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FEHERJE ZARVANYTESTEK

Fehérje eléallitasi technoldgiak:
Az eml6s sejtekkel aktiv, nativ fehérjét lehet el6allitani,
de lassu folyamat, kis koncentracio, draga tapoldat

Baktériumokkal gyorsan, sokat és olcsén lehet termelni,
de gyakran zarvanyként jelenik meg (az viszont tiszta).

A két stratégia verseng, ugyanazt kétféle uton is elé lehet
allitani.
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FEHERJE ZARVANYTESTEK

folding —— nativ fehérje
Fehérje bioszintézis<

zarvany képzédés — IB

Ha a folding sebessége kicsi a termeléshez képest, akkor
sok fehérje megy a zarvanyokba.

A prokariétakban a folding azért lassabb, mert a citoplaz-
ma reduktiv kdzeg, nem kedvez a diszulfid hidak kialaku-
lasanak. Csak a periplazmikus tér oxidativ, ott megy is a
folding.
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Zarvanytestek (inclusion body) feldolgozasa

FEHERJE ZARVANYTESTEK

A rec fehérjéknél gyakran el6-
fordul, hogy a kifejezett fehérje
nem oldatban jelenik meg, ha-
nem szilard szemcséket, zarva-
nyokat alkot a sejteken belll.
Csak prokariétaknal fordul eld,
eukariétaknal nem.

(human: genetikai betegségek)

E. coli —

Legdmbolyitett, erésen fénytoro,
nagy slrlségl zarvanyok.
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FEHERJE ZARVANYTESTEK

A zarvanyképzédésnek vannak elényei is:
— A zarvany tiszta fehérje (>90%), alig kell tisztitani
— Védett a proteazoktol
— Nem karositja a gazdaseijtet.

Nem lehet elére megmondani, hogy melyik fehérjébdl
lesz zarvany. Nem szamit:

— Genetika (host, vektor, génkdrnyezet)

— Méret, oldhatésag, szerkezet
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FEHERJE ZARVANYTESTEK

A zarvanytestek feldolgozasanak lépései:

1.
2.
&
4.

Sejtfeltaras
Centrifugalas, tisztitas
Oldas, szolubilizalas
Folding/refolding

sejttérmelék

IB paszta

oldott, unfolded fehérje
oldott, aktiv fehérje
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1. Sejtfeltaras

Id. a 3. fejezetet

Baktériumsejtek feltarasa: lizozim + er6s mechanikai
behatasok (ultrahang, nagynyomasu homogenizator)

2. Centrifugalas, tisztitas

A zarvanytestek kompakt, nagy sirliségl részecs-
kék, centrifugalasnal jol Glepednek. A felileten visz-
nek magukkal szennyezéseket — mosassal tisztitjak

(pH=8, 0,2 M NaCl, Triton X100, EDTA, DTT, NaNj)

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudominy Tonszék

Folding

A folding (,hajtogatas”) a fehérje masodlagos és
harmadlagos szerkezetének megfeleld kialakulasat jelenti.
A szerkezetet rogzitik az intramolekularis

— diszulfid hidak

— masodlagos kolcsdnhatasok (van der Waals, ionpar)

Az intermolekularis kapcsolatok hibas szerkezetet ered-
ményeznek.
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A folding norma-
lis menetét cha-
peronok (dajkafe-
hérjék) katalizal-
jak.
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Zarvanytestek (inclusion body) feldolgozasa

Oldas, szolubilizalas

TOmor szerkezet, vizes kdzegben oldhatatlan.

Kaotrép, denaturalé oldészerek: 6 M guanidin HCI, 8 M
karbamid.

~ 5 g/l fehérje, 1 — 4 éra.

Puffer: enyhén lugos kdzeg, pH ~ 8 (tiolat anionok).
Fémionok: EDTA

Erésen reduktiv k6zeg (a diszulfid hidakat bontja):

ditiotreitol, redukalt glutation, merkapto-etanol, cisztein,
cisztamin.

Tisztitas: ha az IB pasztat j6l kimostak, alig szikséges. A
foldingnal ugyis felhigul.
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Folding

Eukariétakban a folding az endoplazmas retikulum belsejé-
ben torténik. A hibas fehérjéket a sejt proteoszomai le-
bontjak. et = rmotedsio s

Misfolded
frarsparied back inm the oytesal
by the

Correctl folded proterns are
packaged inb anspert vasicles
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In vitro folding

Prokariétakban a foldingot ER és
chaperonok nélkil kell végrehaj-
tani.

