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Affinkolcsonhatasok

A kolcsonhatas (szorpcio) a biokémiai aktivitashoz kotott,
szelektivitasa a kapcsolodd molekula-feluletek komplemen-
ter megfelelésén alapul. Molekula/kotési tipusok:

Szubsztratok, analogok - enzimek

Koenzim, kofaktor, inhibitor - enzimek

Antigen - antitest

DNS - komplementer DNS
Effektor - receptor

Hormon, gyogyszer,stb. - karrier fehérje
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Affinkolcsonhatasok

Gyakran (ki)hasznalt kolcsonhatasok:

oligo-hisztidin peptidrész

fémkelatok (Ni, Cu)

Tripszin

p-amino-benzamidin (PABA)

Tripszin

szoja tripszin-inhibitor (STI)

(Staphylococcus) protein A

immunoglobulin G (IgG, MADb)

bluzacsira agglutinin (WGA)

kitozan (kitin szarmazék)

avidin (madar fehérje)

biotin

NAD vagy ATP koto enzimek

triazin szinezékek
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Affin-elvalasztasok

Az egyik molekulat valami- |
lyen hordozohoz kovalen-
sen kotik (= ligandum).
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Célszerl kozbeépiteni egy
tavtartd molekula-darabot
(spacer arm).
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Affin-elvalasztasok

A ligandumon kotodik meg
az oldatbol a komplementer
partner.

Adsorption
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Muveletek:

Affinkromatografia

Affinextrakcio .
Affin-ultraszires 3
Affinkicsapas
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Affinkromatografia

A legelsO, a klasszikus technika (1972-). A ligandumok egy
szilard oszloptoltet feluletehez kotédnek.

A neve kromatografia, de inkabb adszorpcio.




Affinkromatografia —

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




Affinkromatografia

A megkotott celterméket aztan elterd osszetetell eluenssel
deszorbealjuk.

Altalanosan hasznalt
eluensek:

« Sooldatok
(ionerésseq)

* Pufferek (pH)
« Kompetitiv
molekulak




Affinkromatografia

ElGnyei:
Nagy szelektivitas — hatekony tisztititas
Nagy affinitas — nagymertékl koncentralas — jo kihozatal

Gyengéi:
Lassusag — a makromolekulak lassan mozognak
Rovid élettartam — a biomolekulak bomlékonyak
Minden toltet mas — minden feladatra mast kell el6allitani
Makroporusos toltet kell <+ mechanikailag nem elég szilard
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Fejlesztesi iranyok

A felsorolt nehézségek kikuszoboléseére tobb iranyu fej-
lesztés folyik:

ToOltetek anyaga (egyszerre szilard és makroporusos)
Batch adszorpcio (gyorsabb tomegatadas, nincs terheles)
Stabilabb (szintetikus) ligandumok

— pl. fémkelat kromatografia, triazin szinezékek

Elhagyni a szilard fazist — a ligandumokat vizoldhato poli-
merekre kotni = makroligand — U] mUveletek:

» Affin-extrakcio
» Affin-ultraszirés
» Affin-kicsapas
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Femkelat kromatografia

JO komplexkéepzd fémek (Ni, Cu) hajlamosak a fehérjek
(His),, szakaszaival kdlcsOnhatasba lépni.

A toltet felUletéen imino-triecetsav csoportok tartjak a
fémionokat.
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Femkelat kromatografia

Ha a fehérjében nincs oligo(His) szakasz, akkor hozzaé-
pitenek egyet (rec feherjeknél nem probléma a gént meg-
toldani egy 8-10 His-t kddol6 szakasszal).

— Nem csak a fehérje
kifejezOdéset tervezik
meg, hanem a kinyere-
sét is.

12

4420MA17_3A



Festekkromatografia

A ligandumok klor-triazin tipusu vegyuletek (eredetileg textil-
festéekek), amelyek nukleotid analogok

Cibacrone
Blue F3G-A

NAD
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Megkotodik minden enzim, amelynek NAD (vagy ATP)
kotohelye van.

'\ Asp BHA)
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Megkotodik minden enzim, amelynek NAD

(vagy ATP) kotéhelye van. B
Oxidoreduktazok A SZELEKTIVITAS
Ligazok, kinazok JAVITHATO:

a megfelelo festek-

]I;)%S,szgo(;t{éalgz's:[éf%rzal()zl? K, lignadum kivalasztasaval
(Cibacron sorozat,

Nukleinsav szintazok es Procion sorozat)

nukleazok

N-heterociklus koté L ) _
enzimek a kotodeés parameterei-
Nem szelektiv egy nek optimalasaval (pH,
bizonyos enzimre! lonerosseg, koncentra-

ciok, polaritas)
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Az adszorpcio erossege jellemezheto az egyen-
sulyi allandoval es az egyensulyi gorbevel
(adszorpcios izoterma)

Hordozo-ligand + reakciopartner <> komplex

HL ¥ R & HL-R
(HL) . (R)
K, =
(HL - R)
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Az adszorpcio erOssege jellemezheto az egyen-
sulyi allandoval és az egyensulyi gorbével
(adszorpcios izoterma)

A kotott enzim (LDH) koncentracoja a szabad fiiggvényében
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A kotodes jellemz0 parameterei a linearizalt
gorbe egyenletebdl meghatarozhatok
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AZ ELUCIO KIVITELEZHETO:

Kompetitiv molekulakkal (NAD, adenin, szerkezet-

analogok)
A korumeények modositasaval (pH, ionerésség, ionok,
kaotrop anyagok)

A leggyakoribb: 1 - 2 M KCl
gradiens vagy lépcsos elucio
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Affin-ultraszireés

