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SUTRUMPINIMAI

JR — Jurgos raudonasis ( Jurga‘s red )

LRO - Little Rock oranzinis

KR — Kari raudonasis

BIS — Bis (N,N' — metil — bis akrilamidas )

APS — Amonio persulfatas

TEMED — N,N,N,N' — Tetrametiletilendiaminas

MCC — Matriciniai nusodinimo ligandai

Yiigando - SkaiCius ligando molekuliy pridéty pagal molj baltymo
BAAE - N* benzoil — L — arginino etilo esteris

BAA - N benzoil — L — arginino amidas

E — 64 - L-3-karboksi — 2,3 trans — epoksipropionilleucilamido ( 4-guanidino ) butanas
DW — Sausas svoris

MW — Molekulinis svoris
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1. IVADAS

Vienas i$ klasikiniy metody baltymu biochemijoje yra iSstidymas naudojant amonio sulfata. Jis
placiai naudojamas baltymy atskyrimui, taciau nelabai geras atskyrimo metodas, kadangi retai
gaunamas grynas baltymas.

ISsiidymo metodas vadinamas i§stimimo metodu, kadangi tirpalo savybés pakei¢iamos darant
netinkamomis baltymo iStirpinimui, t.y. baltymas iSstumiamas i$ tirpalo. Jeigu baltymas yra labai
mazos koncentracijos dideliame tirpalo tiryje, iSstimimo metodas yra neekonomiSkas, kadangi
reikalingas nuosedy kiekis yra proporcingas bendram tirpalo tiiriui ir daznai prieSingai proporcingas
baltymo koncentracijai. Kitas metodas yra traukos metodas, kuriame baltymo savybés pakeiciamos,
kai jis bina tirpale. Traukos metodo pavyzdys yra dazy nusodinimas arba jis vadinamas matricos
nusodinimu. Baltymai laikosi tirpale dél ju pavirSiuje iSsidésCiusiy ikrauty hidrofiliniy grupiy.
Zemame pH jos biina teigiamos, o dideliame pH neigiamos. Dazai yra tipiskos stipriy rigiéiy ar baziy
druskos su prikabintomis aromatinémis grupémis, turiniomis pratgstus susijungimus, kurie suteikia
spalva. Jeigu dazas turi neigiamai ikrauta sulfonating grupeg, tai jo pridedama teigiamai jkrautam
baltymui, tada susiformuoja joniniai rySiai tarp dazo ir baltymo. Didziulés hidrofobinés grupés
prikabinamos prie baltymo teigiamy viety ir baltymas nusodinamas tirpale. Privalumas Sito metodo
yra toks, kad reikalingas dazo kiekis proporcingas baltymo moliui, bet ne tirpalo turiui, taigi jis
ypatingai tinkamas iSgavimui baltymu i$ atskiesto tirpalo.

Po nusodinimo biitina atskirti baltyma nuo dazo komplekso. Tai gali biiti atlikta arba jony mainy
chromatografija arba trijy faziy atskyrimu ( TPP ). TPP didelés drusky koncentracijos nutraukia
joninius rysius ir iSlaisvintas dazas ekstrahuojamas i tert-butanolio sluoksni [1].

Azosulfonatiniai ligandai Zinomi kaip matriciniai nusodinimo ligandai ( Matrix Coprecipitating
and Cocrystallizing Ligands, MCC ligandai ) yra naudingi agentai baltymuy atskyrimui juos
nusodinant. MCC ligandai riSasi su norimais baltymais ir suformuoja baltymo — ligando komplekso
nuosédas. Tam tikros struktiiros ligandai apsaugo baltymus nuo denatiiracijos, tokios kaip aukSta

temperatiira ar stipri riigStis. Baltymo apsaugojimas suteikia privalumy, esant denatiiracijos salygoms



per atskyrima. Per pirma atskyrimo zingsni labai gryni baltymai iSgaunami ir tai yra parodyta su
bromelaino proteaze ir keletu lektiny [2].

Sitie ligandai yra naudojami atskyrimui norimo baltymo i§ neapdirbty 3altiniy ( augalas ar
gyvinas ). MCC ligandai tvirtai riSasi ir nusodina tikslinius baltymus i§ tirpalo, esant dideliai
koncentracijai nepageidaujamy baltymy ir angliavandeniy [2].

Seniai zinoma, kad nattraliai pasitaikancios substrato molekulés, kofaktoriai ir kiti bioaktyviis
junginiai yra geri fermenty gynéjai. Taigi sintetiniai azosulfatinio dazo anijonai suteikia Zymia
apsauga fermentams nuo inaktyvacijos rigstimi [3]. Nusodinimo — apsaugojimo reakcijos yra pilnai
griztamos. Ligando anijonai gali buti pasalinami su anijonitais. Pilnai aktyvus fermentas tuo biidu

iSlaisvinamas i tirpala [4].
Darbo tikslai:

1. Gryninti bromelaing i§ ananaso vaisiaus sul¢iy naudojant matricinius ligandus.
2. ISmatuoti specifini ir bendra aktyvumus, baltymo koncentracija, matriciniy dazuy
koncentracija.

3. Gryninti bromelaing naudojant jony mainy chromatografija.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Cisteino proteazés

Didel¢ Seima peptidinius rySius skelian¢iy hidrolaziy (proteazés, EC 3.4), peptidaziy gali biti
skirstomos kaip endopeptidazés (proteinazés, EC 3.4.21 — 99) ir egzopeptidazés (EC 3.4.11 — 19),
pagal vieta, kurioje jos nutraukia peptiding granding. Sitie fermentai gali biiti sugrupuoti toliau pagal
aktyvias grupes aktyviame centre, apimancias kataliz¢ su serinu (EC 3.4.21 ), cisteinu (EC 3.4 22) ir
asparto endopeptidazémis (EC 3.4.23), bei metalo endopeptidazémis (EC 3.4.24). Cisteino
karboksipeptidazés, t.y. cisteino klasés egzopeptidazés, kurios nutraukia peptidines grandines C gale,
rastos EC 3.4.18 grupéje. Fermentai, kuriy mechanizmai nepilnai iSaiskinti, priskiriami sugrupei EC
3.4.99 [5]. Serino peptidazés placiai iStirtos ir yra geriausiai charakterizuota subgrupé. Cisteino
proteazes, kurios daugiausia minimos kaip tiolinés proteazés literatiiroje, buvo rastos virusuose,

bakterijose, pirmuonyse, augaluose ir zinduoliuose . Cisteino proteazés atrastos jau ir grybuose [6].

2.1.1. Cisteino proteazés: paplitimas ir struktura

2.1.1.1.Virusinés cisteino proteazés

Tam tikri virusai, tokie kaip pikorna virusai, kurie apima raino virusus, poliomielito ir hepatito
A virusus ( HAV ), koduoja baltymus pirmtako, kuris skelia specifiniuose taskuose peptida [7, 8].
Sitie fermentai yra cisteino proteazés. Publikuotos rentgeno struktiiros 3C proteinazés ( pikornaino )
HA viruso ir raino viruso patvirtina teorija, kad tretiné struktira ir katalitinis mechanizmas Sity
fermenty yra panaSus { serino proteaziy veikimo mechanizma i§ chimopapaino Seimos. Virusinés 3C
proteazés ir serino proteazes i§ tripsino/chimopapaino Seimos turi bendra prototipa, bet skiriasi ju

evoliucija [8].

2.1.1.2. Bakterijos



Stafilakokiné cisteino proteazé ( EC 3.4.22.13; MW 13000 ), isskirta i§ Staphylococcus aureus
kultiiros filtrato, pasizymi dideliu substrato toleravimu: skelia baltymus peptidiniuose rysiuose
daugelio aminoriigs¢iy. Fermento geb¢jimas degraduoti elasting turi patologini vaidmeni.
Streptokokinés cisteino proteazés ( streptopapainas; EC 3.4.22.10 ) yra retos bakterinés proteazes,
kadangi formuojasi i§ neaktyviy zimogeny proteolize ir redukcija. Yra zinomos abi zimogeny sekos
(337 aminoragstys) ir aktyvus fermentas (253 aminoriigitys). Sitos proteazés specifiskumas panagus i
papaino Seimos. IdentiSkumas streptopaino kaip SPE B (streptokokinis pirogeninis egzotoksinas B)
yra jrodytas. Klostripainas ( EC 3.4.22.8), iSskirtas i§ Clostridium histolyticum, yra dimeriné
peptidazé, kuri gali buti aktyvuojama kalciu. Seka trumpesnio polipeptido (MW 15398) yra nustatyta.
Sitas fermentas labai specifiskas substratui. Arg — gingipainas (RGP) ir Lys — gingipainas (KGP) yra
sudétiniy formy cisteino proteazés Porphyromonas gingivalis, lazdelé, kuri vaidina didziausia
vaidmenj patogenezéje chroninio periodentizmo. Sitos proteazés turi tripsininj aktyvuma ir veikia kaip

virusinis faktorius periodonto ligose [6].