Lehetséges mellékreakciok —

Az aggregacio (masodrendl reak-
cié) megakadalyozasa érdekében
a molekulakat tavol kell tartani
egymastél — higitas

dc de 2

E:kpc E=kAc

Fgnrs 1, Fobding sndsqgrogaton ducing petsi sersumation, Coarest
lding .

e peitass 3, (1,
12
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In vitro folding In vitro folding

A fehérje koncentracié 10-50 mg/l (100 — 500x higitas) A fehérje nagyon
sokféle alakot vehet
fel. Ezek koziil csak

Triikkok: egy anativ. —
— lassan engedik be a fehérjeoldatot a folding pufferbe feltételezik, hogy ez
— tdbb ponton taplaljak be az energiaminimum.

Ha elég sokaig ,raz-
zuk”, odatalal a na-
tiv formahoz.
Kritikus: a diszulfid
hidak helyes kialaki-
tasa.

— Toébb adagban adjak hozza a pufferhez, megvarjuk,
amig az el6z6 adag jorészt atalakul
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In vitro folding In vitro folding

A lehetséges diszulfid hidak szama: A pufferben még:
i n{(ﬂ-?){? ) TN L pH puffer (pl. 0,1-0,2 M Tris), enyhén ligos (pH=7,5-8,5),
Elsére nagy valészinliséggel nem a 2 b — az —SH-k tiolat anionna alakulnak

r,'.aﬁv.. ’keletl_(ezik_ = felboqté§- Ran Kaotrépok kis koncentraciéban
Ujrakétés dinamikus egyensulyat u Arginin (0.4 — 1 M)
rginin (0,4 —

kell megteremteni — redox-puffer:

R i Detergensek (ionos, nemionos, pl. Triton-X)
1-10 mM —SH és —S-S— vegyillet, 517 1t EDTA (2 — 10 mM) kelatképz6
egymés mellett, oxidalo tl:l|SL’l|y, pl.: PMSF (,.,0‘1 mM) prote4z-gatlé
Glutation (oxidalt > redukalt) ) Esetleg chaperon-hatasu molekulak: alkil-karbamid, PEG,
Cisztein < cisztin I lauril-maltozid, CHAPS, ciklodextrinek
B-merkapto-etanol < diszulfidja I—" +4 — 20 °C, 24-48 6ra
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Egyéb folding technikak Egyéb folding technikak

; o L ) Hordoz6 feliiletén (matrix assisted folding): a fehérjéket
Gélkromatogrfia: az oszlopon a témeény kaotrép lema- egyik végiiknél fogva egy feliilethez koétk — nem
rad, a feherjék (felhigitva) elére szaladnak. Az aggregatu- talalkoznak, nincs aggregacio. Kotési lehetéségek:
mok mennek legelél (ami szétesik, az lemarad), elvalaszt- — e eneEs Szl sz — nesedlin
hatok. — hexaArg vég — anioncserélén
Egyuttal tisztit is (szennyezések elvalnak) — poliHis vég — fémkelat oszlopon
Lassan érdemes csinalni, hogy legyen idS az egyensuly Raengedik a folding puffert, lassan végbemegy a folding.
beallasara. Levalasztas a kotésnek megfelelé modon:
Ha lehet, alkalmazzunk olyan gyantat, ami elvalasztja a — sogradiens
folded, az unfolded és a misfolded alakokat — ezeket — EDTA
vissza lehet vinni, Ujra hajtogatni. — His, imidazol

Tisztit is.
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e — e e
Egyéb folding technikak In vitro folding R I
Dializis: nem higitanak, hanem dializissel fokozatosan L L. i 1T e
csokkentik a kaotrop és a redukald S-vegyiiletek koncent- A hibas kotések egy részének ki- t;@[‘j e I
racidjat — néha jo, de néha kicsapddik. alakulas? [negakadalyozhato,’ h’a v
a nem-kotd Cys helyett Ser-t épi- .
tenek be. e
Micellékban és liposzémakban: ha a fehérje molekulak el- (o

kulénilten allnak, nincs aggregacio. now

Hidroféb kromatografia: soran a fehérje sokszorosan ad- M
szorbealddik-deszorbealodik az apolaris felileten, ennek
soran "megtaldlja” a jo6 foldingot.
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Folding ellenérzése

Nehéz ligy, de lehet

» Enzimaktivitds mérés
» ELISA

» Mas bioassay

» Ligand-kotés

» HPLC

» Spektroszkopia
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