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1. LIZOZIM

A lizozim egy enzim, amely a Gram-pozitiv baktériumok lizisét képes eldidézni sejtfaluk
roncsoldsa révén. Fontos szerepet jatszik az immunrendszer miikodésében, elsdsorban a
szervezet ,kapuinal” (sz4j, szem, orr). Megtalalhaté a konnyben, a nyalban, a verejtékben, az
anyatejben, az orrvaladékban és gyomornedvben egyarant. Egyes ndvényekben (pl. torma) is
eléfordul. Az emldsok lizozimje csak kis mértékben kiilonbozik egymastél, mindegyikiik 129
aminosavbol felépiild, kb. 14,6 kDa molekulatomegli polipeptid. Ezzel szemben a
bakteriofagokban megtalalhato lizozim 164 aminosavbol all, molekulatomege 18 kDa.

1. abra A lizozim 3D szerkezete

Gyakran emlegetik a szervezet sajat "antibiotikumaként". A szervezet nem specifikus
baktérium elleni védelmét biztositja. A baktériumsejtek falat a benne levd poliszacharid
lebontésaval teszi tonkre.

Az elsé lizozim felfedezése Alexander Fleming nevéhez fiizddik, aki 1922-ben tyuktojas
fehérjében talalt ra az antibiotikus hatast enzimre.

Hatasmechanizmusa: A baktériumok sejtfalanak alapanyagéul szolgald murein (N-acetil-
gliikoz-amin ¢és N-acetilmuraminsav egységekbdl 4ll6 mukopoliszacharid, aminosav
oldallancokkal) alaplancénak glikozidkotéseit bontja.

Hasznalata: Elelmiszeradalékként E 1105 koddal hasznaljak, mint tartositoszert (kizarolag
érett sajtokhoz engedélyezett).

Eléallitas: A lizozimot rendszerint a tyuktojas fehérjébdl vonjak ki. Emellett genetikailag
modositott mikroorganizmusok haszndlata is lehetséges a fehérje termeltetésére.
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2. IONCSERELO KROMATOGRAFIA (IEX)

Az ioncseréld kromatografia a toltéssel rendelkezd fehérjéket valasztja el. Az elvalasztés
alapja, a toltéssel rendelkezd fehérje és az ellentétes toltésii ioncseréld kozotti reverzibilis
kolcsonhatas. A fehérjék ugy kotddnek, ahogy az oszlopra jutnak. A koriilményeket ugy
valtoztatjuk, hogy a kotéddé komponensek kiilonbozé modon eludlédjanak. Az eliciot
altalaban ndvekvd sé koncentracioval vagy a pH valtoztatdsaval tudjuk befolyasolni. A NaCl
koncentracié gradiens a leggyakoribb elucids technika, amint azt az 3. dbra mutatja.
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3. 4bra

A célfehérje a kotddéskor koncentralodik és tisztitott, koncentralt formaban 6sszegyiijthetd.

A fehérje nettd toltése az aminosav Osszetételtdl fiigg, és a kdzeg pH-javal valtoztathato,
ahogy azt a 4. abra egy 3 komponenst, eltérd izoelektromos ponttal rendelkezd fehérjéket
tartalmazo elegy példajan bemutatja.
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4. abra

Ioncserélok tipusai: Egy ioncseréld lehet anion cseréld, ha pozitiv toltéseket tartalmaz a
feliiletén vagy kation cseréld, negativ toltésekkel. Az erds ioncserélok, mint a Q (anion), S és
SP (kation) széles pH tartomanyban toltott allapotban vannak. Az anion cserélok akkor kotik
meg a fehérjét, ha az negativ toltésli (vagyis az izolelektromos pontja feletti pH-n). A kation
cseré¢lok a pozitiv toltést hordozo fehérjéket kotik (vagyis az izoelektromos pont alatti pH
értéken) 1d. 4. abra.

Toncserélé kozegek: A Q Sepharose Fast Flow és SP Sepharose Fast Flow nagyszdmu erds
ioncseréld csoportot tartalmaznak a feliiletiikon. Ezek a csoportok széles (2-12 és 4-13) pH
tartomanyban megtartjak toltésiiket és nagy kotési kapacitassal rendelkeznek. Ez lehetové
teszi a pH érték olyan megvalasztasat, ami a mintdnak legjobban megfelel. A Sepharose Fast
Flow ioncseréld erdsen keresztkotott, nagy kémiai stabilitassal bird 6%-os agardz agyat
tartalmaz. Az atfolyasi karakterisztika miatt ez az ioncseréld lehet az elsé lehetdség durva
keverékek elvalasztasara a tisztitasi séma korai szakaszaban. Ilyenkor a gyors eltavolitas, a jo
felbontas és a magas aramlasi sebesség alapvetd feltétel. Ezek a fazisok nagyon népszeriiek és
széles korben alkalmazzak 6ket a kutatasban €s az ipari termelésben egyarant.

