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Affinitas kromatografia

Bevezetés

Az masodik laborgyakorlat gyakorlat célja a kromatografia elméletének és gya-
korlatanak megismerése, illetve a NanoDrop miiszer hasznalatanak gyakorlasa.

Felhasznalt anyagok, eszko6zok

szonikalt és centrifugalt baktérium feliiltszo
etil-alkohol

desztillalt viz

nativ feltaro puffer

elualo puffer

Thermo Scientific NanoDrop

kék szinnel jelolt pipetta (100-1000 ul mérettartomény)
sarga szinnel jelolt pipetta (10-100 pl mérettartomany)
etanolban tisztitott IMAC oszlop (5-0s szamu)

kémcss, amiben a frakciok gytjthetsk

eppendorf cs6

piros pipetta (0,5-10 ul mérettartomény)

A gyakorlat menete

1.

Az IMAC oszlopokban taldlhato etanolt hagytuk lecsepegni a kémcsGbe.
Ezzel fertGtlenitettiik a mintankat.

. Ezt kovet&en az oszlopot atmostuk 4 ml desztillalt vizzel. Ez azért volt

fontos, mert a fennmaradd etanol roncsolhatja a mintankat.

4 ml nativ feltaro puffer atcsopogtetésével ekvilibraltuk a toltetet. Erre
azért van sziikség, mert a pufferben 1év§ imidazolnak kell§en deprotonalt-
nak kell lennie a fehérje megkotéséhez.

Ezutan felvittiink 250 ul E.coli sejtfeliilaszot (E.coli citoplazma) az osz-
lopra, és ezt is hagytuk atcsdopogni.

Az oszlopot atmostuk 2,5 ml nativ feltaré pufferrel, igy eltavolitottuk a
nem kotéds fehérjéket.

1,5 ml elualo puffert toltottiink az oszlopokra. A puffer imidazolt tartal-
maz, ami képes megkotni a Ni2T ionokat és képes leszoritani a fehérjéket
az oszloprol.
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7. Az ezek utan lecsop6gs, zoldes szint folyadékot kiilon eppendorf csébe
gytjtottik, majd NanoDrop miszerrel 280 nm-en és 495 nm-en fotomet-
raltuk.

8. Az oszlopot ismét atmostuk 4 ml desztillalt vizzel.

9. Végiil 1 ml, 20%-os etanolba tettiik az oszlopot, hogy a fertézés veszélyét
lecsokkentsiik. Megvartuk, mig néhany csepp lecsépog, majd lezartuk az
oszlopot.

A kémcsGbe gytjtott folyadékot idGkozonként iiritettiik. A kémes6 tartalmat
UV fényben vizsgaltuk.
Megfigyeltiik, hogy a lecsopogtett oldat enyhén zdldes fénnyel vilagitott. Ezt
az okozhatta, hogy a citoplazmaban talalhato protazok miatt fehérje is keriilt a
lecs6pogtetett oldatba.

A minta elSkészitése

A gyakorlat soran EGFP fehérjét valasztottuk el, a rajta 1évé His-tag segitsé-
gével. Az EGFP-t E.coli baktériumban allitottuk els. A sejtek feltarasa utan,
maér csak az E.coli citoplazmajaval dolgozunk tovabb. A sejteket szonikalassal
roncsoltuk, majd a tormelékek eltavolitédsa értekében centrifugéltuk.

Elméleti hattér - Affinitas kromatografia

A kromatografia egy olyan laboratériumi modszer, melynek segitségével el
tudjuk valasztani egy adott keverék kiilonb6z6 tulajdonsagt osszetevsit. Affini-
tés kromatogréfia esetén az elvalasztas biokémiai kolcsonhatasok alapjan torté-
nik. (Pl enzim-szubsztrat, receptor-ligand vagy antigén-antitest kozotti interak-
ciok.) Legelterjedtebb felhasznalasi teriilete a rekombinans fehérjék tisztitasa.

Az IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) az affinitas kroma-
tografia egyik felhasznalasi teriilete, melyet His-Taggel ellatott fehérjék tiszti-
tasara alkalmaznak. A His-tag, a rekombinans fehérje elé vagy mogé helyezett
hisztidin oldallancan kersztiil, az imidazol gytirik segitségével kotddik fel a kro-
matografias oszlopra. A kotédés feltétele, hogy az imidazol gytriik deprotonélt
allapotban legyenek, igy fontos a pH megvélasztéasa.

Mérés NanoDrop miiszerrel

A gyakorlat soran a kiilon eppendorf cs6be gytijtott, tisztitott fehérjénk abszor-
banciajat NanoDrop mitszerrel mértiikk. A mtszer tisztitasa utan, 2 ul eluilo
pufferrel blankoltunk, letisztitottuk a mérési feliiletet, majd lemértiik tisztitott
fehérjénk (szintén 2 pl) abszorbanciajat.

A kapott eredményeket két kiilonb6zs elnyelési hullamon vizsgaltuk:

e 280 nm-en az sszfehérje elnyelését mértiik

e 495 nm-en, hiszen ez az EGFP fehérjére jellemzd elnyelés
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Eredmények

A nem tisztitott fehérje abszorbanciajat a gyakorlatvezetSink mér korabban
lemérték, erre hivatkozom az [I] tablazatban.

Abs280 | Abs495
Nem tisztitott fehérje | 1,6451 | 0,2044
Tisztitott fehérje 0,0697 | 0,0859

1. tablazat. A tisztitott és a nem tisztitott fehérjének abszorbanciaja NanoDrop
miiszerrel mérve, 280 és 495 nm-en

Az eredmények kiértékelése
Az eredmények kiértékeléséhez az alabbi képletet hasznaltam:

Absygs
Absago

Ez alapjan, a nem tisztitott fehérjénk esetén a kapott érték:

Ab8495 - 0,2044

= =0,1242 2
Ab8280 1, 6451 ( )
A tisztitott fehérjénk esetén:
A 14
b8490 - 0,0859 _ 1,2324 (3)

Absagy  0,0697

Az eredmények alapjan jol lathato, hogy az abszorbancia a tisztitds utan az
Osszfehérje elegyet, valamint az EGFP elnyelését tekintve is csokkent. Mig a (2)-
es szamolasnal az eredeti, szliretlen elegyben joval tobb fehérje volt, a tisztitas
utén az elegyiink higabb lett, ezaltal csokkentek az abszrbancia értékei. A (3)-as
szamu egyenlet jol demonstralja, hogy bar az EGFP mennyisége is csokkent a
tisztitas sordn, aranya mégis nétt az osszfehérje oldatban.