2.1.1.3. Grybai

Yra keletas praneSimy apie tiolines grupes turin¢ius fermentus grybuose. 1989 metais katepsinas
B buvo rastas lasteléje homogeniskoje Aspergillus flavus. Nuo kalcio priklausoma, prie membranos
prisiriSanti cisteino endopeptidaze buvo isskirta i§ mieliy (proteinazé yscF). 1993 metais citoplazminis
fermentas buvo iskirtas i§ mieliy, kuris yra ekvivalentiSkas Zinduoliy bleomicino hidrolazei (BLH).
Fermentas yra cisteino aminopeptidaz¢ ir pagal aktyvios vietos seka atitinka cisteino proteazes i$
papaino Seimos. Homologo Gal6 BLH mielése kristaliné struktiira yra zinoma. Fermentas turi
heksamering struktiira su iskilusiu centriniu kanalu. PanaSios aktyvios vietos { papaing iSsidésciusios
vidinéje kanalo puséje. Cisteino aminopeptidazés (PepC) i§ Streptococcus thermophilus ir

Lactococcus lactis taip pat yra panasios i eukarioting BLH [9].

2.1.1.4. Pirmuonys ir Kirmélés

Nors parazitiniai pirmuonys yra labai {vairi organizmy grupé, daugelis proteinaziy buvo isskirta
1§ jiems priklausanciy cisteino proteaziy. Keletas i§ Sity fermenty vaidina gyvybini vaidmeni parazito
mityboje ir uzkrétime Seimininko Iasteliy. Kruzipainas yra bendras pavadinimas fermento su
didZiausiu proteolitiniu aktyvumu Trypanosoma cruzi. Zmonés juo uzsikredia per jvairius parazitinius

grybus, kurie sukelia Amerikos tripanosomoze (Cagas liga). Zinomos fragmento 60kDa glikoproteino
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sekos, ju specifiskumas proteolizei ir inhibicijai E — 64, parodo sarysi su papaino $eimos proteazémis,
tai jrodyta iSaiSkinus fermento struktiira. Taigi fermentas apsaugo parazita nuo Seimininko imuningés

sistemos degraduojant jo IgG. DvideSimt trys cisteino proteazés rastos Trichomonas vaginalis,
trichomonadiné raiSis, kuri yra patogeniska zmonéms. Jos skiriasi nuo gerai Zinomy cisteino proteaziy
augaluose ir gyviinuose, nes turi nepaprastai dideli molekulini svori ( vir§ 96 kDa ). Proteazés taip pat
vaidina svarby vaidmenj maliarijoje, viena i$ reikSmingiausiy infekciniy ligu Zmonése. Maliarija
sukelia keturiy skirtingy tipy Plasmodium rasis. Proteolitinis aktyvumas vienodai pasiskirsto tarp
serino, cisteino ir asparto endoproteaziy. Cisteino proteazés i$skirtos i§ Plasmodium yra labai panasios
1 fermentus i§ papaino Seimos; pirma, turi sekas, kurios i§laikomos tiktai Plasmodium fermentuose,
antra, yra atsakingos uz specifing globino hidroliz¢. Vienas i§ Sity fermenty pavadintas falcipainu

[10].

2.1.1.5. Augaly cisteino proteazés

Seima sulfidriliniy proteaziy 1§ augaly ( papainas, bromelainas, ficinas, aktinidinas,
chimopapainas ir papajos proteazé omega ) placiai nagrinéjama dél keliy priezas¢iu. Pirmiausiai, Sitas
proteazes galima iSskirti ir gryninti dideliais kiekiais biofizikiniy tyrimy. Antra, ju sekos labai
panaSios. Trecia, bendras skai¢ius ikrauty aminoriig§¢iu kiekvienoje proteazéje yra panaSus, bet
santykis teigiamai ir neigiamai ikrauty aminoriig§¢iy Zymiai kinta pasiekiant izoelektrinius taskus
tokiy proteaziy. Ketvirta, Sitos proteazés nesusivynioja po denattracijos kars¢iu ar riigstimi, todél jos
neturi propeptido sekos, kuri yra apkarpyta per baltymo apdirbima augaluose. Sita savybé leidzia
kontroliuoti baltymo apsaugojima matuojant fermentini aktyvuma po riig§tinio streso sumazinimo ir
ligando pasalinimo be galimos baltymo renattracijos [11].

Placiausiai istirta augaly cisteino proteazé yra papainas ( EC 3.4.22.2 ) i§ Carica papaya zievés.
Papainas yra monomerinis polipeptidas su molekuliniu svoriu 23406 Da, turintis 212 aminoriigsciu
liekany granding su trimis disulfidiniais tilteliais ( Cys22-Cys63, Cys56-Cys95, Cys153-Cys200 ).
Seka ir tretiné struktiira yra nustatyta literatiiroje [12]. Rentgeno struktiiriné analiz¢ atlikta su papaino
inhibitoriaus kompleksu, inhibitoriais BPACK ir E — 64. Papainas iSskirtas neaktyvioje formoje, kur
aktyviame centre cisteino liekanos yra blokuojamos disulfidinio rysio su Cys22 ir Cys63, vietoj to jis
turi laisva tioling grupe. Aktyvacija imanoma pakeitus vidulastelini disulfida su tioliniais reagentais ar
su redukuojanciais agentais. Papainas yra susiformaves 1§ klasikinio zimogeno ( propapainas ). Kitos
augaly proteazés, kuriy zinomos fragmento sekos parodo sarysi su papainu, yra chimopapainas A ir B,

taip pat i§ Carica papaya, ficinas ( EC 3.4.22.3 ) i§ Ficus zievés, bromelainas ( EC 3.4.22.4 ) i§
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ananaso medzio kamieno ir proteazé CC — III isskirta i§ kitos Carica ruSies. Papainas, katepsinas B
[13], virusiné 3C proteinazé, kruzainas ir bleomicino hidrolazé, paminétos anksciau, kaip ir
aktinidinas 1§ kivio vaisiaus, ICE ir karikainas ( papajos proteazé¢ Q, EC 3.4.22.30 ) yra cisteino
proteazes, kuriy zinomos pilnos aminoriigs¢iy sekos kaip ir ketvirtiné struktiira. Nors aktinidino ir
papaino sekos yra 48% identiSkos, ju struktiiros nepaprastai panaSios. Vadinasi, baltymo skélimo

specifiskumas aktinidino yra panasus i papaino [14].

2.1.1.6. Bromelaino fermentai

Bromelaino fermentai randami augalo Seimos Bromeliacaea audiniuose, i$ kurios ananasas,
Ananas comosus, yra zinomiausias. Proteolitinis fermentas randamas ananaso kamiene vadinamas
kamieno bromelainu, o fermentas vaisiuje pirmiausiai pavadintas bromelainu, dabar vadinamas
vaisiaus bromelainu. Sistematinis numeris EC 3.4.22.4 yra duotas kamieno bromelainui ir EC 3.4.22.5
vaisiaus bromelainui.

Skirtingai nuo kamieno bromelaino pagrindinis vaisiaus fermentas yra riigsStinis baltymas. Jo
izoelektrinis taskas yra prie pH 4.6, tai nustatyta izoelektrinio fokusavimo metodu. Bromelainas
sudarytas 1§ 212 aminoriig§¢iy sekos, tai parodyta 1 lenteléje. N - galo liekana yra alaninas su seka :

Ala— Val — Pro — GIn — Ser — Ile — Asp — Trp — Arg — Asp — Tyr — Gly — Ala
Svarbiausia C — galo liekana yra glicinas. Molekulinis svoris vaisiaus bromelaino buvo ginco
objektas: 18000 tai nustatyta Sephadex G—75 gelfiltracija ir 31000 poliakrilamido gelio elektroforeze
esant SDS ir Sephadex G — 75 gelfiltacija.

1 lentelé. Bromelaino aminoriigsciy seka [15].
AVPQSIDWRD YGAVTSVKNQ NPCGACWAFA AIATVESIYK IKKGILEPLS EQQVLDCAKG
YGCKGGWEFR AFEFIISNKG VASGAIYPYK AAKGTCKTDG VPNSAYITGY ARVPRNNESS
MMYAVSKQPI TVAVDANANF QYYKSGVFNG PCGTSLNHAV TAIGYGQDSI IYPKKWGAKW
GEAGYIRMAR DVSSSSGICG IAIDPLYPTL EE

Vaisiaus fermentas aktyvesnis dél N°- benzoil — L — arginino etilo esterio ( BAAE ) ir N*
benzoil — L — arginino amido ( BAA ) negu kamieno bromelainas. Kiti kinetiniai parametrai
pateikiami: BAA K, = 4,0 mM ir Ky, = 0,033 s! prie pH 6.0 ir 25°C, 0 BAAE K., = 0,043 M prie pH
6.0 ir 25° C. pH optimumas kazeinui ir denatiiruotam hemoglobinui yra atitinkamai pH 8.3 ir pH 8.0.

Vaisiaus bromelainas katalizuoja sintezg acilaminoriigSties anilido. Fermentas yra inhibuojamas
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gyvsidabrio, o aktyvumas atstatomas cisteinu ir merkaptoetanoliu. Aminortgsciy seka aplink

reaguojancia cisteino liekana ( Cys ) yra Asn — Glx — Asn — Pro — Cys — Gly — Ala — Cys.[16].

2.1.1.7. Zinduoliy ir Zmoniy

Svarbiausios cisteino proteazés zinduoliuose yra citoplazminiai kalpainai ir lizosominiai
katepsinai. Pavadinimas "katepsinas" pasitlytas Willstitter ir Bamann 1929 metais proteazei, kuri yra
aktyvi riigStiniame pH, bet skiriasi nuo pepsino. 1941 metais Fruton sugeb¢jo identifikuoti maziausiai
tris katepsino fermentus, katepsing I, II ir III.. Tallan‘as 1952 metais katepsinus perklasifikavo
pagrindu ju specifiskumo ir pavadino katepsinu A, B ir C. Jie buvo pasitlyti vidulasteliniams
dublikatams pepsinui, tripsinui ir chimotripsinui. 1957 metais Greenbaum ir Fruton parodé, kad
katepsinas B yra cisteino proteaze. 1971 metais Otto ir bendradarbiai nustate, kad katepsinas B turi du
fermentinius aktyvumus. Katepsinas B1 yra endopeptidaze¢ ir dabar Zzinoma kaip katepsinas B ( EC
3.4.22.1), o katepsinas B2 yra lizosominé karboksipeptidazé B ( EC 3.4.18.1 ). Siuo metu terminas
"katepsinas" yra naudojamas kalbant apie vidulastelines proteazes, daugiausiai lokalizuotas
lizosomose, kurios yra aktyvios silpnai rugstiniame pH. [17]. Daugelis lizosominiy proteaziy yra
cisteino proteazes, iSskyrus katepsing G ( EC 3.4.21.20 ) [18] ir egzopeptidazg katepsina A [19] ( EC
3.4.16.1 ), kurios abi yra serino proteazes, ir atitinkamai asparto proteazés katepsinai D ir E ( EC
3.4.23.5 ). Ribosominis katepsinas R taip pat yra serino proteazé ( EC 3.4.21.52 ) [19].

Kalpainai ( EC 3.4.22.17, kalciu aktyvuojama neutrali proteinazé¢ CANP, receptoriaus pernesimo
faktorius RTF, kinaz¢ aktyvuojantis faktorius CAF ), atrasti 1964 metais, yra citoplazminés proteazes,
kurios intensyviai tyrinéjamos. Pavadinimas "kalpainas" pasitlytas 1981 metais, kalbant apie
aktyvacija Sity fermenty kalcio jonais ir panaSumu i cisteino proteazes su papainu [20]. Jie pasitaiko
kartu su specifiniais vidugeniniais inhibitoriais, kalpastatinais, beveik visuose Zinduoliy lastelés
tipuose. Ju taip pat yra grybuose ir Drosophila stame, bet jy néra augaluose. Du kalpaino tipai buvo
i8skirti, kurie skyresi kalcio kiekio reikalingumu. Kalpainui I ( p.CANP) reikia mikromolinés kalcio
koncentracijos ( 1 - 100 uM ), o kalpainui II ( mCANP ) aktyvuoti reikia milimoliarinés
koncentracijos ( 0,1 — 1 mM ) [21].

2.2. Jony mainy chromatografija
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Chromatografija, tai yra metodas gryninimui. Pagrindinés chromatografijos risys yra
gelfiltracija, hidrofobiné, atvirk§¢iy faziy, jony mainy, afininé¢, normaliy faziy ir chiraliné
chromatogafija. Jony mainy chromatografija remiasi griZtamaisiais mainais tarp tirpale esancios
tirlamosios medZiagos jony ir jonito jony. PavyzdZiui, vienas anijono tipas CH;COO™ ir skaiCius
katijono tipy Na’, K* ir baltymas®, kartu egzistuoja vandeniniame tirpale. Sitie jonai nustato dinaming
pusiausvyra, pavyzdziui:

CH;COO + Na" <« CH;COONa
CH;COO" + K" «> CH;COOK
CH;COO  + Baltymas” <> CH;COOBaltymas
CH;COO + H" < CH;COOH
Bendra pusiausvyros salyga nustatoma pagal reikSmes i$ atitinkamy disociacijos konstanty :

[CH,COO ][Na‘]
[CH,COONa]

K(CHSCOONa) =

[CH,COO ][K*]
[CH,COOK]

K(CH3COOK) =

[CH,COO ][Baltymas™]
[CH,COOBaltymas]

K(CH3COOBaltymas) =

[CH,COO ][H*]
[CH,COOH ]

K(CH3COOH) =

Bendra pusiausvyros biisena yra padarinys :

e bidingo giminingumo tarp jony ( iSreikSta disociacijos konstantomis ),
e konkurencijos tarp jony ( funkcija santykiniy koncentracijy jonu ).

Vystyti chromatografijos sistema galima kovalentiSkai prijungiant stacionaria fazg ir leidZiant
judéti disocijuotiems katijonams su mobilia faze; bendras elektrinis neutralumas islaikomas. Su
imobilizuotu anijonu taip bus sudaryta katijono mainy sistema. Atvirk$ciai, imobilizacija katijono
sudarys anijono mainy sistema.

Jeigu abu jonai taikomi chromatografiniai sistemai kaip meéginio “kams§tis®, tai sistema paskui
iSplaunama su buferiu, skiriamasis giminingumas jony pastoviam anijonui yra akivaizdus, esant
skirtingiems migracijos grei¢iams per kolona. Jonai migruoja santykiniais greiciais proporcingais ju
atitinkamoms disociacijos konstantoms. Juy giminingumas ir absoliutiis migracijos greiciai priklauso
nuo konkurencijos, kai jie susitinka katijona i§ buferio. Did¢jant katijono koncentracijai, méginio

katijonai susiduria su konkurencijos did¢jimu tarp jy ir imobilizuoto anijono, tada greiciau disocijuoja
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ir padidéja ju migracijos grei¢iai per kolona. Siuo atveju baltymy disociacijos konstanta yra veikiama

pH, taigi iSplovimas gali biiti atliekamas keiciant pH .

2.2.1. Jonitai

Terminas ,,derva‘‘ atéjo i§ anksciau polistireno pagrindu jonito, kuris turéjo permatoma geltona
1Svaizda panaSia 1 sakus. Moderniis jonitai, naudojami baltymy gryninimui, dazniausiai yra
nepermatomi ir balti.

Visos jony mainy dervos sudarytos i$ matricos, kurioje yra prikabintos pavaduojancios grupés.
Mazo slégio baltymu chromatografijoje dazniausiai matrica sudaryta i§ hidrofiliniy biopolimery, tokiu
kaip celiuliozé, Sephadex™ ar agarozé. Sitos medZziagos negali priesintis aukstam slégiui ir nuo
vidutinés iki didelio slégio skys¢iy chromatografijai, nukrypti link silikos pagrindu dervy ar sintetiniy
kaip Trisakrilas™.

Celiulioze¢ yra polimeras i§ B-D-gliukozés vienety sujungty 1—4 rysiais. Palyginti nebrangus ir
suteikiantis geras tekéjimo savybes, taciau dideli tarpai duoda prasta atskyrima. Sephadex sudarytas i$
dekstrano grandiniy, susidedanciy i§ 1—6 sujungty gliukozés liekany, kryZzmiskai susijunggs su
epichlordinu. Pavadinimas ,Sephadex‘ yra prieSingas Zodziui ,,atskyrimas‘‘, , Farmacija‘® ir
,,dekstranas‘‘. Jis yra parduodamas sauso kserogelio formoje, kuris absorbuoja vandenj ir iSbrinksta
hidratuotose sferinése dalelése. Sephadex jonitas duoda gera atskyrima, bet jo tiiris kinta, keiCiantis
joninei jégai buferyje. Tai yra privalumas, kadangi sunku taikyti tiksly druskos gradienta
sumaz¢éjanciam geliui ir tai tampa privalumu perpakuojant kolona po keletos bandymuy.

Agarozé yra neutralus agaro polisacharido komponentas iSgautas i§ rudadumblio, tai yra jiiros
dumblio tipas. Jis yra linijinis polisacharidas sudarytas i§ kintamy liekany D-galaktozés ir 3,6-
nevandenings - L- galaktozés, susijunges p 1—4 ir a 1 —3 rySiais.

Agaroze lengvai tirpsta vandenyje, esant 100°C temperatiirai, o sustingusi tampa ypac stipri,
taigi vadinama makrotinkliniu geliu su didelémis poromis.

Sephadeksas yra pavyzdys mikrotinklinio gelio. Makrotinkliniame gelyje, pavyzdziui agaroze,
gelio skaidulos jungiasi i pluostus susidarant stipresniam geliui ir didesniam poroms dydziui duotoje
gelio koncentracijoje.

Makrotinkliné agarozés struktira daro ja labai tinkama kaip matrica jony mainams, kad
baltymas lengvai patekty i gelio vidy, taigi toks efektas gelyje turi didelj pavirSiaus plota, kur joninés
pavaduojancios grupés prijungiamos. Makrotinkline struktiira taip pat yra mechaniSkai stipri, taigi
pavaduojantys agaroz€s jonitai nesumaz¢ja ar nepadidéja, esant pasikeitimams buferio joninés jégos.
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Agarozés gelio struktiira palaikoma nekovalentiniy rySiy, todél agarozés geliai negali biti
sudziovinami ir atkuriami. Dél tos priezasties jie pateikiami suspensijos pavidale. Jie taip pat negali
biti virinami ir autoklavuojami, kadangi nesunkiai tirpsta zolyje didel¢je temperatiiroje.