3. GYAKORLAT
3.1. ESZKOZOK, ANYAGOK:
oszlop (4 g CM-Trisacryl, 0,05 M TRIS-HCI pufferrel atmosva, pH 8§,2)
kémcsovek, kémesballvany
pipetta, pipettahegyek
iivegtolesér, vatta
fotométer, kiivetta

tojasfehérje oldat: 1 db tojas fehérjéje Sx-re higitva TRIS-HCI pufferrel

puffer: 0,05 M TRIS-HCI puffer, pH 8,2

eludlo6 puffer: 0,05 M TRIS-HCI puffer, pH 8,2, amely 0,1 ill. 0,75 M NaCl-t tartalmaz
sejtszuszpenzid: Micrococcus lysodeikticus baktériumsejtek 0,2 g/l szuszpenzidja
puffer lizozim aktivitds méréshez: 0,05 M foszfat puffer, pH 6,3

fehérje standard oldat: BSA 10 mg/ml

Biuret reagens



A gél: A gyakorlaton CM-Trisacryl ioncseréld gélt hasznalunk. Ez egy szintetikus ioncseréld
matrix, amely akril-kopolimer gyongyokbdl all. A polimerhez kotott ioncseréld csoportok
(karboxi-metil) a polimer gdmbdk teljes 3D szerkezetében megtalalhatok, ugy a feliiletiikon,
mint a belsejiilkben. A matrix anyaga hidrofil csoportokat tartalmaz, amelyek biztositjak a
biokompatilbilitdst ¢és megakadalyozzdk a nem specifikus adszorpciot. Az allofazis
makroporozus szerkezetll és nagy kotési kapacitassal rendelkezik fehérjékre nézve. Kizarasi
mérete nagyobb mint 10’ Da, igy a legtobb fehérje elvalasztisara alkalmas. Teljesen
szintetikus anyaganak kdszonhetéen mikrobialis fertdzésre teljesen rezisztens, lugra viszont
érzékeny.

A lizozim idedlis enzim laboratériumi gyakorlatokhoz. Jol karakterizalt, ellendlld enzim,
amely konnyen ¢és olcson hozzaférhetd (tytktojas fehérje). A tojasfehérjét alkotd egyéb
fehérjéktol konnyen elvalaszthatd, mivel

1) kicsi a molekulatomege: Mr=14,6xlO3 Da, és

2) magas az izoelektromos pontja: pI=11,0.

Mivel a tojasfehérjét alkotd fehérjéknél kisebb a moltomege, a lizozim méretkizarasi
kromatografiaval is jol elvalaszthato. Magas pl értéke pedig lehetévé teszi, hogy ioncseréld
kromatografiaval kiilonitsiik el a tobbi fehérjétdl.

Egy fehérje molekula toltése fligg a pH-t6l és a fehérje izoelektromos pontjatol. Az
izoelektromos pontnal alacsonyabb pH tartomanyban a fehérjének pozitiv toltése van. A
lizozim még joval a semleges pH tartomany folotti pH értékeknél is pozitiv toltéssel bir
(pI=11,0), ezért kation cserélovel jol tisztithatd. A kation cseréld megkoti a pozitiv toltésii
lizozimot, mig a tobbi negativ toltésii fehérje a tojasfehérjébol athalad az oszlopon. A lizozim
az 0ssz tojasfehérje 8-10 %-t alkotja, ily médon kationcserélével az 0ssz fehérje 10 %-a
kotédik meg, mig a ,,szennyez6” 90 % atmosddik az oszlopon.

3.2.  FELADAT:

A gyakorlaton tojasfehérje oldatot kromatografilunk ioncseréldé CM-TRISACRYL
oszlopon. Meghatdrozzuk az eredeti tojasfehérje oldat, valamint az oszloprol eludlt frakciok
fehérjetartalmat és lizozim aktivitasat. A fehérje koncentraciot biuret reakcioval mérjik, a
lizozim aktivitast Micrococcus lysodeikticus sejtszuszpenzid zavarossag csokkenésével
hatarozzuk meg.

crer

vattan, tivegtolcsérben. Ez lesz az Fy oldat. Az eldkészitett oszlopok 4 g gélt tartalmaznak,
TRIS-HCI pufferrel 4tmosva.

Engedjiik a puffert a géloszlop tetejéig lefolyni, majd zarjuk el a kifolyo nyilast. Pipettdzzunk
6vatosan 5 ml tojasfehérje oldatot (Fy) az oszlopra. A frakcidszedés innen kezdddik, 3 ml-s
frakciokat szediink. A kifoly6 nyilast megnyitva az oszlop beszivja a mintat, majd az eludld
pufferrel (TRIS-HCI) mossuk tovabb az oszlopot. Szedjiink 7 db frakciot.

Ezutan puffercsere kovetkezik, a masodik eludlod pufferrel mossuk tovabb az oszlopot, tovabbi
5 db 3 ml-s frakciot szedve. A masodik elualo puffer 0,05 M TRIS-HCI puffer, pH 8,2, amely
0,1 M NaCl-t tartalmaz. Ezzel szennyez6 fehérjék tavoznak az oszloprol.

Ismét puffercsere, a harmadik elualé pufter 0,05 M TRIS-HCI pufter, pH 8,2, amely 0,75 M
NaCl-t tartalmaz. Szedjlink ismét 5 db 3 ml-s frakciot, ezekben fog a lizozim eludldédni az
oszloprol.



tojasfehérjét Sx-re higitani 0,05 M TRIS-HCI pufferrel —F,

5 ml Fy az oszlopra; mosas 0,05 M TRIS-HCI pufferrel —
1-7 frakcio, (3 ml)

puffercsere: 0,05 M TRIS-HCI pufter, pH 8,2, + 0,1 M NaCl —»
8-12 frakcio, (3 ml)

puffercsere: 0,05 M TRIS-HCI pufter, pH 8,2, + 0,75 M NaCl —
13-17 frakcio, (3 ml)

Mérések:

Lizozim aktivitasmérés: A lizozim szubsztratjaként Micrococcus lysodeikticus baktérium
sejtek oldatat hasznaljuk (0,2 g/1, 0,05 M foszfat pufferben, pH 6,3). A mérés alapja, hogy a
baktérium oldat zavarossaga csokken, mivel a lizozim feloldja a baktériumok sejtfalat. Ezt a
zavarossag csOkkenést kovetjiik fotométerrel, 450 nm-n kell mérni az abszorbancia valtozast.
A Micrococcus lysodeikticus baktériumszuszpenzid abszorbancidja 0,6-0,8 kozott van. A
lizozim koncentraciot ugy kell megvélasztani, hogy az abszorbancia csdkkenés 1 perc alatt
kb. 0,1 legyen.

A fotométert a foszfat pufferre nulladzzuk. A kiivettaba pipettazzunk 1 ml Micrococcus
lysodeikticus sejtszuszpenziot, ennek megmérjiik az abszorbancidjat, majd 1 ml enzimoldatot
adunk hozza, s mérjiik az 1 perc alatti Asso csokkenést.

A lizozim aktivitasat az abszorbancia csokkenésbdl szamitjuk ki;

aktivitas = A Auso x higitas
1 U az az aktivitds, ami 1 perc alatt 1 A A4so valtozast okoz!

Az aktivitds méréshez az Fy oldatot 200x-ra kell higitani, mig a frakciokat 50x-re. Kivétel a
13-14-es frakciok, melyekben a lizozim toményen elualodik az oszloprol, ezeket 200 - 400x-
ra kell higitani.

Fehérje koncentracié mérés: A frakciok fehérje tartalmanak meghatdrozasdhoz kalibraciot
készitiink BSA oldat felhaszndlasaval. A standard oldat 10 mg/ml BSA-t tartalmaz, a fehérje
koncentraciot Biuret reagenssel mérjiik.
Allitsuk 6ssze az alabbi referencia sort:

Oldatok (ml)
Kémcsovek 1 2 3 4 5 6
Fehérje standard 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
TRIS-HCL puffer 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
Biuret reagens 4 4 4 4 4 4
Fehérje konc. a mérendd
1 ml mintdban (mg/ml)

Az oldatokat Osszerdzzuk, majd 30 percig allni hagyjuk. Ezutdn megmérjik az
abszorbancijukat 540 nm-nél. A vak oldatban csak TRIS-HCI puffer és Biuret reagens lesz.
Ez alapjan kalibracios egyenest készitlink. A kalibracios egyenesen abrazolni kell az Ass-t a
fehérje koncentracio fliggvényében.




Ezutan végezziik el a Biuret probat a frakciok 1-1 ml-ével, valamint az F, oldat 0,5 ml-ével!
Szamitsuk ki a referenciasor alapjan a frakciok és a tojasfehérje oldat fehérjetartalmat!

Az eredményeket foglaljuk tablazatba, mely tartalmazza az alabbiakat:

Frakcio Térfogat | Feh. konc. | Ossz feh. Lizozim Ossz Spec. akt.
(ml) (mg/ml) tart. (mg) | akt. (U/ml) | lizozim (U) (U/mg)
Fo
1
2
stb.

Szamitsuk ki, hogy az oszlopra felvitt 5 ml F, oldat fehérjetartalmanak és lizozim
aktivitasanak hany %-t kaptuk vissza az elualt frakciokban. Hogyan valtozott a lizozimra
vonatkoztatott specifikus aktivitas?




