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Roviditések jegyzéke

A TDK dolgozatban eldfordulo réviditések
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1. Bevezetés

A gyodgyszer- és vegyipar, valamint az orvosi diagnosztika sokéves fejlddése ¢és
az 1j kovetelményeknek valdé megfelelési kényszer hatdsara egyre nagyobb teret
nyernek 0j technologidk. EQy €16 rendszerckre alapuld technoldgiai rendszer - ami
teljesen mas eszkoztarral rendelkezik, mint a korabban alkalmazott eljarasok - terjed
egyre szélesebb korben, amely nem mas, mint a biotechnoldgia. Segitségével konnyebb
megfelelni a hatalyos rendeletekben foglalt szabalyok mellett a zold kémia térvényeiben
leirtaknak is %, A szintetikus gyartasi folyamatok mellett egyre nagyobb szerepet
kapnak ezek az eljarasok, amelyek hajtoereje a természetes katalizatorok, az enzimek. A
biokatalizist széles korben alkalmazzak ugy, mint a textil-, bor,- ¢lelmiszer-,
milanyagipar, valamint a ndvényvéddészer-gyartas teriiletén is.

A biotechnologiaban gyakran alkalmazott eljards fehérjék eldallitasara a
rekombinans moddszer, amely 0j genetikai informécio bevitelét jelenti egy idegen
gazdaszervezetbe (baktérium, allati sejt). A rekombinans fehérjék (hormon, antitest,
enzim, vakcina) eldallitdsat prokariotakkal (baktériumok) é€s eukariotakkal (allati
szOvettenyészet) végzik. Az els6 rekombindns moddszerrel eldallitott fehérje az inzulin
volt®. A fermentacio sordn egy komplex fehérjeoldatot kapunk, amely a termelé vagy
atalakito mikroorganizmusokbdl, tdpanyagkomponensekbdl és a temék(ek)bol all.
Mivel célfehérjére a késébbi alkalmazas soran tobbnyire tiszta formaban van sziikség,
igy sziikséges a komponensek szeparacidja. Cél, hogy olyan modszert alkalmazzunk,
amely a célmolekula szelektiv elvalasztasara képes a fehérjeoldat tobbi komponensétdl.
Fehérjék tisztitdsara szdmos szeparacios miivelet all rendelkezésre (fizikai modszer pl.
centifuga, elvalasztas gélen (gélelektroforézis), elvalasztas izoelektromos pont szerint,
kromatografia (pl. ioncserés), affinitds kromatografia), a valasztast az adott folyamat
sajatossagai hatarozzak meg.

Az affinitds kromatografian beliil, a régzitett fémion affinitds kromatografia,
(angol Kkifejezéssel: immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC)) tobb
teriileten is alkalmazott modszer. Fehérjetisztitas esetén elve azon alapszik, hogy a
fehérjéket is felépitd néhany esszencialis aminosav (hisztidin, cisztein) oldallancai révén
képes komplexet képezni a hordoz6 feliiletére immobilizalt fémionokkal (Ni, Co, stb).
A fémionok rogzitéséhez stabil komplexek sziikségesek, amelyeket kelatképz6

molekulak segitségével valositanak meg, mint példaul a széles korben alkalmazott
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etilén-diamin-tetraecetsav, vagyis az EDTA, amely az egyik leggyakrabban alkalmazott
komplexképzd vegyiilet.

Munkdm soran rogzitett fémionos affinitds kromatografiai hordozok eldallitasa,
fejlesztése, majd ezek segitségével rekombindnsan eldallitott fehérjék tisztitdsa volt a
cél. Szilard hordozoként a kitlind mechanikai adottsagokkal rendelkez6 szilikagéleket
valasztottuk, amelyek feliilete szertedgazéan modosithato. Célunk olyan IMAC hordozé
fejlesztése volt, amivel akar atfolyasos iizemben IS megvalosithato és 1éptékndvelhetd a

fermentacioval elballitott fehérjék tisztitasa és/vagy régzitése4.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Enzimek

Az enzimek olyan fehérjék, amelyek képesek valamilyen folyamat lejatszodasat
katalizalni, igy az €l0 szervezet biokatalizatorainak is nevezik Oket. Miikodésiikkel
novelik a sejtekben fizioldgiai koriilmények kozott lejatszodd biokémiai reakcidok
sebességét. Hatasuk abban all, hogy a reakciosebesség novelését az aktivalasi energia
csokkentésével érik el, 0 reakcidutat nyitnak meg a reaktansok specidlis elrendezésével,
azonban a folyamatra jellemz6 szabadenergia-valtozast nem befolyasoljak, vagyis
energetikailag kedvezObb utat biztositanak a spontdn moddon is lezajléo reakcidknak

(1. abra).

i
P

A reakeio elorehaladésa

1. dbra: A nem katalizalt reakcid és az enzim altal katalizalt reakcid soran kialakuld

energiaszintek®

Az enzimekre jellemz6 tulajdonsagai a nagyfoktl specifitas (szubsztrat-,
reakcio-, regio-, sztereospecifitas), érzékenység (h6, pH, ionkoncentracid), vizes
kozeget és az alacsony hémérsékletet kedvelik, valamint érzékenyebbek, mint a kémiai
katalizatorok. A teljes enzim (holoenzim) két részbdl all, az apoenzimbdl (fehérjerész)
¢és a koenzimbdl (nemfehérje komponens).

A Kkatalitikus folyamat soran a fehérjének csak egy kis része vesz részt, ez az
aktiv centrum, amely az aminosav-oldallancok kolcsonhatasa utjan kialakult specialis

mélyedésben taldlhatd. A fehérje feliiletén egy sajatos szerkezeti egység alakul ki,

7
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amelyhez a szubsztrat molekula illeszkedik és az enzimhez kapcsolodik, ez a
szubsztratkotohely. Az aktiv centrumban talalhaté még a katalitikus hely, ahol azok a
kulcsszerepet jatsz6 funkcids csoportok foglalnak helyet, amelyek a szubsztratum
atalakitasaban jatszanak kozvetlen szerepet.

Az enzimek nagyfoki specifitasara kétfajta modell mutat példat. A kulcs-zar
modell szerint az enzim kotOhelye merev (zdr), amelyhez csak a pontosan illeszkedd
szubsztrat (kulcs) tud bekotédni, mig az indukalt illeszkedés modellje altalanosabb
érvényii. Az enzim és a szubsztrat kozotti megfelelés azonban e modell esetében nem
tokéletes, a két komponens eldszor egymassal 1ép kolcsonhatasba (elsddleges
kolesonhatés), majd az enzimben és/vagy a szubsztratban konformacié valtozas jon létre
(2. abra). Egy adott enzim homérsékleti- és pH-optimuma arra a kozegre jellemzd, ahol

a feladatat el kell latnia.

atmeneti allapot

szubsztratum ES komplcx
KULCS ES komplex

—- )
a S az enzimmel komplementer
ZAR ES* komplex
termekek
Tt O ®
szabad E az enzimmel az ES* komplummer
a, b,

2. abra: A szubsztrat enzimhez valo kotédése: ,,a” a kulcs-zar modell és ,, b “az indukalt
illeszkedés alapjan®

Az enzimek nemzetkozileg elfogadott csoportositdsa a katalizalt kémiai folyamat

alapjan torténik, nem az enzim szerkezete alapjan. Az ,,Enzyme Commission” (EC)

hozta 1étre a négyszinti besorolasu rendszert, ahol négy szamjeggyel azonositjak az

enzimeket. Az els6 szdmjegy egytdl hatig valtozik, ez vonatkozik a katalizalt reakcio

tipusara, a masodik és harmadik alcsoportokat jelol, mig a negyedik a konkrét enzimet

definialja.
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A hat fécsoport:

1. oxidoreduktazok: oxidacios-redukcios reakciok, pl. alkohol dehidrogenéz,
metan-monooxigenaz,

2. transzferazok: atomcsoport athelyezése (metil- vagy glikozilcsoport), pl.
aminotranszferazok, foszfotranszferazok,

3. hidrolazok: a szubsztrat kovalens kotéseit hasitjdk viz belépésével, pl.
észterazok, lipazok, gliikkozidazok, protedzok,

4. lidzok: kotések bontasa nem hidrolitikus reakcioval, pl. piruvat-dekarboxilaz,

5. izomerazok: izomerek képzddését segitik eld, egy molekulan beliil geometriai
vagy szerkezeti valtozasokat idéznek el6, pl. fruktéz izomeraz,
ribul6z-foszfat-epimeraz,

6. ligazok: ATP felhasznalasaval molekulakat kapcsolnak 6ssze = szintetazok

CO; megkdtését katalizaljak = karboxilazok
pl. piruvat karboxilaz’.

Alapvetéen két részre csoportositjak a biotechnologiai eljarasokat, de novo

fermentaciokat (sejttomeg termelés, sejtkomponensek eldallitdsa, metabolit-termelés) és

a biotranszformaciokat (szubsztrat atalakitasok) kiilonboztetiink meg (3. abra). Mindkét

modszer eldnye, hogy egyetlen Iépésben keletkezhetnek komplex molekulak

(monoklonalis antitestek, antibiotikumok, hormonok), specifikusak (tiszta optikai

izomerek), enyhe reakciokoriilmények mellett zajlanak (altalaban vizes oldatokkal

dolgozunk) és kis energia-befektetéssel nagyobb hozamot tudunk elérni’.

2.2.

hatas

BIOTECHNOLOGIAI ELJARASOK

de novo FERMENTACIOK BIOTRANSZFORMACIOK
ISi + X = ZPj + (X + AX) S+ X o> P+X

sejt(alkotorész)

mikroorganizmus

novényi sejttenyészet
allati szdvettenyészet S+E—->P+E

enzim

3. 4bra: Fermentacios eljarasok két tipusa’

Dezoxiuridin-trifoszfat-nukleotidhidrolaz ~ (dUTPaz)
enzim

A minket koriilvevd kornyezetbdl érkezd szadmos artalmas, mutagén eredetii

a DNS-t alkotd elemek végleges megvaltozasahoz, de akar a sejtek

9
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elpusztulaséhoz is vezethetnek®. Azonban a természet igyekszik a szervezetben
keletkezett hibdk kijavitdsara, igy a DNS integritdsdnak védelmére tobb
javitdbmechanizmus is 1étezik. Az egyik leggyakoribb hiba a DNS uracil-tartalménak
megnovekedése, amelyet két folyamat idézhet eld, a citozin spontan bekdvetkezd
oxidativ deaminaldsa ¢és a timin uracillal torténé helyettesitése’. Ekkor egy
baziskivagason alapulo javitomechanizmus 1ép ¢letbe, amely
kromoszéma-fragmentalodast idéz eld, igy a sejt halalat okozza. A korrigdlo
folyamatban a  dezoxiuridin-trifoszfat-nukleotidhidrolaz ~ (dUTPaz)  enzim
kulcsfontossagu szerepet tolt be, ugyanis megakadalyozza az uracil DNS-be vald
beépiilését, igy sajatos modon javitva a DNS mutalodasat™. 1961-ben Bertani mutatta ki
eloszor a dUTPaz enzim 1étezését Escherichia coli kivonatbol. Ekkor fedezték fel az
enzim specifitasat dezoxiuridin-trifoszfatra (dUTP) nézve és a Mg?* jelentéségét a
reakcioban™,

A dUTPéz enzim a dUTP hidrolizisét katalizalja dezoxiuridin-monofoszfatta
(dUMP) ¢és pirofoszfatta (PPi). A hasitas az o és P foszforatomok kozotti
foszforanhidrid kotésen kovetkezik be, amelyet a Mg2+, mint kofaktor indukal . Korabbi
kutatasok szerint a szubsztrat, a dUTP a fémion segitségével 1ép kdlcsonhatéasba, esetleg
egy viz molekulaval vagy egy a foszfat csoport fel¢ iranyuld oldallanccal. A B foszfat
szintén hozzajarulhat a fémes kotés kialakitasahoz. A dUTPAaz altal katalizalt reakcio
jelentdsége, hogy a termék, a dUMP a de novo szintézis prekurzora, valamint a reakcid

alacsony értéken tartja a sejten beliili dUTP/dTTP aranyt.