Bendra silpna baziné anijonito grupé yra -DEAE- ( dietilaminoetil- ) ir kolonos silpna riig§tiné
katijonito grup¢ yra CM- ( karboksimetil- ). pH sritis yra nuo 2 iki 10 vir§ kurios Sitos grupés yra
jonizuotos.

Jonitai susidedantys i$ silpnos riigSties ar silpnos bazés grupiu pakaitaly néra pilnai jonizuoti
daugelyje pH reikSmiy. Tai galbiit yra didesnis jonizacijos laipsnio pasikeitimo trilkumas naudingoje
pH srityje. Jonitai pagristi stipriomis ragsStimis ar bazémis, prieSingai, yra pilnai jonizuoti didesnése

pH srityje ( 2 — 12)), taigi ju laipsnis jonizacijos yra maziau priklausomas nuo pasikeitimy pH.

2.2.2. Gradiento generatorius

Jony mainy chromatografija daznai reikalauja iSplovimo suristy baltymy keiciant joning jéga ar
pH. Jeigu komponenty atskyrimo sistema yra gerai zinoma, tada biidingi pasikeitimo zingsniai
padaromi. Pavyzdys yra jony mainy atskyrimas aminortig§¢iy aminoriig§ciy analizatoriuje. NeZinant
baltymy tiksliy komponenty atskyrime biitina naudoti gradiento generatoriy paveikiant jonine jéga ar
pH gradientu.

Gradientai dazniausiai gaminami vienu ar dviem keliais. Naudojamas dviejy ertmiy prietaisas su
magnetine maiSykle, kuri maiso vieng ertmg.

Pradzios tirpalas patalpinamas deSinés rankos inde, o pabaigos tirpalas kairés rankos inde. Tarp
indy jtaisomas sifonas siurbimui tirpalo { virsu.

Tobulesnis, bet brangesnis metodas gaminanti gradienta naudoti mikroprocesoriumi
kontroliuojama proporcinga voztuva, kuris iStraukia skystj pakaitomis i§ vieno indo { kita mazais
kiekiais, kurie tolygiai keiCiasi proporcingai su laiku. MiSinys yra patalpinamas ties¢je, pasroviui
proporcingo voztuvo, kei¢iant mazais zingsniais buferio sudéti, laipsniskai ir nepertraukiamai.
Gradiento generatoriai, kurie pagristi proporcingais voztuvais, yra bendri komponentai uzbaigtos
chromatografinés sistemos.

2.2.3. pH pasirinkimas

Pries pradedant jonu mainy chromatografija reikia zinoti koki pH naudoti. pH ir jonito tipo

pasirinkimas naudojimui nustatomas i§ taip vadinamos titravimo kreivés baltymy miSinio atskyrimui.

15



Elektroforetiné titravimo kreivé gali buti nustatyta nustatant pH gradienta gelyje ir praleista

elektroforezinj atskyrima desiniu kampu link pH gradiento.

2.2.4. Jony mainy chromatografijos startavimas

Parinkimas jonito tipo, katijonito ar anijonito, galbiit pasirenkamas, nezinant baltymo savybiy,
pavyzdziui, jo pl ir/arba jo pH stabilumo srities. Pirmas priartéjimas, geriausiai yra pasirinkti pH su
baltymo stabilumo sritimi, kur ji absorbuos jonitai. Daznai tai reiSkia, kad anijonitai privalo biiti
naudojami prie pH reikSmeés vir§ pl baltymo, taciau, tas pl nurodo bendra savybg baltymo, o tuo tarpu
jonito ri§imasis yra funkcija kriivio ant baltymo pavirSiaus. Taigi yra imanoma turéti baltyma surista
su anijonitu prie pH Zemesnio negu jo pl arba su katijonitu prie pH virs$ jo pl. Tai tapo esminiu dalyku
eksperimentiskai tyrin¢jant naujo nezinomo baltymo funkcionavima.

Pasirinkus sorbentg ir pakrovus kolona biitina nupusiausvyrinti kolona su keletu kolonos tiiriy
pradinio buferio. Buferis yra mazos joninés jégos ir pH, kuris padeda susiristi baltymams su sorbento
dalelémis. Baltymo miSinys turi turéti maza drusku koncentracija, pasiekiama pusiausvyrinant ji su
pradiniu buferiu, arba dialize, ultrafiltracija, molekuline i§skyrimo chromatografija arba.

Meéginio tirpalas perleidZziamas per kolona ir praplaunamas su maziausiai 2 tiiriais pradinio
buferio, kad iSplauty nesurista frakcija. ISplovimas su pradiniu buferiu sustabdomas viena karta, kai
savirastyje piko linija nusileidzia iki bazinés linijos. Sitame taske buferio gradientas panaudojamas.
Gradientas padidinantis joning jéga yra geriausias pasirinkimas ir taikomas abiems katijonitui ir
anijonitui.

ISsiskyrimas piky yra funkcija panaudojant iSplovimo gradienta. LékStas gradientas duoda
geresn] atskyrima, bet uztrunka ilgesni laika. Su nezinomo baltymo sistema geriausias pirmas biidas
naudoti lekSta gradienta, kai tai duoda greita ivertinima skaiciaus laukty piky ir atskyrimas gali biti
nuosekliai optimizuotas. Tinkamas IékStas gradientas pirmam priartéjimui yra 0—1M NaCl
pradiniame buferyje trims tiiriams. Nuoseklus optimizavimas gradiento apribojimuy arba skaicius turiy
gali biiti pakeistas kei¢iant gradiento nuolydi.

Po pritaikymo gradiento yra bitina iSplauti su maziausiai vienu tiiriu pabaigos buferio
garantuojant, kad visas gradientas iSsiplauty ir, kad visi pikai, kurie buvo iSplauti gradiento yra
plaunami i§ kolonos.

S — Sepharose yra katijonitas. Jeigu anijonitas buvo naudotas, iSplovimas su joninés jégos

gradientu gali veikti tiksliai tokiu paciu keliu. Skirtinga strategija yra bitina katijonitui ir anijonitui,
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jeigu pH gradientas yra naudojamas iSplauti suriStus baltymus. Katijonito atzvilgiu reikalingas
didéjantis pH gradientas, tuo tarpu anijonitui reikalingas mazéjantis pH. gradientas

Uzbaigiant chromatografijos paleidima arba su katijonitais, arba su anijonitais, tvirtai suristi
meéginio komponentai iSplaunami su didele drusky koncentracija, tokia kaip 1M NaCl. Katijonity
atveju didelé koncentracija gali biiti suderinta su dideliu pH, o su anijonitais didelés druskos
koncentracijos gali biiti suderintos su mazu pH. Krastutinés pH reik§més naudojamos Zinant stabilumo
apribojimus viduje jonity. Po visko kolona nupusiausvyrinama su keletu ttiriy pradinio buferio ir
paruoSiama sekanciam paleidimui.

Jony mainy chromatografija tokiu biidu reikalauja cikliSkumo per didelius pasikeitimus joninés
jégos ir galbut taip pat pH. Didziausias sorbento privalumas yra atlaikyti reikalinga joning jéga ir pH
pasikeitimus, be sumaz¢jimo ar padidéjimo, kad ji blity imanoma naudoti ilga laiko tarpa keiciant

buferio sudéti ir neturint perpakuojancios kolonos [1].

2.3. Matriciniai ligandai ir jy reik§mé apsaugant baltymus nuo ruagstinio streso

MCC ligandai ( 1 pav. ) yra nusodinimo agentai atskyrimui baltymy i$ atskiestos Zaliavos.
Ligandai turi stipria anijono sulfonating galva, kuri inicijuoja susiriSimg su teigiamai jkrautais
baltymais. Pirminis tvirtas baltymo konformacijos susiriSimas pradeda iSstimima vandens i
konformaciskai judanciy baltymy. Uodegos yra hidrofobinés organinés azoaromatinés grupés, kurios
saveikauja ir kartu sudaro baltymo ligando kompleksus. Baltymy nuosédos yra kaip sveciai ligando
Seimininko matricoje. Ligando uodegos pakei¢ia vandeni dél juy tiirio ir mazesnés vidutinés
dielektrinés konstantos, artimos ikrautoms grupéms, kurios stiprina elektrostatiniy junginiy susiriSima.
MCC ligandai apsaugo baltymus valant juos i$ atskiestos Zaliavos ir tankiy nuosédy. Detergento jonai
mazose koncentracijose ( 10— 10° M ) taip pat kartais tarnauja kaip nusodinimo agentai, ijpainiodami
savo uodegas. Dvivalenc¢iai metalo jonai ( pavyzdziui, Zn"" ) kartais yra naudingi pagalbiniai agentai.
ParuoSiamasis valymas nuo zaliavos yra parodytas pradedant nuo 100 — 200 g zaliy Zemés rieSuty ir
zaliy ananasy, nusodinant lekting ir bromelaino fermenta atitinkamai per 1 — 2 h su 80 — 90 %
aktyvumo iSeiga. Ligandai iSlaisvinami nuo nuosédy keiciant pH ir pagaunant ligandus su jonitais.
Baltymo konformacijos suspaudimas tirpale matomas i§ klampumo nustatymo [11].

