Affinitas kromatografia

. Milyen biokémiai molekulak k6zott fellépd kdlcsonhatasokat
ismer, amelyek hasznosithatdak affinitas kromatografias technika

alkalmazasakor?(min 3)
e ellenanyag-antitest
e enzim- szubsztrat
e receptor-ligand
e fémion-kelator

. Milyen affinitds cimkéket ismer?(3 példa)
e rekombinans fehérjék tisztitasara elterjedt:
“cimkét” kddold expresszids vektorok (GST, MBP, His-tag)

. Mi az az anyag, amit eltciés puffer adalékanyagaként szokas
haszndlni, ha His-tag és Ni?* ionok kozti kdlcsonhatédst szeretnénk
megsziintetni (azaz amikor az IMAC oszloprdl eludljuk a His taggel
jelolt fehérjénet)? Miért?(1 sz6+ rovid magyarazat)
e afémion (Ni?* ,Cu?*, Zn?*) kelatkotést alakit ki a hisztidinek imidazol gydirdiivel
e afehérje imidazol- tartalmu oldattal leszorithaté az oszloprél

e akotbédés feltétele, hogy az imidazol gy(riik deprotonalt allapotban legyenek,
igy fontos a pH megvaltozasa

. Milyen vegyiileteket ismer, amelyeket IMAC oszlopok toltetének

bevonataként alkalmaznak? (2)

e NTA(nitrilotriecetsav)
e IDA (iminodiecetsav)

. Milyen hullamhosszokon jellemz6 elnyelési csucs az EGFP-re és
miért? (2 szam + 2magyarazat)
280 és 495 nm-en vannak elnyelési csucsok, kettébdl becsiilhetjiik méas fehérjék (

aromads gy(ird elnyelése 280) és az EGFP aradnyat, mert csak az EGFP-nek van
elnyelési cslcsa 495-6n. (NanoDrop)

A fény elnyeléséért felel6s molekulak kromoférok, amik viszonylag kdnnyen
atbillenthet6k egy magasabb energiaju allapotba (alacsonyabb hulldmhosszu).
Gerjesztés: 488 nm

Elnyelés: 495 nm

Emmisszi6: 509 nm



6. Mi az amire kiilondsen figyelni kell az IMAC technikaval tisztitott
fehérje eluatum spektofotometrids mérésénél? Gondoljunk az 1.

gyakorlaton tanultakra a fehérje sajat elnyelésének mérésérél!
Blankolni kell az euldlé puffer nevezet( oldattal. (Az imidazol elnyelése miatt, hiszen
az imidazol is aromas gyird)

7. Milyen jellemzéi kell, hogy legyenek a nativ feltaré puffernek? (3
dolog)

e Oszlopra valo felkdtés - Kotépuffer
e Ekvilibral
e Nem kotd szennyez6dések eltavolitasa

8. Mit jelent az, hogy az oszlopokat ekvilibraljuk? Miért van erre
szikség?

e Egyensulyba hozzuk a téltetet NATIV FELTARO pufferrel (4ml)

e a sejteket nativ feltard pufferben roncsoljuk szét, ugy hogy a fehérjék nativ
konformaciéban maradjanak. A puffer pH-ja 7,4, igy a hisztidin oldallancok
kell6en deprotonaltak lesznek, mig a benne 1évé 300 mM NaCl a megfeleld
ioner6t biztositja az iminodiecetsav kationcserél6é hatasanak
kikliszobolésére.

9. Mi az a vektor, és mi mit alkalmazunk erre a célra?

e Az expresszios vektorokba egy jol meghatarozott, felsokszorositott DNS-
szekvenciat ultetiink

e Vektorok segitségével juttatunk be baktériumokba DNS-t (q34. coli
baktériumunk fogja ezt a fehérjét termelni

Génterapias kisérletekben
Transzgénikus élélények

10. Hogyan kerll ra a His-tag afehérjére?

A His Taget hozza fuzionaljuk a fehérjére - rekombinans DNS technoldgia

segitségével.

komplexalhaték. A rekombinans fehérje elé, vagy mogé 6 (6xHis-tag), vagy 10 (10xHis-tag), tandem
elhelyezkedd hisztidint fuziondlunk rekombinans DNS technolégia segitségével. A His-tag a hisztidinek
oldallancan keresztiil, az imidazol gytrik segitségével kotédik fel a kromatografids oszlopra. A kotédés
feltétele, hogy azimidazol gy(irik deprotonélt dllapotban legyenek, igy fontos a pH megvalasztésa. (A hisztidin
oldallanc pK értéke 6 kortil talalhatd, azaz pH=6-on a funkcids csoportok fele protondlt.)

11. Hogyan torténik a kiinduldsi minta el6készitése? (azaz
milyen lépések vezettek a baktériumkulturatél a kézhez kapott
mintaig)

Sejtek felszuszpendalasa nativ feltaré pufferben (ami egyben az oszlopra valé

felkotéshez hasznalt puffer is, tovabbi gyakori elnevezése: binding puffer,
kotépuffer). A sejteket szonikalassal feltarjuk, majd sejttormeléket elvalasztjuk a



citoplazmatdl centrifugalassal. A rekombinans fehérje a felliliszéban oldva
talalhatd. Az oszlopon desztillalt vizzel atmossuk, majd a nativ pufferrel
ekvilibraljuk.
1. Minta felvitele az oszlopra. Az atfoly6 begytijtése opcionalis, ha jol csinaljuk,
abban mar nem lesz fehérje.
2. Mosas: tovabbi nativ feltarét adagolunk az oszlopra, ezzel eltavolitjuk a nem
kot6doé szennyez&déseket. Az atfolyd begydjtése opcionalis
3. Elucio: eluald puffert tolriink az oszlopra. A puffer 250mM imidazolt
tartalmaz, ami szintén kotddik az immobilizalt Ni2* ionokhoz, ilyen
koncentracioban pedig képes a fehérjéket leszoritani az oszloprdl. Ezt a
frakciot érelemszer(en be kell gydjteni



