nélkili) extrakcioval

Szennyez6k csokkentése azokra spec. liganddal
Tobbszori extrakcio (tiszta makroligandos fazissal)
Makroliganos fazis mosasa az affin-extrakcio utan
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Affin-extrakcio

Fazisképzéként sooldat nem alkalmazhatd, mert az ionerésség
rendszerint megbontja az affin-komplexet. Viszont ha az
elvalasztott fels6 fazishoz sét adunk — az megbontja a kotést
és Ujra két fazis alakul ki. Sos fazis tisztitédsa diszliréssel,
dializissel.

Vagy lassu higitas soéoldattal, utéana ioncserélé oszlop

Nehézségek:

A fazisképz6 polimerek amugy is nagyon dragak (reg. nehéz)
Ezekhez minden feladatnal hozza kell kétni a megfeleld
ligandumot.

Elény: folytonosithaté (pl.: glikéz-6P-dehidrogenaz, tejsav-
dehidrogenaz)
25
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Affin-kicsapas

Az affin-komplex |étrejétte utan magatél, vagy enyhe beha-
tasra kicsapodik.
1. Homobifunkcios ligandumok (pl. bis-NAD)

Két NAD molekula, 8-14 szénatomos lanccal 6sszekotve A
NAD-kétéhellyel rendelkezd enzimeket 6sszekati.

Ha az enzimnek egy kétéhelye van — dimereket képez
Ha kettd (pl. az enzim maga is dimer) - akkor lancokat
Ha tébb — térhalés csapadékot képez.

A komplex megbontasa: a legegyszer(ibben NAD-dal (bar
ez elég draga) (ezutan pl. gélkromatografia)
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Affin-kicsapas

Kicsapasi lehetéségek:

- pH valtoztatés: gyenge savak,
gyenge bazisok disszociacioja
visszaszorithatd (poliakrilsavak,
alginat, kitozanok,
gyégyszerformulazé polimerek)

- Hémérséklet: a poli-(N-izopropil-
akrilamid) 28-31 °C korul kicsa-
podik =

- lonerésség (de disszoc veszélye) ;’:mm:mmh"w

- Spec keresztkotéseket létrenozd | Pely-h-isopropylacrylamide (1).
agensek
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Affinelvalasztasok

Affin-extrakcio

Alkalmazas:
Tripszin elvélasztas: PEG(p-amino-benzamidin)-Dextran
Human vérszérumbdl albumin: PEG(palmitinsav)-Dextran

Glukoz-6-foszfat-dehidrogenaz (Saccharomyces
cerevisiae): Triazin (PEG-Dextran)

Formiat-dehidrogenaz (Candida boidinii): Triazin (PEG-
Dextran)
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Affin-kicsapas

2. Makroligandok (heteropolifunkcios): vizoldhato
makromolekuldra kapcsolt ligandumok. A polimer
szerepe kettds:

» hordozza a ligandumokat
» enyhe behatasra kicsapodik.

Kényes feladat:
» az affin-komplex ne disszocialjon
» aszennyez6k ne csapddjanak ki
» atermék ne denaturalédjon
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Affin-kicsapas

Visszanyerés: sokszor a terméket nem lehet leoldani a csa-
padékrol, elébb vissza kell oldani, aztéan disszocialtatni.
Ezutan j6 esetben a makromolekula ujra kicsaphato.

(tripszin izolalas, pH 8 kétés, pH 4 kicsapas, pH 2 disszoc)

Elény: gyors (kiilondsen elény, ha pl. protedzok vannak
jelen), a feldolgozasi technolégia korabbi szakaszaiban is
lehet, jo hatasfok / visszanyerés.
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