Apsauga fermenty nuo rugstiniy, temperatiriniy ir cheminiy inaktyvatoriy yra svarbus
uzdavinys biotechnologijoje. Suri§imo ligandai apsaugo baltymus tirpale. DaZniausiai baltymo

nusodinimas rtgstiniame tirpale yra palyginamas su baltymo denatiiracija. Buvo jrodyta, kad MCC
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ligandai nusodina ir apsaugo baltymus. Pavyzdziui, ligando ginamas bromelainas buvo inkubuojamas
1 M HCI vieng valanda ir 60 % aktyvumas po to buvo atgautas.

Fermentiniai aktyvumai iSlaikomi po laikymo fermento riigStyje su apsauginiais ligandais,
palyginant ju aktyvumus, kur apsauginiai ligandai buvo praleisti (arba idéti pabaigoje riigStinio
streso). Jeigu buvimas sulfonatinio ligando per rtigstini stresa iSlaiko fermentini aktyvuma, ligandas
buvo vertinamas esant ginamasis. Ligandai fermentui suteikia prieSinamasi rigsciai nustatant
apsaugojimo indeksa P. Keletas ligandu galéjo pilnai apsaugoti nuo Zymaus riigstinio streso iSlaikant
100% pradini fermentinj aktyvuma.

Daugelyje eksperimenty fermento koncentracija buvo 1 mg/ml ( apie 0,04 mM ), 30 mM
buferyje. Rugstinis pH stresas buvo jvestas 30 mM skruzdziy rugsties natrio esteriu pH 2.5 — 3.5
srityje, 30 mM druskos riigSties su natrio chloridu pH 1.5 — 2.5 srityje. Didesnés druskos rtigsties

koncentracijos buvo naudojamos pasiekti pH Zemesni nei 1.5.
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1 pav. Azoaromatiniy sulfonaty liganduy strukttiros, dvieju raidziy pavadinimo sutrumpinimas ir apsaugojimo

indeksas P bromelainui.



Aromatinio sulfonato ligando susiriSimo su baltymu modelis parodytas 2 paveiksle. Kai
teigiamai jkrautas baltymas yra neutralizuojamas susiriSant sulfonato anijonams, hidrofobinés
aromatinio ligando uodegos saveikauja viena su kita. Sita saveika agreguoja ir nusodina baltymo
ligando kompleksus. Kiekvienas organinis sulfonato anijonas formuoja matricos nuosédas, kai Viigandas

tampa lygus Zy" ( visas baltymo kraivis ) rigstinéje terpéje.

. =
h OSS_@_ N‘;J @ Baltymas
W,

O—
Hidrofohing

Jonineg sgveilka Joning

sgveika sgveilka

2 pav. Matricos nuosédy formavimasis. Anijoniniai sulfonato ligandai yra susiri$¢ su teigiamai ikrautomis
baltymo grupémis susidarant druskos tilteliams ( jony poras ). Hidrofobinés sulfonato ligandy liekanos susirisa
pirmiausiai viena su kita pagal hidrofobing saveika. Baltymas — baltymas saveika (neparodyta) taip pat

imanoma.

Du sulfonato ligandai dazniausiai geresni apsaugotojai negu monosulfatiniai ligandai. Taip yra
dél keliy priezasCiy. Dvi sulfonato grupés risasi ir laiko dvi teigiamai ikrautas grupes sutrukdant
18sivyniojimui baltymo molekulés. Taip pat disulfonatiniai ligandai stipriau susiriSa su baltymais negu
monosulfatiniai.

Apsauginis pajégumas MCC ligandy iSplété ju naudinguma baltymy iSskyrime. Baltymo
apsaugojimas suteikia galimybe naudoti stipria riigsti per baltymo i§skyrima ir gryninima. Pavyzdziui,
stipri rugstis sterilizuoja baltymo tirpala ir pabaigoje grynina baltymo produkta. Be to, apsauginé
galimybé MCC ligandy prie§ temperatiiring inaktyvacija leidZia naudoti temperatiiros kélima baltymo

i§skyrimo ir gryninimo procesy metu [2].



3. EKSPERIMENTINE DALIS
3.1. Medziagos ir prietaisai

3.1.1. Medziagos

Natrio fosfatas ( NaH,PO,), M = 137,99 g/mol; EM

Natrio bifosfatas ( Na,HPO4 ), M = 141,96 g/mol; Sigma
Perchloro rugstis ( HC104 ), M = 100,5 g/mol; Peaxum
Kalio chloridas ( KCI ), M = 74,54 g/mol; P eaxum
Natrio chloridas ( NaCl ), M = 58,50 g/mol; Sigma
Akrilamidas (C;HsNO ), M = 71,08 g/mol; Fluka
Bis ( N, N — metil — bis — akrilamidas) ( BIS ) Bio-Rad
((CH,CHCONH,;),CH,), M = 154,17 g/mol;

Amonio persulfatas ( APS ), M = 228,40 g/mol; Fluka
B —alaninas, M = 89,1 g/mol; Sigma
N, N, N', N' — Tetrametiletilendiaminas ( TEMED ); Roth
Biorex 70 Bio-Rad

Bromelainas, MW = 23000 Da; Sigma
Kazeinas Merck
L — cisteinas ( C:H/NO,S ) M = 121,2 g/mol; Sigma
Natrio Sarmas ( NaOH ), M = 39,97 g/mol; Lachema

Kalio Sarmas ( KOH ), M = 56,11 g/mol; Lachema

Druskos rugstis ( HCI ), M = 36,5 g/mol; Sigma
Anijonitas Dowex 1-8X Bio-Rad
Kari red ( KR), MW = 558,52 Da; Susintetintas JAV Minesotos universiteto laboratorijoje
Jurga‘s red (JR ), MW = 698,65 Da; Susintetintas JAV Minesotos universiteto laboratorijoje

Little Rock Orange ( LRO ), MW = 406,3 Da; Susintetintas JAV Minesotos universiteto laboratorijoje
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Methyl Green Fluka

Coomasie Blue R-250 Serva
Glicerolis Bio-Rad
Ledin¢ acto riigstis ( C,Hs),0, M = 74,12 g/mol; Peaxum

Buferiniai tirpalai:

Fermenty aktyvumui matuoti 0,05 M NaH,PO,, 0,05 M Na,HPO,, pH 6.7

3.1.2. Prietaisai

Automatinés pipetés GILSON
Svarstyklés KERN 440-35N (Max 400g, d =0,01g)
Analitinés svarstyklés AND GR - 200 (Max 210g, Min 10mg, e = Img, d = 0,1 mg)
pH — metras EV-74
Magenetin¢ maiSykle MM-5
Spektrofotometras JENWEY 6305 UV/Vis
Centrifuga 5415 R Eppendorf
Baltymy elektroforezés sistema Biometra
Baltymy chromatografiné sistema KB Bromma
Maisykle Thermolyne Type 16700 Mixer
Saldytuvas Snaigé
Termostatas MLZ UH
Centrifuga JR — 21 BECKMAN
Srovés Saltinis Biometra

3.2. Tyrimo metodai

3.2.1. Bromelaino i§skyrimas i$ ananaso vaisiaus su matriciniais ligandais

Ananaso vaisiaus zievé buvo nulupta, vaisiaus minkstoji dalis supjaustyta gabaliukais ir su
grustuvele sutrinta. ISsiskyrusios sultys nufiltruotos per Buchnerio kolba su filtru. [ gauta Svary sulciy

tirpala pridéta atitinkamas dazy kiekis ( JR, KR, LRO ), kad bromelainas iSkristy i nuosédas. Dazo ir
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bromelaino komplekso nuosédos atskiriamos nuo supernatanto. Atsargiai nupilamas supernatantas ir

-----

[3dzitivusios bromelaino nuosédos supilamos i buteliukus ir laikomos $aldytuve +4°C temperatiiroje..

3.2.2. Spektrofotometrinis baltymo koncentracijos matavimas

Bromelaino koncentracija matuota spektrofotometriskai, esant bangos ilgiui. 280 nm.

3.2.3. Spektrofotometrinis daZo koncentracijos matavimas

Dazy absorbcijos spektrai riigstingje ( 0,1 M HCI ), Sarmingje ( 0,1 M NaOH ) ir neutralioje
(H>O) terpése matuoti spektrofotometriSkai, esant bangos ilgio srityje nuo 400 iki 600 nm. Dazo

koncentracija paskaiciuota pagal (1) formulg neutralioje terpéje, Zinant jo ekstinkcijos koeficienta:
Cdaio = A/Sl, (1)

¢ia: A —absorbcija neutralioje terp¢je (A =495 nm JR, A = 503 nm KR, A =488 nm LRO),
¢ — ekstinkcijos koeficientas ( M™-cm™),

1 - kiuvetés skersmuo, cm,
3.2.4. Bromelaino koncentracijos nustatymas pagal tirozino kiekj

Metodas remiasi skirtinga aminoriigsties tirozino absorbcija neutralioje ir Sarmingje terpéje.
Sarmingje terpéje ( 0,IM NaOH ) tirozino aminortgsties radikalo hidroksilo grupés vandenilis
disocijuoja ir dé¢l pasikeitusio kriivio pasiskirstymo aromatinéje sistemoje absorbcijos maksimumas
pasislenka nuo 270 iki 295 nm. Esant 295 nm bangos ilgiui kiti junginiai ( jei néra baltyminiy
priemais$y ) mazai absorbuoja, taigi baltymo koncentracija galima paskai¢iuoti i§ absorbcijy Sarminéje
( 0,IM NaOH ) ir neutralioje ( H,O ) terpéje skirtumy. Taikant Bugero-Bero-Lamberto (2) formule

gaunama iSraiska:

Cbaltymoz AA/Elf, (2)
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¢ia: AA —absorbcija Sarme — absorbcija neutralioje terpéje (A=295nm),
€ — Tyr ekstinkcijos koeficientas 2471 AU-L/(mol-cm),
1 — kiuvetés skersmuo, cm,
f- tiroziny skaicius vienoje baltymo molekuléje.