10
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O- O- o- HO
dUTP
Mg?* | dUTPéz
N
OYH 0
0N~ Q Q
0 ¢ -O-b-o-b—0-
—O—l?—O 0 O-
O- HO
UMP pirofoszfat n szamu proton

4. dbra: dUTP hidrolizise dUTPaz enzim 4&ltal, ahol n értéke fligg a fémion

kocentraciotol és a pH-tol

A dUTPaz enzimeket harom csoportba soroljuk a negyedleges szerkezetiik

forma a
12, 13

alapjan, monomer, homodimer vagy homotrimer. A homotrimer

legaltalanosabb, jellemzdé a prokaridtdkra, az eukariotdkra és a legtobb virusra
Mindegyik enzimben 6t konzervalt szekvenciamotivumot azonositottak, amelyek az
aktiv centrumban vagy annak kozelében helyezkednek el, s parhuzamot mutatnak az

’ rrer g ’ , . ., 14
aktiv centrum felépitésében ¢és magas szubsztrat-specificitasban .

A monomer
dUTPazok orokitdanyagukban kodold herpeszvirusok, amelyek az emlésok szervezetét
de

tartalmazzak, mint a homotrimer csoport tagjai'®. A dimer dUTPaz eléfordul

megfertdzik. Eltéré sorrendben, ugyanazokat a szekvenciamotivumokat
protozoakban és a Campylobacter jejuni baktériumban®®. A dimer szerkezetli enzim a
homotrimer és monomer tarsaival szemben nem tartalmazza az Ot konzervalt
szekvenciamotivumot, valamint a szubsztrat-specificitasa alacsonyabb. A dUDP-t

hidrolizalja, amely az eléz6 két csoport tagjainak aktivitasat gatolja™®.

11
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Az E. coli dUTPaz haromdimenzios szerkezetére (5.abra) a
rontgenkrisztallografia mutatott ra, amely megallapitotta, hogy szerkezete szimmetrikus
trimer és 152 aminosavbol épiil fel'’. A kiilonboz6 enzimeket alkoto alegységek eltérd
hosszusagu polipeptidlancok, amelyek szerkezetileg csak kis mértékben térnek el

egymastol.

5. abra: dUTP4z Negyedleges szerkezete - a harom alegység kiilonboz szinnel jelolve™

2.3. Fenilalanin ammonia-liaz (PcCPAL) enzimek

A fenilalanin ammonia-liaz (EC 4.3.1.24; PcPAL) enzim széles korben
megtalalhatd a novényekben, gombakban, élesztében. Részt vesz a polifenol
vegyiiletek, mint a flavonoidok, fenil-propanoidok (pl. lignin) bioszintézisében'® *°. Az
enzim az ammonia-lidz csalad tagja, amely a szén-nitrogén kotéseket hasitja.

A PAL enzim specifikus az L-fenilalaninra, kevésbé az L-tirozinra, igy a
novényvilagban ¢és a gombakban lejatsz6dd metabolizmus kezdeti lépéseként az
L-fenilalanin ammoniava és transz fahéjsavva torténé bomlasaban (6. abra) katalizalja
az ammoénia nem oxidativ eliminéci(')jétzo’ 2A képz6dé (E)-fahéjsav a
fenil-propanoidok, flavonoidok, valamint a kumarinok kulcsprekurzora®* % . Az (E)-
fahéjsav orto-helyzetben torténd hidroxilezédése a kumarinhoz, mig para-helyzetben az
(E)-4-hidroxi-fahéjsavhoz vezet, amely az acetilkolin-észterazon at a lignin kiindulasi

anyaga.
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6. abra: PAL enzim miikodésének mechanizmusa® 2

Hasonlé elven miikddik a hisztidin ammonia-lidz (EC 4.3.1.3; HAL) enzim is®’.
A HAL az L-hisztidin lebontasanak elsé 1épését katalizald enzime, szubsztratjanak nem
oxidativ dezamindldsat katalizalja (E)-hﬁgysavvézg’ 2 A HAL megtalalhatdo a
baktériumokban, az allatokban és az emberben egyarant, arr6l még nincsen informacio,
hogy a novények is tartalmazzak.

A PAL enzim kevésbé szubsztratspecifikus mint tarsa, igy szamos lehetdség
nyilik akiralis szubsztratokbol torténd enantiomertiszta aminosav-szarmazékok

eldallitasara. Korabbi vizsgalatok bebizonyitottdk, hogy a PAL képes az ammonia

crcr

ammonia koncentracidja meghaladja az 5 mol/dm?3-£% 3% 32,

A PAL ¢és rokona, a HAL hasonl6 reakciot katalizalnak (ammonia-eliminacio
a,f-telitetlen savat eredményez0 aromas aminosavbol), igy feltehetéen e két enzim
szerkezetében is hasonldsagot mutat. A kiilonféle szervezetekbdl szarmazé fenilalanin-
és hisztidin-liazok tobb homolog sort elemz6 szekvencia-6sszevetése is valosziniisitette,
hogy ezen enzimek aktiv centrumai is hasonldak®. Az el8zetes (Hanson és Havir)®,

majd a késébbi kutatdsok (Rétey és munkatarsai)®™ *°

tobb éves munkéja soran
nagyszamu mechanizmusvizsgalati eredmény sziiletett. Ezzel a témaval foglalkozo elsé
tanulmany 1969-ben jelent meg, amely azt feltételezte, hogy a HAL enzim
dehidroalanint tartalmazo elektorfil csoportot hasznal a katalizis soran®’. Nem sokkal
ezt  kovetden  meghataroztdk  az  elektrofil  prosztetikus  csoport, a

3,5-dihidro-5-metilidén-4H-imidazol-4-on (MIO) szerkezetét?® (7. 4bra).
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7. abra: A MIO prosztetikus csoport szerkezete és prekurzora a HAL/PAL enzimben®

Fény dertilt az elektrofil prosztetikus csoport szerepére, miszerint a szubsztrat
a-aminocsoportjanak Michael-addicidja utan a f-proton lehasitasa, majd eliminacioja
kovetkezik be®” %% A képz3d6 amino-enzim intermedierben az elektrofil prosztetikus
csoport és az ammonia kozott kovalens kotés jon 1étre. Peterkofsky kisérletei
alatamasztottak ezt a feltételezést, ugyanis az amino-intermedier stabil vegyiilet®.
Azonban a Hanson-mechanizmus f6 problémaja, hogyan képz6dott az enzimen beliil a
karbanion, azaz az enzim milyen mddon aktivalja a f-hidrogén protonként torténd
lehasitasat®. A kérdésre a valaszt Rétey és tarsai dolgoztak ki, ez egy olyan mddszer,
amely az elektrofil prosztetikus csoportnak az aminosavak aromas gyﬁrﬁjére torténd
kovetden képz6dd o-komplex-szerii intermedierben a pozitiv toltéstivé valo gytri
elektronszivo hatasa nagymértékben aktivalja a S-proton lehasitasat.

Ujabb eredmények igazoltak, hogy az elektrofil prosztetikus csoport nem
dehidroalanin, hanem a 3,5-dihidro-5-metilidén-4H-imidazol-4-on (MIO), amelynek
jelenlétét a HAL krisztalyszerkezetében, illetve UV-spektrsozkopiaval a PAL enzimben
is igazoltak®’. A MIO erdsebben elektrofil karakterii, mint a dehidroalanin, igy alkalmas

, , s - [ s 41, 42
a szubsztratok aromas gytriijére torténd addiciora*® .
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Funkciondlis ¢és genetikai hasonlésaguknak koszonhetéen a PAL enzim
szerkezeti modellje a HAL (és részben az aszpartdz) mar ismert szerkezete alapjan
homoldgiamodellezéssel meghatarozhato volt*® (8. 4bra). E kisérletek és a felépitett
modell segitségével vilagossa valt az aktiv hely aminosav-oldallancdnak katalizisben

betoltott szerepe.

HAL o
PAL L1338 NZSO

Y110
Y53

R283

8. dbra: A HAL kristz’llyszerkezetének29 és aktiv centrum modelljének™ Gsszehasonlitasa

a PAL homologia-modellezéssel nyert szerkezetével és aktiv centrum modellj ével®
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2.4. Rogzitett fémion affinitas kromatografia alapjai
(Immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC)

2.4.1. Affinitas kromatografia

Munkém soran a fehérjék elvalasztasara alkalmas szeparalasi muveletek koziil
az affinitds kromatografia moddszerét alkalmaztam, amely nagy szelektivitassal,
felbontoképességgel, s tobbnyire nagy kapacitassal hat a specifikusan kolcsonhatod
biomolekuldkra. E mddszernek kiilondsen a rekombinans fehérjék tisztitdsa soran van
jelentésége. Ezen technika soran a biomolekula kdlcsonhatd partnerét (enzim, antitest,
hormon, fém-kelat, nukleinsav) immobilizaljdk a kromatografias toltethez, mely ligand
specifikusan megkoti az elegyben levo, tisztitani kivant anyagot. A miivelet sordn nem
kotodott  fehérjék lemosasaval, majd specifikus elacioval, tiszta formaban
deszorbealhat6 a kivant célfehérje. A fehérjék egyedi biologiai funkcidja lehetévé teszi
az aktiv molekuldk elvalasztdsit is az inaktiv denaturalt formaktol. Rekombinans
fehérjék esetén gyakran az N- vagy C-terminalis végeket fuzios ,,cimkével” latjak el,
egyik legismertebb az oligo-hisztidinnel (His-tag) torténd jelolés, amely reverzibilisen
kotédik fémkelatokhoz (pl. Ni-kelat). Ez a modszer a rogzitett fémion affinitas
kromatografia (IMAC) alapja™.

Az esszencialis aminosavak koziil a hisztidin, cisztein és triptofan oldallancai a
nitrogén atomok nem kotd elektronparjain keresztiil képesek kotddni a szilard hordozon
komplexalt fémek ionjaihoz (Ni, Co, stb). A hisztidin és a cisztein rézzel és cinkkel
torténd komplexképzd tulajdonsagara a korabbi szakirodalomban is van példa, ugyanis
1975-ben Porath és munkatarsai készitettek el6szor IMAC gyantat, amely agar6zbol
késziilt (Sepharose 4B). A készitményt iminodiecetsavval (IDA) modositottak,
amelyhez Cu®* és Zn®" ionokat kapcsoltak. A vizsgalatokbol kideriilt, hogy a fém-
fehérje komplex stabilitdsa nd, ha a fehérjében egymas utan tobb hisztidin egység van
jelen. A moddszer hatékonysagat human szérum fehérjék elvalasztasaval igazolték46. Az
elsé IMAC hordoz¢ kifejlesztésével kozel egy idoben indult fejlddésnek a rekombinans
fehérjetechnologia, amelynek koszonhetden a fehérjék oligohisztidin jeldléssel lathatoak
el, ezaltal novelve affinitdsukat az alkalmazott fémekhez. Ennek hatdsira a rogzitett

fémion affinitds kromatografia egyre fontosabb szerepet tolt be a fehérjetisztitasban.
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2.4.2. Alkalmazott hordozok

Hordozoként alkalmazott agardzokon kiviil (butil-, fenil-, oktil-agaroz)*’ vannak
egyéb természetes €s mesterséges hordozok is, amelyek enzimrogzitésre alkalmasak.
Ilyenek a poliszacharidok, mint példaul az agardz, celluléz és dextrdn gél matrixok.
Jellemzdjiik, hogy nem specifikus interakciot alakitanak ki €s szdmos enzimmel
kompatibilisek, igy szelektivitasuk alacsony, illetve gyenge mechanikai tulajdonsagaik
miatt nagy nyomason nem alkalmazhatok. A szintetikus polimerek (pl. akrilatok,
poliamidok, polisztirol-szarmazékok) ellenallnak a nyomasnak, azonban enzimek
immobilizacidjara kevésbé hasznalatosak alacsony kapacitasuk miatt. Hasonléan az
elébb targyalt hordozokhoz, szintén nem specifikus kdlcsonhatasokat alakitanak ki a
szubsztratokkal®®,

A természetben széles korben elterjedt polimer a kitozdn, amely a rakfélék
kitinpancéljanak is Osszetevije. A poliszacharid lancain tobb szabad amino- és
hidroxil-csoportot is tartalmaz, amelyek aktiv reakciohelyeket szolgaltatnak az enzimek
kotddéséhez. A tiszta kitozan biokompatibilis gél, mechanikai erdssége gyenge, de
keresztkotések kialakitasaval javithat6. Kémiailag modositott kitozadnt korabban is
alkalmaztak enzimek immobilizaciojara®.

