Chaperonok. A felgombolyodas orvosi és biotechnolégiali

vonatkozasai.
1. Chaperonok
2. Amiloiddzisok és prionbetegségek
3. Inkluzios testek renaturalasa
Chaperonok

A chaperonok (dajkafehérjék, chaperon=gardedam)

» mas fehérjék nemnativ allapotaihoz kétédnek
« ezeket segitik a nativ konformacid elérésében
« altalaban ATP felhasznalasaval

Miért van sziikség chaperonokra?

* In vitro is szdmos fehérjét nem tudunk renaturalni
« In vivo tébbféle szituacio teszi szilkkségessé a chaperonokat:

+ afehérjeszintézis sordn a naszcens polipeptidlanc inkorrekt kélcstnhatasokba léphet sajat magaval vagy a
k('jrnyezetében |évo molekulakk&l. ha az N-terminalisnak a C-terminalissal kellene kolcsonhatasba keriilnie, de a C—terminalis még nincs
készen)

+ A membranokon transzlokal6dé fehérjéknek részlegesen vagy teljesen legombolyodott allapotban kell
atbujniuk a membranon. Szikséges egy mechanizmus, ami erre az id6re legombolyodott allapotban tartja, ut
lehetdvé teszi a felgombolyodast.

+ Szamos fehérje funkciéjdhoz hozzatartozik, hogy alegységei disszocialjanak, s amikor kell, Gjra
asszociélodjanak (pl. mikrotubulusok, klatrinburkos vezikulak, DNS-replikacio egyes fehérjéi)

¢ Egyes organellumfehérjék alegységeinek egy része az organellumban, mas része a citoplazméban
szintetizalodik (pl. Rubisco). Meg kell akadalyozni az inkorrekt kdlcsdnhatdsokat, mig az 6sszes alegység egy
helyre nem kerdl.

¢ Stressz hatasara (pl. h6sokk) sok fehérje denaturélodik, aggregalédik. Ebbdl az allapotbdél regenerélddni kell.

Példak chaperonokra

Csalad Tagok Egyéb nevek

Bakterialis: GroEL (E. coli)
Kloroplasztisz: RBP (Rubisco
Chaperonin 60 subunit Binding Protein)
Chaperoninok Mitokondrialis: Hsp60
Eukariota citoszol: TRIC

Bakterialis: GroES

Chaperonin 10 Mitokondrialis

Hsp68, 72, 73; DnaK
Hsp70 BiP, Grp75, 78, 80, Hsc70
KAR2, SSAI-4, stb.

Hsp90 Hsp83, 87, HtpG
PapD PapD, FimC
GimC Gim1-6, Giml, Gim5

Ezeken kivil még szamos csalad (Hsp100, Hsp90, Hsp40, kis Hsp-k, sth.)



Az egyes chaperonféleségek mikédési médjukban is kildonbdznek.
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A két legjobban jellemzett csoport (csak ezek Iétfontossaguak, a tbébbi chaperon nem):

» Hsp70: nydujtott lanc egy pontjahoz koétddik, lokalisan hat
» Hsp60 (chaperoninok): kompakt nemnativ allapotot kot, az egészet korilveszi

A Hsp70 chaperoncsalad

« Stressz hatasara is indukalddik, de normal kériilmények kodzétt is jelen van
* segiti egyes, Ujonnan transzlalédott fehérjék felgombolyodasat

« segiti fehérjék transzlokacidjat membranokon

* segiti oligomerek szétszerelodését

Ty

egyes fehérjék (pl. transzkripcios faktorok) aktivitasat is szabalyozza
Legjobban jellemzett: bakterialis Hsp70: DnaK

A Hsp70 hatasa

« A nyujtott lanchoz egy ponton kotddik, ezzel megévja a lancot az aggregaciotol vagy a felgombolyodastél. ATP
hidrolizise szabalyozza a disszociaciot.

Doménszerkezet
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* ATPaz domén: N-terminalis, 44 kDa
» szubsztratkotd domén: 25 kDa, két részdoménbal all:
¢ tulajdonképpeni szubsztratk6td domén: 15 kDa
¢ C-termindlis domén: 10 kDa, kevéshé konzervalddott

DnaK fehérje szubsztratk6td doménje és NRLLLTG peptid komplexe

standard view ¢ 9¢°

« Két négyszallu béta—lemez egymas folott, ezek folétt néhany hélix

- a felsd béta—lemez négy hurkot bocsat ki, kettd képezi a szubsztratkotd zsebet, ami egy 5x7 angstrom keresztmetsze
csatorna

« A B hélix fedélszerlien raborul a hurkokra, a csatorna tetejét képezve

« A hélix egy ponton fel tud nyilni, szabadda téve a zsebet

« A peptid nyujtott, mintegy atszurja a fehérjét, harom k6zépsd hidroféb oldallanca és a végeken Iévd egyéb oldallancok
Iépnek csak kélcsbnhatasba a fehérjével

« A csatorna végei negativ toltésliek

Mit k6t a DnaK?

« Konszenzusmotivum: 2—-4 hidroféb oldallanc, melyek végein egyéb, de nem savas oldallanc van.
« llyen motivum minden fehérjében atlag 36 aminosavanként eléfordul



A DnaK ATPaz doménje

» Két nagy, globularis szubdomén, kdztiik mély hasadék, ez a nukleotidkotd zseb

A DnaK két allapota
» ATP-kotott allapot: a fehérjeszubsztrat—kotd csatorna nyitva van, szubsztrat szabadon kétddhet, ill. levalhat
» ATP nélkili (azaz nukleotid nélkili vagy ADP-kotott) allapot: a fehérjeszubsztrat—kotd csatorna zarva van, szubsztréat
be van zarva (ha van)

A mechanikai munka keletkezésének mechanizmusa, az ATPaz doménrdl a szubsztratkotd doménre az informacio atvitelénel
mikéntje nem tisztazott

Kochaperonok

A DnaK 6nmagéban is makddik, de nem elég hatékony. Két kochaperon segiti: DnaJ és GrpE. Egyltt tébb szazszoroséra
ndvelik a DnaK turnoverjét.

DnaJ
« J domén: N-termindlis 80 aminosav
* Maga is képes a peptidszubsztratot kétni, azt a DnaK-nak &t tudja adni
« A DnaK ATPaz aktivitdséat stimulalja

GrpE

A DnaK rendszer mikodése
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1. A DnaJ megkdti a szubsztratot [a DnaK-ATP is megkotheti]
2.A DnaJ a J doménjével kotddik a DnaK-ATP ATP&z doménjéhez, atadja a szubsztratkdtdé doménnek a szubsztratot, ¢
eldsegiti az ATP hidrolizalaséat
3. Megtorténik az ATP hidrolizise. A szubsztratk6td zseb bezarul, a DnaJ levalik
4.J6n a GrpE és letaszitja az ADP-t
5. Az ADP helyére bejon egy ATP. A zseb felnyilik, a szubsztrat kiszabadul. A GrpE levalik. Kezdddhet a ciklus eldIr6l.
+ Altalaban tobbszor ismétlddik a szubsztrat kotése és disszociacioja
¢ A disszocidlt szubsztrat lehetdségei:
¢ felgombolyodik
¢ aggregalodik
¢ visszakot a Hsp70-hez
¢ mas chaperonhoz kot

A Hsp60 chaperoncsalad (chaperoninok)

¢ Chaperonin: kezdetben egy olyan csoportnak adtak a nevet, amit prokariotdkban, valamint mitokondriumokba
és kloroplasztiszokban talaltak. Késdbb eukariota citoplazméban is felfedezték.

Stressz hataséara indukalédik, de normalisan is sok van beldle

segiti a fehérjék felgombolyodasat, foleg "misfolded" (“félregombolyodott") allapotbal

segiti az oligomerizaciot (a monomerek helyes felgombolyodasanak eldsegitésével)

E. coliban GroEL, GroES: életfontossagu fehérjék

fehérjeszintézisnél és membrantranszportnal is kétédik a polipeptidekhez

Kloroplasztiszban: RBP Rubisco Binding Protein: hozzak6tédik a Rubisco nagy alegységeihez, amig a kis
alegységek meg nem érkeznek a citoplazmabdl

¢ Legjobban jellemzett: E. coli GroEL, GroES

* S O 6 6 oo

A GroEL/ES szerkezete



¢ GroEL: 2x7 alegységbdl allo, gyard alaka komplex, k6zepén nagy lreggel
¢ GroES: 7 db, 10 kDa alegységbdl allé gyGra

Két f6 allapot:

¢ peptidfogado allapot (Abra bal oldal): az Ureg nyitott a kilvilag felé, belsd hidroféb felszine kéti a
szubsztratfehérjét

+ felgombolyodas—aktiv allapot (dbra jobb oldal): ATP-k&tés és a GroES sapka bekétddése révén jon létre. Az
Ureg megnd, a GroES kupol4ja lezéarja. Az lireg falanak jellege megvaltozik (inkabb hidrofil lesz). Az Uregben
Iévd fehérje felgombolyodik.

Atkapcsolas a két allapot kdzott




Gly192
Gly375

Prol37
Gly410

¢ A GroEL alegység 3 doménbdl all: apikalis (a csucsnal), ekvatorialis (a komplex kézépvonala felé esd), kdztes
(a kettd kozott)
¢ Az atkapcsolasnal nagyszabasu doménmozgasok térténnek:
O A kdztes domén 25 fokkal lehajlik, bezarva az alatta az ekvatorialis doménben Iévd ATP-t
O Az apikalis domén 65 fokkal felhajlik, azaz nagyban megemelddik, s ekdzben hossztengelye korul is
90 fokkal elfordul
¢ Az Ureg térfogata kétszeresére nd
¢ Teljesen megvaltozik az Ureg falanak a jellege, a szubsztratfehérje levalik a falrél

A két gylrid egyittmikédése

¢ Az egyik gyGrlQben az ATP-k bekdtddése (7 db!) kivaltja a masik gydriben az ES sapka és az ADP-k
¢ Az ES kotése az egyik gylarihoz erdsen gatolja egy masik ES kétését a masik gyGrihéz
+ Egy gy0rdn belll az ATP-k kotése kooperativ, a masik gylri ATP-kotését viszont hatraltatja

Az ATP-kotés és az ATP-hidrolizis szerepe

¢ ATP-kotés:
O a GroES kotéssel egyditt ez idézi eld az atkapcsolast a felgombolyodas—aktiv allapotba, azaz a
nagylépték doménmozgasokat
¢ a masik gyQranél kivaltja a GroES és az ADP—-k lel6kddését
¢ ATP-hidrolizis:
0 meggyengiti a GroES kétddését, hogy az késdbb levalhasson
¢ ezaltal tovabblépteti a "gépet" a kdvetkezd allapotba

Id6tartamok (23 Celsius—fokon)

¢ Az Uregbe bekétddik a felgombolyitando fehérje

¢ Kotddik az ATP és a GroES

+ 1 méasodperc mulva megtorténik az atkapcsolas, a szubsztratfehérje levalik az treg falarol és elkezd
felgombolyodni

¢ 5-10 masodperc mulva megtérténik az ATP hidrolizise

¢ A szubsztratfehérje még tovabbi 10-15 masodpercet tolt a zart Gregben, prébal gombolyodni (6sszesen kb. 2
masodperce van)

¢ ezutan megtoérténik a GroES lelokddése, a szubsztratfehérje tavozik

Hatékonysag: tdbb mint 90%-ban sikeres felgombolyitas

A mikddés sémaja
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¢ Valészindleg kétitem( makédés (hol az egyik, hol a masik lreg dolgozik)

Nyitott kérdések

+ Milyen konformaciéban koétddik a szubsztratfehérje? (Valdszinlleg részlegesen felgombolyodott,
félregombolyodott, olvadt gombéc jellegl)
¢ A kotddés noveli-e a szubsztrat legombolyodottsagat?

<

Az atkapcsolaskor a doménmozgas tovabb gombolyitja—e le a szubsztratot? (Vsz. igen)

¢ Miutan a szubsztrat levalt a csatorna falardl, kdlcsénhatasba Iép—e még vele, vagy ugy érzékeli, hogy semmi

sincs korulétte (végtelen higitas)?

¢ Ha tdbbszoér &tmegy a szubsztrat a chaperonon, kézben fejlddik—e az allapota, vagy mindig ugyanabbdl az

allapotbdl indul?

¢ Egyaltalan: mi torténik a szubsztrat konforméciojaval az egész folyamatban?

Felgombolyodasi betegségek: amiloidozisok

+ Amiloid: rostos fehérjelerakddasok (extra— vagy intracellularisak), melyek betegségekkel jarnak egyutt

<>

Amiloidézisok: Lassan kialakuld, degenerativ betegségek

¢ Sok esetben azonositottak a rostos lerakodasok 6 fehérjekomponensét:

Betegségek

Fehérje

Betegség

ABri

Familial British dementia

alpha—Synuclein

Parkinson—kor

A-beta (amiloid béta—peptid)

Alzheimer—-kor

Gelsolin

Finnish-type familial amyloidosis

Huntingtin

Huntington—-kor

IAPP (islet amyloid polypeptide)

Type Il diabetes

Immunoglobulin \/ domain

Light—chain amyloidosis

Lysozyme

Hereditary systemic amyloidosis

Medin

Aortic medial amyloid

SAA (serum amyloid A)

Secondary systemic amyloidosis

Tau

Alzheimer—kér, frontotemporal dementia

TTR (transthyretin)

Senile systemic amyloidosis, familial amyloid
polyneuropathy

¢ A rostok jellemzden "kereszt—béta" szerkezetliek: a hossztengelyre merdleges béta—szalakat tartalmaznak



+ A betegségek okai valoszinlleg a lerakédasok (a betegségre vald hajlamot fokoz6é mutacidkrdl tébb esetben
kimutattak, hogy novelik az adott fehérje rostképzd hajlamat)
+ A résztvevd fehérjék sokfélék, nativ szerkezetiik k6z6tt nincs hasonlésag

A rostképzddés részlegesen fel-, ill. legombolyodott allapotbdl indul

¢ Tobb globularis fehérjérdl (lizozim, TTR, Ykimutattak: részlegesen le kell gombolyodniuk a rostképzéshez

+ A fokozott rostképz8dést okozd mutéciok alt. destabilizaljdk a nativ konformaciét, ndvelve a részlegesen
felgombolyodott allapot populaciéjat

¢ Tobb fehérjébdl sikerilt részlegesen denatural6é korilmények kozott rostképzddést kivaltani

+ Legombolyodott allapotban a legstabilabbak a kdvetkezd peptidekn: amiloid béta peptid (A-béta), IAPP,
alfa—synuclein, tau. Az A-béta és a IAPP esetében kimutattak: a rostképzddést megeldzi egy olvadt gombéc
jelleg, a nativnal joval tébb masodlagos szerkezetet tartalmazo allapot atmeneti jelentkezése

Proteolizis és rostképzddés

+ Szamos amiloidogén fehérje egy nagyobb lanc proteolitikus fragmentuma (pl. A-béta, ABri, medin, gelsolin).
¢ A proteolizisre valé érzékenységet megnoveld mutaciok novelik a peptid mennyiségét ——> nd a rostképzodés
val6szinlsége

A rostképzddés mechanizmusa: nukleaciofliggd oligomerizacio
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Current Opinien in Structural Biology

¢ Globuléris fehérjébdl vagy legombolyodott fehérjébdl részleges szerkezetl amiloidogén intermedier keletkezik

+ A némi béta—szerkezetet is tartalmazé intermedier rendezetlen, amorf aggregatumokat képezhet, vagy

+ ha a koncentracio meghalad egy kritikus értéket, akkor rendezett 6nasszociacio révén béta—lemezes nukleus:
képez

¢ a béta—lemez ndvekedésével a szerkezet ndvekszik, oligomer, majd fibrillum jén létre

Protofibrillumok

¢ A fibrillum alt. nem monomerek hozzaadaséaval névekszik, hanem
¢ hosszabb-révidebb protofibrillumok jonnek létre, s ezek allnak 6ssze

¢ Elektronmikroszkopos kép: azt mutatja, hogy a protofibrillumok gyodngysorszerlek, gémbdcskékbdl allnak
¢ Tobb protofibrillum 6sszecsavarodhat, igy allnak ¢ssze fibrillumma



(a)

(c)

Gurrart Opimior i Stuctural Biology
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¢ Egy vastag rost tdbb szalbdl (protofilamentumbal) allhat
+ Sokféle morfolégia lehet (egyenes, gorbilt, csavart, nem csavart, stb.)

Fehérje Morfolégia Méretek (nm)
Acylphosphatase Egyenes d= 3-5
Zlggs)—Synuclein (wild~type, AS3T, Egyenes, csavart d=10, h=8-10, d=10-19, d=12
IAPP Egyenes vagy kissé gorbe, csavart |h=5.2, p=49, h=6.8, p=25
Abeta42 Egyenes d= 7-10
CspB (residues 1- 22) Egyenes d= 10

10



Gelsolin (residues 173— 243) Egyenes vagy kissé gorbe d=18-23
Immunoglobulin \/ domain Egyenes d =
Lithostathine (residues 12— 144) Egyenes, sima d = 30-50
Medin (residues 286— 293) Egyenes d=

P22 tailspike beta—helix domain Gorbe, csavart d= 50
SAA (residues 1- 11) Palcika—- vagy szalagszerQ, csavar{d = 4—7

(h: magassag, d: atmérd, p: tengely menti periodicitas)

Tovéabbi kutatasi irAnyok

¢ A rostképzddés in vivo mechanizmusa

¢ A kornyezet hatasa (hdmérséklet, ionerdsség, pH, redoxpotencial)

+ A fellletek hatdsa (membranok kdzelsége)

¢ A betegség kialakulasa (milyen karos hatasa van a rostoknak, a protofibrillumoknak, stb.)

Felgombolyodasi betegségek: Prionbetegségek

¢ Prionbetegség: ez is amiloidozis, de fertdzd

¢ Transmissible spongiform encephalopathies (atvihetd szivacsos agyveldelvaltozasok), TSE

¢ marha: BSE, ember: Creutzfeldt-Jakob (CJD), Gerstmann-Straussler—Scheinker (GSS), fatal familial insomn
(FFI)

A prionok tulajdonsagai

+ Normalis, cellularis forma: Pr®
O kdzponti idegrendszerben (nyirokszdvetben, ideg—izom kapcsolatnal)
¢ funkciéja nem ismert
¢ glikozilalt sejtfelszini fehérje, glikolipid horgony tartja

PRI NG o

Culrront Opiiriion it Sthhistural Bielady

(NMR-szerk. alapjan, 124-231 aminosavak, a tdbbi rendezetlen)
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¢ Kéros ("scrapie”) forma: PrE
0 csak konformacidban tér el a BrRo|
¢ Bnasszociacio révén stabil aggregatumokat képez
¢ senki sem tisztitotta még meg
¢ konformacidja nem ismert
¢ ellendll a proteinaz K kezelésnek

Mi a fert6z0 agens?

+ Hipotézis: maga a PrPfertdzhet
¢ nukleinsav—mentes fert6zd kivonatokat lehet késziteni
O ——> "protein—only" hipotézis

¢ Kulénvélemények: nem a PtHegyes kisérleti eredmények)

A terjedés modellje

@ " - ..
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(d) CEDEIRG
Elelalalfelelsletelulslctalal

Currant Opinion in Structural Biology

+ (a) egyensuly a PfRss a Pr¥ kozott (utdbbi ritka)

+ (b) a Pr®monomerek gyengén és reverzibilisen asszocialédnak, mig ki nem alakul egy stabil, fertdzéképes
mag

¢ (c) a kritikus méret elérése utan a monomerek mar irreverzibilisen asszocialédnak hozza a lanchoz, ami tovak
novekszik

+ (d) a fertdzd részecske kisebb, stabil darabokra térve "szaporodik"

Masik modell: a PrPatalakul egy koztes, PrRllapotba, ehhez hozzakot a Brés ontdformaként szolgalva atalakitja
PrP-vé.

Mindkét modell megmagyarazza, hogy a prionbetegség a kdvetkezd médokon alakul ki:

+ a priongén 6roklott mutacidja miatt a Brikevésbé stabil, konnyebben atalakul$erpé
¢ Kivilrsl bevitt PrP° (taplalékkal vagy orvosi bevatkozasnal)

¢ Szomatikus mutécio

¢ Ritkan: spontan atalakulas

Felgombolyodési kisérletek

¢+ Elettani kérilmények kozott gyors, kétallapot( atmenet
¢ Savas pH-n (pH=4) jelentbs egyensulyi intermedier, tiinyomoérészt béta—szerkezetd, rostokka aggregalddik,
ellenall a proteindz K-nak. Ez lehet a rfelé vezetd allapot.

Nyitott kérdések

¢ Val6ban a prion a fert6zd agens?
¢ Mi pusztitja el a sejteket?

12



Egyéb felgombolyodasi betegségek

Hibas felgombolyodas miatt az aktiv fehérje hianya altal okozott betegségek:

¢

Sarlésejtes vérszegénység: A hemoglobin béta alegységében Glu6-Val pontmutacio miatt a deoxigenalt
hemoglobin oldhatosaga csokkent, rostos precipitatumokat képez. Sarlé alaku vorésvérsejtek.
Juharszirup-vizelet: az elagaz6 lanci aminosavak lebontasat végzd mitokondrialis alfa ketoacid dehidrogena:
enzimkomplex egyes részeiben fellépd pontmutécio miatt az enzimkomplex nem szerelddik 6ssze, ezért
lebomlik. Anyagcserezavar alakul Ki.

Fenilketonuria: fenilalanin hidroxildz enzim pontmutacidi miatt az enzim kénnyen aggregélédik, a fenilalanin
felhalmozaodik.

Kollagénnel kapcsolatos betegségek: mutaciok miatt csontfejlddési, iziileti, bérproblémak, stb.

Cisztikus fibrozis: az esetek 70%—-aban a CFTR fehérjében (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) a Phe-508 delécidja okozza. A mutacié miatt a CFTR nem gombolyodik fel j6l, ezért nem hagyja el
az endoplazmas retikulumot és nem épiil be a helyére, a hamsejtek membranjaba, ahol kloridionokat kellene
transzportalnia. Ez tébbek kozott tiddfertdzésekhez vezet.

A p53 tumorszupresszor fehérje mutacioi: a p53 DNS-kotd fehérje, a karosodott sejtek programozott
sejthalélanak kivitelezésében vesz részt. Egyes mutaciok miatt nem gombolyodik fel jol, ekkor a rék
keletkezésének val6szinlsége megnovekszik, az emberi rakfajtédk felénél ez megfigyelhetd.

Szerpinekkel kapcsolatos betegségek: a szerpinek bizonyos tipust szerin proteaz inhibitorok. Aktiv formajuk
metastabil, mutaciok miatt rogtdon a stabilabb inaktiv allapot alakulhat ki. Pl. véralvadasi betegségek, bizonyo
tiiddbetegségek hatterében ez all.

Halyogok: karosodott krisztallin (szemlencsefehérje) aggregéacidja miatt

InklUzio6s testek renaturalasa

Rekombinans fehérjék sokszor inaktiv, inszolubilis formaban termelddnek (idegen kérnyezet miatt)
Renaturacio: Sok milliard dolldros biznisz

InklUzi6s testek

¢
¢

SR
InklGziés testek E. coliban

0,2-1,5 mikron atmérdjiek
igen tdmorek, enyhén porézusak
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¢ nem hasonlitanak az amorf fehérjeprecipitatumokra, inkabb mar-mar kristalyszerlek
¢ ritkan kristaly is létrején

Szerkezetik

¢ Félregombolyodott fehérjék aggregatumai
¢ Sokszor nagymértékben nativszer( a szerkezet (doménaggregatumok?): enzimaktivitas is részben megmarac

Képzddésiiket befolyasol6 tényezdk

Translation
‘9 DnaK
Misfolding ¢ Normal folding

DnaJ
'; GroES

v GroEL

\ +Leader sequence
% / +SecB

Proteolytic Secretion
destructon

Correctly folded

Inclusion body Soluble
Intracellular
Corroctly folded
Soluble
- - Secreted

A pH, temperature, osmolarity, growth rate

Increased rate of expression

nincs egyszer( 0sszefliggés semmilyen tényezdvel

fizikai tulajdonsagok: fehérje toltésével pozitiv korrelacié

gazdaseijt élettani sajatossagai, fermentacios kérilmények

Kulcs: a tenyésztés homérséklete (alacsonyabb hdmérsékleten alt. kisebb az inkliziéstest—képz8dés)
pH, ozmolaritas, cukrok: direkt vagy indirekt moédon befolyasolnak

termelés intenzitasa néveli

sokkhatasok: hdsokkfehérjék termelése révén befolyasolnak

* S O 6 6 oo

Az inkllzids testek kinyerése
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Direct solubilization

* Harvest

Cell breakage

Differential
centrifugation Chemical
0 extraction
© Inclusion body recovery ——#= Membrane
Solid debris pAiEeis (profain
~f—

Solubilization } Stratégiak inkluzios testek
T : A __/—l Purification

Dilution \

Buffer exchange

Purification

renaturalasara

A sejtek feltarasa

+ A fermentécios oldatot lehdtjik, a sejteket lecentrifugaljuk vagy leszilrjik meghatarozott pufferben

¢ barmilyen mddszer hasznalhat6 a feltarasra: az inklGzids testek igen ellenalléak

¢ nagynyomasu homogenizator: 400 bar nyomassal egy kis nyilason at lapos fellletre spriccel, stb.

¢ a sejtek kijuthatnak a légtérbe, ez veszélyes lehet, ezért gyakran el6zdleg megdlik 6ket (benzil-alkohol,
oktansav, kloroform, toluén, stb.)

Az inklizios testek elvalasztasa

¢ Centrifugalas
¢ folyamatos tGizemd, atfolyés, ipari centrifugaban
¢ az atfolyasi sebesség ligyes beallitasaval vagy ismételt reszuszpenzidval és Ujracentrifugalassal >90
tisztasag érhetb el
¢ Szlrés
O rossz hatékonysagu, a szardbmembran hamar tonkremegy

Szelektiv kémiai extrakcio

¢ Ha sejttérmelék maradt a frakcidban, akkor abban membranfehérjék is vannak, ettdl meg kell szabadulni
¢ kezelés: kelatképzd (EDTA), detergens (Triton X), 2M urea, stb.

A biolégiailag aktiv fehérje kinyerése

¢ Az inklGziés testben a fehérjéket erds nemkovalens erdk tartjak 6ssze
¢ ElsO lépés élt. a szolubilizacié, ami teljes denaturdlast jelent

¢ ezutan visszagombolyitas

+ Mellékreakcidk: aggregéacio + degradacié (proteazszennyezéstol):

D(degradcd)
U(unfolded) |13 N(native)

A(aggregaled)

+ empirikus receptek vannak, amelyek a felgombolyodas mechanizmusa szempontjabél semmit nem mondanal
Szolubilizacié

¢ Detergensek (Pl.: SDS, n—lauryl-sarcosine)
¢ Eldnyok:
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Chggregacio kevéshé fordul eld
Charmadlagos szerk és aktivitas megmaradhat
¢ Hatranyok:
Chozzakotddik a fehérjéhez és nehéz eltavolitani
Cmegzavarja a késbbbi ioncseréld és hidrofdb tisztitasi [épéseket
+ Kaotrop oldészerek (guanidin—hidroklorid, urea)
¢ koncentracio: kb. amennyinél a fehérje legombolyodik
¢ GdmCI: draga
¢ urea: olcso, de cianatot képezhet, ami mddositja a fehérje aminocsoportjait (az ureaoldat
ioncserélésével és aminopuffer hasznalataval kivédhetd)
¢ Extrém pH-k
¢ olcso
¢ sok fehérjét irreverzibilisen moédosithat
¢ Szolubilizalé keverékek
¢ Urea + kaotrop soOk/ecetsav/dimetilszulfon/lig/2—amino—2-metil-1-propanol, stb. : sikerrel
alkalmaztak par esetben

Renaturacio
Tisztitas: alt. nem érdemes refolding (visszagombolyitas) elbtt tisztitani
Legfontosabb: aggregaciéo megakadalyozasa:

¢ Alacsony fehérjekoncentracié mellett egy Iépésben higitas. Egyes fehérjéknél nagy higitas kell ——> nagy
koltség

¢ Higitas két szakaszban: el6bb kézepes denaturalészer—koncentraciéra, majd teljesen. Nagyon fligg a fehérje-
denaturalészer—koncentracioktél: sok jatszadozas

¢ Aggregaciocsokkentd pufferadalékok: pl. arginin, glicin, polietilén—glikol

+ Kémiai mdodositas: pl. citrakonildlas az aminocsoportokat negativ tdltésre valtoztatja, a fehérje polianionna
valik, ez megakadalyozza az aggregaciot, a mddositas reverzibilis

+ Kovalens, reverzibilis immobilizalas pl. Sepharose oszlopra

+ puffertartalmd micelldkba zarjuk a fehérjemolekulakat (egyenként), majd a micellakat szerves oldészerben
diszpergaljuk

A diszulfidhidak képzddésének elGsegitése

¢ Leveg0
¢ olcsd, ezért gyakran hasznalt
¢ lassu
¢ diszulfidhidban nem résztvevd ciszteinek zavarnak
¢ Diszulfidcsere
¢ Redoxpuffer-rendszer, 5:1 vagy 10:1 aranyban redukalt és oxidalt tiollal
¢ 1mM GSH és 0,2mM GSSG nagyon j6, de draga
¢ ciszteint, DTT—-t, merkaptoetanolt, ciszteamint tartalmazé keverékek
¢ Atiolcsoportok védelme
¢ diszulfidhidas aggregatumok elkerilésére
¢ nagy koncentraciéban oxidalészert adunk az oldathoz, minden tiolcsoport vegyes diszulfidot képez
O igy tisztitjuk, majd a végsd fazisban tessziik redoxpufferbe

Ipari méretekben torténd renaturacio
¢ A laboratériumi eljarasbol indulunk ki

¢ Elsdsorban koltségcsokkentés a cél: pufferek, reagensek, stb. lecserélése olcsobbra
¢ Eljaras egyszerisitése, lépések sorrendjének megvaltoztatasa (kevesebb puffercsere, stb.)
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Nutrients

Air
| |
Heat
exchange
o Homogenization
Fermentation - Continuous  Cell suspension
- centrifugation
Renaturation
buffer Buffer _ - g E3
i_Eiui‘fer/denauurant B
Liquid

I
[
I Fehérje nagylizemi kinyerése E.
!
|
|

Inclusion recovery
Waste (solid} Tank 2 Tank 1 I Inclusian body '

Clarification Refolding | washing/solubilization linciusion
v | lwashing

Polishing

I Gel filtration

Depth filtration ~ Sterils filtration lon exchange Hydrophobic/
affinity
Chromatography

| m—

Final product =ssgm——
coli inklGziés testbol

Az inklGziés test tulajdonsagai igen kedvezoek a tisztitds szempontjabdl (ellenallé, homogén, nagy sir(iséga, stb.)
De: Probléméat okoz (az inkl(ziés testeket hasznalé eljaras nem makodik):
¢ Szekrécidval egyltt poszttranszlaciés madositast igényld fehérjék (pl. eritropoetin glikozilalasa)

¢ Nagy molekulatétmeg( (>30 kDa), tobbdoménes, 4 diszulfidhidnal tébbet tartalmazo fehérjék
+ Nagy molekulatémeg, heterooligomer fehérjék, pl. antitestek
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