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TRIPSZIN TISZTiTASA AFFINITAS KROMATOGRAFIA SEGITSEGEVEL

Az egyes biomolekulak izolalasa kulcsfontossagu a biolégiai szerepuk tisztdzasahoz. Az affinitas
kromatografia egyszerlisége, reprodukalhatésaga miatt az utobbi évtizedben széles kérben alkalmazott modszerré
valt.

Az affinitds kromatogréfia kildnleges helyet foglal el az elvalasztas technikaban, ugyanis a biomolekulak

tisztitasa kémiai szerkezetikdn alapul. Elvét az 1. és a 2. dbra foglalja 6ssze.
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2. abra Az affinitas kromatografia elve

a. az izolaland6 anyagot + ,szennyezést” tartalmazé minta felvitele az affinitaskromatografias agyazatra. b. az

izoldland6 anyag spefikusan, a ,szennyezés” aspecifikusan kétédik az agyazathoz. ¢. az aspefikusan kotott

anyag eltavolitasa ,mosassal’ d. a specifikusan kotétt anyag elucidja

A megfelel§ szeparacidhoz sziikséges (i) a biospecifikus ligand (L), melyet kovalensen a kromatografias

agyazathoz koétnek, (ii) az izolalandé anyag (1), (iii) a deszorbens anyag, mely az aspecifikusan két6dott anyag

lemoséasa utan ("szennyezés" eltavolitasa) szelektiv médon deszorbedlja az izolalandé anyagot.

Az affinitas kromatografias eljarasok soran leggyakrabban alkalmazott bioldgiai rendszereket az 1. tablazat sorolja

fel.

IZOLALANDO ANYAG LIGAND
enzimek szubsztrat analdégok, inhibitor, kofaktor
antitest antigén, seijt, virusok
nukleinsav komplementer szekvenciak, hiszton
hormon receptor, karrier fehérje
vitamin receptor, karrier fehérje

1. tablazat: Az affinitas kromatografia soran leggyakrabban hasznalt biolégiai rendszerek.
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Agyazatként leggyakrabban Sepharose gyantdkat alkalmaznak. Az &gyazathoz kovalensen koétott
ligandnak két alapvetd tulajdonsaggal kell rendelkeznie: (i) a ligandum specifikusan és reverzibilisen kdésse meg a
tisztitandé molekulat (ii) a ligandnak rendelkeznie kell olyan kémiai csoportokkal, melyek segitségével az
agyazathoz kotheté anélkul, hogy a tisztitandd anyag iranti affinitdsat elveszitené. A ligandnak a tisztitand6 anyag

iranti affinitasa idedlis 10 - 10" M esetében.

If*|L
[+Leo Il Kd:[][IL[]]
Amennyiben a K4y nagyobb, mint 10-4 M, nem végezhetd el hatékony affinitas kromatografia, 10-8 M-nal

kisebb Ky esetén tul szoros a ligand és a tisztitando anyag kozotti kélcs6nhatas. Az izolalt | komponenst az IL

komplex megbontasaval - deszorpcid - utjan nyerjik. A deszorpcidés folyamat az | molekula konformacio
valtoztatasanak (hémérséklet, pH, ionerévaltozas) révén, illetve ligand-analdg (kompetitor) vegylletet
hozzaadasaval indithato el.

A gyakorlat soran tripszin (I) affinitas kromatografias tisztitasat végezziik, széjatripszin-inhibitor-Sepharose

4B (L+agyazat) agyazaton. A deszorpcio a jelzett tisztitas soran pH-valtoztatas kdvetkezménye.

A sz¢jababbdl izolalt tripszin inhibitor (Kunitz Soybean Inhibitor, SBTIA9) kb. 22 000 D molekulatémeg(i

fehérje, tripszin-gatlo hatasa sztGchiometrikus. A tripszin-SBTIA> komplex képz6dés sebessége jelentésen né a

pH novekedés (4,5-8,0) hatasara, pH 8 érték kozelében platét mutat. A komplex disszociacios sebessége nagyon

gyors pH 2,0-nél, és a disszociacié gyorsan lecsokken pH emelés hatasara.

Sziikséges oldatok, anyagok

1. szdjatripszin-inhibitor-Sepharose 4B géllel t0lt6tt oszlop

2. 0,1 M TRIS-HCI puffer, pH 8,5

3. 0,1 M Na-formiat puffer, pH 4,5

4. 0,1 M Na-formiat puffer, pH 2,6

5. 1 mM BAPNA oldat (BAPNA = N-a-benzoil-DL-arginin-p-nitroanilid) 0,1 M TRIS-HCI 1 % dimetilszulfoxid
pH 8,5 pufferben feloldva. (A BAPNA-t elébb dimetilszulfoxidban oldjuk fel 100 mM koncentraciéban, majd
a fenti pufferrel higitjuk tovabb a jelzett koncentraciéra.)

6. nyers tripszin oldat: 1 mg/ml tripszin 10 mg/ml BSA (marha szérum albumin) oldat

7. szlkitett 1 cm-es kuvettak

8. spektrofotométer

9. stopperora
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Az affinitasgél készitése
Az oszlopokba betoltétt szodjatripszin-inhibitor-Sepharose 4B affinitasgél a kdvetkezd reakcidsor szerint (ligand
immobilizaciéja a Sepharose 4B agyazathoz) két munkafazisban - (i) gél aktivacioja bromcidnnal TEA (trietilamin)

katalizis segitségével, (ii) ligand kétése az aktivalt gyantahoz - készult.

1. Agyazat aktivitacioja:

T
OH
ot
CNBr + TEA ——> H3C-CH2_|T1*_CN —> —OCN + TEA + HBr
(|:H2 Br
CH,
2. A ligand immobilizaciéja:
R—NH,
OCN —> O—?:NH
NH—R

R = szdja tripszin-inhibitor

A gyakorlaton alkalmazott oszlopokban mar a fenti reakcidknak megfeleléen el6készitett oszlopok vannak

bekészitve.

Az affinitas kromatografia kivitelezése

1.) Az oszlop egyensulyba hozasa: az 1 ml agytérfogatu géloszlopot 6 ml 0,1 M TRIS-HCI pH 8,5 pufferrel
mossuk at. Az elfolyé oldatot f6z6poharba gyjtsuk.

2.) Mintavétel: Hagyjuk az kiegyenlit6 puffert ugy lecsdpogni, hogy a gélagyazat felsé felszine felett mar ne
legyen folyadék, de a gélagyban még igen. Ekkor 200 ul nyers tripszin oldatot csepegtessiink a gélagyazat
felszinére és kezdjik meg a frakciészedést. A tovabbiakban 1 ml-es frakciokat szedlink.

3.) Aspecifikusan kotott fehérjék elvalasztasat a kdvetkezé pufferekkel végezzik: 3 ml 0,1 M TRIS-HCI pH 8,5;
3 ml 0,1 M Na-formiat puffer pH 4,5.

4.) Elucio (deszorpcid): 3 ml 0,1 M Na-formiat pufferrel pH 2,6. A frakciok gyUjtését befejezziik.

5.) Oszlopregeneralas: 10 ml 0,1 M TRIS-HCI pH 8,5.

A tripszinaktivitas és a fehérjetartalom detektalasa
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A frakcidk fehérjetartalmanak detektdldsa: Az egyes frakcidkban a fehérjék jelenlétére a 280 nm-en desztillalt

Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémia Intézet

vizzel szemben mért fényelnyelés értékekbdl kdvetkeztetlink. A kapott extinkcidés értékeket milliméterpapiron a

frakcidszam fuggvényében abrazoljuk.

A frakciok tripszinaktivitdasanak meghatérozasa BAPNA oldattal: A frakcidkban a tripszin aktivitas jelenlétét a

tripszin BAPNA-ra gyakorolt amidolitikus hatasa segitségével detektaljuk. A szintetikus szubsztrat hasitasa soran
p-nitroanilin szabadul fel, mely a szubsztrattol eltéré fényabszorciés maximummal rendelkezik 405 nm-en.

Mérési modszer: A fotométert 405 nm-en 1 ml BAPNA oldattal szemben nullazzuk. A reakciét 100 pl tripszin

hozzaadasaval inditjuk és 5 perc mulva, leolvassuk az optikai denzitast.

A kapott eredmények értékelése:

Frakciészam puffer pH E280nm Tripszinaktivitas
1. 8,5
2. 8,5
3. 8,5
4. 4,5
5. 4,5
6. 4,5
7. 2,6
8. 2,6
9. 2,6
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