A kutatdcsoportban szilard hordozoként szilikagéleket alkalmaztunk. A
szilikagél formalis kémiai képlete: SiO, X H0O, amely szilard, amorf formaja a vizes
szilicium-oxidnak. = Szerkezete polimerizalt szilikat részecskék véletlenszerli
Osszekapcsolodasaval jott 1étre. A részecskék (micelldk) szferoidszeriiek, atmérdjiik
széles skalan valtozik, akar nanométeresek is lehetnek, ennek koszonhetéen nagy
¢és kémiai tulajdonsdgai, mint a hidroxilalt felillet hatdrozzak meg®®. A hidroxil
csoportok pKa értéke 6,0, izoelektromos pontjuk pH=2. A feliilet hidrofil, gyorsan
adszorbealja a vizet, amelyet termikus koriilmények kozott 100-200°C-on kdnnyl
eltavolitani. A termikus kezelés utan a szilanol csoportok feliileti siirtisége lecsokken.

A szilikadtok funkcionalizalasa a szabad szilanol csoportokon keresztiil
lehetséges, a reakcioban a sziloxan csoportok is részt vesznek™ . A szilikagél specifikus
tulajdonsagait a szervetlen porézus hordozoknak koszonheti, amelyek a kovetkezok:
polaritas, hidrofobicitas, optikai tulajdonsagok, katalizis®> %, A feliiletmodositasban a
szilanol csoportok jatszanak szerepet, ugyanis ezek a csoportok konnyebben

hozzaférhetéek, mint a szilikagél belsejében talalhato csoportok. Tovabbi elényeik kozé
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sorolhatd, hogy aktivabbak a szilanol csoport gyengén savas jellegli protonja
kovetkeztében, mint a sziloxan csoportok. Termodinamikai értelemben a szilikagél nem
stabil vegyiilet, stabil médosulata a kristalyos, nem porozus kvarc. Ebbdl kifolyolag a
szilikagélek tulajdonsagait jelentésen befolyasolhatjdk az eldallitas és az utokezelés
paraméterei. Egy rendszer minél tavolabb kerlil az egyensulyi helyzetétdl, annal
nagyobb a hajtoer6, hogy az visszatérjen oda.

A szilikagélek {6 jellemzdje a porozitas, amelynek jellemzésére tobb paraméter
is rendelkezésre all:

o fajlagos feliilet (m%g): A szilard fazis teljes feliiletét jelenti, azonban
elhanyagolja a szubmikronos méretli aggregatumokat,

e fajlagos térfogat (ml/g): 1g anyagra vonatkoztatott teljes térfogat,

e atlagos porusatméré (A)

e pérusméret eloszlas (eloszlas-fiiggvényben megadva)®™.

A feliiletmddositas kivitelezése szamos modon lehetséges, egyik ezek kozil a
Wang-modszer™. A hordoz6 feliiletét 80°C-os vakuumos elékezeléssel aktivaljak, majd
a szilard hordozdt ezutan toluol és alkiltrietoxi-szilan 1:4 térfogatardnyi oldataban
szuszpendaljak. Ezt harom napos kevertetés koveti, a moséds acetonnal €s hexannal
torténik, majd a hordozdét vakuum alatt szaritjdk. Modositd anyagként elterjedten
hasznalnak kiilonb6z6 funkcids csoportokkal ellatott alkoxi-szilanokat, illetve

klor-szilanokat™ 8,

2.4.3. Alkalmazott kelatorok

A stabil segédanyag-fehérje komplexum kialakitdsdhoz kelatképzd vegyiiletek
alkalmazéasara van sziikség, amelyek rogzitik a fémionokat a hordozora és igy
biztositjak a fehérje kotddését a feliilethez. A leggyakrabban alkalmazott komplexképzd
az etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA), de széles korben hasznaljak az iminodiecetsavat
(IDA), illetve a dietilén-triamin-pentaesetsavat (DTPA). Az EDTA szintelen, vizben
rosszul oldodo, négyértékii poliamino-karbonsav, két- és haromértékii fémionokkal
stabil kelatkomplex képzésére képes. A fémionokat a négy karboxilat- és két
amincsoportjan kesztiil oktaéderes formaban kéti meg. Nagyon erds komplexet képez
példaul a Mn®*, Cu®*, Co® és Fe** ionokkal®’. Az EDTA akut toxicitisa alacsony,

LDsp értéke patkanynal 2,0-2,2 glteststly kg™.
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2.4.4. Fémek jelentésége az IMAC esetében

A fémrécsos kristdlyban a racspontokon pozitiv toltésti fématomtorzsek vannak,
amelyeket a hozzajuk kozdsen tartozo delokalizalt elektronok tartanak Gssze (fémes
kotés). A fémes kotés tehat nem irdnyitott, a kozos elektronok a racspontok kozott
viszonylag szabadon mozognak. Harom fajta racstipust kiilonboztetiink meg:

e lapon kdzéppontos (lapcentralt) kockaracs

e térben kdzéppontos (tércentralt) kockaracs

e hatszoges (hexagonalis) racs.

Mindenegyes racstipust egy-egy koordindcidos szam jellemez. Koordinacios
szdmnak nevezzik azt a szdmot, amely megmutatja, hogy egy kérdéses tomegpontot
hany kozvetleniil szomszédos tomegpont vesz koriil egyenld tavolsdgban, azaz a
kozponti atom vagy ion ligandumainak szama. Lapcentralt kockaracs jellemzd tobbek
kozott a rézre, aluminiumra, kalciumra, manganra, koordinaciés szamuk 12. Tércentralt
racstipusba tartozik példaul a vas, kalium, krom, koordinacios szdmuk: 8. Hexagonalis
rdcsban helyezkednek el a magnézium, nikkel, cink fématom torzsei, koordinécios
szamuk szintén 12°°,

Az alkali- és alkalifoldfémek a peridodusos rendszer I-11. fécsoportjaba tartoznak,

2

ezek az s mezé elemei. Elektronszerkezetiik ns', ns?. Mindkét csoport tagjai

reakcioképesek, redukaldszerként is alkalmazzak Oket, bioldgiai jelentdségiik azonban a
komplexképzd képességiikben rejlik. Az alkali fémek (pl. Cs), valamint az alkali
foldfémek (pl. Mg, Ca, Sr) koronaéterekkel és kriptandokkal komplexek képzésére

alkalmasak (9. abra), igy szelektiv fémeltavolitasra hasznalhatok.

[
(oS

9. abra: Dibenzo-18-korona-6 (18-C-6)

Az atmeneti fémek csoportjdnak neve az s és p mez6 kozotti atmenetre, nem

pedig a fémek és nemfémek kozotti kapcsolatra utal. Elektronszerkezetiik: (n-1)d*ns?,
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ahol (n-1)=3, 4, 5.... Nagy a hajlamuk komplexképzésre, nagyobb oxidacios allapotban
stabilabb komplexeket alakitanak ki, ahol az elektronpar akceptor kdzponti fém(ion)
(Lewis sav) és B elektronpar donor ligandumok kozott donor-akceptor (koordinativ)
kotés jon létre, amely viszonylag meghatarozott koordinacios szamu és geometriai
elrendezddésti 1) kémiai mindséget eredményez. Jellemzd koordinacids szdmok és
kapcsolodd geometria példaul a trigonalis bipiramis [Fe(CO)s], N=5; oktaéder
Ni(NH3)e]**, N=6.

A ritkafoldfémek a periodusos rendszer elemeinek egy sajatos csoportja, ide
tartoznak a tizen6t elembdl allo6 lantaniddk, kiegésziilve a szkandiummal és az
ittriummal, amelyek nagyon reakcioképes fémek, emellett az f-mez6 komplex
vegyiiletei, amelyek halvanyszintiek. Koordinacios szamuk: sp®d® hibridizaciobél
legfeljebb 9-es, f-palyak részvételével akar magasabb is (pl. 12), de altalaban 8-as vagy
9-es. Bar ritkafoldfémeknek nevezziik 6ket, eléfordulasi aranyuk Osszemérheté olyan
elemekével, mint a jod, kobalt vagy a szelén. Vegyiileteik araban sem mutatkozik olyan
nagy kiilonbség a cink, kobalt és nikkel vegyiileteihez képest™.

Egyes fémek, mint nyomelemek nagyon kis koncentracioban (<0.005 %)
elengedhetetlenek a szervezet egészséges €s normalis miikddéséhez, ilyen példaul a
cink, vas, kobalt, réz, mangan vagy a stroncium®’. Nagy koncentraciéban azonban
toxikus hatast fejtenek ki. A nikkel és vegylileter a bor és légutak nyalkahartydjara
izgatd hatdssal vannak, annak gyulladasaért feleldsek. Rakkeltd hatdsa is bizonyitott,
borrel érintkezve allergias borreakciot valt ki (pl. nikkel-acetat). Porat belélegezve
szervkarosito  hatdsa.  Nikkelt tartalmazhatnak adalékanyagként pénzérmék,
szemiivegkeretek, kozmetikai cikkek, élelmiszerek (margarin, mogyord, csokolade, dio,
mandula). A felsoroltak alkalmazasa, fogyasztasa mind allergiat valthat ki az emberi
szervezetbdl, asztma, ekcémads tiinetek, kotOhartya-gyulladdas. Nagy mennyiségben
alkalmaznak nikkelt a festék- és keramiaiparban, ékszerek, fémérmék, valamint
katalizatorok gyartasakor. Oralis toxicitasi értéke patkanyok esetén 350 mg/teststly Kg.
A lantanida fémek kationsugaruk miatt képesek ugyan bizonyos Ca-csatornak
blokkoléaséra, de joval kisebb toxicitast mutatnak az emberi szervezetben, mint példaul a

nikkel, kobalt, réz vagy a cink®,
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3. Eredmények és értékelésiik

3.1. Hordozofejlesztés

TDK munkam soran a kutatocsoport korabbi tapasztalataira alapozva és az Uj
céloknak megfeleléen kezdtiik el az Gjabb rogzitett fémionos affinitas kromatografiai
hordozdk eldallitasat és fejlesztését. A hordozok felépitése soran linedris modszert
alkalmaztunk, vagyis az egyes funkciok kialakitdsa egymds utdni 1épések soran
torténtek. Els6 Iépésben (I) a szilikagélek feliiletét a megfeleld alkiloxi-szilanok
segitségével modositjuk, igy alakitjuk ki az amin-funkciokat, amik a II. 1épésben a
kelatorokbol kialakitott savanhidridekkel képesek reagalni. Majd a Ill., egyben utolso

1épés a hordozok fémionokkal vald feltdltése vizes kdzegben (10. abra).

I I
Szilikagél —— Szilikagél-NH, ——— Szilikagél-NH-kelator

11
—— Szilikagél-NH-kelator-fémion

10. abra: His-Tag hordozok eléallitasanak 1épései

3.1.1. Kiilonb6zo porusméretii szilikagélek felilletmodositasa metil- és
N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-csoportokkal

Korabbi enzimrdgzitési vizsgalataink soran egyértelmiivée valt, hogy a
felilletmodositaskor kialakitott csoportok mindsége jelentds hatassal bir az igy kapott
szilard enzimkészitmények biokatalitikus aktivitasara®. A szilikagélt egy etanol
helyettesito alkohol keverékben, Patosolvban szuszpendaltattuk és a feliilet elokezelése
érdekében NH,OH oldatot adtunk hozza ¢és szobahOmérsékleten razattuk 1 6ran
keresztiil. Ez utdn adtuk hozzd a szildn-szarmazékok szamitott mennyiségének
negyedét, majd 23 ora razatads utan a maradékot, vagyis a % részt €s tovabbi 48 oran
keresztiil reagaltattuk, igy elkeriilve az esetleges mellékreakciokat. A mintakat
centrifugaltuk, a feliilluszot ledekantaltuk, majd Patosolvval ontottik fel, kétszeri
ismétlés utan lesziirtiik (G4). Szaritds utan inert atmoszféra alatt taroltuk. A reakcid a

11. abran lathato.
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11. abra: Szilikagélek feliiletmodositasa metil- és

N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-csoportokkal

A feliiletmodositasok soran inert, amin-funkciot nem, illetve aktiv, vagyis
amin-funkciot tartalmazo csoportok kialakitasa volt a cél kiillonbozé aranyokban,
amelyhez metil-trimetoxi és  N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-trimetoxi  szilanokat
alkalmaztunk eldére szamitott mennyiségli keverékekkel. A szilanok reaktivitasat a
szilicium molekulahoz kapcsol6do alkoxi-csoportok hatdrozzak meg, igy a feliileten
kialakitott csoportok molaranya megegyezik a szildn keverék molaranyaval. Osszesen
36 hordozét allitottunk eld, 12 kiilonbozd aranyt feliilletmodositassal harom eltérd

porusméretti (250, 500, 1000A) szilikagélen.

1. tablazat: A metil- és N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-csoportokkal torténé

feliiletmodositasok aranyai

Az alkalmazott 12 kiilonb6z6 feliilletmoddositasi arany

Aktiv 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Inert 0 2 4 8 12 16 24 32 48 64 80 96

Jeloless A0 A2 A4 A8 Al2 Al6 A24 A32 A48 A64 AB0 A9

3.1.2. Feliiletmodositott szilikagélek kapcsolasa EDTA-anhidriddel

A kovetkezd 1épésben a kelator molekuldkat savanhidridek forméjaban
kapcsoltuk a feliileten kialakitott amin-csoportokhoz, igy a reakciokat inert
koriilmények kozott végeztik. Az EDTA-anhidridet, a szilikagélt, majd a
N,N-diizopropiletilamint (DIEA), amely katalizator szerepét tolti be a reakcidban és

végiil oldoszerkén a vizmentes DMF-et. A reakci6 inert koriilmények kozott 80°C-on
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egy oOra alatt végbemegy, amely utan Hamilton-fecskenddvel egy ekvivalens desztillalt

vizet adtunk az elegyhez ¢és tovabbi 3 orat kevertettitk 80°C-on, hogy felnyissuk az el

nem reagalt savanhidrid funkciokat, amelyek késébb a fémionok komplexaldsdban

vesznek részt. Sziirés utan kiillonboz6 folyadékokkal mostuk (DMF, viz, NaHCOj3, viz,

Patosolv, hexan), majd szaritas utan a mintakat argon alatt taroltuk. A reakcio a 12.

abran lathato.

—OH 1. EDTA-anhidrid
—0 H absz. DMF,80°C
\__OH ’
~0-5i{_~N~""NH, 1h
| -OH 2. deszt. H,O
/8\SQH 80°C
- 0-Si-
M 3h
“4oun ¢

—OH
~
(6]
2\ OH H
-0 OH H
_O’SI\Me
—OH

O
OH

O
)OK/ {J\OH
N
HO
¥

12. abra: Feliiletmodositott szilikagél kapcsolasa EDTA-anhidriddel

3.1.3. Az EDTA Kkelatorral kapcsolt hordozok feltoltése fémekkel

A hordozofejlesztés elsd szakaszanak utolsé 1épésében a szilikagél-alapu, EDTA

kelalo agenssel kapcsolt hordozok fémmel valo feltoltését végeztiik el. Ennek soran a

szilard hordozodkat felszuszpendaltuk a fémsok (lantan, nikkel, kobalt, eurdpium,

terbium) 0,1 mol/dm?®-es desztillalt vizes oldataban, majd rovid razatas utan a szilard

hordozokat kisziirtiik (G4 livegsziir®), végiil a visszamaradt szilikagél-alapt hordozokat

kiilonb6z6 folyadékokkal mostuk (HEPES-puffer, desztillalt viz, imidazol-oldat,

desztillalt viz, Patosolv, hexan). Az elkészitett fémtartalmu szilikagél-alapu affinitas

anyagot szarazon, szobahdmérsékleten, argon alatt taroltuk. A folyamat a 13. abran

lathato.

—OH 0 —OH o)

\8\\8.,01{ g Q ﬁ OH  oaMfemoldat o O 0§ 9

B Hl\/\/ \/\N \L L OH N \/\N—»-_C__:\::M

-0 OH H 0 -Me OH l,/.’/ N6

C0>SimMe N —0-Si-pe NP

_OH HO% OH ~1-OH o 0
o) o)

13. abra: Kelatorral kapcsolt szilikagél hordozok fém komplexeinek eléallitasa
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3.2. Fehérjetisztitas

A kiilonbozo aranyban feliiletmodositott, majd kelalé agenssel ellatott ¢és
tobbféle fémmel toltott hordozok segitségével rekombinansan termeltetett fehérjék
tisztitasanak megvalositasa volt a cél gy, hogy a hordozo feliiletérdl tisztan, aktiv
formaban elualhato legyen a fehérje.

A tisztitashoz tobbféle HisTag célfehérje is rendelkezéslinkre allt Gigy, mint a
human eredeté dUTP4z enzim, vagy a novényi eredetli Petroselinum crispum fenilalanin
ammonia-liaz (PCPAL). A fermentacido utan a sejttomeget kisziirték az elegybdl, majd
nagynyomastt homogenizator segitségével lizis pufferben protedz inhibitor jelenlétében
feltartak, a sejtszuszpenziot lecentrifugaltdk. A Fermentia Kft.-t6l kapott fehérjeoldatokbol

végeztik a célfehérjék elvalasztasat.

3.21. Human eredetii rekombinians HsdUTPaz szakaszos iizemii
tisztitasa

A szakaszos lizeml tisztitas sordn parhuzamosan végeztiilk az egyes hordozok
vizsgalatat ugyanazon fehérjeoldatbol. A szilard hordozokat Eppendorf csovekbe
mértiik, hozzdmértiik a fehérjeoldatot, majd meghatarozott ideig razattuk,
lecentrifugaltuk, mintat vettiink a feliiliszobdl és ledntottiik azt. Az aspecifikusan
(adszorpcioval) és specifikusan (fémion affinitassal) rogziilt fehérjéket tovabbi oldatok,
pufferek segitségével elualtuk a felszinr6l (2. tablazat), majd centrifugalas utan mintat
vettiink. Minden egyes fehérje frakciot, a kiindulasi oldatot, az atesé frakcidt €s minden

elcios oldatot SDS-PAGE gélelektroforézissel vizsgaltunk.

2. Tablazat: Elucids oldatok és az altaluk lemosott fehérjék

Eluensek Lemosott fehérjék a
. Eluens tipusa
sorrendje kotédés tipusa szerint
1. LS puffer
2 HS puffer aspecifikus
3 LS puffer
4. 5mM EDTA
5 25 mM EDTA .
specifikus
6 100 mM EDTA
7 200 mM EDTA
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Az 14. abran lathatjuk a SDS-PAGE gélelektroforézis utani gélképet. Az egy
oszlopban 1év6 foltok ugyanazon mintahoz tartoznak (a minta kddja az oszlop tetején
lathatd), amely foltok azonos magassdgban taldlhatok, azok ugyanakkora tomegli
fehérjére vonatkoznak. Az elsd fliggdleges oszlopban a ,fehérje 1étra”, angol nevén
,marker” lathatd, amely egy kereskedelmileg kaphatd fehérjekeverék. Ezen keverék
Osszetétele ismert, igy segitségével a sajat mintdinkban 1évé fehérjefrakciok
konnyebben azonosithatok. A mésodik oszlopban lathaté a feltart nyers fehérjeelegy,
amellyel minden egyes hordozé rogzitési képességét vizsgaltuk. Mig a 3-7. oszlop a
250A porusméretii A4 feliiletmodositasi  hordozod  kiilonbdzé fémmel  toltott
valtozatainak (a két betlis név a fémek vegyjelével azonos) ugynevezett ,atesd”
frakcioit mutatja, vagyis amely fehérjék nem kotédtek ki a hordozora. Ha a feliiliszohoz
hasonlitjuk a 3-7. oszlopot, akkor a hordozo feliiletére rogziilt fehérje mennyisége
azonos a foltok elhalvanyuldsanak mértékével. Vagyis, ha a hordozonk az adott
fehérjébdl nagy mennyiséget adszorbeal egyszerlien fizikailag, vagy a rogzitett
fémionon keresztiil affinitassal, akkor a feliiliszéhoz képest a folt annal kisebb méretii
lesz. A célfehérjénk a gélkép alsé negyedében talalhatd 20 kDa kornyékén. Jol latszik,
hogy a lantan és eurdépiummal t61tott hordozok kototték meg legjobban a célfehérjét,
mig a kobalt a legkevésbé. A nagyobb tomegnél 1évd aspecifikus fehérjék foltjai is
kisebbek lettek, vagyis azok koziil is tapadt a szilikagélek feliiletére. A 40-45kDa

tomegl fehérjébdl szintén a kobalt rogzitett a leggyengébben.

14. abra: A HsdUTP4az nyers feliiltiszo és atesd frakcioi a kiilonbozé fémekkel toltott
250A porusméretii A4 feliiletmodositast hordozoknak
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Az 15. abran szintén ugyanezen kisérletsorozat eredményei lathatok, azonban itt
a fehérje felvitele utani legaktivabb, vagyis a 200mM koncentracioja EDTA oldattal
eludlt frakciok gélképe lathato. Jol latszik, hogy minden egyes fémnél a célfehérje
(HsdUTPaz) ~20kDa koriili frakcidja domindl, vagyis a hordozorél ezzel az eluenssel
nagy tisztasagban (>95%) tudtuk lemosni. Egyediil a kobalttal t61tdtt hordozon nem
rogziilt elegendden nagy affinitassal a célfehérje és mar kevésbe erélyes eluensekkel
tortént mosas soran eltavolithatd volt a dUTPaz. Legnagyobb mennyiségben fehérjét a
lantannal t61tott hordozd kotdtt meg, vagyis a lantan-fehérje kozott kialakult affinitas
erdssége bizonyult a legnagyobbnak, igy ez volt legjobban alkalmas a fermentacios

elegybdl legszelektivebben kikotni a célfehérjét.

A4

Marker La Co NI Eu T

250
130
100

70

55

27

15

15. 4bra: 200mM EDTA oldattal elualt HsdUTP4z enzim frakcioi a kiillonb6z6 fémekkel
to1tdtt 250A porusméretli A4 feliiletmddositasu hordozoknak

3.2.3. PCPAL szakaszos lizemii tisztitasa

Szerettiik volna meghatdrozni, hogy a feliiletmddositas elsé 1épésének, vagyis a
metil- és amin-csoportok aranyanak mekkora hatasa van az affinitas kromatografias
hordozok fehérje megkotd képességére. Ezért a HSAUTPAz enzim esetén legjobbnak
bizonyult fémionnal, a lantannal feltdltottiik a teljes 250A porusméretii sorozatot
(12 kiilonboz6 felilletmodositast hordozo) és elvégeztiik szakaszos lizemben a PCPAL

enzim tisztitasat.
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5mM 25 mM 100 mM 200 mM
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16. adbra: A 250A2 jelzésii minta egyes eltcids frakcioinak gélképe

Az 16. abran a 250A porusméretli metil- és amin-csoporttal 2:1 aranyban

modositott, EDTA kelatorral és lantdnnal t6lt6tt hordozoval tisztitott PCPAL gélképe

cre

crer

hogy még szintén mosott le adszorpcioval rogziilt fehérjéket. A masodik LS-es mosas
mar csak célfehérjét mosott le kis toménységben. Ez utdn négy, egyre novekvod
koncentracioja 5, 25, 100, 200 mM-0s EDTA oldattal mostuk a hordozoét, ahol az elsé
harom frakci6 EDTA (5-25-100 mM) teljesen tisztan elualta a célfehérjét a hordozo
feliiletérdl, mig a negyedik 200 mM-0s EDTA mos6 folyadék mar nem mosott le
semmit, amelynek két oka lehet. Vagy a korabbi mosasok mar minden fehérjét elualtak
a hordoz6 feliiletérdl, vagy még ez a koncentracido sem elég ahhoz, hogy a célfehérjét
leszoritsa nagyobb kémiai potencialja révén a felszinr6l. Mivel azonban a PCPAL
foltjainak nagysaga folyamatosan csokken az 5-25-100 mM-o0s EDTA iranyaban, igy

feltételezhetd, hogy ezek a moso folyadékok mar minden rogzitett célfehérjét elualtak.
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A leghatékonyabb feliilletmddositasnak az A2-Al6-ig adodtak a gélképek
alapjan, ha ennél kevesebb amin-csoport volt a felszinen, az mar nagyon gyenge

kapacitasu tisztitast eredményezett, azonban ekkor is tiszta célenzim frakciokat kaptunk.

3.2.4. PcPAL tisztitasa atfolyasos rendszerben

Mivel szakaszos lizemi tisztitasra az altalunk fejlesztett hordozok hatékonynak
bizonyultak, igy céljainknak megfeleléen folyamatos tizemii protokoll kidolgozasat
tiztiikk ki, hogy késébb egy aramlasos, teljesen automatizalhatdé késziilékben tudjuk
alkalmazni toltetként ezen hordozodkat.

Az atfolyasos rendszeri tesztek soran az affinitas kromatografias hordozéinkkal
70 mm-es rozsdamentes acél CatCart oszlopokat toltottiink €s megfeleld csovezési
rendszerrel egy fecskendépumpahoz csatlakoztattuk. A fecskendébdl meghatarozott
térfogataramokkal és mennyiségekben aramoltattuk at a fehérjeoldatot és eluenseket, a

késziilék elvi elrendezését a 17. abra szemlélteti.

T T [fo= > HT-Szika [(}—>

17. abra: Szilikagél-alapt fém-tartalmu HisTag affinitdskromatografias toltetek

tesztelése atfolyasos rendszerben

Az atfolyasos rendszerli tesztekhez a 250A2 lantant tartalmaz6 hordozo6jabol
toltottiink oszlopot, majd ezt vizsgaltuk. Az oszlop eldkészitéséhez eldszor desztillalt
vizzel, majd LS oldattal mostuk at az oszlopot. Itt abba a problémaba iitkdztiink, hogy a
folyadékot a fecskendOopumpa nehezen tudta atnyomni az oszlopon ¢és ezaltal
nedvesiteni a hordoz¢ feliiletét. Ez utdn kovetkezett a PCPAL fehérje felvitele az
oszlopra, azonban itt akkora ellenallas keletkezett, hogy a pumpa nem volt képes
atnyomni az oszlopon a fehérjeoldatot ¢s a pumpa megallt. Végeztiink kisérletet masik
aranyu feliiletmodositassal is, azonban azokkal sem sikeriilt a fehérje felvitele az
oszlopra.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a hordozoéink feliilete tilsdgosan hidrofob
karakterti és a vizes fehérje oldatok, vagyis teljesen hidrofil, polaris elegyek aramlasa
erdteljesen gatolt. A hidrofob karaktert elsé sorban a metil-csoportoknak tulajdonitjuk.

fgy hordozéink ebben a forméban nem alkalmasak atfolyasos rendszerben, vizes kozegii
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oldatokkal valo technologiai folyamatokra, vagyis tovabbi modositasuk, fejlesztésiik

sziikséges.

3.3. Hidrofil karakteri hordozok fejlesztése

Az eddig alkalmazott metil- és N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-csoportokkal
torténd kevert felilletmodositas nem bizonyult megfelelének aramlasos rendszerekben a
hordozok magas hidrofobicitisinak koszonhetéen, igy célunk volt egy hidrofil
karakterii hordozocsalad fejlesztése. Ezt gy szerettiik volna megvalositani, hogy
modositjuk a felilletmodositast €és tisztdn amin-csoportokat alakitunk ki a felszinen,
majd a tovabbi 1épésekben olyan mddositdé molekuldkat alkalmazunk, amik novelik a
hidrofilitast, vagyis hidrogén donorként és akceptorként is viselkedhetnek. Ezek
potencialisan hidroxi- és amin-funkcidkat tartalmaz6 molekulak lehetnek.

fgy amellett dontéttink, hogy egy rovid szénlanc amino-trimetoxi szilant
alkalmazunk és a feliileti 3-aminopropil-csoportokat biszepoxidokkal kapcsoljuk, majd
ezt olyan linker molekuldval kotjiik Ossze, amelyek legalabb két amin-csoportot
tartalmaznak. Igy az egyik amin-csoportjaval a hordozohoz kapcsolodik az epoxidon
keresztiil, mig a szabadon maradt masik aminnal képes a kelator anhidridjével reagalni.
Tovabbra is fontos tényezd volt, hogy egyszerlien kivitelezhetd és hatékony

technologiai 1épések beiktatasaval tudjuk kialakitani a hordozoinkat.

3.3.1. Kiilonb6z6 porusatméraji szilikagélek felilletmédositasa

A 3.1.1-es pontban leirtaknak megfelel6 technoldgiaval hajtottuk végre 250 és
500A porusatmérdjii szilikagélek felilletmodositsasat tisztan

3-aminopropil-trimetoxiszilan alkalmazasaval.

3.3.2. Biszepoxiddal valo kapcsolas

A hidrofil feliillet kialakitasdhoz két biszepoxid funkciot tartalmazo
glicerol-diglicidil-étert (GDE) alkalmaztunk. A GDE-b6l etanolos torzsoldatot
készitettiink, majd a szilikagélekhez pipettaztunk, a kapcsolds egy napos 60°C razatés
soran végbement ¢és egyszerli mosasi lépésekkel tisztithato volt. Olyan modositast

kaptunk, amelyek igy reaktiv, szabad epoxi funkciot tartalmaznak (18. abra).
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—OH o —OH
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18. abra: Feliiletmodositott szilikak kapcsolasa GDE-vel

3.3.3. Poliaminok kapcsolasa epoxid-tartalmi hordozékhoz

Hasonldan az el6z6 pontban leirtakhoz, a poliaminok is hozzajarulnak a hidrofil
feliilet eldallitasahoz és lehetdséget biztositanak szabad amin-csoportjukon keresztiil a
kelatorok anhidrides kapcsolasara. A két amin funkciot tartalmazd dietilén-triaminbol
(DETA) etanolos torzsoldatot pipettaztunk az epoxid-tartalmu szilikagélekhez, majd 24
oran at 60°C-on razattuk oket (19. abra).

—on 0y
~OHOH H /C o
\o Sl\/\/ VAO OH
_O’Sl‘—/\/ }\ /C
1
n 60°C, 24h
H
—OH NfNNNH2
\ H
OH OH H /C
O Sl\/\/N\/\(\ OH
N\/\N/\/NHZ
_O’Slﬁ T\(\ /C !
1 OH

19. abra: Feliiletmodositott szilikagélek kapcsolasa biszaminnal (DETA)
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3.34. Poliaminnal modositott szilikagélek kapcsolasa
EDTA-biszanhidriddel

A 3.1.2.-vel azonos elven, azonban modositott technologidval végeztiik a kelator
molekuldk hordozohoz torténd kapcsolasat. A reakciokat szintén inert koriilmények
kozott, EDTA-biszanhidrides reakciojaval végeztiik, azonban 60°C-on 48 oran keresztiil
reagaltattuk etanolos kozegben, majd a reagalatlan andhidrid gytirti felnyitasahoz 24
oran keresztiil ment a reakcié (20. abra). A moddositasok ilyen praméterckkel is

hatékonyan végbementek.

H
N\NfNNNPb
—OH H
~OH OH /\(\ /COH
\O Sl\/\/

1. EDTA-anhidrid | 2. deszt. H,O

O
absz. DMF 60°C, 24h
60°C, 48h O OH
H LN
—OH 0) H O
~OH OH NﬁY\O on OH HO N/\gH
(')},I/\/N 0 H H T
o 0" \-oH N
OH OH WJ HO

ok

20. abra: Feliiletmoddositott szilikagélek kapcsolasa kelatorral (EDTA)

3.3.5. Hidrofil karakterii hordozokhoz alkalmazott fémek

A fémek listajat kibdvitettiik a rendelkezésiinkre 4llo és potencialisan alkalmas
tobbértékli fémekre, igy Osszesen 23 kiilonb6z6 fémionnal toltottiik meg az eldallitott
250 és 500A porusméretii szilikagéleket a 3.1.3.-al azonos mddon. Olyan fémeket
valasztottunk ki, amelyek csak az I. illetve II. toxicitasi kategoriaba esnek, igy nem

karosak az €16 szervezetre, felhasznalhatok biotechnologiai rendszerekben (3. tablazat).
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3. tablazat: Vizsgalt fémionok

Fém Vegyjel Felhasznalt fémso
Lantan La LaCls
Cérium Ce CeCl;

Prazeodimium Pr PrCl,;
Neodimium Nd NdCl;
Eurépium Eu EuCl
Terbium Thb ErCl;
Diszprozium Dy DyCl;
Erbium Er ErCl;
Tulium m TuCl;
Itterbium Yb YbCl;
Ittrium Y YCl;
Magnézium Mg MgCl,
Kalcium Ca CaCl,
Stroncium Sr SrCl;
Mangan Mn MnCl,
Vas Fe FeCl,
Aluminium Al AICl;

Cirkonium Zr Zr(OAc),(OH),

Kobalt Co CoCl,
Nikkel Ni NiCl,
Krom Cr CrCl;
Réz Cu CuCl,
Cink Zn ZnCl,

[11és Emese

Szamos fém sdja szinesen oldodik, mint példaul a nikkel-klorid oldata zold

szinli, EDTA-komplexe pedig kék szinil. A rogzités soran a fémmel valo feltoltésnek

igy szabad szemmel is lathaté valtozasa torténik, hiszen az eddigi fehér szilikagél

szemcsék elszinez6dnek fémektol fliggden (21. abra).

21. abra: Hidrofil tolteti hordozok (balrdl jobbra: fémtoltés elétti, kobalttal illetve
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22. abra: Hidrofil hordozok toltése fémekkel

3. 4. Uj tipusu hidrofil hordozékkal megvalositott atfolyasos
rendszeri fehérjetisztitasok

Szakaszos lizemil teszteket nem végeztiink az 0j hordozokkal, hiszen végsd
célunk egy folyamatos 4aramlasos, teljesen automatizalhatd rendszerben vald
alkalmazas. Igy a 250A porusméretii, modositott technolégiaval eléallitott szilikagélt a
kivélasztott fémionok koziil dsszesen kilenccel (nikkel, mangan, cirkonium, lantan,
ittrium, neodimium, prazeodimium, cérium, erbium) vizsgéaltuk human HsdUTPaz és
PcPAL HisTag fehérjék atfolyasos rendszerti tisztitasara.

A kisérletekhez 30 mm hosszusagi teflon oszlopokat és zard elemeket

hasznaltunk, amelyeket vakuumban t6ltottiink meg a hordozokkal (23. abra).
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23. abra: A teflon oszlopok, zard elemek és a vakuum toltése
Az atfolyasos rendszeri teszteknél a korabbi szakaszos rendszerben alkalmazott

eluenseket hasznaltuk némi modositassal az aramlasos rendszerek kivanalmainak

megfelelden (4. tablazat).

34



2014 TDK dolgozat I11és Emese

4. tablazat: Az atfolyasos rendszerii tesztekhez hasznalt mosofolyadékok és eluensek

Mosé Hasznalt
folyadékok és L ars . Térfogataram . .
Mosas célja Eluens tipusa mennyiség
eluensek [ml/n]
j [mi]
sorrendje
1. . dH,O
toltet elokezelése 20 5
2. LS puffer
3. fehérje felvitele Fehérjeoldat 10 5
4. LS puffer
5. HS puffer
6. LS puffer
7. fehérjék elucidja 5mM EDTA 20 5
8. 25 mM EDTA
9. 100 mM EDTA
10. 200 MM EDTA
11. toltet LS puffer 20 5
12 utdkezelése dH,0

5. tablazat: A HsdUTPaz enzimmel végzett atfolydsos rendszerii tesztek eredményei
250A-6s hordozokkal (megjegyzés: a sziirke hatterli cellak tiszta fehérje frakciokat, a
T -ok szama a gélképek alapjan becsiilt relativ mennyiségeket jeldlnek)

, 5mM 25mM 100 mM 200 mM
Ates6 LS HS LS
EDTA EDTA EDTA EDTA

Ni 30mm + +++

Mn 30mm  +++  ++ ++ + +

Zr 30mm - St

Ce 30mm  +++ + ++ + + +

Er 30mm ++ + + ++ +

Pr 30mm ++ ++ + + + +

Y 30mm ++ ++ + +++ ++ +

Nd 30mm ++ ++ + + ++ +

La 30mm ++ ++ + + + +

La 70mm + + ++ ++ ++ ++ +
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A 5. tablazatban a HsdUTP4z enzimmel 250A porusméretli hordozon rogzitett
kiillonbozd fémekkel elért eredményeinket foglaltam Gssze. Altalanossagban
megfigyelhetd, hogy az els6 LS mosds sordn vegyesen, az atesd fehérjeelegyhez
hasonld 0Osszetételii fehérje frakciok elualhatok. Az ezt koveté HS mosas soran a
legtobb fémnél (kivéve nikkel és cirkonium) mar tiszta célfehérje elegyek moshatok le,
mig a masodik LS moséas egyik fém esetén sem eludlt semmit. A nikkellel toltott
hordozoval nem sikertilt tiszta HisTag fehérje frakciot szepardlnunk, a kotodés gyenge
volt, igy mar az els6 LS mosas sordn vegyesen deszorbedlodtak a fehérjék. A cirkonium
esetén pedig egy olyan érdekes jelenséget tapasztaltunk, hogy mar az elsé LS pufferes
mosas tisztan hozott le nagy koncentracioban célfehérjét. Azt feltételezziik, hogy a
cirkonium hatasara nagyon szelektiven kotddnek a HisTag fehérjék a hordozoéhoz, igy
ezek hatdsara erdsen hattérbe szorul a pusztan adszorpcioval rogziild fehérjék aranya
(24. abra). A kotddés viszont nem erds, hiszen mar egy kis ionerésségiit HEPES puffer
(LS) lemossa dket a hordozorol.

A cérium, mangan, erbium, prazeodimium, ittrium, neodimium és lantdn fémek
hasonloan viselkedtek a kisérletek soran. Az 5-25-100 mM-o0s EDTA oldatok hatasara
tiszta HisTag frakciok elualodtak, kivéve az ittrium és erbium, ahol a legkisebb

A lantannal t61tott hordozobdl 30 és 70 mm-es teflon oszlopot is toltottiink és
vizsgaltunk. A hosszabb oszlop nagyobb toltétdmege révén nagyobb mennyiségil
fehérjét is megkotott, igy még a 200 mM-os EDTA oldat is mosott le tiszta célfehérjét.
Mivel latszik az is, hogy mar az 5-25-100 mM-os EDTA oldatok is tudtak eludlni a
HsdUTPaz nagy részét, igy kovetkeztetésként az vonhatd le, hogy a mosofolyadék
mennyiségének, illetve térfogataramanak is nagy jelentésége van az elucid soran az

EDTA oldatok koncentracidja mellett.
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SmM 25 mM 100 mM 200 mM

i o B B R M 5 70N 711> 477 W51

~250 —-

-
S
T

~10

24. 4bra: A cirkéniummal t51tétt 250A-6s hidrofil szilikagéllel tisztitott HsdUTP4z

gélképe

A PcPAL enzim 4tfolyasos rendszerti tisztitasat teljesen azonos modon végeztiik
a HsdUTPazhoz hasonléan, azonban a hidrofil karakteri 250A poérusméretii
hordozénkon egyik fémmel sem tudtuk megkdtni, illetve elvalasztani a tobbi HisTag
nélkiili fehérjétdl. Minden fém esetén mar az elsé LS puffer lemosta a hordozordl az
Osszes fehérjét, igy a tovabbi mosofrakciok gélképein nem lattunk fehérjét (példa a
25. dbra). Egyediil a 70 mm-es oszlopon, a lantannal t61tott hordozén tapasztaltunk
halvany fehérje foltot (26. abra).

Igy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a méretében sokkal kisebb fehérje, a
négy, egyenként nagyjabol 20 kDa-os monomer egységbdl felépiilé HsdUTPaz sokkal
kisebb diffuzids gatat kell lekiizdjon, mint a hdrom 80 kDa-os egységbdl felépiild
PCPAL enzim a szilikagél pérusaiban. fgy azonos idé alatt (eluens mennyiség és
térfogataram altal szabalyozva) ugyanazon a hordozdkon a kisebb enzim kdnnyebben
tud affinitassal megkotddni, mint a nagyobb méretli fehérje. Erre megoldas lehet a
nagyobb porusméretli szilikagélek, illetve a Kisebb térfogataramok alkalmazasa,

amelyek terveink kozott szerepelnek.
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- 5mM 25 mM 100 mM 200 mM
Létm Atesf &Y B 8 shvaspys zpm, DA

~250
~130
~100
~70

~35

~25

~15
~10

25. 4bra: A neodimiummal t51tott 250A-6s hidrofil szilikagéllel tisztitott PCPAL
gélképe
Ta Kiesh LS HS LS SmM 25 mM 100 mM 200 mM

EDTA EDTA EDTA EDTA
~250

~130
~100
~70
~55

~35

~25

~15
~10

dbra: A lantannal t51tétt (70 mm-es oszlop) 250A-6s hidrofil szilikagéllel tisztitott
PcPAL gélképe
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok

A felhasznalt vegyszerek és oldoszerek a Sigma-Aldrich, a Fluka, a Merck, az
Alfa Aesar, a Reanal, és a Molar Chemicals termékei. A fehérjeanalizis soran
alkalmazott egyéb vegyszerek a Biorad és a Thermo Scientific termékei. A tesztekhez
sziikséges fehérjék fementacioit a Fermentia Kft.-vel kozosen végeztiik.

Munkam soran felhasznalt anyagok: Davisil LC250A, LC500A és LC1000A
40-63 micron (Grace 10000193273) szilikagélek, N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-TMS
(AEAP-TMS), 3-Aminopropil-TMS (AP-TMS), Metil-TMS (Me-TMS), NH,OH
(25%), EDTA, DIEA (5 n/n %), GDE, DETA, vizmentes DMF, HEPES, imidazol,

vizmentes etanol, Patolsolv, hexan.

4.2. A feliilletmodositas és fehérjetisztitas soran alkalmazott
oldatok, pufferek, gélek elkészitése

4.2.1. Fémmel toltott hordozok mosasahoz sziikséges oldatok

e HEPES: desztillalt vizbe (150 ml) feloldottam a HEPES-t (0, 715 g), majd az
oldat pH-jat szilard natrium-hidroxid segitségével 7,5-re allitottam.
e Imidazol: desztillalt vizbe (80 ml) deloldottam az imidazolt (2,723 g), majd az

oldat pH-jat cc. sosavval 7,5-re allitottam.

4.2.2. Puffer oldatok

o 0,5 M trisz-puffer (tomérité puffer): Trisz bazist (6,0 g; 50 mmol) feloldottam
desztillalt vizben (60 ml), cc. sésavval 6,8-as pH-ra allitottam majd desztillalt
vizzel 100 ml-re egészitettem ki.

o 15 M trisz-puffer (elvilaszto puffer): Trisz bazist (27,23 g; 225 mmol)
feloldottam desztillalt vizben (100 ml), cc. sosavval 8,8-as pH-ra allitottam majd
desztillalt vizzel 150 ml-re egészitettem ki.

e Futtato puffer: Trisz bazist (30,3 g; 250 mmol), glicint (144 g; 1,92 mol) és
natrium-dodecil-szulfatot (10 g; 34,68 mmol) feloldottam desztillalt vizben
(1000 ml). Az igy kapott tomény futtatd puffer 100 ml-ét higitottam 1000 ml-re,

¢s ezt az oldatot alkalmaztam futtato eluensnek a gélelektroforézis soran.
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4.2.3. Gélkészitéshez sziikséges oldatok

e 10%-0s SDS oldat: Natrium-dodecil-szulfatot (10 g; 34,68 mmol) feloldottam
desztillalt vizben (90 ml), majd feloldas utan 100 ml-re higitottam.

e APS oldat: Ammoénium-perszulfatot (60 mg; 0,26 mmol) feloldottam desztillalt
vizben (600 pl). Az oldatot minden gélontés alkalmaval frissen készitettem el.

o 10% gél (8 lapra): Centrifugacsébe bemértem desztillalt vizet (19,6 ml), elvalaszto
puffert (10 ml), akrilamidot (10 ml) és 10%-o0s SDS oldatot (400 ul). Kozvetleniil a
gélontés elott hozzaadtam az APS oldatot (400 ul) és a TMEDA-t (40 ul; 0,031 g;
0,27 mmol). Az oldatot Vortex segitségével homogenizaltam, és fecskenddvel az
ontoformakban fecskendeztem a gélt.

o 4% gél (4 lapra): Centrifugacsébe bemértem desztillalt vizet (6,425 ml), tomoritd
puffert (2,5 ml), akrilamidot (975 pl) és 10%-o0s SDS oldatot (100 pl). Kozvetleniil a
gélontés elott hozzaadtam az APS oldatot (100 pl) és a TMEDA-t (20 ul; 0,015 g;
0,13 mmol). Az oldatot Vortex segitségével homogenizaltam, és fecskenddvel a mar

megkotott 10%-os gélre fecskendeztem a gélt.

4.2.4. Low Salt és Hight Salt pufferek

e LS puffer: desztillalt vizbe (500 ml) feloldottam kalium-kloridot (1,118 g;
15 mmol) és HEPES-t (5,960 g; 25 mmol), majd az oldat pH-jat szilard natrium-
hidroxid segitségével 7,5-re allitottam.

e HS puffer: desztillalt vizbe (100 ml) feloldottam kalium-kloridot (2,237 g;
30 mmol) és HEPES-t (1,192 g; 5 mmol), majd az oldat pH-jat szilard natrium-

hidroxid segitségével 7,5-re allitottam.

4.2.5. EDTA elucios oldatok

e 5 mM: LS oldatban (100 ml) bemértem az etilén-diamin-tetraecetsav-dinatriumsojat
(0,186 g; 0,5 mmol), majd miutan feloldodott szilard natrium-hidroxid adagolasaval
8,0-as pH-ra allitottam.

e 25 mM: LS oldatban (100 ml) bemértem az -etilén-diamin-tetraecetsav-
dinatriumsoéjat (0,931 g; 2,5 mmol), majd miutan feloldodott szilard natrium-
hidroxid adagolasaval 8,0-as pH-ra allitottam.

e 100 mM: LS oldatban (100 ml) bemértem az etilén-diamin-tetraecetsav-
dinatriumsodjat (3,722 g; 10 mmol), majd miutan feloldodott szilard natrium-

hidroxid adagolaséaval 8,0-as pH-ra allitottam.
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e 200 mM: LS oldatban (100 ml) bemértem az etilén-diamin-tetraecetsav
dinatriumsojat (7,445 g; 20 mmol), majd miutan feloldodott szilard natrium-

hidroxid adagolasaval 8,0-as pH-ra allitottam.

4.3. Analitikai modszerek

4.3.1. Tisztitas, gélelektroforézis

A fehérjetisztitas soran a hordozot (50 mg) eldszor a fehérje oldattal razattuk. A

cyey

SN

EDTA-oldatokkal, gradiens elicio alkalmazéasival tavolitottuk el. Az alkalmazott
fehérjeoldatbol és a lemosd pufferekb6l vett mintak segitségével, valamint a

% modszerével ellendrizni tudtuk a fehérjetisztitss hatékonysagat,

gélelektroforézis
illetve a mintak fehérjedsszetételét. A gélelektroforézis alapja, hogy az elektromos
toltéssel rendelkez6 fehérje elektromos térben azon elektrod iranyaba mozdul el,
amelynek toltése ellentétes a sajat toltésével. Az elektromos térerdsség gyorsitja, a
mozgassal szemben fellépd kozegellendllas pedig lassitja a molekulat. A két erd
egyenl6vé valasaval a molekula allandé sebességgel halad tovabb. Az elébbi hatasokbol
az kovetkezik, hogy a fehérjék a gélelektroforézis soran méret és toltés szerint valnanak
szét. E zavaro kettdsség kikiiszoboléséhez és csak a méret szerinti szétvalas eléréséhez a
toltés hatasat el kell nyomni. Ehhez megfeleld mintaelOkészités és maszkirozas
sziikséges.

Elsé 1épés a fehérje denaturadlasa a diszulfidhidak kémiai felbontasaval. A
maszkirozds SDS-tal torténik, amely a fehérje pozitiv toltésli csoportjaival ionpart
képez, s learnyékolja azokat, alkillancaval pedig mésodlagos kotéseket alakit ki a
fehérje feliiletén. A szabadon maradd negativ toltéseknek koszonhetéen minden fehérje
anionos jellegiivé valik. A fehérjék haladasanak kovetése érdekében valamilyen szines,
kis molekuldju vegyiiletre van sziikség, 4altaldban brom-timolkék, amelyet a
fehérjemintdhoz adva, az végig a fehérjék elott halad a futtatds soran. A fehérjét 5
percen keresztiil 95°C-on kell 6sszef6zni a mintaeldkészitéshez sziikséges anyagokkal.
Ez alatt az id6 alatt megtorténik a denaturacid és a pozitiv toltések learnyékolasa is.

A mintafelvitel a kdvetkezéképpen megy végbe: a fehérjeoldatokbdl a géllapok
mintatartd zsebeibe vissziik fel a mintat. A zsebeknél, valamint a gél fels6 szakaszan
alkalmazhatunk kisebb strtiségli gélt is, amelynek célja, hogy a nagy mintatérfogatban
1évo fehérjék Osszetomorodjenek €s az eldhivas utan jol elvald csikokat kapjunk. Az
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eléhivas soran az SDS oldatot alaposan ki kell mosni a gél lapokbdl. Ezt kdvetden a
géllapokat a megfeleld elohivo festék oldataban aztatva, a megfestddott fehérjék vékony
csikok formajaban jelennek meg a gélen. Az eldhivott gélképek alapjan megallapithato,
hogy mindegyik hordozé esetén a célfehérje komplexalodott a rogzitett fém ionokhoz,

majd az EDTA-s elticio soran lemosoddott a hordozorol.

fehérjeminta felvitele

futtato kad

27. abra: Gélelektroforézishez sziikséges berendezés részei, mikodése

4.3.2. Sejtfeltaras

Sejtfeltaras soran 500 ml lizis pufferben (150 mM NaCl; 50 mM Tris pH=8,0;
0,5 mM EDTA) felszuszpendaltunk ~21 g WPCL sejttomeget (130508 WPCL 1.; 5,31
+ 4,92 + 550 + 5,30 = 21,03 g), hozzaadtunk 10 db proteaz inhibitor tablettat (Roche
complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, 11836145001), majd nagynyomasu
homogenizatorban két korben ~1000 bar nyomason feltartuk (Elsé 1épés: p=920-980
bar; T=3,5-32°C. Masodik 1épés: p=920-960 bar; T=3,0-32°C). Ezutan ~150 ml lizis
pufferrel oblitettiik a késziiléket. A homogenizalt sejtszuszpenziot (~650 ml) 1 6ran at
centrifugaltuk (4200 rpm) 4°C-on, de nem valtak szét a fazisok. A képzddott (~10 mg)
sejttormelékbdl képzett pelletbél mintat vettiink. A szuszpenziét HPLC szlir6kon

(Millipore Millex-GS; 0,22 um; 33 mm) szirtiik at.
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4.4. Kelatormolekula (EDTA-biszanhidrid) eloallitasa

Az EDTA-biszanhidrid eldallitdsa sordn inert koriilmények mellett dolgoztunk.
A polikarbonsavat egy 500 ml-es négynyaka gomblombika bemértiik (EDTA: 100 g;
0,34 mol), majd hozzaadtuk a piridint (170 ml). A szuszpenzidt 65°C-ra melegitettiik és
1 oran at kevertettiik. Ezt kovetden csepegtetd tolcsérbdl adagoltuk hozza az
ecetsav-anhidridet (130 ml; 1,34 mol), majd az elegyet 16 oran keresztiil, 65°C-on
kevertettiik. Az anyagot szobahdmérsékletre hiitottiik és iivegsziiron (G3) sziirtiik inert
koriilmények kozott. A terméket ecetsav-anhidriddel (2*100 ml) és dietil-éterrel

(3*100 ml) mostuk, majd vakuum alatt szaritottuk exszikkatorban (P,Os szaritoszer).

EDTA-anhidrid: 90 g (97%) fehér kristaly, IH NMR (DMSO-dg): 2,67 (s, 4H, CHy),
3,72 (s, 8H, CH,).

4.5. Kevert felilletmodositasu hordozok fejlesztése
4.5.1. Kiilonb6zo pérusatméroji szilikagélek feliilletmodositasa metil-
és N-(2-aminoetil)-3-aminopropil-csoportok kiilonb6z6 aranyaval

A feliiletmodositast 50 ml-es talp nélkiili centrifugacsovekben végeztiik. E16szor
bemértiik a szilikagélt (4,0-4,0 g), majd Patosolvban szuszpendaltattuk (40 ml) és
hozzaadtunk NH4OH oldatot (640 pl). Razogépen (Heidolph Vibramax 100)
szobahOmérsékleten razattuk olyan fordulaton, hogy a centrifugacsdvek tartalma ne
iilepedjen vissza (kb. 500 rpm). 1 oOra razatds utan a mintakhoz adtuk megteleld
aranyban a szilan-szarmazékokat (200-200 pl), majd még 23 orat razattuk, majd a
mintdkhoz hozzaadtunk a megfeleld szilan-szarmazékbol (600-600 pl). Tovéabbi 48 ora
rdzatds utan a mintakat kivettiik a razoégépbdl, majd mostuk oket. A razogépbdl kivett
centrifugacsoveket lecentrifugaltuk (Hermle Z400K, 3500 rpm, 0°C, 20 min), a
feliiluszot ledekantaltuk, majd a maradékot felszuszpendaltattuk Patosolvban (45 mi-re
a centrifugacsé jelzése szerint). Ujabb centrifugalas utan (3500 rpm, 0°C, 20 min) ismét
ledekantaltuk a feliilaszot, a maradékot Gjra szuszpendaltattuk Patosolvban (45 ml-re a
centrifugacso jelzése szerint), majd lesziirtiik (G4). A mintakat szobalevegon legalabb 3

napig szaritottuk (naponta atkevertiik) és argon alatt taroltuk.
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4.5.2. Feliiletmddositott szilikagélek kapcsolasa EDTA-anhidriddel

A reakci6 soran inert koriilmények kozott dolgoztunk. Elsd 1épésben a reakcio
megkezdése elott kihevitettiik a késziiléket és folyamatosan argon gazt aramoltattunk at
rajta. Haromnyakt lombikba bemértiik 600 mg EDTA-anhidridet, a 2 g szilikagélt
(kiilonboz6 aranyban feliiletmodositott, tiszta amin, A0-A12, dsszesen 12 db), majd a
1,5 ml DIEA-oldatot és végiil a 11 ml vizmentes DMF-et. A reakcio elegyet 80°C-ra
felmelegitettiilk €s 1 o6ran keresztiil kevertettiikk. Ez utdn Hamilton-fecskenddvel egy
ekvivalens desztillalt vizet (40 pl) adtunk az elegyhez és tovabbi 3 orat kevertettiik
80°C-on. SzobahOmérsékletre hiités utan az elegyeket iivegsziiron (G4) sziirtiik, majd
mostuk DMF-el (3*10 ml), vizzel (2*5 ml), NaHCOs-al (2*10 ml), vizzel (2*10 ml),
EtOH-al (2*10 ml) és végiil hexdnnal (1*10 ml). A reakciot argon atmoszféra alatt

hajtottuk végre. A mintakat 1 napig levegén szaritottuk, s argon alatt taroltuk.

4.5.3. Feliilletmodositott-ED T A-kapcsolt szilikagélek feltoltése fémekkel

A kutatomunka kovetkezd 1épésében a szilikagél-alapt kelald agenssel kapcsolt
hordozo6t (0,500 g) felszuszpendaltuk a lantan, nikkel, kobalt, eurépium, terbium fémso
desztillalt vizes oldataban (8,0 ml; 100 mM). 5 perc szobahémérsékleten vald razatas
(Heidolph Vibramax 100, 350 rpm) utan az elegyet leszlrtik (G4 livegszliré), majd a
visszamaradt szilikagél-alapi hordozot szlirdn felszuszpendalassal a kovetkezd
oldozerekkel mostuk:

e HEPES-puffer (1*8,0 ml; 20 mM; pH=7,5),
o desztillalt viz (1*10 ml),
e imidazol oldat (1*4,5 ml; 500 mM; pH=7,5),
e desztillalt viz (1*10 ml),
e vizmentes etanol (1*10 ml).
Az  elkészitett  fémtartalmti  szilikagél-alapti  affinitds  anyagot  szarazon,

szobahOmérsékleten, argon alatt taroltuk.
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4.6. Hidrofil karakteri hordozok fejlesztése

4.6.1. Kiilonb6zo6 porusatmérdji szilikagélek felilletmédositasa
A kisérletet a 4.5.1.-ben leirt recept alapjan hajtottuk végre 250A és 500A
porusméretli szilikagél hordozokon, 3-aminopropil-trimetoxiszilan modositdé agens

alkalmazasaval. Igy tiszta aminnal médositott szilikagéleket kaptunk.

4.6.2. Biszepoxiddal valo kapcsolas

A 4.6.1.-ben végzett tiszta aminnal modositott szilikagélekhez pippettaztunk a
GDE-bo6l késziilt torzsoldatbol (1000 mg hordozéhoz: 15 ml etanol, 175 mg GDE
aranyban) 15 ml-eket 20 ml-es pattintos kupakkal ellatott iivegekben. A szuszpenziokat
24 6ran at 60°C-on razattuk (Heidolph Vibramax, 350 min™). 24 6ra utan a mintakat
tivegsziiron (G4) szlrtik, majd Patosolvval (2*5 ml) és hexannal (1*5 ml)
felszuszpendaltuk és ujra szlrtiik. A mintdkat 2 ordn keresztiil levegdén szaritottuk, s

argon alatt taroltuk.

4.6.3. Poliaminok

A 4.6.2.-es pontban leirt recept alapjan végeztiik el a poliaminok kapcsolasat. A
kisérletet 20 ml-es pattintés kupakkal ellatott tivegekben végeztik. A DETA-
torzsoldatbol (1000 mg hordozohoz: 15 ml etanol, 200 pul DETA aranyban) 15 ml-eket
az eldre kimért tiszta aminnal modositott szilikagél hordozohoz mértiink, majd 24 6ran
at 60°C-on razattuk (Heidolph Vibramax, 350 min'l), ezt kovetden a mintakat lesziirtiik.
24 ora utan Patosolvval (2*5 ml), illetve hexannal (1*5 ml) mostuk, Gjrasziirtiik. A

mintdkat 2 orat szaritottuk levegdn, s argon alatt taroltuk.

4.6.4. EDTA-val valé kapcsolas

A kelalo agenssel torténd kapcsolast a 4.5.2.-es pontban leirt recept alapjan

hajtottuk végre.

4.6.5. Fémfeltoltés
A szilikagél-alapu kelalé agenssel kapcsolt hordozot (0,500 g) a 4.5.3.-as

pontban részletezett modszerrel és fémekkel toltottik fel.
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4.7. Fehérjetisztitas

4.7.1. Rekombinans HSdUTPaz szakaszos tizemiu tisztitasa

A szakaszos lizemu tisztitds sordn a szilard hordozokat (50 mg) Eppendorf
csovekbe mértiik, hozzdmértiik a fehérjeoldatot (1 ml), majd 15 percen keresztiil
razattuk (200 min™), Eppendorf centrifugdban lecentrifugaltuk (14800 min™), majd
mintat (200 pl) vettliink a feliiluszobol és ledntottiik azt. A hordozokat a kovetkezd
oldatok, pufferek 1-1 ml-ében razattuk: LS puffer, HS puffer, LS puffer, 5 mM EDTA-
oldat, 25 mM EDTA-oldat, 100 mM EDTA-oldat, 200 mM EDTA-oldat. Mindenegyes
frakcid kozott centrifugalast végeztiink és mintat vettiink. Minden fehérje frakciot, a
kiindulasi oldatot, az ates6 frakciét és minden elaciés oldatot SDS-PAGE

gélelektroforézissel vizsgaltunk.

4.7.2. PCPAL szakaszos lizemii tisztitasa

A PcPAL szakaszos lizeml tisztitasat a 4.6.1-ben leirt recept alapjan végeztiik

el.

4.7.3. PCPAL tisztitasa atfolyasos rendszerben

Az atfolyasos rendszerli tesztek soran a 250A2 modositasu lantant tartalmazé
hordozobol (hordozo t6ltdé tomege ~300 mg) 70 mm-es rozsdamentes acél CatCart
oszlopokat, vakuumban toltottiink ¢és megfeleld csovezési rendszerrel egy
fecskendOpumpahoz csatlakoztattuk. A fecskenddbdl a fehérjeoldatot 10ml/ora, az
eluenseket 20ml/éra térfogatarammal aramoltattuk at. Az oszlop el6készitéséhez eldszor
desztillalt vizzel (1*5 ml), majd LS puffer (1*5 ml) mostuk 4t az oszlopot. Ez utan
koncentraciora allitottunk foszfat pufferrel a feltart fehérjeoldatbol higitva. Az oszlopra
torténd felvitel sordn a pumpak megakadtak és nem tudtak tovabb szallitani, igy a

kisérletet félbeszakitottuk.

4.7.4. Hidrofil hordozokkal végzett atfolyasos rendszerii HsdUTPaz és
PCcPAL tisztitasok

Az atfolyasos rendszerii tesztek soran a 250A porusméretii hidrofil karakterii
hordozok nikkel, mangan, cirkonium, lantdn, ittrium, neodimium, prazeodimium,
cérium, erbium fémtartalmt valtozataibol vakuumban 30 mme-es teflon oszlopokat

(lantan tartalmubdl referenciaként 70 mm-es oszlopot is) toltottiink és teflon sziirtivel és
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zaroelemmel zartuk le. Megfeleld csovezési rendszerrel egy fecskendépumpahoz
csatlakoztattuk. A fecskendébdl 10 ml/ora térfogatarammal a fehérjeoldatot, 20 ml/ora
térfogatirammal az ecluenseket és mosé folyadékokat aramoltattuk at. Az oszlop
elokészitéséhez eldszor desztillalt vizzel (1*5 ml), majd LS puffer (1*5 ml) mostuk at
egységesen 4 mg/ml Gsszefehérje koncentraciora allitottunk foszfat pufferrel a feltart
fehérjeoldatbol higitva. A kdvetkezd eluensekkel mostuk sorban LS puffer (1*5 ml), HS
puffer (1*5 ml), LS puffer (1*5 ml), 5 mM EDTA-oldat LS pufferben (1*5 ml), 25 mM
EDTA-oldat LS pufferben (1*5 ml), 100 mM EDTA-oldat LS pufferben (1*5 ml),
végiil 200 mM EDTA-oldat LS pufferben (1*5 ml). Utokezelésként LS pufferrel (1*5
ml), majd desztillat vizzel (1*5 ml) mostuk. A HsdUTPaz és PCPAL fehérjék tisztitasait

kiilon oszolopokon végeztiik, a hordozok viszont ugyanazon sarzsban késziiltek.
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5. Osszefoglalas

A biotechnoldgiai uton eléallitott fehérjék, egész sejtek, hormonok, antitestek €s
egyéb termékek eldallitasa, vagyis az upstream miveletek utin még tovabbi
downstream miuveleti 1épések soran keriilnek olyan végleges forméaba, amelyben a
végsO felhasznalasra alkalmasak lesznek. A downstream miveleti 1épések az ilyen
technologiai folyamatokban legaldbb olyan fontosak, mint a termék eldallitdsdhoz
kapcsolodo 1épések, vagyis az upstream. Megfeleld szeparacios, tisztitasi, feldolgozasi
¢és kiszerelési eljarasok nélkiil ezek a biologiai uton eldallitott termékek nem lennének
hatékonyan felhasznalhatok.

TDK munkam soran egy olyan kutatasi projektbe kapcsolodhattam be, amelynek
soran egy ilyen downstream miivelet, ahol fehérjék egymastol torténd elvalasztasanak,
szilard hordozok fejlesztését akarjuk megvaldsitani, amelyek megoldast jelenthetnek a
kereskedelmi forgalomban kaphatd készitmények hianyossagaira (szaraz formaban
inaktivak, mechanikai stabilitasuk gyenge, toxikus fémeket tartalmaznak), eldallitasi
technologidjuk egyszerti és alkalmazasukkal a fehérjék tisztitasa atfolyasos rendszerben
léptéknovelhetd, igy kivitelezhetd nagyméretli ipari fermentacios fehérjeelegyek
tisztitdsa. Munkdm soran szilikagél alapu rogzitett fémionos affinitds kromatografiai
(immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC) segédanyagok fejlesztésével
akartuk ezt megvaldsitani.

Munkdm soran kiilénbozé porusméretii szilikagéleket (250, 500, 1000A)
hasznaltam. A pordzus anyagok egyik fontos fizikai paramétere ez a tulajdonsag, hiszen
nagy mértékben meghatarozza ezen hordozdk fajlagos feliiletét, azonban egy bizonyos
méret alatt mar nagy diffuzios gat 1éphet fel, amely a makromolekulas fehérjék szamara
akadalyt jelent, igy az elérhetd szabad feliilet csokken. A hordozofejlesztés elsd
1épéseként aktiv, amin-funkciot tartalmazd €s inert, amin-funkciét nem tartalmazo
alkoxi-szilanokkal kiilonb6z6 aranyban modositottuk a szilikagél felszinét, majd az
amin-csoporton (aktiv) keresztiil reagaltattuk az etilén-diamino-tetraecetsav, ismert
nevén EDTA biszanhidrijével inert koriilmények kozott. Igy egy fémionok
komplexalasra alkalmas, mechanikailag stabil hordoz6t kaptunk. Ezeket a hordozdkat a
kereskedelemben is kaphatdé IMAC készitményekben széles korben alkalmazott
fémekkel, nikkellel és kobalttal, illetve lantan, europium és terbium ritkafoldfém sokkal

toltottiilk meg. Munkdnk sordan meg akartuk vizsgalni, hogy a bizonyitottan toxikus
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nikkelt mas, nem mérgezo €és gazdasagos aron beszerezhetd atmeneti fémmel vagy ritka
fémmel helyettesitsiik. Elvégeztik HsdUTPaz és Petroselinum crispum fenilalanin
ammonia-lidz (PCPAL) rekombinansan termelt enzimek szakaszos lizemi tisztitasat.
Leghatékonyabb és legnagyobb kapacitasu fémionnak a lantdn bizonyult. Megkiséreltiik
folyamatos aramléasos rendszerben is ezen hordozdink vizsgalatat fehérjék tisztitasara,
azonban mar a toltetek el6kezelése soran tapasztaltuk, hogy nagy ellenallasa van az
oszlopnak ¢és a fehérje oldat atdramoltatdsakor a pumpak nem tudtak szallitani. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a hordozoink feliilete erdsen hidrofob, ezért alakul ki
nagy ellenallas vizes oldatok ataramoltatasakor. A hidrofobicitas egyik f6 oka a metil-
csoportok jelenléte, amit hordozo feliiletmddsitasanak elsé 1épéseben alakitottunk ki.
Mivel célunk egy atfolydsos rendszerli, automatizalhaté rendszer felépitése ilyen
hordozokra alapozva, igy 0j eljaras kidolgozasat tiiztiik ki.

A modositott hordozd fejlesztésben elsé 1épésben mar tisztan amin-csoportok
kialakitasat végeztiik el a hidrofobicitast ndveld inert metil-csoportok nélkiil. Tovabbi
hidrofilitast noveld segédmolekuldk almalmazéasat épitettiik be. Olyan bifunkcios
molekuldkat szerettiink volna beépiteni, amelyek egyik funkcidjukkal a hordozo
feliilet¢hez kapcsolddnak, masik funkcidjukon linedrisan tovabbépithetd a hordozod.
Ezért masodik 1épésben biszepoxiddal, glicerol-diglicidil-éterrel (GDE) reagaltattuk a
feliileti amin-csoportokat, igy a biszepoxidok egyik epoxi-csoportja a feliileten
szabadon maradt és tovabbépitheté a hordoz6. Harmadik 1épésben kétértékii aminnal,
dietilén-triaminnal (DETA) reagaltattuk a feliileti epoxi-funkciét. A masodik és
harmadik 1épés utan, a felnyilé epoxi-gytiriik hatasara hidroxil-csoportok alakulnak ki a
lancon és a szénlancban is tobb helyen van heteroatom, oxigén vagy nitrogén. Negyedik
Iépésben szintén inert korilmények kozott kapesoltuk hozza az EDTA-biszanhidridet,
azonban egyszerisitett és konnyebben kivitelezhetd reakcidval. Utolsd 1épésben
Osszesen 23 koliibozé fémionnal toltdttiik meg mind a 250 és mind az S500A
porusméretli hordozonkat, igy 46 affinitas kromatografias segédanyagot allitottunk eld.

Ezek koziil eddig a 250A porusméretii, nikkel, mangan, cirkénium, lantan,
ittrium, neodimium, prazeodimium, cérium, erbium fémekkel t61t6tt hordozokat
vizsgaltuk meg humén HsdUTPaz és PCPAL atfolydsos rendszerii tisztitdsdra. Minden
egyes hordozon megfeleld dramlasi sebességgel tudtunk vizes oldatokat, puffereket és
fehérje oldatokat ataramoltatni, igy a fizikai paraméterei megfeleléek voltak a
tolteteknek. A HsdUTPaz esetén a nikkel kivételével minden fém esetén tudtunk tiszta

fehérje frakciokat eludlni a toltetekrél. A mosdsok sordn a cirkdnium esetében érdekes
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jelenséget tapasztaltunk, mert a hordozo a fehérje elegybdl szinte az Gsszes fehérjét
kikototte, azonban mar az elsé elucio (LS puffer) teljesen deszorbedlta a felszinrdl a
HsdUTPazt tiszta forméaban. Vagyis a hordoz6 szelektiven koti ki a HisTag fehérjét,
azonban kis affinitassal, mert mar egy kis ionerdsségli sooldattal elualhatd volt. A
PcPAL esetén egyik fémmel sem tudtunk tiszta célfehérje frakciot elvalasztani 30
mm-es oszlopon. A nagyobb toltd tomegli 70 mm-es lantan tolteti oszlopon volt
tapasztalhatd egyediil halvany PCPAL fehérje folt a gélképeken. Kovetkeztetésként azt
vontuk le, hogy a joval nagyobb méreti PCPAL (hdrom 80 kDa-os monomerbdl
felépiild) esetén a 250A poérusméret nem elegendii nagysagh és igy nagy diffiizios gat
1ép fel. Ezzel szemben a jelentOsen kisebb, igy joval mozgékonyabb HsdUTPaz (négy
20 kDa-os monomerbdl felépiild) enzim tisztitdisa mar ekkora porusmérettel is
megvalosithatd. Ez a jelenség felhasznalhato egyfajta méretkizarassal kombinalt IMAC
fehérjetisztitasra is.

Osszefoglalva elmondhaté, hogy sikeresen tudtuk megvaldsitani rekombinansan
termelt HisTag fehérjék folyamatos dramlasos lizemi tisztitasat tobbféle fémionnal is.
Vizsgaltuk a hordoz6 pérusméretének szerepét, tobb ponton fejlesztettiik, egyszeriibben
vizsgalatat, amelyek koziil tobb is hatékonyabbnak bizonyult, mint a széles kdrben
alkalmazott és toxikus nikkel. Tovabbiakban tervezziikk a mar eldéllitott hordozok
tesztelését, igy Kkiterjeszteni a vizsgalt fémionokat és a pdérusméret széleskorli
vizsgalatat. Célunk még a hordozok pontos kapacitdsanak meghatarozésa, az eluensek

mennyiségének és Osszetételének optimalasa.
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