3.2.5. Proteaziy aktyvumo matavimas

3.2.5.1. Bendras aktyvumas. Kunitz‘o metodas bromelaino aktyvumo nustatymui.

Proteolitinis aktyvumas bromelaino matuotas Kunitz‘o metodu, naudojant Hammerstan kazeina
kaip substrata. Koncentracija kazeino buvo 10 mg/ml, istirpinta 50 mM natrio fosfatiniame buferyje
pH 6.7. L — cisteino ( SmM ) buvo pridéta apsaugojant aktyvia vieta sulfidrilinés grupés nuo
oksidacijos. Po laikymo 20 min. 37°C temperatiiroje, proteolitiné reakcija sustabdyta pridedant
vienoda turi 1M perchloro riigsties. Nehidrolizuotas kazeinas pasalintas centrifuguojant. Padidéjimas
absorbcijos prie 280 nm buvo proporcingas koncentracijai susidariusiy aminoriigsciy hidrolizuojant

kazeina. Aktyvumas paskaiciuojamas pagal (3) formulg:

A
Aktyvumas (U /ml) = : Ziov * praskiedimas, (3)

min

¢ia: A,s0— absorbcija,
tmin — laikas, min,

V — taris, ml.
3.2.5.2. Specifinis aktyvumas

Specifinis aktyvumas buvo paskaifiuotas pagal (4) formulg, nustacius bendra aktyvuma ir Zinant

baltymo koncentracija:

Aktyvumas (U /ml)
c,(mg/ml) ’

Specifinis_aktyvumas (U /ml) = 4)

¢ia: ¢cp,— baltymo koncentracija, mg/ml.
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3.2.5.3. Bromelaino aktyvumo vienety skaicius sultyse

IS gauty grafiky ir turimy duomeny paskai¢iuojamas bromelaino aktyvumo vienety skaicius

sultyse, t.y. bendras ir specifinis aktyvumai su skirtingais MCC ligandais. 2 lentel¢je pateiktas

bromelaino nuosédy paruosimas.

2 lentelé. Bromelaino nuosédy iSvalymas nuo dazo molekuliy su Dowex anijonitu.

JR KR LRO
Suléiy tdris, ml 28 30 30
Pridétas dazo kiekis, mg 7 7,5 7,5
Sausy nuosédy svoris, mg 13,1 66,1 374
Atsvertas nuosédy kiekis, mg 3,4 2,4 2,4
Taris, kuriame iStirpintos nuosédos, ml 2,83 2 2
Pridétas Dowex tdris su H,O, ml 0,3 0,3 0,3
Aktyvumo vienetai 5,6828 3,0217 5,0142

JR
Bendras aktyvumas 4,5 U/ml.
4,5U/ml *28 ml =126 U
5,68/20 =0,284 U/ 100 pl
2,83 +0,3=3,13 ml
8,9 U/ 3,13ml
3,4/13,1=0,26 26 %
89U/0,26=342U0 27,1%

nuosédose
Specifinis aktyvumas
5,68 U/100 pl

8,9 U/3,13 ml

~ 3 mg baltymo

3,0 U/mg baltymo

8,9 U/3,4 mg DW =

2,61 U/mg DW (sauso svorio )

KR

Bendras aktyvumas 4,5 U/ml.
45U0/ml *30ml=135U
3,02/20=10,151 U/ 100 pl
2,0+0,3=23ml

3,47 U/ 2,3ml

2,4/66,1 = 0,036 3,6 %
3,47U/0,036 =96,4 U 71,4 %

nuosédose
Specifinis aktyvumas
3,02 U/100 pl

3,47 U/2,3 ml

24

1,5 mg baltymo

1,5 U/mg baltymo

3,47 U/2,4 mg DW =

1,45 U/mg DW (sauso svorio )

LRO

Bendras aktyvumas 4,5 U/ml.
45U/ml *30ml=135U
5,01/20 =0,2505 U/ 100 pl
2,0+0,3=23ml

5,76 U/ 2,3ml

2,4/37,4 = 0,064 6,4 %
5,76 U/ 0,064=90 U 66,66%




nuosédose
Specifinis aktyvumas
5,01 U/100 wl

5,76 U/2,3 ml

2,5 mg baltymo

2,5 U/mg baltymo

5,76 U/2,4 mg DW =

2,41 U/mg DW ( sauso svorio )
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3.2.6. Proteaziy charakterizavimo elektroforetinis metodas

3.2.6.1. Natyvi elektroforezé

Tirpalai baltymy elektroforezei:

e 30 % akrilamidas + BIS

30g akrilamido ir 0.8g BIS tirpinama dejonizuotame vandenyje ir skiedziama iki 100ml, tirpalas
filtruojamas, laikomas tamsiame inde +4°C temperattiroje iki 30 dienu

e [Ledin¢ actor. — KOH pH 6.8

48,0 ml 1M KOH ir 2,9 ml ledinés acto riigSties sumaiSoma. Tirpalo pH turi biti 6,8. Praskiedziama
vandeniu iki 100 ml.

e Ledin¢ actor. — KOH pH 4.3

48,0 ml 1M KOH ir 17,2 ml ledinés acto rtigsties sumaiSoma. Tirpalo pH turi biiti 4,3. PraskiedZiama
vandeniu iki 100 ml.

e 10 % amonio persulfatas ( APS)

1 ml vandens iStirpinama 100 mg amonio persulfato.

e Elektroforezés buferis

31,2 g P — alaninas iStipinamas 8 ml ledinés acto riigSties ir praskiedziama vandeniu iki 100 ml.
Tirpalo pH 4.,5.

e Methyl green 0,08%

20 mg Methyl green tirpinama 25 ml vandens.

e Dazas Coomasie Brilliant Blue R-250 (CBB R —250 )

0,6g Coomasie Blue R-250, 113ml 95% etanolio, 23ml ledinés acto rtigsties, 113ml H>O.

e Markeris elektroforezei

125ul ledinés acto r.- KOH (pH 6.8), 20ul Methyl green (0.002%), 0,7ml glicerolio (10%)

e Blukalas

600 ml vandens kaitinama iki uzvirimo su geliu, po to pakei¢iamas vanduo 10 karty.

Méginio paruosSimas:

Meéginiai elektroforezei paruoSiami { 15ul tiriamojo baltymo ipilama 5pl dazo Methyl green.
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Geliy paruo$imas:

Skiriamasis 12 % poliakrilamidinis gelis Koncentruojantis 4 % poliakrilamidinis gelis
30% akrilamidas + BIS 4 ml; 30% akrilamidas + BIS 0,65 ml;
Lediné acto r.-KOH, pH 4.3 1,25 ml; Ledin¢ acto r. — KOH, pH 6.8 1,25 ml;
H,O 4,63 ml; H,O 3,06 ml;
APS 10 % 75 pl; APS 10 % 40 pl;
TEMED 50 pl. TEMED Sul.

Paruostas skiriamojo gelio tirpalas pilamas i sukonstruota forma iki tam tikros ribos, pazymétos
vietos ir atsargiai uzpilama vandens. Polimerizacija vyksta apie 40 min.

Ant sustingusio skiriamojo gelio pilamas koncentruojancio gelio tirpalas ir istatomos Sukos.
Polimerizacija vyksta apie valanda. Jai pasibaigus, Sukos iStraukiamos.

Formos ir aparato rezervuarai uzpildomi elektroforezés buferiu. [ Sulin¢lius ineSami méginiai.
Elektroforezé vykdoma pastovios srovés rezime: 20 min teka 18 mA srove, po to iki elektroforezés
pabaigos — 25 mA srové. Dazo frontui priartéjus 0,5 cm iki apatinio stiklo kraSto, laukiama apie 10
min ir sroves Saltinis i§jungiamas.

Nuplovus koncentruojanti geli, skiriamasis dedamas i vonelg¢ su CBB R — 250 dazu, véliau

blukinamas blukalo tirpale.

3.2.7. Chromatografinis gryninimas

3.2.7.1. Jony mainy chromatografija

50 ml tiirio kolonélé (( 2,6 x 9,42 ), cm), pripildyta Bio — Rex 70, lygsvarinama 10 tiriy 50 mM
natrio fosfatinio buferio tirpalu pH 6.7, 200 ml/h grei¢iu. UzneSus baltymo tirpala kolonélé plaunama
tuo paciu buferiu. Tikslinis baltymas desorbuojamas linijiniu gradientu didinant KCI koncentracija 50

mM natrio fosfatiniame buferiniame tirpale pH 6.7 :

1) 1 kolonos tiiris, KCI koncentracija kinta nuo 0 M iki 0,15 M;
2) 2 kolonos tuiriai , KCI koncentracija kinta nuo 0,15 M iki 0,3 M;

26



3) 2 kolonos tiiriai, KCl koncentracija kinta nuo 0,3 M iki 1 M.
Frakcijos 8,3 ml tiirio renkamos, esant 125 ml/h greiciui. Baltymas detektuojamas, esant bangos
ilgiui 280 nm. Frakcijos, kuriose yra tikslinis baltymas apjungiamos, iSmatuojamas turis ir paimamas
meéginys baltymo koncentracijos matavimui, bei aktyvumo nustatymui. Surinkto baltymo tirpalo KCl

koncentracija padidinama iki 3 M.

4. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1. Darbo apzvalga

Darbe buvo planuojama palyginti keleta fermenty gryninimo metody: iprastini chromatografini
gryninima su naujovisku gryninimu naudojant sulfonatinius dazus. Pasirinktas fermentas bromelainas
( kamieno bromelainas, stem bromelain ), kurj galima isigyti komerciskai arba i$sigryninti i$ ananaso
vaisiaus. Ananaso vaisiaus sultys turi daug augalinés kilmés netirpiy daleliy, todél chromatografiniam
gryninimui buvo paimtas pirktas bromelainas, kurio grynumas buvo apie 10%. Gryninimas dazais
buvo atliktas tiek su ananaso sultimis, tiek ir su pirktiniu bromelainu. Toks metodas dar labai retai
naudojamas baltymy gryninimui, ta¢iau yra patogus ir Zymiai efektyvesnis negu chromatografija, ypac
jeigu reikia gauti didelj baltymo kieki. [ ananaso sultis arba negryno bromelaino tirpala pridedamas
labai nedidelis dazy kiekis ( reikia apie 0.1 mg/ml dazo jeigu bromelaino yra apie 1 mg/ml ). Tada
bromelaino-dazo kompleksas iSkrenta i nuosédas. ISgrynintame bromelaino-dazo komplekse dazas

sudaro maziau nei 10% svorio. Véliau $is dazas nesunkiai pasalinamas su anijonitais.
4.2. MCC ligandy ekstinkcijos koeficienty nustatymas

Siame darbe buvo pasirinkti trys sulfonatiniai dazai: Jurgos raudonasis - JR, Kari raudonasis

-KR ir Little Rock oranzinis - LRO, kuriy strukttiros pavaizduotos 3 paveiksle.

S0,
N N
et Sate ()
HO N N OH
W, )
JR
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3 pav. Sulfonatiniy dazy struktiiros.

“03S

KR

O0—H

\ /

3 paveikslo tesinys. Sulfonatiniy dazy struktiiros.

Buvo iSmatuoti MCC ligandy JR, KR, LRO absorbcijos spektrai srityje nuo 400 iki 600 nm
rugstinéje, Sarminéje ir neutralioje terpése ( 4 pav. ). IS grafiky paskaiciuoti ekstinkcijos koeficientai
kiekvienam matriciniam ligandui neutralioje terpéje. Mano nustatyti ekstinkcijos koeficientai yra JR &,

495 = 34583 M'em™!, KR & 50s= 28212 M'em™, LRO &,490 = 19908 M'cm, o literatiiroje jie yra JR &

105 = 42000 Mem™, KR g3505= 24400 M- 'cm™, LRO & 490 = 20800 M-'cm.
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4 pav. MCC ligandy spektrai srityje nuo 400 iki 600 nm Sarminéje, riig§tinéje ir neutralioje terpése.
4.3. Pirktinio bromelaino aktyvumo priklausomybé nuo pridéto dazo kiekio

supernatante ir nuosédose

Buvo tirta baltymo ir dazo saveika, naudojant turima pirktini negryna bromelaing. Matuota
bromelaino aktyvumo priklausomybé nuo dazo kiekio supernatante ir nuosédose. Tyrimas atliktas su
JR dazu, kadangi jis geriausiai saveikauja su miisy tiriamu baltymu. Ligandy skai¢iy vienai molekulei
fermento zymime y (JR dazas turi dvi sulfonato grupes, todél jo y yra 2 kartus didesnis, nei dazo
molekuliy kiekis vienai baltymo molekulei). Tirti méginiai turintys y nuo 0 iki 50. Dedant daugiau
dazo, vis daugiau bromelaino sudaro netirpy kompleksa, kol ties tam tikra riba visas bromelainas
iSkrenta | nuosédas. Teoriskai baltymas igauna neutraly kruvi ir gali agreguoti y pasiekus 11, taciau

zinoma, kad maksimalus i§sodinimas pasiekiamas prie y = 13 ( 5 pav.).

Aktyvumas bromelaino + JR 100% )
w 90% | —e— Aktywmo dalis
0,24 80% nuosédose
020 | Nuosedos ° —=— Aktywmo dalis
) 70% - superatante
—®— Supernatantas
o 0,16 - o 0%
<] o ©
< 012 )y g 0%y
' 40%
0,08 - 30% -
20% -
0,04 A — °
\! 10% -
0,00 0%
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 ° ‘
. 0 10 20 30 40 50 60
y ligando y

5 pav. Bromelaino pasiskirstymas supernatante ir nuosédose, priklausomai nuo ligandy skai¢iaus, pridéto

vienai bromelaino ( y ) molekulei. Ligandas - JR dazas.

Maksimalus iSsodinimas vyksta ten, kur praktiSkai visas bromelainas pereina | nuosédas.
Bromelaino pasiskirstymas nuosédose ir tirpale nustatomas nuosédas nucentrifugavus ir atskyrus
supernatanta. Nuosédos suspenduojamos buferio tiiryje, kuris lygus supernatanto turiui, bromelainas
regeneruojamas valant Dowex anijonito suspensija. Bromelaino fermentinis aktyvumas matuojamas
Kunitz‘o metodu. y, kuriame pasiektas maksimalus iSsodinimas, matuojant supernatanto aktyvuma

artimas nuliui, o nuosédy aktyvumas artimas 60%.
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4.4. Bromelaino gryninimas i§ ananaso sul¢iy naudojant MCC ligandus

Bromelaino nusodinimo principas su dazais i§ ananaso sul¢iy yra parodytas 6 paveiksle.

7.5 mg dazo

centrifugavimas nuosédos su dazu
N
nupylimas F El".:.:.,_]
: tliiovinir!ms saldymas
10 ml suléiu nuosédos  per nakt nebitinas

6 pav. Bromelaino nusodinimo su dazu principiné schema.

Tam tikras kiekis gauty bromelaino nuosédu atsveriamas ir iStirpinamas 50 mM natrio

fosfatiniame buferyje pH 6.7. Bromelainas valomas nuo MCC ligandy, atitinkamai JR, KR, LRO, su

Dowex anijonitu, kol iSnyksta spalva. Po to ipilama 100 pl tirpalo 1 ependorfa, kaip substratas

naudojamas kazeinas, kurio jpilama 500 pl. Reakcija vykdoma 20 min. 37° C temperatiroje. Po 20

min. reakcija stabdoma pripilant 700 ul 1M HCIO, rigsties. Nehidrolizuotas kazeinas pasalinamas

centrifuguojant 2.5 min 13000rpm. Baltymo absorbcija matuojama, esant bangos ilgiui 280 nm (7

pav.).
Bromelainas + LRO Bromelainas + KR Bromelainas + JR
0,37 - 0,25 0,35
0321 & absorbcija po * . | y =5,6828x - 0,026
20 min 0,20 1 ¢ absorbcija 0,30
0.27 1 po 20 min |, 0,25 g
0,22 0,15 0,20 A
o ,
o o * o
] 0174 2 K0,15 - =
< 0,10 | 4 < & absorbcija
0,12 1 0,10 1 po 20 min
0,07 | =5,0142x - 0,0156 0,051 ¢ 0,05 -
y ¥ y=3,0217x +0,0009 ’
0,02 | 0,00 ‘ ‘ ‘
> ; ; ‘ 0,00 * ;
% )
-0,03 8/ 0,02 0,04 0,06 0 0,05 -0,05 { 0,02 0,04 0.06
Bromelaino konc. reakcijos Bromelaino konc. reakcijos Bromelaino konc. reakcijos
taryje, mg/ml taryje, mg/ml taryje, mg/ml

7 pav. Istirpinty bromelaino nuosédy su skirtingais MCC ligandais, bei i§valyty su Dowex anijonitu,

absorbcijos priklausomybé nuo koncentracijos reakcijos tiiryje.
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4.4.1. Bromelaino, nusodinto su trimis skirtingais MCC ligandais, aktyvumo palyginimas
Bromelainas ananaso sultyse buvo nusodintas su trimis skirtingais MCC ligandais - JR, KR ir
LRO. Buvo paskai¢iuota gauty nuoseédy, baltymo bendras ir specifinis aktyvumai, bei aktyvumo

iSeiga. Gauti rezultatai pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. Bromelaino, nusodinto su trimis skirtingais MCC ligandais, aktyvumo palyginimas.

Suléiy tirpalas

KR JR LRO
Suléiy turis, ml 30 28 30
Bendras aktyvumas ( 4,5 U/ml), U * 135 126 135
Baltymo kiekis, mg * 33 30,8 33
Sausas svoris, mg * 3300 3080 3300
Specifinis aktyvumas, U/mg baltymo * 4,09 4,09 4,09
Specifinis aktyvumas, U/mg sauso svorio * 0,041 0,041 0,041

Nusodinimas su daZu
Pridétas dazo kiekis, mg | 7,5 | 7 | 7,5
Nuosédos su dazu °

KR JR LRO
Bendras aktyvumas, U 96,4 34,2 90
Gauty nuosédy su dazu kiekis, mg 66,1 13,1 37,4
Dazo kiekis nuosédose, mg 2,38 0,09 1,50
Dazo kiekis supernatante, mg 5,12 6,91 6,00
Baltymo kiekis (atémus daza, su priemaiSomis), mg | 63,7 13,01 35,9
Specifinis aktyvumas, U/mg nuosédy 1,45 2,61 2,41
Specifinis aktyvumas, U/mg baltymo ir kity 1,51 2,63 2,51
priemaisSy
Aktyvumo iSeiga, % 71,4 27,1 66,6

a — pagal literatiira, b — iSmatuota spektrofotometriskai.

4.4.2. Bromelaino procentinis kiekis bromelaino — daZzo komplekso nuosédose

Norint suzinoti baltymo, i$skirto i§ ananaso sul¢iy, procentini kieki buvo iSmatuota bromelaino
— dazo ( JR, LRO, KR ) komplekso nuoseéduy absorbcijos spektrai 400 — 600 nm srityje neutralioje
terpéje ( 8 pav. ). Skaic¢iavimai atlikti pasinaudojus absorbcijos spektrais MCC ligandy 400 — 600 nm

srityje .
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8 pav. Bromelaino su KR, LRO ir JR nuosédy absorbcijos spektras neutralioje terpéje.

Taigi baltymo yra 96 % LRO ir baltymo komplekse, 99,27 % baltymo yra JR ir baltymo
komplekse, o baltymo KR ir baltymo komplekse yra 96,34 %. Daugiausiai baltymo yra JR ir baltymo
komplekse.

4.5. Pirktinio bromelaino gryninimas jony mainy chromatografija

Chromatografija yra sudétingas procesas ir atlickamas pagal principing schema, kuri
pavaizduota 9 paveiksle. Gautos frakcijos su tiksliniu baltymu yra surenkamos, dializuojamos ir po to

baltymas uzSaldomas.

Kl
gradiemtatorius

Siurbliukas

Kolonélé
1.5 M KCI su 50 milv1 Ha BiorexrTd
S0mivl Ha Fosftatinis S0ml 50
Fosfatiniu bauferis pH 6.7 Hatrio fosfatinis
buferiu pH 6.7 250 mil buferis pH 6.7
250 mil Frakciju

Dializé&

—..}_'_.,
ﬁliéal(lynlas

kolektorius

LLAT)

I
aotowormes | H8| ]!

9 pav. Principiné jony mainy chromatografijos atlikimo schema.
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Bromelainas i§ Merck firmos buvo gryninamas jony mainy chromatografija. Bromelaino
chromatograma parodyta 10 paveiksle. ISmatuoti surinkty frakcijy optiniai tankiai ir padauginti i§

baltymo praskiedimo karty, taip pat iSmatuoti aktyvumai ( 11 pav. ).

10 pav. Bromelaino jony mainy chromatografijos analizé.

40
35
T —e— Optinis
30 - ) tankis
25 | —=— Aktywmas

A280 / Aktyvumo vienetai

0 20 40 60
Frakcijos numeris

11 pav. Bromelaino po jony mainy chromatografijos optinio tankio ir aktyvumo priklausomybé nuo frakcijos

numerio

Jony mainy chromatografijos metu iSgrynintas bromelainas buvo patikrintas natyvios

elektroforezés metodu ( 12 pav. ).
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3 4 5 6

12 pav. Baltymo frakciju, turin¢iy bromelaing analizé natyvios elektroforezés metodu.1 takelis — baltymas prie§
jonuy mainy chromatografija; 2 takelis — apjungtos nesorbuotos 3-9 frakcijos; 3 takelis — po jony mainy

chromatografijos 25 frakcija, 4 takelis — apjungtos sorbuotos 27-28 frakcijos, 5 takelis — apjungtos sorbuotos

29-30 frakcijos, 6 takelis — apjungtos sorbuotos 31-34 frakcijos.

4.5.1. Bromelaino koncentracijos nustatymas pagal tirozino kiekj

ISgryninto chromatografiSkai bromelaino koncentracija buvo nustatyta pagal tirozino kieki.
I$matuoti bromelaino absorbcijos spektrai $arminéje, riigitinéje ir neutralioje terpése ( 13 pav. ). Siuo

metodu nustatytas bromelaino ( ¢ = 0,004567mol/l ) kiekis yra 7,503 mg/ml, o pagal A,z bromelaino

(¢=10,0003558 mo/l ) yra 8,183 mg/ml.

0,8

0,6
<

0,4

0,2

0+

—e— NaOH/ Br
—a— HCl/ Br
—a— H20/Br

240 260

13 pav. ChromatografiSkai iSgryninto bromelaino absorbcijos spektrai Sarminiame tirpale ( 0,1M NaOH ),

280 300
Bangos ilgis, nm

320

neutraliame tirpale ( H,O ) ir rigStiniame tirpale ( 0,1M HCI ).
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4.5.2. Bromelaino aktyvumo vienety skaiciaus palyginimas gryninant chromatografiskai ir su

dazais

Norint palyginti gryninimo metodus su dazais ir chromatografiskai, paskaic¢iuojamas
bromelaimo bendras ir specifinis aktyvumai, bei aktyvumo iSeiga. Rezultatai pateikiami 4 lentel¢je.
Lyginimui pasirenkamas LRO dazas, nes jo specifinis aktyvumas yra mazesnis 2,41 U/mg nuosédy

lyginant su JR dazu 2,61 U/mg nuosédy, bet aktyvumo iSeiga yra didesné 66,6 % negu JR 27,14 %.

4 lentelé. Bromelaino gryninimo palyginimas su LRO dazu ir jony mainy chromatografija.

Pradinis bromelaino Pradinis bromelaino tirpalas
tirpalas be dazo prieS chromatografija
Bendras aktyvumas, U 135° 3016
Baltymo kiekis, mg 33¢ 685
Sausas svoris, mg 3300° 1500
Specifinis aktyvumas, U/mg 0,041° 2,01
$auso svorio
Specifinis aktyvumas, U/mg 4,09* 4,40
baltymo
Pridéjus LRO dazo Po jony mainy
chromatografijos 25 frakcija
Bendras aktyvumas, U 90 257
Baltymo kiekis (atémus daza 35,90 67,9
arba su priemaiSomis), mg
Specifinis aktyvumas, U/mg 2,51 3,79
baltymo
Aktyvumo iSeiga, % 66,6 8.5

a- pagal literatiira.
IS pateiktos 4 lentelés duomeny matome, kad gryninimo metodai turi privalumy ir trilkumuy.
Jony mainy chromatografijos privalumai:
e Specifinis aktyvumas yra didesnis, taigi gavosi grynesnis bromelainas;

e Situo metodu galima gryninti, jeigu po gryninimo nusodinant daZais sunku atskirti daza nuo

baltymo dél stiprios ju saveikos.

Baltymo gryninimo, panaudojant nusodinima dazais privalumai:
e QGreitesnis metodas;

e (Gryninamas didesnis baltymo kiekis;
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Dazniausiai gaunamas pakankamas grynumas;
Aktyvumo iSeiga didesné;
Mazesniy piniginiy sanaudy reikalaujantis metodas;

Baltyma galima gryninti riigstinéje terp¢je ar aukStesnéje temperatiiroje, iSsaugant jo aktyvuma.
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5. ISVADOS

Bromelaino aktyvumo iSeiga po gryninimo panaudojant nusodinima su trimis skirtingais MCC
ligandais, buvo daug didesné negu naudojant jony mainy chromatografija.

Gryninant ananaso bromelaing nusodinimo dazais metodu buvo gautos aktyvumo iSeigos: su JR
aktyvumo iSeiga yra 27,1 %, su KR dazu yra 71,4 %, o su LRO dazu yra 66,6 %.

Bromelaino, i§gryninto panaudojant jony mainy chromatografija, geriausios frakcijos aktyvumo
iSeiga buvo 8,5 %.

Bromelaino, i§gryninto jonu mainy chromatografijos metodu, specifinis aktyvumas buvo didesnis
negu iSgryninto nusodinimo dazais metodu, taigi panaudojant jony mainy chromatografija gautas
grynesnis baltymas.

. Neigiamai ikrauti sulfonatiniai dazai yra naudingi teigiamai ikrauty baltymy gryninimui

nusodinimo budu. Baltymu — dazy saveika yra i$ dalies elektrostating ir i§ dalies hidrofobiné.
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Zaveckui ir kitiems laboratorijos darbuotojams uz visokeriopa ir nuosirdzia pagalba.

% Recenzentui mokomosios bioinZinerijos lab. vedéjui Z. Dapkinui ( VGTU ).
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