A ligandumokat nagymere- _iiggs-

. ; , Tty FEHERE
ti (~500.000 Da) vizoldhato MAKRS- g{ KEVEREE
: ey LIGAMI
polimerre kotik. A szennye- \,/
z6 fehérjék atmennek a :
membranon, a makroligand- ;
hoz kotodok nem. h&ﬁgn_ ED‘;E
LIGAHD :
Analdgia: :
Diaszlrés l
Felfolytonos adszorpcio B AP
e
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Affin-ultraszireés

Az elualo oldattal megbontjak
az affin-komplexet, a termeék
atmegy a membranon, a mak- ELUE”El
roligand marad a retentatban

(— diaszlirés) o ®
: s
Nehezsegei: MAKED- D
. LIGAHD : ]
llyen nagy molekulaknal fenn- ; D ®
all a kicsapodas veszélye . @
. . £
Minden feladatra meg kell csi- ; @

nalni a makroligandot l
Megfelel6 membran
Elony: nagy viszkozitasu

Ievek Folyamat elejen is lehet
A =t * BME Alkalmazott Biotechnologia és Eiﬁltmsm:rmdomaﬂw Tanszék
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Affin-ultraszurés

Alkalmazas:

Konkanavalin-A kinyerés novényi extraktumbol (élesztGsejt
ligand(szenhidrat), elucio D-glukozzal)

Eleszté alkohol-dehidrogenaz kinyerés (ligand Cibracon
blue kemenyiton, elucié sooldattal)

E. Coli béta-galaktozidaz enzim kinyerés (ligand
p-amino-benzil-1-tio-beta-D-galaktopiranozid agarozra
(szuszpenzio-mikorszirés) pH valtoztatassal elucio)

Tripszin (kimotripszin): Dextran(PABA) helyett vizoldhato

akrilamid polimer
AT sy N 0T 22
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Affin-extrakcio

A vizes kétfazisu extrakcio valamelyik faziskepzd polimerjé-
re kapcsoljak a ligandumot = maga a faziskepz6 a makroli-
gand. Dextranon: sok lehetseges kotes, a PEG-en: csak a
lancvégi —OH csoportokra lehet kotni.

FAFISKEPZD
MAEROLIGAND

~

5 [ :__.-;_v?ﬁ!_.'-x- =
ARRRFF
uznarﬂnu
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Affin-extrakcio

A ligandumok hatékonysagat a megoszlasi hanyados meg-
valtozasaval jellemzik:

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

Hatékonysag javitasa:

Szennyezesek (nagy K) eltavolitasa elozetes (ligand
nelkuli) extrakcioval

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

Fazisképzbkent sooldat nem alkalmazhatd, mert az ionerdsseég
rendszerint megbontja az affin-komplexet. Viszont ha az
elvalasztott felso fazishoz sot adunk — az megbontja a kotest
és ujra ket fazis alakul ki. Sos fazis tisztitasa diszlreéssel,
dializissel.

Vagy lassu higitas sooldattal, utana ioncserelo oszlop

Nehezsegek:

A faziskepzo polimerek amugy is nagyon dragak (reg. neheéz)
Ezekhez minden feladatnal hozza kell kotni a megfeleld
ligandumot.

El6ny: folytonosithato (pl.: glukoz-6P-dehidrogenaz, tejsav-
dehidrogenaz)
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Affin-extrakcio

Alkalmazas:
Tripszin elvalasztas: PEG(p-amino-benzamidin)-Dextran
Human vérszérumbol aloumin: PEG(palmitinsav)-Dextran

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

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

) T
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Affin-kicsapas

Az affin-komplex létrejotte utan magatol, vagy enyhe beha-
tasra kicsapodik.

1. Homobifunkcios ligandumok (pl. bis-NAD)

Két NAD molekula, 8-14 szénatomos lanccal osszekotve A
NAD-kotohellyel rendelkez6 enzimeket 0sszekoti.

Ha az enzimnek egy kotbhelye van — dimereket kepez

Ha ketto (pl. az enzim maga is dimer) - akkor lancokat
Ha tobb — terhalos csapadekot képez.

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

2. Makroligandok (heteropolifunkcios): vizoldhato
makromolekulara kapcsolt ligandumok. A polimer
szerepe kettos:

» hordozza a ligandumokat
» enyhe behatasra kicsapodik.

Kényes feladat:
» az affin-komplex ne disszocialjon
» a szennyezOk ne csapoddjanak ki
» a termeék ne denaturalodjon

=Ig3 F:Era BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Affin-kicsapas

Kicsapasi lehetosegek:

- pH valtoztatas: gyenge savak,
gyenge bazisok disszociacioja
visszaszorithato (poliakrilsavak,
alginat, kitozanok,
gyogyszerformulazo polimerek)

- Hoémeérseklet: a poli-(N-izopropil-

akrilamid) 28-31 °C korul kicsa-
podik

Fig. 1:
- lonerGsség (de disszoc veszélye) | Reversidle thermo-precipitation (2)

of an aqueous solution of

- Spec keresztkotéseket létrehoz¢ | Pel-N-isopropyiaciylamide (1)

agensek
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Affin-kicsapas

Visszanyeres: sokszor a terméket nem lehet leoldani a csa-
padékrol, el6bb vissza kell oldani, aztan disszocialtatni.
Ezutan j6 esetben a makromolekula ujra kicsaphato.

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

EIGny: gyors (kulonosen elony, ha pl. proteazok vannak

jelen), a feldolgozasi technologia korabbi szakaszaiban is
lehet, j6 hatasfok / visszanyeres.

30

ican BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék



