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1. GYAKORLAT

Spektrofotometria
Fehérjekoncentracié mérése

Bevezetés
A. Fotometria

A spektrofotometria az egyik leggyakrabban hasznalt analitikai eljaras a
biokémiaban. A médszer igen alkalmas kismennyiségli anyag gyors, egyszerti, rutinszer(
mérésére. A meéres feltétele az, hogy a vizsgalt anyagnak a szinkép valamelyik pontjan
abszorpcidés maximuma legyen. Ha az abszorpcios maximum a spektrum lathaté (VIS,
320-800 nm) tartomanyaba esik, az anyag szines. A lathatd tartomanyban elvégezhetd
analizisek szama igen nagy. Ha a vizsgalandd anyagnak maganak nincs szine, valamilyen
kémiai reakciot kell végezni a kérdéses anyaggal, ami szines vegyiilet képzodéséhez
vezet. Ezen kivill az ultraibolya (UV, 190-320 nm) tartoméanyu analizisek is széles kdrben
elterjedtek, mivel sok szintelen anyagnak van ezen a terileten intenziv elnyelési savja.

A spektrofotometrids mennyiségi analizisek az oldatok fényelnyelésére vonatkozo
Lambert-Beer-torvényen alapulnak. A fényelnyelés nagysadgabol az abszorbeald

Ha a feny |, intenzitdsa a kozeg L vastagsagu rétegen athaladva I-re csokken, akkor
a Lambert-Beer-torvény értelmében:

E:Iog%:g-c-L

A Iog% kifejezést extinkcionak (E) vagy abszorbancidnak (A), esetleg optikai

stiriségnek (optikai denzitas, OD) nevezzik. Olyan hullamhossznal, amelynél az oldoszer
ha az oldott anyag a higits alkalméval nem megy &t molekuléris valtozason. A torveny
csak adott hullamhosszi monokromatizalt fény esetén érvényes. ¢ az oldott anyag
koncentrécidjatdl flggetlen allandd, melyet extinkcios koefficiensnek hivunk. Ha a
koncentraciot mol/l-ben fejezziik ki, akkor molaris extinkcios koefliciensrdl, vagy molaris
abszorptivitasrol beszélink. A molaris abszorptivitds megadja, hogy adott hullamhosszon
1 cm-es rétegvastagsag esetén 1 mol/l (M) koncentréciéju oldatnak mekkora extinkcio
felel meg, mértékegysége a Micm?. Ertéke az adott anyagra jellemzé, de fiigg az
oldoszertdl és a homérséklettol.

A fenti Osszefiiggések alapjan tehat a fényelnyelés mértékébol a koncentracid
kiszamithato:



Ha ¢ a molaris extinkcids koefficiens, akkor a ¢ molaris koncentracionak adddik. L
a kiivetta (planparallel iivegb6l, miianyagbol, vagy kvarcbol késziilt méréedény) optikai
(thosszUsaga cm egységben kifejezve.

Ha a mérend6 anyag nem koveti pontosan a Lambert-Beer torvenyt, egyéb modon
pontosan meghatarozott koncentracio sorozat segitségevel kalibracios gorbét készitlink.
Ennek alapjan megfelel6 korrekcioval elvégezhetéek a mérések.

Régebbi fotométerekben a transzmisszio (transzmittancia) ertékét mértek:

T =IL vagy T%=L~100

0 lo

Osszefiiggése az extinkcidval:

100 )
E = log=—— vagyis E= 2- logT%
gT% gyl gl

B. Az UV-VIS fotométer

A spektrofotométer abszorbancia mérésére alkalmas miiszer, amely egy altalunk
meghatarozott hullimhosszisagh fényt allit eld, a mintara ranyitja (amely altaldban oldott
allapotban egy kivettaban van), és megméri az atjutd fénysugar intenzitasat. Mindehhez
fényforras, monokromator, mintatarto, detektor és kijelzé egység sziikséges.

A fényforrds a 200 és 320 nm kozotti tartomanyban deutérium, nagynyomasu

hidrogen, esetleg nagynyomasu xenon lampa, a lathatd és kdzeli infravords tartomanyban
pedig wolframszalas lampa. Egy kombinalt UV-VIS spektrofotométerben mindkét tipust
lampa megtalalhato.
A monokrométor feladata az emlitett fényforrasok folytonos spektrumabdl egy adott
hullamhosszisagu fény kivalasztasa. A modern készilékekben a régebben hasznalt
prizma helyett racsos monokromator van. A kilépé fény nem szigorian monokromatikus,
egy viszonylag sziik hullimhossz tartomannyal jellemezhetd. A monokromatorban a be -
és kilépo fény réseken halad keresztiil, melyek szElessége meghatarozza a savszélességet.
Minél szélesebb a rés, annal szélesebb a kilép6 fény hullimhossz tartomanya.
Ugyanakkor a rés szikitésével a fényntenzitds is csokken, tehat a rés megfeleld
beallitdsaval kompromisszumot keresiink a spektralis tisztasdg és a kelld fényntenzitas
kozott.

A mintatarto: a fény keresztillhalad a mintan, amit miianyagbol, tivegb6l, kvarcbol
vagy egyéb atlatszo anyagbol készilt mintatartoba helyeztiink. A milanyag és az liveg
olcso, de 280 illetve 320 nm alatt nem hasznalhatok, mert itt tul nagy a fényelnyelésuk.
Rovidebb hullamhosszak esetén kvarc kiivettat hasznalunk. A kiivetta minGsége €és
allapota a mérés kritikus tényezdje. Egyes késziilekek alkalmasak arra, hogy a mérés
soran a minta homérsékletét allandod értéken tartsuk, ami példaul kémiai reakciok
sebességének mérésekor fontos.

Az olcsébb késziilékek altaldban egysugarasak, azaz egy kivetta befogadasara
alkalmasak. A jobb mindségli készilekek kétsugarasak, vagyis két kiivettin mérnek
egyszerre. Az egyikben a vizsgalandé molekulat is tartalmazd oldat van, a méasikban
(referencia) pedig olyan oldat van, amely ezt az anyagot nem tartalmazza, de ett6l
eltekintve Osszetétele megegyezik az eléz0 oldatéval A készilkkk a minta
abszorbancidjabdl automatikusan kivonja a referenciaoldat abszorbanciajat, igy



differencialspektrumot mér, ami egyrészt jobban jellemzi a mérendé molekulat, masrészt
a kivonas a lampa fényintenzitasanak ingadozasabol ered6 hibat is csokkenti.

A detektor: a mintan atjuté fény intenzitasat fenyérzékeny elektronikus eszkozzel
(fotodioda, fotoelektron-sokszorozd) mérik. Ennek fajtaja, mindsége erésen befolyasolja
a keészllék tulajdonséagait. A fotoelektron-sokszorozokat rendkivill nagy sebesség és
széles hullamhossz tartomanyban is nagy érzékenység jellemzi. A kis méretettel €s
mérsékelt érzékenységgel jellemezhetd fotodiodakat az tin. fotodiddasoros (diode-array)
készilekekben hasznaljak, melyekben egyidOben zajlik egy teljes spektrum felvétele.

Nemcsak egyetlen hulldmhosszon mérhetiink, hanem a hullamhosszat valtoztatva
spektrumokat is felvehetiink, amely az abszorbancia hullamhossztdl valo fuggését mutatja
meg. Az egyszeriibb késziilékek mérési tartomanya 0-1 abszorbancia egység (AU),
komolyabb késziilékek 0-2 AU, vagy meg szélesebb tartomanyban mérnek.

C. A fotometria soran leggyakrabban felmeriilé problé mak

a.) Ha a minta zavaros, az hibat eredményez, hiszen a fény szérédik, és egy része nem jut
a detektorba, ami latszélagos (nem valds) fényelnyelést eredményez.

b.) Ha egy molekula asszociaciora képes, és az asszocialt ill. disszocialt formak
fenyelnyelése eltérd, akkor nem érvényesil a Lambert-Beer torvény, hiszen a
disszociacié foka fiigg a koncentraciotol.

c.) Nagyon fontos, hogy a kivetta legyen karcolasmentes és tiszta. A kivetta fenydtba
es0 oldalait nem szabad megfogni.

D. Fehérjekoncentracio meghatarozésa

A gyakorlatban sokszor van szikség oldott fehérjek mennyiségének pontos
meghatarozasara. Erre szamos modszer létezik. Kromogén (szinképzd) eljarasnak
nevezzik, amikor a fehérje és egy szerves vegyilet altal létrehozott szines komplex
elnyelését mérjuk. A koncentracié meghatarozhato a fehérjék sajat UV-elnyelése alapjan
is. Erdemes megjegyezni, hogy barmelyik eljarast valasztjuk, mindegyiknél eléfordulhat,
hogy mas-mas fehérjék azonos mennyiségeire eltéré eredményt adnak, és az is igaz, hogy
egy adott fehérje eseten az egyes modszerek adhatnak eltérd értékeket. Nincs tokéletes
fotometrias fehérje-meghatarozo eljaras. Mindegyik modszernek van elénye és hatranya,
ezeket mérlegelve kell valasztani kozottik, de a valosaghoz legkdzelebb es6 eredményt a
280 nm-en végzett mérés adja, ha ismerjik a fehérjénkre vonatkozd ¢ értéket. Az
eredményt befolyasolo legfontosabb faktorok a specificitas, az érzékenység, a mérhetd
koncentracidtartomany, a pontossag, a mérendd fehérje természete, a mérést zavaro
anyagok jelenléte, és a mérésre szant ido.

Biuret-modszer

A két, vagy tobb peptidkotéssel rendelkezd molekuldk alkalikus kortimények
kozott reagalnak Cu?* ionnal, és lila komplex keletkezik. A koordinacio a peptidkotések
nitrogén és oxigén atomjai valamint a rézion kozott jon létre. A keletkezett komplex
mennyisége aranyos a peptidkotések szamaval.



A gyakorlatban a fehérjemennyiség meghatarozasat kalibracios gorbe alapjan
végezziik, amelyet ismert mennyiségii fehérje segitségével készitiink. A biuret reagenssel
kezelt fehérjét a szines termék kialakulasa utdn fotometraljuk 540 nm-en.

Elénye: csak néhany anyag zavarja (pl Trisz és aminosav pufferek), gyorsan
elvégezhetd, nem érzékeny a mérendd fehérjék ammosavosszetételére. Hatranya: kicsi az
érzékenysége, a meréshez legalabb 1 mg fehérje sziikséges.

Bradford-modszer

Taldn a legelterjedtebb fehérjemeghatarozasi modszer. Az eljaras a Coomassie
Brilliant Blue G-250 festék azon tulajdonsagan alapszik, hogy savas kozegben kotédik a
fehérjékhez (elektrosztatikus és van der Waals kdlcsonhatéssal), és ekkor elnyelési
maximuma 465-r61 595 nm-re tolodik el.

Elénye: nagyon érzékeny, a hasznos mérési tartomany 1-20 pg, és gyorsan
kivitelezhetd. Viszonylag kevés olyan anyag van, ami zavarja a mérést (urea €s guanidin-
hidroklorid jelenlétében is lehet mémni vele), de sajnos a detergensek ilyenek. Nyomnyi
mennyiségii mosogatoszer is meghamisithatja a kapott eredmeényt. Hatranya: a modszer
meglehetdsen aminosavosszetétel-fliggd és megfesti a kiivettakat is.

Spektrofotometrias modszer UV-elnyelés alapjan

A mabdszer alapja, hogy az aromas aminosavak kozil a triptofan és tirozin 280 nm
kornyékén erds elnyelési csucsot mutat. Elénye, hogy gyors €s egyszerti. Mivel nem kell
a méréshez a fehérjéket kémiai reakcioba vinni, ezt az eljarast hasznaljak fehérjék ill.
peptidek kromatografias elvalasztasanak folyamatos kdvetésére. Hatranya, hogy mivel az
egyes fehérjék kiilonb6z6 aranyban tartalmaznak aromas aminosavakat, inkébb csak
ugyanazon fehérje kiilonb6z6 oldatainak sszevetésére alkalmas, nem abszolit modszer.
A probléma kikiiszobolheté, ha ismerjuk a fehérjemolekuldban talalhaté tirozin és
triptofan aminosavak szamat, amibdl a molaris extinkcios koefficiens jol becsiilhet. A
modszer érzékenysége mersékelt, 50 pg kordl van. A mérést zavarja minden 280 nm-en
elnyelést mutatd anyag, leggyakrabban DNS (a nukleinsavak elnyelési maximuma 260
nm-nél van, de 280 nm-en még erds elnyelést mutatnak). Warburg és Christian modszere
kikiszOboli a nukleinsavak altal okozott hibat. Eszerint meghatarozzuk a minta Azso/Azeo
értékét, majd egy tablazatbdl keressik ki a megfeleld fehérje €s nukleinsav aranyat. A
fehérjekoncentracio szamolhat6 a kovetkezd 0sszefliggés alapjan:

Cprot(mg/ml) = 1,55 xE280nm - 0,76 XE260nm

Megjegyzendd, hogy a fehérjék ill. a peptidek 220-240 nm kozott is igen intenziv
elnyelést mutatnak, ami a peptidkotéseknek és a karboxil-oldallancoknak tulajdonithato.
Mennyiségi meghatarozasra azonban ez a hullimhossz tartoméany csak rendkivil tiszta
oldatok esetén hasznalhatd, mert ebben a tartomanyban szamos méas anyag nagy
mértékben elnyel.



A gyakorlat Kivitelezése

A fotométer haszndlati Gtmutatdja a készuléknél talalhatd
1. Fehérjék mennyiségi meghatarozasa
1.a: Biuret-modszer

Anyagok:
- Biuret-reagens

- 5 mg/ml BSA, referenciaoldat
- ismeretlen fehérjeoldat

Eljaras:

1. Szamozzunk meg 8 par kemcsovet! Az elsé 6t par csébe mérjiink rendre 0,2, 0,4,
0,8, 1,6, és 2,0 ml 5 mg/ml-es BSA-oldatot. A kivetkez6 két par csébe mérjiink 0,4 és

crer

fehérjeoldatot (ez lesz a referencia oldat)!

2. Atérfogatot egeszitsik ki 3 ml-re szamitott mennyiségi desztillalt viz hozzaadasaval
minden egyes csOben.

3. Adjunk minden cs6h6z 2 ml Biuret-reagenst, er6sen keverjik meg Oket
kémcsokeverdvel (vortex).

4. 30 percig inkubaljuk (szobahémérsékleten allni hagyjuk), majd meghatarozzuk az
abszorbanciat 540 nm-en.

5. Az utolso két csdvet hasznaljuk referenciaoldatként, ezek fényelnyelését vonjuk ki a
mért értékekbol.

Feladat: Abrazoljuk az abszorbancia értékeket a fehérjemennyiség (mg)
fuggvényében, majd ennek alapjan hatarozzuk meg az ismeretlen oldat

Iy

1.b: Bradford-mddszer

Anyagok:
- Bradford-reagens

- 0,5 mg/ml BSA, referenciaoldat
- 0,15M-0s NaCl oldat

A Bradford modszernél csak vadonatuj pipettahegyeket hasznaljunk, mert a mosott
hegyeken maradhat némi detergens, ami meghamisitja a mérést! Tovabba, mivel ez




a madszer igen érzékeny fehérje szennyezésekre is, tgyeljink arra, hogy sem a
pipettak hegvét, sem az Eppendorf csovek kupakjanak belsd oldalat ne érintsiik!

Eljaras:

1) 4 par Eppendorf-csdbe mérjink be 5, 10, 15 és 20 Wl 0,5 mg/ml-es BSA-tll. 3 par
Eppendorf csébe 5, 10 és 20ul ismeretlen koncentracioju fehérjeoldatot, és 0,15 M-o0s
NaCl-oldattal egészitsik ki a térfogatukat 100 pl-re. Egy-egy Eppendorf-csébe mérjiink
be 100 Wl 0,15 M-o0s NaCl-oldatot (ez a referenciaoldat).

2) Vadonatlj 1 ml-es pipettahegyeket hasznédlva adjunk minden cs6héz 1 ml
Bradford-reagenst, és alaposan keverjik 6ssze.

3) Meérjik meg 595 nm-en a fényelnyelést 1 ml-es kiivettaban a desztillalt vizzel
szemben.

A standard gorbét Ugy vesszik fel, hogy abrazoljuk az 595 nm-en mért, a
referenciaoldat fényelnyelésével csokkentett abszorbancia értékeket a BSA fehérje
mikrogrammokban megadott mennyiségének fliggvenyében.

Feladat: Hatarozzuk meg a standard gorbe és az ismeretlen fehérjére kapott

-z =z

2. Kiilonbozo biomolekulak spektrofotometriaja

Az alabbi mintak egy részét torzsoldatokbol kell elkésziteni. Ezek felsorolasat lasd a
fejezet végén. A higitashoz desztillalt vizet kell hasznalni.
Referenciaként minden méréshez desztillalt vizet hasznaljunk.

Az egyes anyagok neve elotti koncentraciok mindig az elkészitett mintaban lévo
végkoncentracidjukat jelentik.

2.a: tirozin és triptofan elnyelési spektruma

1. minta:  készen kapjak
100 pM tirozin
0,1 M foszfat puffer pH 7,5

2. minta:  készen kapjak
100 pM triptofan
0,1 M foszfat puffer pH 7,5
Hulldmhossz tartoméany: 240-320nm

2.b: egy fehérje, a szarvasmarha-szé rumalbumin elnyelési spektruma



3 miminta: a feladatleiras végén felsorolt torzsoldatokbol készitend6
0,5 mg/ml szarvasmarha-szérumalbumin (BSA)
0,1 M NaCl
0,01 M foszfat-puffer pH 7,5
Hullamhossz tartomany: 240-320nm

2.c: DNS elnyelési spektruma

3 miminta: a felsorolt térzsoldatokbol készitendd
25 pg/ml DNS
0,1 M NacCl
0,01 M foszfat puffer pH 7,5

Hullamhossz tartomany: 240-320nm

Torzsoldatok:  3M NaCl
0,1 M foszfat puffer, pH 7,5
5 mg/ml szarvasmarha-szérumaloumin (BSA)
1 mg/ml DNS

Feladatok: Ertékelje ki az egyes spektrumokat, és az eléadasokon tanultak
alapjan hatarozza meg, hogy az egyes abszorpcios maximumok a molekula
melyik részletének tulajdonithatok, valamint a koncentriciok ismeretében
szamolja ki a moldris abszorbcios koefficienseket (c)!



Enzimkinetikai bevezetés a 2. és 3. gyakorlathoz

Az €16 szervezetben a kémiai reakciok enzimek segitségével jatszodnak le. Ezek a
katalitikus reakciok nagy specifitast mutatnak az egyedi reakcidutakra és szubsztratokra
nézve. Néhany szubsztrat kovalens ntermedierben kotddik az enzimhez, masok nem.

Az enzimreakcidk alapmodellje, a Michaelis-Menten kinetika a reakciot ket egyméast
koveté elemi Iépésre bontja. Az elsében kialakul az enzim-szubsztrat komplex, a
méasodikban a termék tavozik az enzimrol.

K k
2
E+S —)T ES—2>E+P
A reakci6 altalanos sebességi egyenlete:
dfP
Vv _dFl_ k,[ES] (1)

dt

A modelinek megfelelden, ha a szubsztratkoncentracio elég nagy ahhoz, hogy az
0sszes enzim komplexbe kerlljon, a termék képzodés lesz a sebesség meghatarozo
lépes, vagyis a szubsztrat koncentraciojanak tovabbi ndvelése mar nem befolyasolja a
reakcid sebességét.

Az  enzim-szubsztrat ~ komplex  keletkezésének  sebességét a  teljes
szubsztratkoncentracio- tartomanyban a kovetkez6 egyenlet irja le:

9LES)_ [e)s] - [es] -k es] 2

Ezt az egyenletet nem lehet explicite integralni, csak egyszerUsitések utan oldhaté meg.

Steady-state (allanddsult allapot) megkdzelités (Briggs és Haldane)

g
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0 idg
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Pre-steady Steady state

state [ES] kdzel
[ES] ndvekszik allando

1. dbra



A 1. abran lathaté a reakcid kiilonbozo résztvevoinek koncentraciovaltozasa a
reakcio elorehaladtaval, ha a szubsztrat koncentracidja sokkal nagyobb, mint az
enzimkoncentrécid. Az atmeneti fazisnak (pre-steady-state) nevezett kezdeti szakasz utan
(amely olyan rovid, hogy csak specialis technikakkal detektalhatd, igy a laborgyakorlaton
nem taldlkozunk vele) az [ES] kozelitbleg konstans marad mindaddig, amig a
szubsztratkoncentracié nem csokken jelentésen. Ilyenkor ugyanis az ES keletkezeésenek
sebessége megegyezik az ES bomlasanak a sebességével, vagyis az [ES] steady-state,
azaz allandosult allapotban van:

d[Es]_
d

Vegylik észre, hogy mig az el6z6 modell egy termodinamikai egyensulyt vezetett be,
ez a modell egy folyamatos atalakulast (stacionarius allapotot) vezet be, ahol csak a fenti
feltételek teljesulésekor, tehat csak egy bizonyos ideig alland6 az [ES].

(3)

Ebbdl a megkozelitésbol kindulva levezethetd a kezdeti reakcidosebességet (Vo)
kifejez6 egyenlet:

waEE% i, [es]-lEh ) @

dt Ky +[S]

ahol
KM =1 2 (5.)

A Ky az Ugynevezett Michaelis konstans.

Kezdeti sebességet hatarozunk meg, ezért legfeljebb annyi ideig mérjik a reakcio
zajlasat, amig a szubsztratnak meég csak kevesebb, mint 10%-a alakult at termékkeé,
vagyis a szubsztratkoncentracio, és ezért a sebesség, praktikusan még a kiindulasinak
(allandonak) tekinthetd. A maximalis sebességét a reakcid akkor éri el, amikor a
szubsztratkoncentrécié elég magas ahhoz, hogy minden enzimmolekulat komplexbe
vigyen. Ez a telitési allapot, ahol [ES]=[E]s.

Vo =K [E] ®)
Igy a kezdeti sebességet felirhatjuk a (4.) és (6.) kombinalasaval:

_ Vo [S]

* " K, +[S] )

Ez az egyenlet az enzimkinetika alapegyenlete, a Michaelis-Menten egyenlet. Ahogy a 2.
abra mutatja, egy hiperbolat ir le a fliggvény.



<

=
=

Vmax/Z

kezdeti sebesség
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szubsztrat koncentracio

2. dbra

A Michaelis konstansnak van egy egyszerli gyakorlati jelentése. Azon a
szubsztratkoncentracion ahol [S]=Ky a (7.) alapjan: Vo=Vma/2. Tehdt a Ky szamértéke
megadja azt a szubsztratkoncentraciot, ahol a reakcid sebessége eléri a maximalisan
elérheté sebesség felét. Ebbdl kovetkezik, hogy ha egy enzim kis Ky értékkel
rendelkezik, akkor mar kis szubsztratkoncentracional eléri a maximélis katalitikus hatasat.

Definidlnaté az enzim katalitikus konstansa is, a k,. Ez az érték jelzi, hogy egyetlen
enzimmolekula (egyetlen aktiv hely) hany reakciot tud katalizalni egységnyi id6 alatt. A
katalitikus konstanst kifejezésre emiatt az , atviteli szam” kifejezést is hasznaljak. A Briggs
¢s Haldane megkozelitését megelozoen Michaelis és Menten Ky jelolést hasznélt, de
néhany bonyolultabb echanizmust enzimreakciétol eltekintve k=K.

Definidjuk még a % értéket (specffitdsi konstans), mely a Katalitikus
M
hatékonysagot jellemzi, mivel ez az adat mutatja meg, hogy nagyon alacsony
szubsztratkoncentracio esetén mennyire hatékony az enzim.

A kinetikai paraméterek meghatarozasa

Szamos modszer van a Michaelis-Menten egyenlet  paramétereinek
meghatarozasara. Nagyon nagy szubsztratkoncentracio esetén V, aszimptotikusan kozelit
Vmax - h0z, a gyakorlatban azonban nagyon nehéz pontosan meghatarozni a V. -0t a Vo

- [S] figgvénybol (2. &bra.)

A kettés reciprok modszer
Hans Lineweaver és Dean Burk javasolt egy modszert Ky és Vinax értékeinek
meghatarozasara. Ha felirjuk a Michaelis-Menten egyenlet reciprokat:

i_<KM>i+1 1)
Vy \Vma/[S] V max '

akkor 1Nt 1/[S] flggvényében abrazolva lineéris fliggvényt kapunk melynek
meredeksége Ky/Vmax, az 1/V, tengelymetszete 1/V e, az 1/[S] tengelymetszete pedig -
1/Ky (3. abra).
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3. dbra: Lineweaver-Burk fele kettés reciprok abrazolas

A Linewaer-Burk féle abrazolas elénye, hogy az adatsorhoz torténd egyenes illesztés
egyszertien elvégezhetd. Nagy hatranya viszont az, hogy a kettOs reciprok abrazolas miatt
a legkisebb szubsztratkoncentracioknal mert, elkerllhetetlenil nagyobb hibaval
meghatarozott pontok domindlnak az egyenes illesztésénél. Ennek kovetkeztében mind a
Vimax, Mind a Ky értéke bizonytalan lehet.

Enzimgétlas

Egy-egy adott enzim esetében rendszerint szdmos olyan anyag ismert, mely
befolyasolja annak miikddését ugy, hogy megvaltoztatja a szubsztrat kotodését és/vagy
az enzim katalitikus hatékonysagat. Azokat az anyagokat melyek ilyen mddon csokkentik
az enzim aktivitasat, inhibitoroknak nevezziik.

Kompetitiv inhibicio

Azokat az anyagokat, amelyek reverzibilisen kotddnek az enzim szubsztratk6to
részéhez "kiszoritva" onnan a valodi szubsztratot, kompetitiv (versengd) inhibitoroknak
nevezzik. Ezek a vegylletek olyan molekuldk, melyek szerkezetikben hasonlitanak a
szubsztrathoz de nem, vagy csak nagyon lassan vesznek részt reakcioban. Mivel ezek a
molekuldk rendszerint hasonlitanak a szubsztrathoz, az ilyen inhibitorokat &ltalanosan
hasznaljdk az enzim szubsztratkotd régiojanak, a szubsztratkotés mechanizmusanak
vizsgélatara.

A kompetitiv inhibici6 altalanos modellje a kovetkez6 reakcioséman lathato:

E+S ky >ES k, >E+P

+
I

TK

El +S——nincs reakcio

ahol I mhibitor gyors egyenstlyban reverzibilisen kotodik az enzimhez, igy:
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és El az enzim-inhibitor komplex, amelyben az enzim inaktiv.

Ha kifejezziik V-t a mérhet6 paraméterekkel, a kovetkezd egyenletet kapjuk:

Vi [S]

V. = maxl>]
°aK,, +[S]

ahol:

0l

[Ki]

(14)

(15)

(16

Az o mindig nagyobb, mint 1, mivel az aktudlisan mért Ky kompetitiv inhibitor
jelenlétében mindig nagyobb, mint inhibitor nélkiil: a versengd inhibitor jelenlétében
magasabb szubsztratkoncentracio kell a fél-maximalis reakcidsebesség eléréséhez, mint

inhibitor nélkil. (4. abra)
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4. dbra

A 15. egyenlet reciprokat felirva az alabbi egyenletet kapjuk.

1_[eKy\ 1 1
VO Vmax [S] Vmax

Il
—
=}
o
=
o
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[o5]

17)

Ezt &brazolva egy linearis fliggvényt kapunk, melynek meredeksége oo Ky NVmax, 1/[S]
tengelymetszete -1/a Ky, 1/V, tengelymetszete pedig 1/Vpax Kiilonboz6 inhibitor-
koncentracio mellett felvéve a fliggvényt mindig azonos 1/V . tengelymetszetet kapunk,
ami megkiilonbozteti a kompetitiv inhibitort mas jellegii inhibitoroktol. K, kiszamolhato a

15. egyenletbol. (5. abra)
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5. dbra: Kompetitiv gatlas Lineweaver-Burk féle kettds reciprok abrazolasa



2. GYAKORLAT

A p-galaktozidaz enzim preparalasa és aktivitdsanak mérése
csiraztatott buza levélbol

Bevezetés

A B -galaktozidiz enzimrél és aktivitasanak mérésérol

A novényi B-glikozidazok sokféle B-glikozid hidrolizisét katalizaljgk. A [-
galaktozidaz olyan hidrolaz és exoglikozidaz enzim, ami a diszacharid 3-glikozidos kotesét
hasitja monoszachariddd.  Szerepet jatszhat a sejtfal vastagodasaban, a lignin
bioszintézisben vald részvétele alapjan, a mikrobialis fertézések altal kivaltott védekezo
reakcioban, tartalék szénhidratok mobilizalasaban, hormonok koncentraciojanak
szabalyozasaban glilkozil konjugatumaik hidrolizise révén stb.

Az enzim aktivitasanak mérése természetes szubsztratok hasznalataval igen nehézkes,
ezért erre a célra szintetikus szubsztratot fejlesztettek ki. Az altalunk hasznalt szintetikus
szubsztrat (p-nitrofenil B-D-gliikozid, PNPG) hasadasa soran glikoz és nitrofenol szabadul
fel. A p-nitrofenolnak 410 nm-en elnyelési maximuma van, igy ezen a hullamhosszon
kovetjiik a reakcio elérehaladasat.

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
H.0
OH,- OH | OH,
o—1 o
v \ A\, /
0 i OH - - Oy
i bhéta-galaktozidiz
/! OH
OH OH OH OH
p-laktdz D-gliikdz D-galaktdz
2.1. &bra: A B-galaktozidaz természetes szubsztraton torténd hasitasa
i o,N
o OH ; '\ M oH 0N
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o béta-galaktozidaz 0 -
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orto-nitrofenil-p-galaktozid D-galaktdz orto-nitrofenol

2.2. abra: A B-galaktozidaz mesterséges szubsztraton (ONPG) tortén6 hasitasa

A gyakorlaton, az abran feltlintetett mesterséges szubsztrat analégot a PNPG-t
hasznaljuk, ami nem orto, hanem para-nitrofenolt eredményez.



A gyakorlat Kivitelezése

Anyagok és eszkdzok:

- buzalevél

- polivinil-pirrolidon

- 50 mM citrat puffer pH =5,0
Elkészitése: 4,31 g citromsav és 8,68 g C¢HsO;Naz-2H,O 1000 ml-ben
desztillalt vizben oldva

- 200 mM p-nitrofenil B-d-glikozid N,N-dimetilformamidban oldva (PNPG)
a p-nitrofenol molaris extinkcios koefficiense 410 nm-en: £410=17500M?s

- 25 mM gliikono-D-lakton 50 mM citrat pufferben oldva

- 100 mM Na,COs3

- 2 mM-o0s, 20mM-os s 40mM-0s-0s PNPG

- asztali taramérleg

- porcelan dérzsmozsar

- asztali Eppendorf centrifuga

- 37°C-o0s termosztat (vizflird6)

- spektrofotométer

A mérés menete:

1. Friss csiraztatott buzalevélbodl asztali taramérlegen kimériink 0,5 g-ot.

2. 1 viv %-os polivinil-pirrolidon oldatot készitink 10 ml citrat pufferben, majd
dorzsmozsarban elhomogenizaljuk benne a korabban kimert 0,5 g buzalevelet.

3. A homogenizatummal megtoltink két Eppendorf-csdvet, majd 5 percig centrifugaljuk
asztali centrifugan maximalis fordulatszamon. A tiszta feluliszot pipettaval dvatosan
leszivjuk, &tvisszik kétszeresére higitott citrat pufferrel egy tiszta kémcsébe és jégre
helyezziik. A tovabbiakban ezzel az enzimpreparatummal dolgozunk.

4. A mérésekhez a szilkséges szamu Eppendorf-csdveket megszamozzuk (lasd az alabbi
tablazatokat). A reakcioelegy komponenseit a tablazatokban megadott sorrendben a
csovekbe pipettzzuk, a szubsztrat vagy az enzim extraktum kivételével. A reakciot
ezek hozzaadasaval inditjuk, gyors keverés (vortexel) utdn a csoveket 37°C-on
inkubaljuk. 15 perc utdn a reakcidt 1ml Na,CO; hozzaadasaval allitjuk le. A méréshez
szubsztratot nem tartalmazd kontrollokat is készitink.

5.  Akémcsovek tartalmat egyesével atontjik a kivettaba és a fotométerbe helyezzikk. A
kialakult sarga szint 410 nm-en fotometrdljuk. A mérésekhez készitett kontrollok
abszorbancia értékeit mérjuk le elséként! Mivel maga az enzimpreparatum is jelentds
elnyelést mutat 410 nm-en, ezért a mintdk abszorbancia értékeibdl a kontrollnak megfeleld
érteket majd rendre le kell vonjuk.

A 15 perc inkubacios enzim reakcio alatt bekdvetkezett abszorbancia valtozasbol —
vagyis a gorbe meredekségébdl — a termék molaris extinkcids koefficiense segitségével
Kiszamitjuk a reakciok kezdeti sebessegét (Vo) [uM/min] egységben.



1. A reakciosebesség fiiggése az enzim koncentraciojatol

Mivel az 6t mintaban kiilonb6z6 az enzimpreparatum mennyisége, mindegyikhez kulon
kontrollokat készitink. Ezek esetében a szubsztradt helyett is puffert adunk a
reakcioelegyhez!

A reakciot a szubsztrat (PNPG) hozzaadasaval inditjuk! Gyors keverés utan a
csoveket 37°C-on inkubaljuk.

A reakcidelegyek Osszetétele:

1. 2. 3. 4. 5.
citrét puffer 50 ul 40 pl 30 ul 20 ul -
enzim preparatum 10 pl 20 pl 30 pl 40 pl 60 pl
20 mM PNPG 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul 60 ul

A kontrollok:

1. 2. 3. 4, d.
citrat puffer 110 ul 100 ul 90 ul 80 ul 60 ul
enzim preparatum 10 pl 20 ul 30 ul 40 ul 60 pl

15 perc utan a reakciot 1 ml Na,CO; hozzaadasaval allitjuk le, majd mérjik az
abszorbancia értékeket!

Feladat: Abrazoljuk a kezdeti sebességet (Vo) [pM/min] egységben a bemért
enzimpre paratum térfogatanak (ul) fliggvényében! Hogyan fligg a reakcio kezdeti
sebessége az enzimkoncentraciotol?

2. A reakcidsebesség fliggése a szubsztrat koncentraciéjatol
0,167-20 mM szubsztrat koncentracié tartomanyban mérjik a [B-galaktozidaz
aktivitasat. Az els6 minta nem tartalmaz szubsztratot, ez a kontroll.

A reakciot az enzim extraktum hozzaadasaval inditjuk! Gyors keverés utan a
csoveket 37°C-on inkubaljuk.

1. 2. | 3 | 4 | 5 | 6 |
Kontroll Reakcidelegyek
citrat puffer 90 ul 75 ul 60 ul 80 ul 70 ul 60 ul
2 mM PNPG - 15 pl 30 ul - - -
20 mM PNPG - - - 10 ul 20ul | 30 ul




40 mM PNPG - - - - - -

30 pl

enzim preparatum 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul

30 pl

15 perc utan a reakciot 1 ml Na,CO; hozzdadasaval allitjuk le, majd mérjik az
abszorbancia értékeket 410 nm hullimhosszon! (Ne feledjik a kontrol abszorbancia
értékével korrigalni a tobbi abszorbanciat!)

Feladatok: Abrazoljuk a kezdeti sebességet (Vo) a szubsztrat koncentracio [S]
fiiggvényében, majd készitsiik el a kettds reciprok abrazolast is (Lineweaver—
Burk abrazolas), vagyis abrazoljuk a kezdeti sebesség reciprokat a szubsztrat
koncentrécid reciprokanak fuggvényében! Az dbrak segitségével hatarozzuk meg
a maximalis reakciosebességet (Vmax) [0M/min] egységben és a f-galaktozidaz
Michaelis konstansat (Ky) [MM] egységben!

3. Enzimaktivitas gatlasanak vizsgélata

Az els6 minta nem tartalmaz szubsztratot, ez a kontroll

A reakciot az enzim extraktum hozzaadasaval inditjuk! Gyors keverés utan a
csoveket 37°C-on inkubaljuk.

1. 2. | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Kontroll Reakcitelegyek

citrat puffer 70 ul 55ul | 40l | 60 pul | 50ul | 40 ul | 40 ul
25 mM glikono-D-lakton 20 ul 20l | 20l | 20l | 20 ul | 20 pl | 20 ul
2 mM PNPG - 15ul | 300l | - - - -
20 mM PNPG - - - 10l | 20 ul | 30 ul -
40 mM PNPG - - - - - - 30 ul
enzim preparatum 30 ul 30ul | 30l | 30ul | 30l | 30 ul | 30 ul

15 perc utan a reakciot 1 ml Na,CO; hozzaadasaval allitjuk le, majd mérjik az
abszorbancia értékeket 410 nm hullamhosszon! (Ne feledjik a kontrol abszorbancia
értékével korrigalni a tobbi abszorbanciat!)

Feladatok: Abrazoljuk az inhibitor jelenlétében és hianyaban kapott mérési
eredményeket egy grafikonon: dbrazoljuk a kezdeti sebességeket (Vo) [uM/min]
egységben a szubsztrat koncentracié [uM] figgvényében, majd készitsik el a
kettés reciprok (1/V, -1/[S]) abrazolast is! A grafikonok segitségével allapitsuk
meg a gatlas tipusat, tovabba a 2. és 3. fejezethez irt enzimkinetikai bevezet6 15.
és 16. egyenlete segitségével szamitsuk ki a glikono-D-lakton inhibitor K,
értékeét!




3. GYAKORLAT
Tripszin aktivitasanak mérése mesterséges szubsztrattal

Bevezetés
A mérés elvi alapja

A tripszin a hasnyalmirigy altal termelt enzim, mely a peptidkotések hidrolizisét
katalizalja. A specifitasaért felelos kotézsebe negativ toltésti, ezért a bazikus ammosavak
karboxil csoportjanal hasitja a peptidkdtéseket. A tripszin nem csak természetes fehérjék
peptidkotéseit hasitja, hanem szintetikus vegyiiletek amid, sot észter koteéseit is. A tripszin
tehat fehérjebontd enzim, és mivel maga is fehérje, a tripszin molekulai képesek egyméas
peptidkotéseinek elhasitdsara, ami végul az enzim inaktivalddasahoz vezet. Ennek
elkerlilésére a tripszint olyan (&ltalaban savas) oldatban taroljuk, amelyben aktivitdsa
csaknem nulla.

Az altalunk hasznalt szintetikus szubsztrat hasaddsa soran para-nitroanilin szabadul
fel. A para-nitroanilinnek 405nm-en elnyelési maximuma van, igy ezen a hullamhosszon
kovethetjiik a reakcio elorehaladasat.

Az enzimreakciokat kétféleképpen indithatjuk. Utoljara vagy a szubsztratot, vagy az
enzimet mérjik be. Mint emlitetttik, a tripszin képes lebomlani, ezért a reakciot altaldban
a savas kdzegben tarolt enzim adasaval inditjuk el.

Kivételt képez ez aldl a 3. feladat (gatlas természetes inhibitorral). A tripszin-STI
komplex lassan alakul ki, ezért a 2 ml pufferbe eldszor bemérjiik az mhibitort és a
tripszint, majd 20 perc inkub&las utan a szubsztrat hozzaadasaval inditjuk a reakciot.

A gyakorlat Kivitelezése

Anyagok:

- 0,1 M benzoil arginin para-nitroanilid (BAPNA) dimetilszulfoxidban (DMSO)
oldva

- 5 mg/ml tripszin 1 mM HCl-ban (Ms: 25.000)

- 0,5 mg/ml szbjabab tripszin inhibitor (STI; Ms: 22.500)

- 50 mM Trisz-HCl puffer pH = 7,0, 8,0, 9,0

- 50 mM MES puffer pH 6,0

- 50 mM borét puffer pH 10,0, 11,0

A hullamhossz: 405 nm, a termékként keletkezé para-nitroanilin molaris extinkcids
koefficiense: €405 = 8100 1/(M-cm). A fotométer hasznalatat lasd a késziilek melletti
tajékoztaton.

A haromféle mérés soran el6szor mérjiink 2ml megfelelé pH-ju puffert kisméretii
kémcsobe. Ezutdn mérjiik ebbe bele a szubsztratot illetve a gatloszert €s keverjik Ossze
vortex kesziilekkel. A reakciot, kozvetleniil a mérés megkezdése elétt, mindig az enzim
hozzdadasaval inditjuk. Azonnali keverés utan az oldatot haladéktalanul ontsik &t



Kivettdba, és haladéktalanul regisztraljuk az abszorbancia valtozasat. A reakcid
elinditasa utani gyors méres azért fontos, hogy a kiindulasi koncentracio-viszonyoknak
megfeleld sebességet, vagyis a kezdeti sebességet mérjik. A gorbe meredekségébdl
hatarozzuk meg a reakcio kezdeti sebességét. A sebességet uM/perc mértékegységben
kell megadni. A fotométer az eredményt abszorbancia-névekedés/perc dimenziéban adja
meg. A kezdeti sebesseg meghatarozasahoz a termek molaris extinkcios koefficiensének
ismeretében a Lambert-Beer torvény alapjan ki kell szdmolni, hogy ez mekkora
koncentraciévaltozas/ido értéket jelent.

1. feladat: hatarozza meg a tripszin pH optimumat

Mérje a tripszinaktivitast pH 6-10 tartomanyban, hatarozza meg a kezdeti
sebességeket! Abrazolja a kezdeti sebességet a pH fliggvényében, hatarozzuk meg az
optimalis pH-t!

A szerin-proteazok miikodésére vonatkozo tanulmanyai alapjan értelmezze
a kapott pH-flggést!

A reakciéelegyek Osszetétele:

- 2 ml puffer
- 20 ul 0,1M-0s BAPNA

- 10 pl tripszin

2. feladat: mérje meg a tripszin szubsztrattelitését

Mérje a tripszin aktivitasat novekvd szubsztrat végkoncentraciok mellett! A
meredekség alapjan hatarozza meg a kezdeti sebességeket! Abrazolia a kezdeti
sebességet (Vo) a szubsztrat koncentracio ([S], uM) fliggvényeben, és ennek reciprok
flggvényét (1/Vo-1/[S])!

Feladatok: Hatarozza meg a maximalis sebesség (uM/perc) és a Michaelis
konstans (uM) értékét!

Ertékelje ki mérését nem-linearis regresszioval is! Hasonlitsa 6ssze a kapott Viay, Kw
s Vimax/Kw értéket! Szamolja ki a ke értekét! (Hasznélja az enzimkinetkai bevezetésben
szerepl6 6. egyenletet! Jelen mérési korilmenyek kozott k,=Kcat.)

A reakcidelegyek Osszetétele:

1 2. 3. 4. 5. 6.
50 mM Trisz-HCI 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
pH 8,0
0,1M BAPNA Sul 8 ul 12 ul 18 ul 25 ul 40 pl
tripszin 10 ul 10 pl 10 pul 10 pl 10 pul 10 pl




3. feladat: mérjen tripszin-gatlast természetes inhibitorral

Mérje a tripszin aktivitasat novekvd koncentracioju szdjabab tripszin inhibitor

jeleniétébent

A reakcidelegyek 0sszetétele (minden ponton két parhuzamos mérést végzink!):

1-2. 3-4. 5-6. 7-8. 9-10. 11-12. 13-14.
50 mM Trisz-HCI 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
pH 8,0
0,5mg/ml STI - Sul 10 pl 20 pul 30l 40 pl 50l
tripszin 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
20 perc inkubacié szobahdmérsékleten
0,1 M BAPNA topl | tow | tow | 1o | tow | 1ow | 1ou

Feladatok: Hatarozza meg a kezdeti sebességeket. Abrazolja a kezdeti
sebességet (Vo) az inhibitor-koncentracié ([1], nM) flggvényében! Hatarozza
meg az 50%-0s gatlashoz (Vo=Vmax/2) tartozo inhibitor-koncentraciot (nM), és az
ehhez tartozo [I])/[E] aranyt, valamint a 2. és 3. fejezethez irt enzimkinetikai
bevezeté 15. és 16. egyenlete segitségével szamitsuk ki a gliikono-D-lakton
inhibitor K, ertékét!.




Bevezetés a gélelektroforetikus technikakhoz
(4. és 5. gyakorlat)

Az elektroforézisrol altalaban

Az elektroforetikus mddszerekkel toltott részecskéket valasztunk el egymastol
elektromos tér alkalmazasaval. Elektroforézis soran egy-egy elektrod kilon-kilon, egy-
egy puffertartalyba meril. A két puffertartaly kdzott toltott részecskék szamara atjarast
biztositunk. Ha a két elektrod kozott egy elektromos tapegységgel elektromos
potencialkulonbséget, tehat fesziltséget hozunk létre, akkor ennek hatasara elektronok
aramlanak az anod fel6l a katod felé. A katddra keriild elektronokat vizmolekuliak veszik
fel, hidrogéngaz és hidroxil-ionok keletkeznek. Az anddon ekdzben vizmolekulak adnak le
ugyanannyi elektront, oxigéngdz keletkezik, és protonok (illetve ezek vizmolekulakra
kertlésével hidroxénium-ionok) keletkeznek. A két puffertartaly kdzott toltott részecskék
szamara atjarast biztositd Osszekottetésen a pozitiv toltésti ionok (kationok) a negativ
katod felé, a negativ toltésii ionok (anionok) pedig a poztiv andd felé vandorolnak. Az
egyes ionok eltérd toltésiik és méretiik miatt eltérd sebességgel vandorolhatnak, tehat igy
elvalaszthatok egymastol. A vandorlds sebességét befolyasolo legalapvetobb fizikai
osszefuggések ismerete rendkivil fontos annak megértéséhez, hogy egy konkrét
elektroforetikus eljaras esetén az egyes molekuladk miért lesznek eltérd sebességiiek,
milyen elven vélaszthatok el egyméastol.

A toltéssel rendelkez6 testre a ,,q” toltés és az ,E” elektromos térerd szorzataval
egyenld F, elektromos erd hat.

F =qxE

A vandorld részecskére Kkis sebességnél a sebességgel (v) egyenesen aranyos F
kozegellenallasi eré hat. Az Fy a kozegre és a részecskére vonatkozd informaciokat
egyarant tartalmazo kozegellendllasi egyttthatoval (f) fejezheté ki, Minél nagyobb a
részecske, és minél ,akadalyozobb” a kozeg, annal nagyobb az (f) értéke.
Gélelektroforézisnél az () értéke a gél porusmeretével szabalyozhato.

Fo=f-v

Az elektroforézis elinditasakor a részecske (egy pillanat alatt) addig gyorsul fel, mig a
kozegellenallasi erd nagysaga eléri az (ellentétes ranyd) elektromos erd nagysagat. A
részecske innen egyenletes sebességgel halad (Fe = Fy, tehat F,,..s = 0).

qg-E=f-v

A reszecske elektroforetikus mozgékonysaga egyenesen aranyos a toltésevel (q), és
forditottan aranyos a kdzegellenallasi egyttthatdval (f).
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Az eltéré mozgékonysagu toltott részecskek az elektroforézis soran tehét
elvalaszthatok egymdstol, ezen alapulnak a kiilonbozé gélelektroforézis eljarasok.



A biokémiai és molekularis biologiai felhasznalas soran gelelektroforézissel a toltéssel
rendelkezd makromolekuldk koziil leginkabb a fehérjék és a nuklemsavak elvalasztasa a
cel. Az ezekkel kapcsolatos eljarasokat mutatja be ez a gyakorlat.

A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A) A PAGE modszerrol altalaban

A kiilonboz6 fehérjékben a disszociaciora képes, tehat savas (mint az Asp, a Glu és
kisebb mértékben a Cys és Tyr) illetve bazikus (mint az Arg, Lys és His) aminosavak
szama eltér6. Ennek koszonhetden az egyes fehérjék egy adott pH-n eltérd toltéssel
rendelkeznek. Ha vizes oldatban elektromos erdtér alkalmazisaval a fehérjéket
vandorlasra késztetjiik, az egyes fehérjék eltérd relativ toltésiik (egységnyi
molekulatomegre eso toltések szama) miatt eltérd mozgékonysaggal rendelkeznek, vagyis
azonos térerd mellett eltérd sebességgel mozognak, tehat egymastol elvalaszthatok.

Fehérjék elektroforetikus elvalasztasara a leginkabb elterjedt, rendkiviil hatékony
modszer a poliakrilamid gélben végzett elektroforézis, illetve ennek szamos valtozata.

Az akrilamid vizes oldatban, megfeleld katalizitorok és miciatorok jelenlétében
gyOkos polimeriziciora képes, és a reakcid soran nagy molsuly linearis polimer, dn.
poliakrilamid keletkezik. Ha megfelel6 keresztkoté agenst, N,N-metilén-bisz-akrilamidot
is alkalmazunk, a hosszil poliakrilamid lancok kozott "hidak" képzddnek, és térhalds
szerkezetli gél jon létre. Az elektroforézis sordn a fehérjéket ebben a gélben
vandoroltatjuk.

Az eljaras kilonlegesen nagy felbontoképességgel rendelkezik. Ennek az oka az,
hogy a relativ toltések kiilonbségén alapuld szeparalassal egyidében a gélben a molekuldk
méret €s alak szerint is elvalnak egymastol, a gél mintegy molekulasziiréként viselkedik.
Ezt a molekulasziiré hatast a gél atlagos porusmérete szabja meg, ami viszont az
ardnyanak alkalmas megvélasztasaval tdg hatarok kozott valtoztathatd. A gél mechanikus
tulajdonsagai  kb. 4-20% akrilamid koncentracié-tartomanyban kedvezéek. A
keresztk6t6 metilén-bisz-akrilamid mennyisége az alkalmazott akrilamid-monomernek
rendszerint 1-3%-a. A poliakrilamid szamos elényos tulajdonsaggal rendelkezik. Hidrofil,
ugyanakkor nem tartalmaz toltéssel rendelkezd csoportokat, melyek az elektroforetikus
szeparalast karosan befolydsolndk. Kémiailag k6zombods, stabil vegyilet, az
elvalasztand6 fehérjékkel nem Iép specifikus kdlcsonhatasba, nem zavarja a fehérjék
detektalasara szolgalo festési reakciokat, kompatibilis a legtobb altalanosan hasznalt
pufferrendszerrel. Ha az elektroforézist nativ (nem-denaturdld) kozegben, alacsony
homérsékleten végezzik, szamos enzim megdrzi nativ szerkezetét és igy aktivitasat, ami
alapjan a gélben specifikusan kimutathatd.

A poliakrilamid gél ugy keszul, hogy az igény szerinti koncentracioju
akrilamid/metilén-bisz-akrilamid oldathoz megfelelé pH-ju pufferoldatot keveriink, majd
elinditjuk a gyokos polimerizaciot egy alkalmas katalizator és iniciator hozzaadasaval. A
katalizator altalaban peroxidiszulfat, mely vizes kdzegben spontan bomlik, ezaltal szabad
gyokok keletkeznek. A leggyakrabban hasznalt iniciator a tetrametil-etilen-diamin
(TEMED). A Kkatalizator és az iniciator koncentracidjat Ggy valasztjuk meg, hogy a
polimerizacio, és igy a gelesedés 10-30 perc alatt telies mértékben végbemenjen. A gelt



két egymassal parhuzamos Uveglap kozott hozzuk létre. igy egy géllemez alakul ki,
amelyben egyidejlileg, egymas mellett, azonos koriilmények ko6zott, szamos mintat
futtathatunk, amelyek ity médon egymassal kénnyen dsszehasonlithatdk.

Amennyiben a fehérjéket modosito kezelés nélkil (nativ kortlmények kozott)
akarjuk vizsgalni, akkor elektroforézis sikerét nem csak az akrilamid koncentracio helyes
megvalasztasa hanem pH is donté mértékben befolyasolja. Rendszerint az izoelektromos
pontnal magasabb pH-n dolgozunk. Ekkor a fehérjék negativ toltésiiek, igy az anod felé
vandorolnak. A puffer szerepe nemcsak abban all, hogy az elektroforézis ideje alatt a
pH-t allandd értéken tartja, hanem a puffer ionjai végzik az aram vezetését is. Normalis
esetben a fehérjeionok az aram vezetésében csak elhanyagolhatd mertekben vesznek
részt, vagyis a fehérjék atviteli szama Kicsi. Ha azonban a puffer koncentracioja tul
alacsony, megnd a fehérjék szerepe az dram vezetésében, ami altalaban elkenddott
fehérjesavokat eredményez. Az optimalisnal magasabb pufferkoncentracié esetén viszont
tl Kicsi lesz a fehérjék mobilitdsa, ami szintén rontja az elvalasztas minéségét.

Az alkalmazott pufferrendszerek szempontjabdl a gélelektroforetikus technikakat két
nagy csoportba osztjuk. Folytonos (kontmuus) pufferrendszerrél beszélink, amikor
ugyanazt a puffer rendszert alkalmazzuk a gélben, mint az elektrodokat tartalmazd
puffertankokban. Ennek a modszernek a feloontoképessege valamivel rosszabb, mint a
joval bonyolultabb Un. diszkontinuus pufferrendszereket alkalmazd mddszerekeé.

A diszkontinuus elektroforetikus technikak (mint a gyakorlat targyat képez6 SDS-
alkalmaznak. A futtatd (més néven szeparald) gél f6lé egy Un. koncentrdld gélt
polimerizalunk. Ennek akrilamid koncentracidja a futtatd gélénél joval alacsonyabb,
olyannyira, hogy itt a molekulasziird hatds még nem érvényesiil. A harom kiilonb6zo
pufferrendszerben két kiilonbozd aniont alkalmaznak. Mindkét gélben a puffer anion
komponense egy erds sav maradéka, melynek disszociaci6 foka gyakorlatilag nem fligg a
kdzeg pH-jatol, vagyis toltése széles pH-tartoményban alland6. Ez a komponens
altalaban a kloridion. Tankpufferként viszont olyan pufferrendszert alkalmaznak, melynek
anionkomponense egy gyenge sav savmaradéka, pl. glicinat anion. A tankpufferben a pH
8,3.

A kis térfogatd fehérjemintat a koncentrald gél felszinére rétegezzilk. Fesziiltség
hatdsara a fehérjeionok és a tankpuffer anionjai belepnek a koncentrald gélbe. A
koncentralé gélben a pH 6,8; ami alig magasabb, mint a glicin izoelektromos pontja (6,5).
Ilyen pH-n a glicinmolekula csak parcialisan negativ (az id6 nagy részében nettd semleges
ikerionos allapotban van), elektroforetikus mobilitasa lecsdkken, igy lokalisan csokken a
toltéssel rendelkezd molekuldk koncentracidja. Ez helyilleg megndveli az elektromos
ellenallast. Az elektromos korben az aramerdsség allandd kell, hogy legyen (nincs
makroszkopikus toltésszétvalas). Ohm torvényének megfelelden a ndovekvo ellenallassal
aranyosan megnd a térer0 is, ezért a fehérjék vandorlasa felgyorsul, de csak addig, amig
elérik az ionokban gazdag kloridion frontot. Minthogy a kloridion frontban az ellenallas,
¢s igy a térerd kicsi, a fehérjék sebessége csokken. Mindezek miatt a fehérjék a klorid
ion front mogott mintegy Gsszetorlodva igen vékony savban vandorolnak a futtatd gél
felszinéig.

A futtato, vagy mas néven szeparald gélben a helyzet megvaltozik. Mivel a szeparalo
gel pH-ja 8,8-9,0 kozott van, a glicin parcidlis negativ toltése megnd, ezért mobilitasa
megndvekedik. Igy a toltéshianybol eredd koncentrald hatas megszinik, a fehérjék a



tovabbiakban kiilonbozé fajlagos toltésiik miatt eltérd sebességgel vandorohak.
molekulasziird hatas is érvényesiilion, a gél az elvalasztani kivant fehérjék
mérettartomanyaban a lehetd legnagyobb mértékben szeparaljon.

Az elektroforetikus eljarasok tobbségénél a futtatas soran jelzbfestéket alkalmazunk,
amit a mintdba keverlink. Ez a kis molekulatomegii, negativ toltésti festék gyorsabban
vandorol a gélben, mint a fehérjék, és mintegy lathatva teszi a futasi frontot. Ez teszi
lathatova, hogy mikor tekinthetd az elvalasztas befejezettnek. A leginkabb hasznalatos
jelzofesték a bromfenolkék.

Megjegyzendd, hogy a PAGE modszert nem csak fehérjék -elvalasztasara
hasznaljuk, hanem olyan kisméretii (max. kb. 1000 bazispar) DNS molekulak esetében
is, amelyek mérete még kompatibilis a PAGE modszerrel elérhetd viszonylag kis
porusmérettel. A nagyfelbontasi PAGE mddszer nélkiilézhetetlen volt a DNS
szekvenalas kidolgozasanal, ahol egyetlen bazs hossz kiilonbségii egyszali DNS
molekulakat kell egymastél elvalasztani.

Fehérjék esetén a diszkontinuus poliakrilamid gelelektroforezis egyik leggyakrabban
hasznélt valtozata az SDS (sodium-dodecil-sulphate) poliakrilamid gélelektroforézis.

B) SDS PAGE

Az SDS (sodium-dodecyl-sulphate) egy anionos detergens. Ha a fehérjemintat
SDS-sel és diszulfid-hidakat bontani képes redukaldszerrel kezeljik magas
homérsékleten, radikalis konformaciovaltozasok kovetkeznek be. A fehérjék kozotti
kolcsOnhatasok megszinnek, az alegységszerkezet felbomlk, és a fehérjék
denaturalodnak. Az SDS mintegy "kitekeri" a fehérjéket apolaros részével azok belso,
hidroféb magjat fellazitva, és - Iévén anionos detergens - a fehérjéket negativ toltésekkel
latja el.

A kotédott SDS mennyisége nem fligg a polipeptidlanc szekvenciajatol, ellenben
egyenesen aranyos a lanc hosszaval, vagyis a fehérjék molekulatomegevel. Ez mas szoval
azt jelenti, hogy az SDS kezelés utan az 0sszes fehérje relativ toltése nagyjabdl azonos
lesz. Raadasul a kezelés hatasara az egyes fehérjék alakja is hasonlova valik. A negativ
toltésti SDS molekulak taszitjadk egymast, ezért az SDS-kezelt fehérjék valdsziniileg kozel
rad alaklak lesznek. Mindez azt eredményezi, hogy a bevezetOben emlitett harom
tulajdonsag (relativ toltés, alak, méret) szerinti szeparalas helyett itt csak méret szerinti
szeparacio torténik. Mivel a molekula merete aranyos a molekulatomeggel, az SDS
poliakrilamid gélelektroforézis végsé soron molekulatomeg szerint szepardl Ez a
legelterjedtebb modszer a fehérje alegységek molekulatbmegének meghatarozasara. A
tapasztalat szerint a fehérje relativ mobilitdsa (a fehérje futdsi tavolsaga osztva a jelzéfesték
futasi tavolsagaval) a fehérje molekulatomeg logaritmusanak fuggvényében monoton
csokken.

Ha a mintdnkat ismert molekulatomegii fehérjékkel azonos gélben futtatjuk, a standard
fehérjék futasa alapjan késztett kalibralo egyenesrdl a mintdban 1évé fehérje alegységek
molekulatomege leolvashato.
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gélek eseten milyen mérettartomanyban teljestl a relativ mobilitas és a molekulatomeg
logaritmusa kozott elobb emlitett Gsszefligges.

Akrilamid koncentracio Az elvalasztas linearis tartomanya
(%) (kD)
15 12-43
10 16-68
7,5 36-94
5,0 57-212

Az SDS poliakrilamid gélelektroforézis a leginkabb elfogadott modszer annak
eldontésére, hogy egy fehérje ill. enzimpreparatum homogén-e. Kilondsen jol
alkalmazhaté bonyolultabb fehérje-asszociatumok, multienzim-komplexek, riboszémak,
miofibrillum stb. vizsgalatara.

A gyakorlat sordn az elektroforézist lemez-(slab) géleken, diszkontinuus
pufferrendszerrel végezzik. A molekulatdmeg meghatarozasara szolgald kalibracios gorbe
felvétele céljabol ismert molekulatomegli fehérjéket is futtatunk ugyanazon a gélen. A
molekulatdmeg meghatarozasanal nem szabad megfeledkezniink arrdl, hogy a denatural6
kdzeg miatt a modszerrel alegység ek molekulatbmegét hatarozunk meg, vagyis a fehérje
tényleges nativ molekulatdmegének kiszamitasahoz az alegységszerkezetet is ismerni kell.

C) Festési eljarasok

A futtatas utan a fehérjéket a gélben valahogy lathatova kell tenniink. Erre tobb
modszer is ismeretes.

1. Fehérjefestékek

Szamos vegyulet kotdédik nagy hatékonysaggal fehérjékhez. Ezek hasznalatakor
célunk az, hogy lehetdleg az 6sszes fehérjét kimutassuk a gélben. Ilyen festékek csokkend
érzékenység szerint sorba allitva:

Coomassie Birilliant Blue R-250
Savas Fast Green
Amidofekete

Ezek koziil leggyakrabban a Coomassie Brilliant Blue-t hasznaljak. Segitségével a gél
keresztmetszetétdl €s az adott fehérje specidlis festddési tulajdonsagatol fliggden akar mar
0,1ug fehérje is jol detektalhatd. Az Comassie Brilliant Blue festék a fehérje detekcidban a
gyakorlatot).

Ha nem az dsszes fehérjét akarjuk detektalni, hanem egy bizonyos fehérjét szeretnénk
kimutatni, akkor két kiilonboz6 eljaras all rendelkezésiinkre.



2. A Western ,,blot” (lenyomat) mddszer

Ha rendelkezink a kimutatandé fehérjével szemben specifikus ellenanyaggal, a
kovetkezd modon jarhatunk el: a fehérjéket elsé pésben SDS gélelektroforézissel (lasd
4. gyakorlat) elvalasztjuk egyméstdl. Ezek utan egy erre a célra kialakitott késziilekben a
gélre szorosan raillesztiink egy nitrocelluldz membrant, majd a gél sikjara merdleges
irdnyban egy Ujabb elektroforézist végzink. Ennek segitségevel a fehérjéket a gélben
kialakult mintazatot megbrizve rogzitjiikk a nitrocelluldz membranon. A membrant a
specifikus ellenanyag oldataban inkubaljuk, igy szelektiven megjeldljik a kimutatando
fehérjét. Ezt a jeldlést leggyakrabban Ugy tesszilk lathatova, hogy a membrant egy masodik
ellenanyag oldataban inkubaljuk. Erre a masodik ellenanyagra, mely specifikusan felismeri
leggyakrabban peroxidazt kétnek. Ezutan a membrant az enzim mesterséges szubsztratjat
tartalmazo oldatban inkubaljadk. Az enzimreakcio terméke szines csapadék, mely végsé
soron ott jelenik meg, ahol a kimutatandé fehérje van.

3. Enzimatikus aktivitason alapulé médszerek

Amennyiben az elektroforézis nativ koriimények kozott zajlott, egy sor kiilonbozo
enzim (pl. dehidrogendzok, ATP-4azok, protedzok stb.) esetében jol kidolgozott eljarasok
ismeretesek ezek szelektiv kimutatasara enzimaktivitasuk alapjan. Ekkor a gélt egy olyan
oldatban inkubaljdk, amelyben a kimutatand6 enzim specifitisanak megfeleld
enzimreakcio lejatszodik. Olyan szubsztrdtot haszndlnak, mely a reakcid soran szines
termekké alakul, és ez a termék raadasul csapadék. Ez azt jelenti, hogy a gelnek csak
azon terlletei szinezbdnek el, ahol az adott enzim van.

Az agaroz gélelektroforézis

Amint azt mar a bevezetében irtuk, a gél poérusmérete donti el, hogy milyen méretii
molekuldkat lehet elvalasztani egymastol benne. Kisebb méreti DNS molekuldk esetén
PAGE mddszer is hasznalhatd. de a kutatasok soran vizsgalanddé DNS molekulak
gyakran tobb ezer bazisparbdl allnak. Az ilyen driasmolekulak nem valaszthatok el
egymastol poliakrilamid gélben, mert még a leghigabb akrilamid gel porusmérete is tul
Kicsi ezeknek a molekulaknak a méretéhez képest. A megoldas természetesen az, hogy
mésfajta gélt kell alkalmazni, olyat, amelynek porusmérete kellden nagy az ilyen hatalmas
molekulak elvalasztasahoz.

Erre a célra az agaroz gél terjedt el. Az agar6z a vorosalgak sejtfalabdl kivont agar
egylk 10 komponense, galaktoz €s anhidro-galaktdoz egységekbdl felépiild lineralis
poliszacharid. Az agar6z gélben a poliszacharid egységek kozott létrejové masodlagos
kotések alakitjak ki a térhalds gélt. Mivel a gélt itt nem kovalens kotések alakitjak ki, ez
a gél magas hémérsékleten fazisatalakulason megy keresztill, folyadékszerii (szol)
allapotba kerdil.

A ¢élt ugy hozzuk Iétre, hogy agar0z port keverlink Ossze a futtatdo pufferrel,
létrehozzuk magas hémérsékleten a sol allapotot, majd megfeleld formaba toltve a
homérséklet csokkenésével kialakul a gél.

A porusméret az agardz-koncentraciotol fligg. Az agar6z gélre is igaz, szamos, mar az
akrilamid gélnél is emlitett eldnyos tulajdonsag. Ez a gél is hidrofil, kémiailag mert, stabil, és



nem kot meg szamos olyan festéket, amelyeket a benne elvalasztandé molekulak festésére
hasznalunk.

A nukleinsavak agar6z gélben torténé kimutatasara rendszerint olyan festékeket
hasznalunk, amelyek nukleinsavakkal alkotott komplexe fluoreszkal. A festékek zome
olyan, hogy a komplex ultraibolya fényben gerjeszthetd, ¢s lathato tartomanyban bocsat ki
fényt.

A Kkeétszald DNS kimutatasara leggyakrabban hasznalt festék az etidium-bromid. Az
etidium-bromid gyiirtis vegyiilet, amelynek molekulaja képes a DNS kett6sspiralban a
bazisok koz¢ beé¢kelddni. Az ilyen tulajdonsagu vegyiiletek mutagének lehetnek, hiszen a
replikacio soran megzavarhatjdk a DNS polimeraz mikodését. Az agardz
gelelektroforézissel az 5. gyakorlaton taldlkoznak. Etidium-bromid helyett ott egy nem
mutagén festéket hasznalnak majd.



4. GYAKORLAT
Miofibrillaris fehérjék molekulatomegének meghatarozasa
SDS poliakrilamid gél elektroforézissel

Bevezetés

A miofibrillumok a harantcsikolt izomszovet izomroston belili 6sszhizékony elemei.
A miofibrillum nem sejtorganellum, hanem Onszervezddésre képes szupramolekularis
képz6dmény, mint pl. a riboszomak. A harantcsikolt miofibrillumban, melynek
alapegysége a szarkomer, kétféle - egy vastag és egy vékony — filamentum rendszer
talalhatd. A vastag filamentum f6 fehérjéje a miozin, ami hat alegységbdl, négy
konnytilancbol és két egyforma nehézlancbol all, mint azt az alabbi sematikus abra
mutatja.

globularis rész

L4

konnyt lancok o—*
\’
Biibevevrnvarasaracucnsatachvscn g ne
két alfa-helixbdl felépiild /g

szuperhelikalis rad

A miozin sematikus képe

A vastag filamentum, kihajlé miozinfejekkel

A vékony filamentum vazat a globularis aktinbol felépiild aktin filamentum adja,
amihez gerincesek esetében szabalyzo fehérjék kapcsolddnak: a tropomiozin és a harom
alegységes troponin. Ezt az alabbi abra szemiélteti.

tropomiozin

troponin komplex: Tnl TnT TnC aktin

A vékony filamentum sematikus képe



A miofibrillum preparalasa:

A frissen levagott nydlbol fehér vazizmot preparalunk, az izmot ledaraljuk, és
tizszeres térfogatd jéghideg 0,05M KCI, 0,01 Trisz-HCI pH 7,6 pufferrel késes
homogenizatorban kb. egy percig homogenizaljuk. igy dezorganizaljuk az izomrostokat,
ezaltal a miofibrillumok szabadda valnak. A szuszpenziot 2000g-vel centrifugdljuk. A
csapadékot a fenti pufferben Ujra szuszpendaljuk, és az egész folyamatot (homogenizalas,
centrifugélas) még 3-4-szer megismételjiik. A mar emlitett kis ionerejii oldatban a sejtek
anyaganak zome olddédik, a miofibrillum, mint egységes szupramolekularis komplex
viszont nem. Térolas céljabol a preparatumot SDS-ben feloldva liofilizaljuk. A
gyakorlaton elére elkészitett miofibrillum- preparatummal dolgozunk.

A gyakorlat Kivitelezése

Eszk6zok

egyenfesziiltségli tipegység, elektroforézis készilek, pipettak, Hamilton fecskendd

Anyagok

SDS kezelt miofibrillum

30 %-o0s akrilamid oldat (29% akrilamid, 1% metilén-bisz-akrilamid)
1,5 M Trisz-HCI pH 8,8

0,5 M Trisz-HCI pH 6,5

10%-o0s SDS oldat

10%-os tetrametil-etilén-diamin (TEMED) oldat

10%-0s ammadnium-peroxi-diszulfat oldat

Mintafelvivo puffer:

0,125 M Trisz-HCI pH 7,4,
10% gélicerin,

2% SDS,

5% béta-merkaptoetanol,
0,01% brémfenolkék

Futtat6 puffer:

3 g Trisz-bazis,

14,2 g dlicin

1gSDS

Feloldva egy liter desztillalt vizben

Festékoldat:

0,24% Coomassie Birilliant Blue R 250, 50% metanolban oldva
festéktelenito: 7% metanol, 9% ecetsav



kalibral6 fehérje molekulatémeg jelolés
ribonukleaz 15.000 Rn-az
mioglobin Ms: 16.800 Miogl.
sz0ja tripszin inhibitor 20.000 STI
kimotripszinogén 26.000 KTG
szénsav anhidraz 29.000 Széns. anh.
ovalbumin 45.000 Ovalb.
szérum albumin 66.800 BSA

A gyakorlatvezet6 instrukcioi alapjan osszeallitjuk az elektroforézis késziiléket.
Ezutdn az aldbbi tablazat szerint 6sszemérjik a megadott akrilamid koncentracioju
szeparalo géloldatot.

Vigyazat! Az akrilamid oldat mérgezo!

5.0 ml 15 %-os gélhez bemérendd:

Anyag Térfogat
desztillalt viz 1,1 ml
30%-o0s akrilamid oldat 2,5ml
1,5 M Trisz-HCI (pH 8,8) 1,3 ml
10 % -0s SDS 50ul
10 %-o0s TEMED 50ul
10%-0s ammadnium-perszulfat 20ul

Utoljara az ammonium-perszulfatot adagoljuk, hiszen ez inditja el a
polimerizaciét!

Az (veglapok kozé annyi szeparalo gélt toltiink, hogy elérje a 6nt6 késziiléken
bejelolt szintet. Ezutan a géloldat folé Gvatosan desztillalt vizet rétegezziink kb. 5 mm-es
vastagsagban. A rarétegzett viznek kétféle szerepe van. Az oxigén gyokfogo
tulajdonsdga miatt akadalyoznd a polimerizaciot, a vizréteg akadalyozza az oxigén
oldatba jutasat. A vizréteg azt is elosegiti, hogy a kialakulo gél felszine egyenes, vizszintes
legyen. A polimerizacié befejezodését a gél-viz hatarrétegben megjelend, erdésen fenytoro
felszin jelzi. Ekkor a “fsiit” ideiglenesen kihtizva a gél tetejérdl a vizet leontjiik, és az
tiveglapokat sziirdpapir csikokkal szarazra toroljiik ligyelve arra, hogy ekodzben a
gélfelszin meg ne sériljon. Ezutan 6sszemérjik a koncentrald gél oldatat.

2 ml 5%-0s koncentrald gélhez bemérendo:

Anyag Térfogat
desztillalt viz 1,4 ml
30%-o0s akrilamid oldat 330 ul
0,5 M Trisz-HCI (pH 6,5) 250l
10%-0s SDS 20ul
10%-0s TEMED 20ul
10%-0s ammonium-perszulfat 20ul




A géloldatot Gvatosan a szeparald gél tetejére toltjik, s ismet a helyére tesszik a
"f&siit" mellyel a mintafelvivé zsebeket alakitjuk ki. Ugyeljiink arra, hogy a “fésti” fogai
ala ne keruljenek buborékok. Gyorsan kell dolgozni, mert a koncentralod géloldat az itt
alkalmazott magasabb ammonium-perszulfat koncentracié miatt percek alatt polimerizal.

Amig a minta gél polimerizal, a mar kezelten kapott miofibrillumot (jele: Miof.) a
kalibralo fehérjéket tartalmazd Eppendorf csovekkel egyiitt vizfirddben 1 percig
forraljuk. Ne felejtsék el a miivelet utan a Bunsen ¢got, majd a gazcsapot elzarni!

A gél polimerizalodasa utan a futtatd puffert betoltjik, a fésiit eltavolitjuk, és a
mintdkat Hamilton fecskendével felvissziik. A miofibrillum preparatumbdl 2,5; 5 és 10, a
kalibralo fehérjékbol (kb. 0,5 mg/ml-esek) 5pl-eket vigyink fel. Az elektroforézist 100V
fesziiltséggel (kb. 10 V/ecm elektromos térerd) végezziik, mig a jelzfesték el nem éri a
szepardld gél hatarat, majd 200V-ra (kb. 20 V/cm elektromos térerd) ndveljik, és a
festéket a gél aljaig futtatjuk.

Az aramforrast kikapcsoljuk, a futtaté puffert a lombikjaba visszatoltjik, a
készlléket szétszereljik, minden alkatrészét gondosan elmosogatjuk, a géllemezt a
festékoldatba tesszik. A festést az 5. gyakorlatnal leirtak szerint végezzik el.

Feladatok:

Hatarozzuk meg a kalibralé fehérjék és a miofibrillum fébb fehérjéinek relativ
mobilitasat a bevezetoben leirtak szerint!

A megadott molekulatomegek alapjan abrazoljuk a kalibralé egyenest a
log(Mt)-relativ. mobilitds koordinatarendszerben. Hatiarozzuk meg a f6bb
miofibrillaris fehérjék molekulatomegét!



5. GYAKORLAT

Plazmid DNS izolalasa és agardz gélelektroforézise

Bevezetés

A plazmidok szdmos baktériumfajban megtalalhatd, extrakromoszomalis, kétszald,
cirkularis DNS molekulak. Eredeti formajukban méretik 1 kb és 200 kb kozott van. A
plazmidok gyakran tartalmaznak olyan géneket, melyek a gazdasejt szamara valamilyen
elonyt biztosit6 enzimeket kodolnak. Ilyen elény lehet egyes antibiotikumok elleni
rezisztencia, mas esetekben éppen specidlis antibiotikumok, esetleg kiilonb6z6 toxinok
szintézise. Vannak olyan restrikcios, modifikacios rendszerek, melyek enzimei szintén
plazmidon kédoltak.

A rekombinans DNS technikédkban leggyakrabban az Escherichia coli-t hasznaljak
gazdasejtkent, ezért a tovabbiakban csak az E. coli-ban el6forduld, illetve abban
fenntarthatd plazmidokkal foglakozunk.

A plazmidok replikaciojat a baktérium kromoszémajanak replikaciojakor is
felnasznélt enzimek egy része vegzi (DNS polimerdz I, DNS polimeraz Ill, stb.). A
replikacio kezdSpontjat a replikacios origd jeloli ki. A replik&cids origd kornyékén
talalhatd szekvenciak szabalyozzak a kdpiaszamot. A ma hasznalatos plazmid vektorok
replikacioja fliggetlen a sejtosztodastol, dn. relaxalt kontroll alatt all. Minthogy a
plazmidok replik&cioja nem fiigg fehérjék expresszidjatol (a szikséges enzimek hosszu
¢letidejlick a sejtben), a gazdasejt fehérjeszintézisének kloramfenikollal valod gatlasaval el
lehet azt émi, hogy a sejt nem lesz képes a kromoszomalis DNS-ét replikalni, de a
plazmid szintézise tovabb folyik. Ezzel az eljarassal, melyet amplifikélasnak nevezink,
tovabb novelhet6 egy plazmid kopiaszama.

Laboratoriumi korulmények kozott az izolalt plazmidokat a transzformécionak
nevezett folyamat soran juttatjuk be a baktériumsejtekbe. A transzformécié hatasfokanak
novelése céljabol a sejteket kétérték{i kationok oldataval torténé mosas Utjan
"kompetenssé" tesszik. Meég igy is, a baktérium-populaciénak csak egy
elhanyagolhatéan csekély hanyada vesz fel stabilan plazmidot. A transzformalt, azaz
plazmidot tartalmazo sejtek azonositasat a plazmidon talalhaté szelekciés marker gének
teszik lehetdvé. A leggyakrabban hasznalt szelekcios markerek antibiotikum-rezisztenciat
biztositnak.

A legelterjedtebben hasznalt antibiotikumok a kdvetkezok: Ampicillin: (egy penicillin
szarmazék) a sejtfal bioszintézisét végzd egyik enzimet gatolja. Tetraciklin: a 30S
riboszomalis alegység egyik fehérjéjéhez kotddik és megakadalyozza a riboszoma
transzlokacigjat. Kloramfenikol: az 50S riboszomalis alegységhez kotddik és igy gatolja a
fehérjeszintézist.

A felhaszndlds szempontjai szerint a plazmidokat két csoportra oszthatjuk.
Beszélink Kklonozd vektorokrdl és expresszios vektorokrol. A klonozo vektorok az
idegen DNS szakasz vizsgalatdit és manipulaciojat teszik lehetévé. Az expresszios
vektorok olyan DNS szekvenciakat is tartalmaznak (promoter és riboszoma koétohely),

crer



A felhasznalhatd restrikcids hasitasi helyek szamanak novelésével un. poliklonozd
helyet hoztak létre. Ez egy rovid DNS szekvencia szakasz, amelybe koncentraltan
hisznal tobb, kiilonboz6 restrikcios enzim felismerési helyét vitték be. A legujabb tipusi
plazmidok (pl. Bluescript és pGEM) ilyen poliklénozd helyeket tartalmaznak.
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5.1. bra. Néhany gyakrabban hasznalt plazmid restrikcios térképe



A gyakorlat Kivitelezése

1. Plazmid DNS izolalasa

A kiilonb6z6 plazmid DNS 1zolalasi technikak harom alapvetd munkafazisra
oszthatok:

a baktériumtenyészet ndvesztése
a baktériumsejtek Osszegyiijtése és lizise
a plazmid DNS tisztitasa

A gyakorlaton felhasznalt gazdasejt, melyet XL1-Blue-nak neveznek (Bullock és
mtsi, 1987) az E. coli K12 torzsbdl kifejlesztett, plazmidokkal rendkivil jol
transzformalhato sejt.

1. A baktériumtenyészet névesztése

Steril fogpiszkald segitségével oltsunk at egy plazmiddal transzformalt
baktériumtelepet 15 ml-es steril milagyag kémecs6ben 1évé 3 ml LB/amp tapoldatba. (Az
oldatok Osszetétele a gyakorlati leirds végén talalhato.) Egyértelmiien és jol olvashatdéan
jeloljuk meg a csoveket. Razassuk a kultdrakat 37°C-on egy €jszakan at, de legalabb 5
Ora hosszat. A gyakorlat kezdetére hallgatonként két-két preparatum elé lesz készitve.

2. Asejtek Osszegyiijtése

Az elokésztett prepardtumnak megfelelden jeloljiink meg két Eppendorf
mikrocentrifuga csovet marker tollal. Ovatosan ontsik a baktérium-szuszpenzié felét (kb
1.5 ml) a megelolt Eppendorf csébe. A kultira maradékat tegyik jégre. A
mikrocentrifiga csoveket helyezziik a centrifugdba (szobahdmérsékleten). Ugyeljiink a
csovek szimmetrikus elhelyezésére. Ne feledkezzink meg a rotor fedelének
visszatételérol! Zarjuk le a centrifuiga fedelét és 1 percre allitsuk a centrifuga orajat.
Ekkor a centrifuiga elindul, és 1 percig mikodik. Maximalis fordulatszama 13000
fordulat/perc. Ennél a lépésnél a baktérium sejtek killepednek, a szamos szennyezést
tartalmazo tapoldat, mint feliliszo, eltavolithatd.

3. Gyors és heves mozdulattal ontsik le a felliliszét. (A sejtek olyan jol tapadnak az
Eppendorfcsd aljara, hogy nem kell tartanunk elvesztésiiktol.)

4. Ontsiik a kultira maradékat a megfelelé centrifuigacsébe, és ismételten centrifugaliuk
a csoveket. Ugyeljiink arra, hogy a feliiliszot maradék nélkil tavolitsuk el.

Ezutan a lépés utan kétféle modon folytathatjuk az izolalast: hagyomanyos maédon,
aminek a végén a plazmidoldatbol a fehérjéket fenol-kloroform eleggyel tavolitjuk el, és
az oldatbdl a plazmidot alkohollal csapjuk Ki, illetve plazmid izolalo kittel, ahol a plazmid
tisztitasa miniatlir kromatografias oszlopon torténik. Eldszor a klasszikus modszert
ismertetjiik, majd ratériink a kittel torténd izolalas bemutatasara.



A) Plazmidizolalas klasszikus modszerrel

A sejtek alkalikus lizise

Az alabbiakban ismertetett eljaras Birnboim és Doty (1979) valamint Ish-Horowitz
és Burke (1981) modszerének mddositott valtozata.

5.  Adjunk minden cs6héz 100 pl jéghideg I. oldatot.

A pipettahegyek koltségesek, takarékoskodjunk velik. Amikor egy adott oldatbol tébb
cs6be mériink be alikvotokat, nem sziikséges minden esetben cserélni a pipettahegyeket,
ha vigyazunk arra, hogy a pipettahegy a cs6 tartalmaval ne érintkezzen.

A baktérium Uledéket szuszpendaljuk az I. oldatban a vortex késziilek segitségével.
Egyszerre ket csovet kevertessink, a 2. abran lathatd mddon. A tovabbi felhasznalasig
tartsuk a csoveket jégen. Rendkivil fontos az Uledék tokéletes szuszpendalasa. Az I.
oldat izotonids, ebben a sejtek még nem lizdlnak, és igy ellendllnak az erdteljes
mechanikai behatasoknak. Az oldatban taldlhaté EDTA a Mg -ionok komplexbe
vitelevel a sejt nukledz enzimeinek aktivitdsat gatolja. Néhany régebbi recept ennel a
lépésnél lizozimet is haszndlt a sejtfal lebontasa céljabdl, tapasztalataink azt mutatjak,
hogy ez nem szilkséges.
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6. Adjunk minden cs6hdz 200 pl szobahémérsékletii I1. oldatot (frissen készil). Zarjuk
le a csoveket és néhany Ovatos forditdssal keverjiik Ossze teljesen a csé tartalmat.
Ovakodjunk az erbtelies razastol, vortexeléstdl pipettizastol, ezek a hatasok a
genomialis DNS fragmentalasat és ezaltal a plazmid DNS preparatum szennyezodését
eredményezik. A csdveket tartsuk 6t percig jégen. A 1l. oldat, ligos Na-dodecilszulfat, a
membranok lipidszerkezetének dezintegralasaval idézi el a sejtek lizisét.

7. Adjunk mmnden cséhoz 150 pl jéghideg III. oldatot. Eloszor ovatosan keverjiik
0ssze, majd néhanyszor roviden (2 mp) vortexeljuk. Tartsuk a csdveket tiz percig
jégben. A 1ll. oldat savanyl K-acetat. Hatasara a Il. oldatban szolubilizalt fehérjék,
membrantérmelékek, a hozzajuk kapcsolodd genomidlis DNS-sel egyttt Kicsapodnak.
A dodecilszulfat kaliumsoja is oldhatatlan, igy az is a csapadékba kertll.



8. Centrifugaljuk a mintdkat tiz percig. A tiszta feliliszot, ami a plazmid DNS-t
tartalmazza, Ontstik 4t Ovatosan megjelolt tiszta csdbe.

9. Eza Epés esetleg elhagyhato, a gyakorlatvezetd utasitdsa szerint jarjunk el. Adjunk
450 ul fenol-kloroform keveréket minden cs6hoz. Vortexeljik alaposan. Hagyjuk alini
szobahdmérsékleten 10  percig, majd  vortexeliik Ojra.  Centrifugaljuk
szobahémérsékleten 5 percig. A fels6, vizes fazs tartalmazza a plazmid DNS-t (és az
RNS-eket), a denaturalt fehérjék tobbsege a szerves fazisba, vagy a két fazis kozotti
erdsen zavaros rétegbe keriil. A felsé fazist Gvatosan pipettazzuk at tiszta csobe.

10. Adjunk 1 ml abszolit alkoholt minden cs6hoz és jol keverjik 0ssze. 10 perc allas
utan 5 percig centrifugaljuk. A feliliszot a 3. lepésnél leirt modon tavolitsuk el.

11. Adjunk 1 ml 70%-os etanolt minden cséhodz és ismételjik meg a centrifugalast. Az
alkohol eltavolitasa utan a csoveket 1 percig centrifugaljuk, hogy a csovek falahoz tapadt
maradéek folyadektdl is megszabaduljunk. Az (ires csdveket nyitva lefektetjik, és kb. 10
percig szaradni hagyjuk.

12. A csapadékot oldjuk fel 50 pl TE-oldatban (pH 8,0). A TE-oldat DN&z-mentes
RNazt is tartalmaz a ribonukleinsavak lebontasa céljabdl. A csévekre marker tollal irjuk
fel a minta jelét, datumot és monogrammunkat. A feliratot celluxszal ragasszuk le.

B) Plazmid DNS izolalasa Mini-M ™ (Viogene) Kittel

(Amennyiben eltérd tipusu kitet kapnanak, ugy az egyes lépések elvégzéséhez
kovessék a kithez kapott protokollt. A kiilonbozo kitek miitkodési elve szinte
azonos, ezért az egyes lépésekhez tartozo elméleti leiras mas kitekre is érvényes.)

5. Adjunk 250 ul MX1 oldatot a pellethez, és vortex-szel (lasd 5.2. &bra), vagy ha ez
nem lenne elegendé akkor fel-le pipettazva, alaposan szuszpendaljuk fel a sejteket.
Ugyeljunk ra, hogy ne maradjanak sejtcsomok a szuszpenzidban, mert ezek nem
tarodnak majd fel a kovetkezo lépés soran! Az MX1 oldat izotonias, ebben a sejtek még
nem tarddnak fel, és igy ellendlinak az erételjes mechanikai behatdsoknak. Az oldatban
talalhatd EDTA a Mg?*-ionok komplexbe vitelével a sejt nukledz enzimeinek aktivitasat
gatolja. Az MX1 oldat ezenfelil DNaz-mentes RNazt is tartalmaz a ribonukleinsavak
lebontasa céljabol. Ennek a lepésnek a vegén a sejtek még épek, és nagy
koncentraciojuk miatt a szuszpenzio atlatszatlan.

6. Adjunk 250 ul MX2 oldatot a szuszpenzidhoz és a cs6 ide-oda forditasaval
Ovatosan keverjiik Ossze, mig attetszévé nem valik. Ovakodjunk az erételies razastol,
vortexeléstol, pipettazastol, ezek a fizikai hatasok a genomialis DNS-t dsszetordelik és
ezaltal a plazmid DNS preparatum kisméretli DNS-ekkel szennyezddik! Az MX2 oldat
lugos kémhatdsti Na-dodecilszulfat, ami tonkreteszi a membranok lipidszerkezetét,
ezaltal feltarja a sejteket. Emellett ez a kezelés a fehérjeket és a DNS-t is denaturalja, és
denaturalt formaban oldatban tartja. A DNS esetében a denaturalas a két szal elvalasat



jelenti. A minta azért valik atlatszova, mert a sejtek szétesnek, és igy egy homogén
oldatot kapunk.

7. Adjunk 350 ul MX3 oldatot a mintahoz, és azonnal, de Gvatosan keverjik 6ssze,
hogy egyenletes legyen a kicsapodas. Nagy mennyiségii fehér csapadék keletkezik. Az
MX3 oldat savas kémhatasu K-acetat. Hatasara a minta hirtelen semleges kémhatastva
valik, és ezen a pH-n a denaturalt fehérjék és a denaturalt DNS nem oldhatd. Ennél a
lepésnél csapodik ki a genomidlis DNS részben azért, mert nagy merete miatt
renaturacidja nem tud pillanatszertien bekovetkezni, részben pedig azért, mert
kapcsolodik a szintén kicsapodd fehérjék egy részéhez. A kisméretli plazmidok ezzel
szemben pillanatszertien renaturdlodnak és oldatban maradnak. A dodecilszulfat
kaliumsoja is oldhatatlan, igy ez a detergens is a csapadékba keril. Centrifugaljuk a
mintat 10 percig 14000 fordulat/perc sebességgel, hogy igy a szennyezd anyagokat
tartalmazo fehér csapadékot kililepitsiik. A feliitiszo f6leg plazmid DNS-t, és gyorsan
renaturalodo fehérjéket tartalmaz.

8. A plazmid DNS-t, és szennyezd fehérjéket tartalmazo feliiliszot ovatosan
pipettazzuk at a szlikatalapt membrant tartalmazd oszlopra. Ez magas ionerd mellett
megkoti a 100 bazispar-10 kilobazis méretii DNS-t. Vigyazzunk, hogy a csapadékbol
semmi ne keriljon az oszlopra, mert eltdmheti a membran poérusait! Centrifugaljuk a
mintat 1 percig 14000 fordulat/perc sebességgel, majd 6ntsik ki az atfolyét.

9. Mossuk a membrant 0,5 ml WF pufferrel, amely denaturdl, és eltavolit minden
fehérjeszennyezést. Centrifugaljuk a mintat 1 percig 14000 fordulat/perc sebességgel,
majd ontsik Ki az atfolyot.

10. Mossuk a membrant 0,7 ml 80% etanolt is tartalmazd6 WS pufferrel, amely
eltavolitia a WF puffer maradékat. A plazmid DNS kés6bbi felhasznalasakor gyakran
enzimeket hasznalnak, és ezeket denaturalhatna a WF puffer szennyezés. Centrifugaljuk
a mintat 1 percig 14000 fordulat/perc sebességgel, majd ontsik ki az atfolyot.

11. A maradék etanol eltavolitasa céljabol a mintat tovabbi 3 percig centrifugaljuk
14000 fordulat/perc sebességgel. Az etanolszennyezés szintén zavarhatna a plazmid
preparatumon vegzett enzimatikus reakciokat (pl. restrikcios hasitast).

12. Helyezzik az oszlopot egy tiszta Eppendorf-csébe, és a membran kozepére
pipettazunk 50 pl eltciods puffert (EB) vagy desztillalt vizet, majd hagyjuk 2 percig allni a
folyadékot az oszlopon. Alacsony ionerén a DNS nem kotodik a szilikat -membranhoz,
igy arrol lemoshat6. A plazmidot tartalmazé mintat centrifugaljuk le (2 perc 14000
fordulat/perc). A plazmid DNS-t a tovabbiakban taroljuk jégen, illetve hossz(tavon -
20°C-on.



A plazmid preparatum vizsgélata agardz gélelektroforézissel

A futtatdgél elkészitése

Mikrohullima siitdben forrasig melegitsiink fel 25 ml 1%-0s agaroz gélt. Ugyeljink
arra, hogy ne heviiljon tdl, mert ilyenkor konnyen kihabzik! Miutan a gél annyira lehiilt,
hogy keézzel meg tudjuk fogni az edényt, adjunk hozza 2,5 ul SYBR Safe DNS festéket.
(A hagyomanyosan hasznélt DN'S festék, az etidium-bromid mutagén hatasu. Az etidium-
bromid a bazisparok sikja kozé interkalalodik, igy replikacio soran inzerciot, vagy
deléciot okozhat, tehat leolvasasi keret eltolodast eredmenyezhet. A SYBR Safe ezzel
szemben nem toxikus.) A SYBR Safe (akarcsak az etidium bromid) komplexet alkot s
DNS-sel, ami UV fénnyel megvilagitva narancsszinii fényt kibocsajtva fluoreszkal,
lathatova téve ezaltal, hogy a gélben hol vannak DNS molekulak. (Megjegyzendd, hogy
mindkét festék kapcsolddik tobbé-kevésbé az RNS és fehérje molekulakkal is, ezért ha
a DNS preparatum szennyezett, akkor ezek is fluoreszkalni fognak rontva a DNS
detektalas mindségét.)

Az elektroforezis késziilek geltartd talkajat helyezzik vizszintes fellletre. A talka
hosszabbik oldalaval péarhuzamosan allitsuk be a minta felvitelére szolgald zsebeket
kialakito féstit ugy, hogy annak fogai kb. 1 mm-rel legyenek a talka szintje felett.

Ovatosan ontsilk az agarézt a talkaba Ugyelve arra, hogy nehogy kifolyjon. Miutan
megdermedt, dvatosan hiizzuk ki a gélbél a féstit. A gélt helyez-

futtatd tank

miianyag tilka

csatlakozis a
tipegységhez

platina elektréd

5.3. dbra

zlk az elektroforézis tankba, és toltsik fel a tankot 1x TAE pufferrel Ugy, hogy a gélt
ellepje.

A plazmid mintdkat kezeljik mintafelvivd pufferrel: helyezziink annyiszor 1-2 pl
mintafelvivd puffert cseppet egy PARAFILM (parfin) folia darabra ahdny mintat
szeretnénk futtatni. Ezutan adjunk 3-4 pl DNS preparatumot egy csepphez és
néhanyszori fel-le pipettazassal keverjik azzal 6ssze, majd az igy kezelt mintat ovatosan
rétegezzik a zsebekbe a folyadék felszine ald. Az eljarast ismételve toltsik be a gél
zsebeibe a tobbi mintat is. Az els6 zsebbe DNS molekulasuly markert vigyink, mely



ismert méretii linedris DNS molekulakat tartalmaz. Az egyes mintak felviteléhez tiszta
pipettahegyet kell hasznalni.

Helyezzik fel az elektroforézis tank fedelét, és csatlakoztassuk a tapegységhez a
tankot. Vegylk figyelembe, hogy a DNS negativ toltésti, tehat az andd (pozitiv polus)
felé vandorol! A tapegységet kapcsoljuk be, és allitsuk be a futtatasi fesziiltséget 150 V-
ra. A tankban 1év6 elektrodok tavolsaga kb. 20 cm, tahat ez a vesziltség kb. 7-8 V/cm
elektromos térer6t eredményez.

Amikor a bromfenolkék jelzofesték a gél végétol kb. 1 cm-re van, fejezzikk be a
futtatast. A gelt a talcaval egyutt vigylk a fotdszobaba, és UV transzilluminatorra
helyezve fényképezzik le.

VIGYAZAT! Az UV fény artalmas, kiillénosen a szemekre.

Viseljiink vedo szemiiveget!

Feladat: Ertékelje ki a kapott elektroforetogrammot a gyakorlatvezet6tol
kapott informéaciok, valamint a cirkularis DNS-ek topologiajarol tanultak
alapjan.

Az egyes oldatok dsszetétele:

A baktérium tenyésztéséhez szikséges oldat

LB médium (Luria/Bertani médium)

Egy literre:
950 ml ionmentes vizhez adjunk:
bacto-trypton 10¢
bacto-yeast extract 50
NaCl 10g

Oldddasig keverjuk, majd 5N NaOH adagolasaval 7,5-re allitjuk az oldat pH-jat.
lonmentes vizzel egy literre egészitjik ki a térfogatot. Az oldatot 1209C -on hisz percig
autoklavban sterilizaljuk.

A klasszikus plazmidizolalasi modszer oldatai

l. oldat: 50 mM glikk6z
25 mM Trisz-HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)

I1. oldat: 0,2 N NaOH



1% SDS

I11. oldat: 5M K-acetat 60 ml
jégecet 11,5 ml
H,0 28,5 ml

Az igy elkészitett oldat koncentracioja kalium-ionra nézve 3 M, acetat-ionra 5 M.

TE pH 8.0 10 mM Trisz-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA

RN-4z (DN-4z mentes)

Oldjunk fel hasnyalmirigy RN-azt 10 mM Trisz-HCI pH 7,5 pufferben. Az enzim
koncentracidja legyen 10 mg/ml. A mintat tartsuk 1000C-on 15 percig, hagyjuk lehtilni,
osszuk szét kisebb csovekbe és taroljuk -200C-on.

Fenol/kloroform oldat

A fehérjék nukleinsav preparatumbol torténd eltavolitdsahoz gyakran hasznalnak egy
olyan oldatot, mely 1:1 aranyban tartalmaz fenolt és kloroformot, ehhez képest 24:1
aranyban tartalmaz izoamilalkoholt, és telitve van pH 8,0 TE-oldattal (lasd fent). A fenol
denaturalja a fehérjéket, a kloroform pedig kittinéen oldja a vizben kismértekben oldodo
fenolt. Ha a nukleinsav preparatumot a fenti oldattal alaposan Gsszerazzuk, majd
centrifugdljuk, a denaturdlt fehérjék a felsd vizes, és az also (nagyobb siirliségii)
fenolkloroform fazis hatardn gylilnek Ossze, ill. részben olddédnak az alsd szerves
fazisban. Az izoamilalkohol csokkenti a szeparalast kiséré habzast.

A mintafelvitelhez és az elektroforézishez sziikséges oldatok

STOP oldat:  0,25% bromfenolkék
5 mM EDTA (pH 8,0)
20% Ficoll Type 400 (Pharmacia) vizben oldva

TAE (Trisz-acetat) puffer
Osszetétel a felhasznalaskor (1x)
0,04 M Trisz-acetat
0,001 M EDTA

Koncentralt torzsoldat (50x)
242 g Trisz bazis

57,1 ml jégecet

100 ml 0.5 M EDTA (pH 8,0)
Végtérfogat egy liter



6. GYAKORLAT
Oxido-redukcios folyamatok vizsgalata

Bevezetés

Dehidrogendzok  kimutatasa  nehany  citromsav-ciklus intermedier
felhasznalasaval

A citromsac-ciklus k6zos Utvonala a tdpanyagok respirativ (aerob) lebontasanak. A
legtobb tapanyag acetil-CoA forméajaban Iép be a citrat korbe. A ciklusban az acetil
csoport oxidacidjakor az izocitrat dehidrogendz, az a-ketoglutarat dehidrogenaz és az
almasav dehidrogendz aktivitasa sordn harom NADH, a borostyankésav dehidrogenaz
aktivitdsa soran pedig egy FADH, keletkezik.

CoA-SH

Citromsav ciklus

acetil-koenzim-A H citromsav

1,0
citrat-szintetaz akonitaz
oxalecetsav
izocitromsav

L-almasav-
-dehidrogendz

fzocitromsav-
-dehidrogendz,

alfa-keto-glutarsav

L-almasav
NAD*
affa-keto-glutdrsav- CoA-SH
g [ p——
H,0 GTP szukcinil-CoA -
fumarsa GDP+P,
FAD
szukcinil-tiokind
o CoA-SH
borostyankosav Coppriht o) Fidkp

6.1. abra: A citromsav-ciklus folyamata



A redukalt koenzimek visszaoxidalasa, a mitokondrialis elektrontranszport lanc
mikkddése soran torténik, amelyhez a borostyankdsav oxidacioja is kapcsolodik.

F— citokréom c
NADH —~ - Ubiauinen ~ komplex Il L~ (redukalt) \
komplex | Ubiquinon-citkrom c komplex IV
NADH-ubiguinon oxidoreduktdz . P .
. . . . . citokrom ¢
oxidoreduktdz (citokrém b és c; ida
tartalmu oxiaaz

NAD / \b ubiquinol _ komplex) N citokrome

/ \ (oxidalt)

ubiquinol ubiquinon

\ /

komplex Il
szukcindat-ubiquinon
oxidoreduktdz
(FAD koenzim)

/ \

fumadrsav borostyankdsav

6.2. abra: A mitokondridlis l€gzési elektrontranszport lanc tagjai és mikddése egyszertisitve

A gyakorlat soran a dehidrogenazok aktivitasanak kimutatasat feltart éleszt sejtek
szuszpenzibjanak segitsegével végezzik, ami természetesen egylttesen tartalmazza a citrat
ciklus valamennyi enzimét és az elektrontranszport lanc komponenseit is. Amennyiben a
vizsgalt mintdkban gatoljuk az O, bejutasat az egész mitokondridlis elektrontranszport lac
elredukalodik. Ha ilyenkor a Kkisérleti rendszerbe egy redukalhato festéket (pl.
metilénkéket) adunk, akkor citratkori oxidalhaté szubsztrat jelenlétében a dehidrogenazok
altal termelt redukalt koenzimek visszaoxidalasa soran az O, helyett a redox festek lesz az
elektron akceptor. Igy a NADH és a FADH, visszaoxidacioja csak akkor zajlik, amikor
jelen van a redukalhato festék, és csak addig, amig az el nem fogy. Redukcidja soran a
festék elszintelenedik. Kimutattak, hogy a gyakorlat sordn is hasznalt metilenkék a
citokrom-b és a citokrom-c kozott mikkodik elektron akceptorként. A gyakorlat soran
borostyankdsav szubsztrat esetén a borostyankdsav dehidrogendz malonattal torténd
gatlasat is megfigyelhetjuk.

A gyakorlathoz kapcsolodd tovabbi elméleti témakorok a sejten beldli oxidativ
anyagcsere folyamatok: Citromsav-ciklus, és terminalis oxidacio



A gyakorlat Kivitelezése

Anyagok és eszkdzok

pékeélesztd

0,06 M Na-foszfat puffer (pH=6,00)

0,04 M citrat

0,04 M malat

0,1 M malonat

0,04 M szukcinat

0,01 % metilénkék festék

kvarchomok

ddrzsmozsar, vegyszerkanal, centrifuga, centrifuga csovek, kémcsdvek, jég

Eljaras
1. 10 g éleszt6t 30 ml 0,06 M Na-foszfat (pH=6,00) oldatban szuszpendalunk, majd

rovid keverés utan 3000 rpm-el (fordulatszdm per perccel) centrifugaljuk centrifuga
csovekben, ligyelve az egymassal szembeni mintdk tomegének egyenlové tételére.

2.  Azel6zo miveletet megismételjiik.

3. A masodik centrifugalas utan a sejteket atkaparjuk egy porcelan dérzsmozsarba és
hidegen (jégen) egy kis kanal kvarchomokkal eldérzsoljik, majd 10 ml 0,06 M-os Na-
foszfat pufferrel (pH=6,00) elkeverjik és a homokrol a feltart sejtszuszpenzidt
dekantaljuk. (A dekantalas sordn a szuszpenzid oldatat 6vatosan elklonitjiik a homok
tartalma tledéktol). Ezt a preparatumot haszndljuk a szukcinat dehidrogendz aktivitas
Kimutatasara.

4. Ezt kovetden az alabbi tablazat szerint dsszemérjik a vizsgalando reakcié elegyeket.

Csé Elesztd 0,01% Deszt. viz| 0,04M 0,1M 0,04M 0,04M
szuszpenzid | metilenkék szukcindt | malonat malat citrat
1. 0,2 ml 1ml iml - - - -
2. 0,2ml 1ml 1ml 0,5ml - - -
3. 0,2ml 1ml 1ml 0,5ml 0,5ml - -
4, 0,2 ml 1ml 1ml - - 0,5ml -
5. 0,2 ml 1ml 1ml - - - 0,5ml

5. A kémcsOveket dsszerazzuk, majd mindegyik csovet parafilmmel gondosan lezarjuk,
ezzel akadalyozzuk meg az oxigén difflzibjat a reakcioelegybe. Végul a csoveket
szobahOmérsékleten hagyjuk elszintelenedni. Az elszintelenedés idejét feljegyezzik!

Feladat: Magyarazzuk meg a citromsav-ciklusra, és a termindlis oxidaciéra
vonatkozo ismereteink segitségével az elszintelenedések idejében tapasztalt
kilonbségeket!




Bevezetés a kromatogréafias technikakhoz
(7. és 8. gyakorlat)

Kromatografia néven foglalhatjuk 0ssze mindazokat az elvalasztas-technikai
modszereket, amelyekben valamilyen elegy két fazis kdzotti megoszlas eredményeként
valik szét komponenseire. A két fazis kozotti anyagatadas alapulhat adszorpcién, ionos
kdlcsonhatason,  diffizion, oldékonysagon, affinitds-kromatografia  esetén pedig
kilonleges kolcsdnhatasokon. Kivételt képez a gélsziirés (méret szerinti kizarasos
kromatografia) ahol az elvalasztas alapja nem megoszlas, hanem a molekuldk méretének
és alakjanak kiilonb6z6ésége.

A kromatografiis moddszereknek nagy jelendségiik van a biologiai eredetii
molekulak analitikai és preparativ elvdlasztdsa soran. Makromolekulak tisztitasakor,
kihasznalva azok eltéré méretét ¢és alakjat, gyakran alkalmazuk a gélsziiréses
kromatografiat. Eltér6 toltésik (ami a kozeg pH-janak valtoztatasaval szabalyozhato)
alapjan jol alkalmazhaté az ioncseréld kromatografia is. Affinitaskromatografia
segitségével pedig valamilyen bioldgiai specifitds pl. enzim-szubsztrat, enzim-inhibitor,
receptor-ligandum, antigén-antitest stb. hasznalhatd fel Ggy, hogy a specifikusan
kolcsonhatd pér egyik komponensét szilard fazishoz rogzitjik, ami képes kikotni egy
elegybdl a kolcsonhatd partnert. Az elegy egyéb komponensei ezutin mosassal
eltdvolithatok, majd a mozgd fazis paramétereinek valtoztatdsaval a specifikus
kolcsonhatést megsziintetve az elvalasztand6 anyag tisztan lemoshat6 az oszloprol.

Az analitikai felhaszndlasok végtelen sordbol fontossaguknal fogva az
aminosavanalizist, vagy a fehérje szekvendlas soran az Edman lebontaskor keletkezd
aminosavszarmazékok analizisét emlitjik meg. Mindketté kromatografias modszerekkel
torténik.



7. GYAKORLAT
Fehérjeminta sOmentesitése gélsziiréssel

Gélsziiréses kromatografia

Gélsziirés soran a kromatografids oszlop toltete egy finom szemcsés, 10-300 pm
atmér6jii szemesékbol allo pordzus, hidrofil gél. Ennek segitségével a kromatogréfias
oszlopban két folyadéktér alakul ki. Az egyik a gélszemcséken Kkivili tér, a masik a
gélszemcsék belsejében levé tér.

Ha egy oldat halad keresztil egy ilyen kromatografias oszlopon annak részecskei —
Kicsiny méretlk okan — szabadon &ramlanak mind a gélszemcséken kivili, mind az
azokon beliili térben. Ezzel szemben az oldott molekuldk méretiiktd] fliggden kevéssé,
vagy egyaltalan nem férnek be a gélszemcsék porusaiba, igy szamukra a gélszemcsek
belsejében 1€vo tér csak korlatozottan, vagy egyaltalin nem hozzaférhet6. Ha az
egyszertiség kedvéért két olyan részecske vandorlasat hasonlitjuk 0ssze, amelyeknek
egyike olyan kicsi, hogy szabadon 4t tudja jarni a gélszemcsék belsejében levo teret, mig
a masik olyan nagy, hogy onnan teljesen kizarodik és csak a gélszemcsék kozotti térben
tud mozogni, akkor a kettd kozott igen nagy vandorlasi sebesség kiilonbség fog fellépni.
Ennek oka az, hogy mig a kis részecske a kromatogréfias oszlop teljes, folydék altal
Kitoltott keresztmetszetében tud aramlani (a gélszemcséken belll és kivil), addig a nagy
részecske csak abban a joval kisebb kersztemetszetli folyadéktérben aramolhat, ami a
gélszemcsék kozotti térben van. A hidrodinamika torvénye szerint pedig az aramlas
sebessége forditottan aranyos annak keresztmetszetével, ami jelen esetben a részecskek
eltérd dramlasi sebességét jelenti, a nagyobb részecske gyorsabban mozog.

A gélszlirés eredményét rendszerint elicios diagram formajaban abrazoljuk. Ezen az
elualodott anyag koncentracidjat abrazoljuk az eluens térfogatanak fliggvényében. Azt a
térfogatot, ahol egy adott molekula az elicié soran megjelenik, ellcios térfogatnak (Ve)
nevezzik. Mas kromatografias modszerekkel analdg mdédon egy adott komponens
eltcioja legjobban a megoszlasi koefficienssel (Kp, distribution coeficient) jellemezhetd.

KD :(Ve'vo )/ Vs

Az egyenletben V, egyenl6 a kizarasi térfogattal, ami egyenlé egy olyan molekula
ellcios térfogataval, ami a gél legnagyobb porusméreténél is nagyobb, tehat csak a
gélszemcséken kivilli téren halad keresztiil, vagyis a gélb6l teljesen kizarodik. A Vi
egyenld a gélszemcséken beliili folyadék térfogataval, ami teljes egészében csak olyan kis
molekulaméretii komponensek szamara hozzaférheté melyek szabadon, akadaly nélkiil
kdzlekednek ki és be a gél legkisebb porusain is. Maga a Vs értéke nem konnyen
meghatarozhat6, ezért a gyakorlatban V-V, értékkel helyettesitik, amiben benne van a
gél anyaganak nem elhanyagolhaté térfogata is. Ezért a megoszlasi konstans Kp helyett,
ami csak a valddi folyadékterekre lenne igaz, egy latszblagos térfogatra (apparent
volume) vonatkozo6 konstans:

Ka=(Ve-Vo )(Vi-Vo)



értéket hasznalunk, ahol K,, a géltérfogat azon hanyadat jelenti, ami hozzaférhet6 egy
adott méretli molekula szimara. Teljesen kizarddé makromolekula esetén K,=0, a gél
teljes térfogataban is szabadon diffundalo kis molekula esetén pedig Ka= 1.

A kisérlet tervezése

a) A gél tipusénak kivélasztasa

Az elvéalasztand6 anyag tulajdonsadgainak megfelelden szamos kiilonb6z6 gélfiltralo
anyag all rendelkezésre. Ezek a gélméatrix kémiai tulajdonséagaiban, a porusok méretében,
a gelszemcsék meretében, kémiai és fizikai stabilitisukban térnek el egyméastol. Az
elsoként kifejlesztett és ma is sz€les korben hasznalt gél anyaga térhalositott dextran. Az
ebbdl készilt, és a keresztkotések szamaval szabalyozott kiilonboz6 podrusméretii
gyongypolimerek Sephadex markanéven ismeretesek. Legismertebbek a teljesen hidrofil,
vizes oldatokban hasznalatos G tipust Sephadex gélek.

A G tipusjelzés melletti szamok a pérusmeéretre utalnak pl a G-25 jelzésti Sephadex
Kisebb, 1000 - 5000 Da molekulatomegii anyagok Szeparalasara vagy nagyobb fehérjék
somentesitésére haszndlhatd. A nagyobb méretli makromolekuldk frakcionalasara
mintegy 200-300 kDa molekulattmegig a G-150 vagy G-200 Sephadex gélek
hasznalhatok.

b) A gél szemcseméretének kivalasztasa

Finom szemcsékkel toltétt kromatografias oszlopban a gél jobban Kit6lti a
rendelkezésre allo térfogatot, ezért csokken a gélszedmcséken Kkivili folyadéktér
térfogata, kisebb lesz a higulds, a savok szélesedese, ezért jobb az oszlop
felbontoképessége. Romlik viszont a tomorebb géloszlopon a folyadék &ramlasi
sebessége. lgen finom (Super Fine) szemcsék esetén nagyobb nyomast, 10 pm
szemcseméret alatt specialis pumpékat kell alkalmazni, és természetesen rigid, nem
6sszenyomhat6 géltipust lehet csak hasznalni.

c) Az oszlop méretének kivalasztasa

Keét szeparalddd zona kozotti tdvolsdg a gélsziirés soran az oszlop hosszanak
négyzetgyokével aranyosan novekszik. Hosszu oszlopokat (100 cm felett) hasznalunk, ha
nagy felbontoképessegre van szilkség, somentesitésre vagy mas nagy kolonbséggel
elualhatd mintak esetén révidebb, 50 cm alatti oszlopokat hasznalhatunk.

d) A mintatérfogat kivalasztasa

Analitikai célra illetve nehezen szétvalaszthatd komponensek esetén, ahol maximalis
felbontoképesség szilkseges, az oszlop hosszahoz képest keskeny indulasi zona
kivanatos. Ezért a minta térfogatat Ugy kell Kkivalasztani, hogy az a oszloptoltet
térfogatanak 1-5%-a legyen. Ennél kisebb mintatérfogat mar nem javit a feloontason,
viszont a higulas mértéke nagyobb lesz. JOl szeparalodd komponensek esetén, kulondsen
preparativ munka sordn a minta térfogatat akar az oszloptérfogat 15-20%-ara is
emelhetjik.

e) Az eluens kivalasztasa.

Az eluens gsszetétele kozvetlentl nem befolyasolja a gélsziirés felbontoképességét,
de minden olyan komponens, ami a szeparalandé molekuldkra hat, befolyasolhatja az
elélasztast. Az oldészer pH-ja, ionerGssége, esetleg detergensek jelenléte



befolyasolhatja az oldott molekulak allapotat, pl. alakvaltozas vagy tobb alegységes
fehérjék vagy enzim-inhibitor komplexek disszociacidja kovetkezhet be, ami
természetesen megvaltoztatja az anyag kromatografias viselkedését. Altalaban hig,
nehany szazad moélos neutralis puffereket hasznalnak, melyek a szeparalandé anyag
szerkezetét nem befolysoljak, visszaszoritjdk ellenben a szeparalandd molekuldk és a
gélmatrix kozotti nem kivanatos adszorbcios kdlcsonhatasokat.

Ha a szeparalt molekula frakciokat késdbb toményiteni kivanjuk, vagy a gélsziirésnél
alkalmazott sét el kivanjuk tavolitani, célszerii illékony so6t, pl ammonium-
hidrogénkarbonéatot alkalmazni, ami liofilizilas vagy filmbepérlas soran kdnnyen eltavozik.

f) Az eluens folyasi sebessegéenek kivalasztasa.

Gélszlirés soran a nOvekvo aramlasi sebesség rontja a felbontoképességet.
Optimalis dramlasi sebességnek 5-10 ml/cn? x dra ajanlott, de a legtobb esetben ennek
néhanyszorosa még nem rontja jelentdsen a szeparalast. Preparativ munkédnal, vagy ahol
a miiveletet valamilyen okbodl gyorsan kell végrehajtani, a nagy folyasi sebesség elonye
ellensullyozhatja a szeparalas romlasat.

Nagy folyasi sebesség elerésehez természetesen nagyobb nyomas szikséges, ezért
ilyenkor figyelembe kell venni a gélmétrix mechanikai stabilitisat. Nem rigid gélek a
megengedettnél nagyobb nyomason 6sszenyomhatdk, ami a kromatografias oszlop teljes
dugulasahoz vezethet.

A gyakorlat Kivitelezése

Minta: 0,5 M NaCl-ban oldott marha szérum albumin
OsZlop: BioRad 1ecm x 50 cm oszlop beépitett sziirdlappal
Gél tipus:Sephadex G-25 Medium

Eluens vagy géffiltralo (GF) puffer: 0,1% NH4HCO3

A gél duzzasztasa

Ha a gélmatrix szaraz porként all rendelkezésre, azt eloszor GF pufferben fel kell
szuszpendalni, majd teljes duzzadasig allni hagyni mielétt az oszlopba toltenénk. A
duzzasztas sorén dekantaléssal el kell tAvolitani a téredezett, nehezen tileped6, tl finom
részecskéket, mert ezek rontjdk a géloszlopban a puffer aramlasi sebességét. A gél
duzzadasi térfogata és a duzzadas ideje fiigg a gél tipusatol. A Sephadex G-25 egy
grammja korulbeltl 5 ml-re duzzad, nagyobb porusméretii gélek egy grammja 20-30ml-
re is duzzad és a duzzadas hosszabb id6t igényel.

A szaraz @élt fokozatosan adjuk allandé keverés kozben a GF puffer nagy
feleslegéhez. Keveréshez tivegbotot vagy milanyag lapatot hasznaljunk, ne hasznaljunk
magneses kever6t, mert az Osszetdri a gélszemcséket. A duzzasztas melegitéssel
gyorsithatd, 80°C-on altaldban 4-5 dra. A teljes duzzadas utan a gél szuszpenziot
sziirdpalackban Igtelenitjik, hogy a szemecsék belsejében maradt apré légbuborékok
eltinjenek. Bizonyos gélfajtakat duzzasztott allapotban arusitanak, ilyenkor csak a
szallitasnal hasznalt, rendszerint konzervalo szert tartalmazé puffert kell lecserélni friss GF
pufferre, tovabba a Iégtelenitést ajanlott elvégezni a hasznalat elott. Ugyanez vonatkozik a
hosszabb ideig hasznalaton kivil tarolt, korabban duzzasztott gélekre is.



A gyakorlaton hasznélatos Sephadex G-25 gél duzzasztva, haszndlatra kész
allapotban van.

Az oszlop megtoltése
1. Rogritsiik fliggdlegesen a kromatografias oszlopot.

2. Toltsink az oszlopba kb. 10 cm magassagban GF puffert, ellendrizziik, hogy a
szirlap alatt illetve a kifolyd rendszerben ne legyen levegdbuborék. Ha a
levegébuborékot az oszlop kinyitasaval nem tudjuk eltavolitani, célszeri az oszlopba
fecskendd segitségével a puffert alulr6l bejuttatni. Ezutn zarjuk el az oszlop kifolyo
nyilasat.

3. Csatlakoztassunk tolcsért az oszlop tetejéhez €s Ontsiink lehetdleg egyszerre annyi
egyenletesen felkevert, tejfol stiriségii gélszuszpenziot az oszlopba - kihaszndlva a tdlcsér
térfogatat is-, ami lellepedés utan biztositja a szikséges gélmagassagot. Ez jelen esetben
35-40 cm. Amikor az oszlop aljan a gélszemcsék méar néhany cm magassagban
letlepedtek, nyissuk ki a kifolyd csapjat, és hagyjuk a teljes gél mennyiséget lelilepedni.
Vigyazzunk, hogy a letllepedett géloszlop felett mindig legyen GF puffer, nehogy a geél, ill.
annak felszine kiszaradjon (ezt a gélagyban megjelend, hosszanti iranyu repedések jelzik).

4. Amikor az oszlopban a gél a kivant magassagban lelilepedett, tavolitsuk el a tolcsért,
és kossuk ossze az oszlopot a pufferpalackkal a milanyag befolyocsé és az oszlopfe;
segitségével. A puffer palack magassagat és a kifolydcso helyzetét ugy allitsuk be, hogy a
nyomaskulonbség kb. 25-30 ml/éra folyadék aramlasi sebesseget eredményezzen.

A mintafelvitel és a szeparalas Kivitelezése

1. Zarjuk el a puffer palackot és az oszlop kifolydcsapjat, nyissuk ki felil az oszlopot
az oszlopfej kiemelésevel.

2. Nyissuk ki a kifolydcsapot, és hagyjuk a gélfelszin felett levd GF puffert a gél
felszinéig tokéletesen lefolyni, de vigyazzunk arra, hogy a gél felszine ne szaradjon Ki.
Célszerti a folyadék teljes beszivargasakor a kifolydcsapot iddlegesen elzarni.

3. Pasteur, vagy automata pipettaval rétegezzik Ovatosan az Uvegfal mellett a
sotartalma fehérjemintat a gél felszinére, vigydzva arra, hogy a gélfelszint ne zavarjuk fel.
Ezutan nyissuk ki az oszlopot, és hagyjuk a mintat egészen beszivarogni a géloe, majd a
minta felviteléhez hasonléan 1 ml GF puffert rétegezve a gélfelszinre a mintat mossuk be a
gélbe, a bemosast 2-3-szor megismételve.

4. A minta bemosasa utan a gélfelszin felkeverése nélkiil kb. 2-3 cm magassagban GF
puffert rétegziink a gel felszinere, majd az oszlopot ismét dsszekotjik a puffer palackkal a
befolyocsd €s az oszlopfej segitségével. Vigyazzunk, hogy a befolydcsdben ne legyen az
egyenletes folyast akadalyozo levegébuborék.

5. Kapcsoljuk dssze a kifolydcsovet az automata frakcioszeddvel, és nyissuk ki mind a
puffer palackot, mind az oszlop kifolyocsapjat.

6. A frakcidszed6 megfeleld beallitasaval gyiijtsink 3 ml térfogaty frakciokat.



7.  Mintegy 20 frakcié szedése utdn mérjik meg minden frakcid fényelnyelését 280
nM-nél, majd minden frakcid vezetOképessegét.

8. Zarjuk el a puffer palackot, és szedjik szét a kromatogréfias rendszert. Mossuk &t a
gélt az oszlopbdl egy fOzOpoharba, és tegyikk félre az Ujrafelhasznalasig. Tisztitsuk ki a
rendszer minden komponensét.

Feladat: Hatarozzuk meg mind a fehérje, mind a sé elUcios térfogatat, kdzos
grafikonon abrazolva a fényelnyelést illetve a vezetoképességet az oszlopon
atfolyt GF puffer térfogatanak fliggvenyében.
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8. GYAKORLAT

Tojassarga lipidek vékonyréteg kromatografias elvalasztasa

Bevezetés

A kromatogréfias molekula elvalasztasi technikék tipusait és altalanos jellemzoit lasd a 7.
gyakorlat elbtti bevezetében.

A vékonyréteg kromatografia

A vékonyréteg-kromatogréfia (TLC-Thin Layer Chromatography) egyszeri, gyors és
olcs6 modszer szerves komponensek elvalasztasara, kvalitativ vagy fél-kvantitativ
analizisére.

A vékonyréteg-kromatografia esetében az elvalasztas egy vékony alléfazison keresztul
valdsul meg. Az allofazis anyaga leggyakrabban szilikagél, de alkalmaznak aluminium-
oxidot vagy cellulozt is. A mozgd fazis olyan oldoszer-keverék, amelyben a szeparalni
kivant minta komponensei jol, de kissé kiilonbozé mértékig oldodnak.

A gyakorlaton szilikagél vekonyréteg lapokat hasznalunk. A szilikagélt kovasav
dehidratalasaval allitjak el6. A dehidratalast hevitéssel végzik, melynek soran Si-O-Si
kotések alakulnak Ki, a szilikagél felliletén pedig szilanol (Si-OH) csoportok maradnak. A
nagy fajlagos feliiletii gélhez az elvalasztani kivant komponensek adszorpcioval kotddnek.
A szilikagélre felvitt minta komponensei eltéré erdsséggel kotédnek a gélhez, tovabba az
eluensben (olddszerben - mozgd fazis) vald oldhatosaguk is kiilonbozik. Igy a gélen valo
adszorpcios képességiik €s a leoldas (elicid) soran torténd deszorpciojuk is eltérd. Eza 0
alapja a kompenensek egyméastol valo elkilonitésének. Ahogy az olddszer halad a
vékonyréteglapon, a kolcsonhatasok ereddje meghatarozza, hogy a minta adott
komponense meddig vandorol.

A vandorlast a vékonyréteg-kromatografia soran az Rf (retardacios faktor) értékkel
jellemezzik.

Az anyag vandorlasi tavolsaga a starttol
Az oldészerfront vandorlasi tAvolsaga a starttol

Rf=

Az izolalando lipidek: a koleszterin és a foszfatidilkolin

A lipidek vizoldhatatlan biomolekulak, amelyek apolaros szerves old6szerekben jol
oldodnak. Szerkezetiiket tekintve egymastol igen eltéré vegyiiletcsoportok, amelyeket az
€16 szervezetben betoltott szerepiik alapjan csoportositjuk: Egyszerii lipidek: Szteroidok,
karotinoidok, viaszok; Osszetett lipidek: Neutralis zsirok, Foszfopilidek, Szfingolipidek,
Glikolipidek és egyéb 0Osszetett lipidek. Szereplk a bioldgiai folyamatokban nagyon
sokrétli: tartalek tapanyagok, fotoszintetikus pigment molekuldk, hormonok, energiat
raktaroznak, a jelatviteli folyamatokban és a membranok alkotoiként egyarant megtalaljuk
oket.
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A koleszterin

A koleszterin a gerincesek minden szovetében — mintegy 0,05-5%-nyi mennyiségben
— megtalalhat6, ciklopentanoperhidrofenantrén-vazat tartalmazd, 27 szénatombol allo
vegyulet.

A Koleszterin vizben rosszul, hidrofob olddszerekben jol oldodik. A szervezetben
megtalalhato koleszterin 70%-a nem szabad formaban, hanem valamilyen zsirsav (olajsav,
linolsav) észterekeént talalhatd meg.

Szénhidrogén oldallanc

A

|

CHs CHé

| /

CH—CHy—CH2—=CH2—-CH

CHa N
CHza

CHs

Polaros
hidroxil HO

csoport
7.1.4abra: A koleszterin szerkezete

A szervezet egyk legellentmondasosabb  molekulaja, hiszen egyrészrol
nélkilozhetetlen az életfontossdgu  funkciok ellatasdhoz  (membranok —fluiditasdnak
szabalyozasa, szteroidhormonok szintézise, epesavak szintézise), masrészt viszont ha a
normélisndl nagyobb mennyiségben van jelen, akkor a szivinfarktus és az agyvérzés
kialakulasahoz jarulhat hozza.

A koleszterin 5%-a a taplalékkal jut a szervezetbe, 95%-a de novo szintézis Utjan
keletkezik minden sejtben. A majban, a mellekvesében, a petefészekben és a herékben, a
koleszterinbdl mas szetrdnvazas anyagok, pl. a szteranvazas hormonok is szintetizalodnak.

A foszfatidilkolin (lecitin)

A lecitin a foszfolipidekhez tartozé vegylilet. A foszfolipidek (vagy foszfatidok) nagy
része glicerinszarmazék (foszfogliceridek), ahol az 1-es C atom hidroxilcsoportjat altalaban
telitett zsirsav, a 2-es helyzetii hidroxilcsoportot pedig egy egyszeresen vagy tobbszorosen
telitetlen zsirsav (pl. olajsav) észteresiti. A 3-as szénatomhoz egy masik vegytlettel mar
észterkotésben levo foszforsav kapcesolodik, ugyancsak észterkotéssel. A lecitin esetében
a 3-as szénatomhoz kapcsolodo foszforsavat kolin észteresiti. (Innen valé a foszfatidilkolin
név.)
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Ahogy a foszfolipidek altalaban, a lecitin is struktar lipid, vagyis a membranok
felepitéseben vesz részt. Legfontosabb tulajdonsaguk, hogy a molekulan beldl apolaros és
poléaros részeket kilonithetiink el (amfipatikus sajatsag).

A foszfatidilkolin a membranok egyik legfontosabb és legnagyobb mennyiségben jelen
levo alkotoja.

R;—CO—O0—CH,

Apolaros rész - R,—CO—O0—CH ) H3C -
I |, polaros
HyC—0—P—0—CH,—CH,—N—CH; -
| | rész
9] CH

7.2. abra: A foszfatidilkolin szerkezete (R; és R, :zsirsav oldallancok)

A gyakorlat Kivitelezése

Anyaqok, eszkdzok

4-szeresére higitott tojassargaja oldat

1%-0s NaCl oldat

metanol

kloroform

ecetsav

Merck Silica Gel 60 vékonyréteg lap

20% ammanium-szulfat

pipettak, centrifugacsovek, centrifuga, f6zOpohar, celofan, grafitceruza, 50 ml-es
méréhenger

1. Alipidek izolalasa

A tojassargajaban nagy mennyiségben talalhatd koleszterin és lecitin, amelyek szerves
oldészerekkel konnyen izolalhatok.

1. 160 pl higitott tojassargaja oldathoz adjunk 600 pl 2:1 aranyt metanol-kloroform
elegyet.

2. Az oldatot 6sszerazzuk az Eppendorf cs6ben, majd 2500 rpm-el (fordulatszam per
perccel) 4 percig centrifugdljuk az asztali mini centrifugdval. A centrifugalas utan a
feliitiszot egy ) csébe pipettazzuk at, figyelve, hogy az tliledékbdl ne keriiljon az 1j
Eppendorf csdbe.

3. A feliiliszohoz hozzaadunk 200 upl 1%-0s NaClot és 200 ul kloroformot.
Osszerazzuk, majd megint centrifugaljuk 2500 rpm-mel 4 percig.



ELTE Biokémiai Tanszék

4. A feliliszét ledntjik és az alsd, kloroform tartalmi fazist kipipettazzuk, és ebbdl
kromatografalunk.

5. A kromatografidhoz kontrollként 2%-os szbjalecitin és 1%-o0s koleszterin oldatot
(mindkett6t diklor-metanban oldva) hasznalunk.

2. Az izolalt lipidek elvélasztasa

A vékonyréteg lapok elkészitése, mintafelvitel

1. A vekonyréteg lapokat felhasznalas elétt gyakran aktivalni kell. Ez azt jelenti, hogy
egy éjszakan at 110-130°C —os kemencében szaritjuk 6ket. Ily modon az esetlegesen
megkotott viz tavozik, a viztartalom csokkenésével pedig a szlikagél aktivitasa megné. A
gyakorlaton mar elokészitett, légszaraz lapokkal dolgozunk. (Készen kapjak.)

2. A vékonyréteg lapokat méretre kell vagni. A megfelelé méret Kivalasztasat tobb
tényezO fliggvénye. A KizarOlag a kapillaris er6 segitségével valo futtatishoz a 10 cm
hosszUségu lap a legmegfelelébb. A lap szelessége a futtatni kivant mintak szamatol fligg,
jelen esetben 5 cm széles lapokat hasznalunk. Ugyeljiink arra, hogy a rétegek feliiletét ne
érintstik meg, mert az ujjlenyomat eléhivodhat!

3. A méretre vagott lapokon tompa grafitceruzaval bejeléljik a startot, valamint a mintak
helyét és szamat. Figyeljink oda, hogy a szilikagélt ne sértsik meg a ceruzavall A
startvonalat a lap aljatol 1 cm-re rajzoljuk meg, a mintdk a lap oldalatol és egyméstol is 1-
1 cm-re legyenek!

4. A szilikagélre a mintakat cseppentéssel visszik fel. Az izolatumbdl és az ismert
oldatokbol is 5-5ul-t vigylink fel. A felvitelhez automata pipettat hasznaljunk.

A kromatogram kifejlesztése (futtatas)

A futtato oldat (eluens) kivalasztasa: az alkalmazott oldatot az elvalasztandd anyagok
fluggvényében valasztjuk ki, a polarosabb anyagokhoz polarosabb futtatdo oldatot kell
valasztani.

5. A gyakorlaton kloroform:metanolecetsav 65:25:10 viV% -0s elegyét alkalmazzuk. A
futtatd elegyb6l 50 mi-t kell késziteni Uveg méréhenger segitségével.

6. Futtatd kadként légmentesen zarhatd Uveget hasznalunk (telitett kad), amelyet a
kromatogramm Kifejlesztése alatt zarva tartunk. Ilyen mdédon az Uveg a futtatd oldat
gbézeivel telitett legtere egyensulyban van a futtatd oldattal. (Lehet hasznalni dn. telitetlen
kadakat is, ebben az esetben azonban nehezebb a mérést reprodukélni.)

7. A mintdkat tartalmazd, szaraz vékonyréteg lapot belehelyezzik a telitett kadba.
(Ugyeljiink ra, hogy ekkor az eluens ne lepje el a startvonalat.) Ezutin zarjuk be a kadat,
¢s megfigyeljiik, hogy a kapillaris eré hatasara az oldoszer elindul a lap teteje ranyaba.

8. A futtatast addig végezzik, amig az olddszer frontja a lap tetejétdl 1 cm tavolsagra
nem ér. Ekkor kivesszik vékonyréteg lapot, és hagyjuk megszaradni.
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Elohivas, detektalas
Az el6hivas modjai:
UV-lampa

A legegyszeriibb detektalasi mod. Bizonyos vegyiiletek fluoreszkalnak, azaz energiat
képesek elnyelni, majd azt egy alacsonyabb hullamhossztartoméanyban (ez altaldban a
lathatd tartomanyba esik) kisugarozzak. A fluoreszkalo anyag helyzete a lapon
meghatarozhato.

A ma kereskedelmi forgalomban kaphat6 lapok tobbségének anyagaba fluoreszcens
indikatort kevernek. Amennyiben az elvalasztott minta komponensei elnyelik az UV
fényt, az UV-lampa alatt ezek sotét foltokként jelennek meg a fényes hattér elott.
Jodgdz

Az egyk legaltalanosabban hasznalt elohivd reagens. A szerves vegyiiletek nagy

részével kiilonboz6 Osszetételii komplexeket képez, és igy a vékonyréteg lapon szines
foltokat ad.

Kénsavas vagy ammanium-szulfatos eléhivas

Gyakran alkalmazott, egyszerii detektalasi mod, az érzékenysége azonban kicsi. A
szerves vegylletek roncsolasan alapszik a modszer, melynek hatasara sotétbarna
foltokkeént jelennek meg a vegyuletek.

Mivel a gyakorlaton nagyobb anyagmennyiségekkel dolgozunk, az ammonium-
szulfatos detektalast alkalmazunk. A megszaritott lapot 20%-0s ammonium-szulfat
oldatba martjuk egy pillanatra, épp csak annyi ideig, hogy a lap benedvesedjen. Utana
130°C-os széritdszekrenybe tesszik, és addig hevitjik, amig a foltok meg nem jelennek.

Feladatok:

1. Készitsen rajzot a kromatogrammrol, jelolje rajta a Kiilonbz6 anyagokat!
2. Azelvalasztott komponensek milyen Rf értékkel rendelkeznek?

3. A kromatografias viselkedés alapjan milyen kovetkeztetést lehet levonni a
lecitin és a koleszterin kémiai tulajdonsagairol, polaritasarol?



ELTE Biokémiai Tanszék

9. GYAKORLAT

Bioinformatika és in silico biokémia

Bevezetés

Az elmilt két évtizedben nagyobb mennyiségii biologiai ismeret halmozodott fel, mint
az elmalt két és f&l ezer év alatt Gsszesen. Ez az Ujkeletii informaci6 nagyobbrészt
nukleinsav- és fehérje-szekvenciakat jelent, koszonhetben annak a ténynek, hogy a
gentechnoldgia segitségével viszonylag gyorsan és koénnyen lehet rekombindns DNS
klonokat eloallitani és nukleotidsorrendjiket a Sanger-féle lancterminacios médszerrel,
automata DNS szekvenatorban meghatdrozni. A hatalmas mennyiségli szekvencia
tarolasara és feldolgozasara sziletett meg a 1980-as évek kdzepén az informatika és a
molekularis biologia hatarmezsgyéjén egy Uj tudoményag, a bioinformatika (in silico
molekularis bioldgia). A ,klasszikus™ bioinformatika targykore a nukleinsav- és az altaluk
kddolt aminosav-szekvenciak analizisét jelenti, azonban sokkal szélesebb értelemben is
hasznaljak. Eszerint a bioinformatika mindazon matematikai algoritmusok és modszerek in
silico alkalmazasa, amivel kisérleti adatok analizisébdl biologia problémakra probalunk
valaszt kapni.

Egy biologus szamara a leggyakoribb bioinformatikai alkalmazas az interneten
szabadon hozzaférhet6 adatbazisokban valo kutakodas. A DNS-szekvenciak
legfontosabb adatbazisa, a GenBank jelenleg ~190 Gbp szekvenciat tartalmaz (2015
tavasz), ugynevezett annotalt fajlok formajaban. Az annotacid a “nyers” szekvencia
adatokhoz hozzarendelt informéciot jelenti (gének illetve nyitott leolvasési keretek (,,Open
Reading Frame™; ORF), szekvencia-motivumok, domének, publikaciok, adatbazis
kereszthivatkozasok, stb.). A DNS-szekvencia-adatbazisok méretét manapsag elsésorban
a genom szekvenalasok novelik. Jelenleg kdzel négyezer (jorészt prokariota) élolény teljes
genomjat ismerjik, koztik a sajat fajunkét is — 2004-ben befejez6dott a Human Genom
Program, azaz a 3,2 Gbp méretli emberi genom szekvenaldsa (pontosabban csak a genom
~80%-at kitevd, génekben gazdag eukromatint szekvenaltak).

A legismertebb fehérjeadatbazis az UniProt, amely jelenleg ~550.000 annotalt fajlban
kdzel 200 milli6 aminosav szekvencidjat tartalmazza. Az elsédleges szerkezeti szintb6l,
mint tudjuk, elvileg josolhatd (volna) a fehérjék térszerkezete. Bar ezt a feladatot teljes
egészében ma még nem tudjuk megoldani, a szerkezeti bioinformatika segitségével
mégis fontos informacidkhoz juthatunk a kiilonb6zd szerkezeti szintekrdl, a
fehérjeevollciordl, de akar az adott fehérje funkcidjarol is. A legegyszeriibb szerkezeti
bioinformatikai feladat a fehérjék térszerkezetének abrazolasa. Ha az altalunk abrazolni
kivant fehérje térszerkezetét valamilyen kisérleti modszerrel (rontgenkrisztallografia, NMR
spektroszkopia, homologia modellezés) mar meghataroztadk, akkor a vizualizalashoz
minddssze az adott fehérje térszerkezeti koordinatait standardizalt formaban tartalmazo
fajlra és egy molekularis grafikai programra van szikségink. A térszerkezeti adatok
kizarolagos adatbazisa a Protein Data Bank (PDB), amelyben jelenleg >90.000
rontgenkrisztallografiai és >10.000 NMR szerkezetet tarolnak.

A legfontosabb bioinformatikai adatbazisok illetve szerverek neve, Web elérési cime
és tartalma:
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e GenBank www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank

Annotalt DNS-szekvencia-adatbazis, amelyet az NIH-hez (National Institutes of
Health) tartoz6 National Center of Biotechnology Information tart fenn. Az Entrez
szerver része, ami egy olyan integralt, adatbazisokat 6sszefogod keresofeliilet, ahol a
molekuléris bioldgiaval kapcsolatos szinte 6sszes adat valamilyen formaban elérhetd.
Ide tartozik a PubMed [http//www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/] publikacios
adatbazis is, a biomedicina targykorébe tartozd (t6bbek kozott a biokémia,
molekularis biologia Osszes folyoiratat lefedd), tébb mint 20 millié tudoméanyos
publikacié 06sszefoglaldja (és sok esetben a telijes kdzlemény is) ingyenesen
hozzaférhets. A Bookshelf  [http/Aww.ncbi.nim.nih.gov/books/]  online
kdnyvtarban szamos fontos tankdnyv teljes terjedelmében olvashatd (pl. Stryer:
Biochemistry!Ih).

e UniProt (kordbban SwissProt) WWW. Uniprot.org
Annotalt aminosavszekvencia-adatbazis. Az ExPASy (Expert Protein Analysis
System) szerverhez kapcsolddik, amelyen szamos proteomikai adatbazist és online
programot (DNS—fehérje transzlacio, molekulatomeg és izoelektromos pont
szamolas, motivum és poszttransziacios mddositasok keresése, szerkezeti
predikciok stb.) lehet elérni.

e Protein Data Bank (PDB) www.rcsb.org/pdb vagy
Kisérletesen meghatarozott fehérje (és mas makromolekula) térszerkezeti adatbank.
Az annotalt fjlok térszerkezet koordinata adatokon kivil az adott fehérje
funkcidjara vonatkozo informaciot is tartalmaznak. A szerkezeti modelleket online
grafikai programokkal lehet vizualizalni (lasd a 10. gyakorlatot). A fenti
internetcimen érheté el a ,Honap molekulaja” weboldal, amely egy-egy fontos
fehérje szerkezetét és mikkodését mutatja be roviden és érthetden.

A komputerek hasznalata nem csak bioinformatikai felhasznalast jelenthet egy
biokémikus szamara. Gyakorlatilag az 0sszes biokémiai modszer szimulalhatd, virtualis
moddon is kivitelezhetd. Egy ilyen ,,szaraz laboratoriumi” gyakorlat soran nincs anyagkoltség
és hosszadalmas Kkisérletsorozatok is gyorsan végrehajthatok. A fentieken kivil a
szamitogépek a kulonféle multimédids alkalmazasok és 3-dimenzios grafikai programok
révén az elméleti anyag elsajatitdsahoz is jelentds segitséget tudnak nyujtani. A biokémia
tankdnyvek legljabb kiadasaihoz kapcsolodd honlapokon illetve a hozzajuk jaré6 CD-ken
temérdek hasznos oktatasi segédanyag talalhato.

Az in silico gyakorlatok sordn tobb bioinformatikai alkalmazasba fogunk
+belekostolni” (lasd a 10. gyakorlatot is), valamint talalkozni fogunk a fentebb emlitett
multimédias oktatasi segédanyagokkal is (ebben az esetben azt a célt szeretnénk elérni,
hogy az otthoni tanulds soran késobb is visszatérjenek ezekhez az weboldalakhoz illetve
CD-khe2).


http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez
http://www.uniprot.org/
http://www.rcsb.org/pdb
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Feladat: Ismeretlen nukleinsav- és aminosavszekvenciak azonositdsa és
analizise

A BIOINFO nevii fajlban, amely a gyakorlaton hasznalt szamitogépen az ,asztalon”
érheté el (valamint a jegyzet Fiiggelékben), nukleinsav- és feherje-szekvencidkat talal.
Feladata, hogy a BLAST hasonlosagkeresé program segitségével azonositsa a
szekvenciakat és roviden jellemezze a gént illetve a génterméket (az interneten elérhetd
adatbazisok segitségével)! Valaszoljon a feltett kérdésekre is! A feladatok végrehajtasahoz
sziikséges informacio barmely adatbazisbdl, de a PubMed-en elérheté eredeti tudomanyos
publikacidékbol is szarmazhat.

Két nukleotid-, vagy aminosavszekvencia hasonlosagat szamos programmal lehet
vizsgalni. Az interneten is hozzaférheté programok kozil a BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) nevii programot fogjak hasznalni. Ez egy Un. heurisztikus
algoritmust hasznal, ami lehet6vé teszi, hogy egy altalunk megadott tn. keresd (,,query"
vagy ,target” szekvencidt a hatalmas méretli adatbazisokkal nagyon gyorsan Ossze
lehessen hasonlitani. Az algoritmus gyorsasaga abban rejlik, hogy a keres6szekvenciat
rovidebb szakaszokra (,,szavakra™) bontja, és a teljes szekvencia illesztése helyett ezeket a
szavakat keresi meg az adatbazisbdl, majd egy pontozasi tablazat segitségevel a
legrelevinsabb  talalatok illesztését terjeszti ki mindkét iranyban. Amennyiben
nukleotidszekvenciaval keresiink, akkor a BLASTN alprogramot kell hasznalnunk. Ha
polipeptid szekvenciank van, akkor a BLASTP alprogrammal fehérjeadatbazisokban
kereshetiink. A BLASTX alprogram a keres6 nukleinsav-szekvenciat mind a hat
leolvasasi keretben leforditja €s ezzel keres a fehérjeadatbdzisban. A TBLAST
alprogramok segitségével leforditott nukleinsav-adatbazisokban kereshetlink fehérje-
(TBLASTN) vagy leforditott nukleinsav-szekvenciakkal (TBLASTX).

A BLAST futas eredmenyeként olyan taldlatokat kapunk, amelyek az adatbazishan
tarolt szekvenciak kozll szignifikans hasonlosagot mutatnak a célszekvencidval. A program
sorba éllitja ezeket a szekvenciaparokat, kezdve a legnagyobb hasonldésagot mutatoval. A
szignifikanciat egy E-vel jelolt, a véletlen hasonlosdg mértékéhez viszonyitott varhato érték
(expectation) jelzi, valamint egy ,score” érték, ami az azonos, hasonlo es ,rés” (gap)
poziciokat szamolja egy nukleotid vagy aminosav hasonldsagi matrix alapjan (pl. ilyenek az
elméleti orén tanult BLOSUM matrixok). Ha E < 0,01 , akkor a két szekvencia minden
bizonnyal homoldg (de legalabbis hasonlosaga valdsagos). A nagy hasonlésagot mutatd
szekvencidk azonositdé kodjuk (accession number) alapjan megkereshetok az annotalt
adatbazisokban. A BLAST eredmény oldalardl kozvetlen linkekkel is eljuthatunk a
GenBank adatbazisba, ahol az adott fajl annotacidjabol mar sokat megtudhatunk a
keresett génrdl, cDNS-16l és az altala kodolt fehérjérél. Tovabbi informacidkhoz jutunk,
ha az eddig fellelt informacio alapjan megkeressik a fehérjenket az UniProt adatbazisban,
ahonnan linkeken keresztlil még szamos mas adatbazishoz is eljuthatunk.

A BLAST program elérési cime:  http//Awww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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10. GYAKORLAT
Fehérjék terszerkezetenek molekularis grafikai dbréazolasa

Bevezetés

Bar a makromolekulak térszerkezetének Kkisérletes meghatarozasa atomi felbontasban
nehéz feladat, ennek ellenére egyre ndvekszik az ismert fehérje, fehérje-fehérje és fehérje-
nukleinsav komplex szerkezetek szama. A legfontosabb szerkezeti adatbazis a PDB. Az itt
elhelyezett szerkezeteket Aaltaldban Kkisérletes uton, rontgenkrisztallografiaval (X-ray
diffraction), vagy magi magneses rezonancia-spektroszképiaval (NMR) hataroztak meg.
Az adatbazisbol letolthetd fajl *.pdb kiterjesztéssel rendelkezik: ez tartalmazza az atomok
elemi koordinatait. Ezen felil szamos egyéb fontos adatot szoktak mellékelni (annotacid):
ilyenek példaul a szerkezet ,josagat” jelzé statisztikai adatok, a szerkezeti szimmetridk, és
a méréshez felhasznalt fehérje fragmentumok pontos szekvencidja. Az atomi koordinatakat
erre a célra alkotott molekularis rajzold programokkal jelenithetjik meg ,¢élvezhetd”
formaban. Rengeteg ilyen megjelenité program létezik: SwissPDBviewer, Chimera,
RasMol, JMol, stb. A legtobbjiik ingyenesen letolthetd és hasznalhato.

A legegyszeriibb moédban csak az atomokat Osszekotd kémiai kotéseket abrazoljuk,
szines vonalak forméajaban (,lines”). A szineket a vonalak egyes atomok alapjan kapjék,
de mod van az atszinezésre az egyedi lancok alapjan is: a komplex szerkezetek igy
atlathatobbak lesznek. A szdmunkra kevéssé érdekes lancokat, aminosavakat vagy
atomokat a kijeldlésuk utan egy kattintassal atlatszova téve akar el is tiintethetjuk.

A vonalas modelleknél persze vannak sokkal szebbek is: ilyen példaul az “iskolai
kémiai épitokészlet" golyd és péalcika (,ball & stick’) modellje: ez fleg kis molekulak
esetén nagyon latvanyos. A vonalas vagy palcikamodellek nem igényelnek nagy szamitasi
kapacitast, de az oldallancok mar a néhany tucat monomerbél allé makromolekuldk esetén
is attekinthetetlen "dzsungelt" eredményeznek. Nagy molekulak esetén ezért gyakrabban
hasznaljuk csak a f6 lancot szalaggal abrazolé (,ribbon’) vagy a rajzos (,cartoon’)
modot. A molekula megjelenitések szemléletessegének ndvelésére ezeket (és az alabb
sorolt) lehetdségeket egy molekula szerkezet kiilonboz0 részeiben kombinicidban is
alkalmazunk. (Példaul egy aminosav oldallancot golyd-pélcika abrazolasban jelenithetiink
meg, mintegy kiemele hogy pontos helyzetét bemutassuk egy amlgy csak szalag
formaban, leegyszertisitve megjelenitett hélixben. )

Rajzos modellben a nukleinsavak cukor-foszfat gerince vastag csének, mig a
nukleinsav bazisok lapocskéknak fognak latszani. A fehérjék béta-redés régioit lapos
nyilakkal, az alfa-hélixeket ,hajcsavarokkal”, mig a tobbi fehérjeszakaszt vékony csével
jelolik a programok. A publikécidkban is leggyakrabban ezzel a megjelenitési mdddal
talalkozhatunk. Fontos megjegyezni, hogy az eddig emlitett modellek egyike sem veszi
figyelembe az atomok valodi térkitoltését. De ennek &brazolaséra is van mdd: akar haloval
(,,mesh™), akar teljes felszinnel (,,surface”). Fehérjék és kisebb molekulak kdlcsonhatasa
kulondsen latvanyossa tehetd, ha a kis molekulat palcikékkal, a fehérjét pedig a felszint
mutatd modban abréazoljuk. A felszin abrazolasakor szinezhetiink is: nem csak az egyes
atomok tipusai, hanem a felszin karaktere szerint is: példaul &brazolhatjuk a hidrofobicitast
vagy a toltéssiirtiséget. Ha pedig két rokon molekulat szeretnénk 6ésszehasonlitani, arra is
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van mod: a legtobb ilyen megjelenité program (pl. PyMol, Chimera) tartalmaz ,térbeli
illesztést” lehetoveé tevo algoritmusokat.

RasMol

A RasMol egy ingyenes ,,stand alone” molekularis grafikai program. Segitségével egy
atomi  koordinatdkat tartalmazd térszerkezeti fajl tartalma szemlélheté formaban
megjelenithetd (,,rendering”). Két ablakbdl all. Az egyikben a modellezett fehérjeszerkezet
jelenik meg, a masik az Un. parancsablak. Beolavashatd fajlokat a PDB adatbazisbol
tolthetlink le *.pdb formatumban. Az el6szor megjelené abrazolas a makromolekula
szerkezetét ,drot” (,wireframe”) modellként mutatja. Attekinthet6bb a szerkezet, ha a
»Display” meniib6l a ,backbone” abrazolast valasztjuk. Valaszthatd még a térkitoltod
(,.spacefill”), palcika (,stick”), golyd-palcika (,ball & stick”) vagy a szalagmodell
(,,ribbon”, ,cartoon”) is. A modellt szinezhetjik a standard CPK atomszinekkel, az egyes
lancokat kulon szinnel (,.chain”), az aminosavak tulajdonsaguk alapjan (,shapely”), a
kristalyon belllli mozgékonysaguk alapjan (,temperature”) stb. A molekulat kiilonbozo
sikokban el lehet vagni (,,slab” mdd), sztereban abrazolni, a kristalyban egyébként nem
lathatd H-atomokat megjeleniteni.

Az egér bal gombbal a molekula az ’x’ és ’y’ tengely mentén forgathato, a jobb
gombbal balra-jobbra tologathatd. A bal-shift gombbal nagyithat6, kicsinyithet6. a jobb-
shifttel a ’z” tengely mentén forgathato.

A lanc barmely részletére rakattintva az egérrel, a parancsablakban megjelenik a
kérdéses aminosav sorszama az adott lancon belll, illetve az aminosavmaradék atomtipusa
és atom sorszama.

Molekularészek Kijelolése a parancsablakbol lehetséges. Az aminosavakat vagy
sorszamukkal (pl ,select 25A”, a 25. aminosav az ,,A” lancban) vagy az aminosavnéwvel
egyiitt lehetséges. Lancrészletet kotojellel jelolink ki (pl ,.select 1-33”, a polipeptidlanc
els6 33 aminosavat jeloli ki). Amennyiben a fehérje a polipeptidlancon kiviil ligandumot is
tartalmaz (prosztetikus csoport, szubsztrat, femion), az ,hetero” néven vagy a roviditett
nevével szelektalhato (pl. ,.ca” = Ca?*). A nevet a ligandumra Kkattintva megtudhatjuk.

A parancsok mindig az utoljara szelektalt molekularészre vonatkoznak. A
parancskészlet megtalalhatd a meniben, de a parbeszédablakban is kiadhatd. Szinezni a
,color” paranccsal és az utana irt szinnel (pl. ,red”, ,green”, ,magenta” stb.) lehet. A
hétteret a ,oackground color” paranccsal lehet atszinezni.

Molekularészletek eltiintetheték a ,restrict” parancs kiadasaval: ,restrict 1-56” az
56-0s aminosavtol eltiintet mindent.

A megvaltoztatott modellt a ,write script” paranccsal és egy fajinév megadasaval egy
Un. script-fajlban el lehet menteni. A kordbban elmentett fajlokat a parancsablakba beirt
,Script” és fajIinév paranccsal olvastathatjuk be.

A | Help” meniib6l tovabbi részletek tudhatok meg az abrazolasokrol, modositasokrol
¢s a lehetséges szerkezeti analizisekrél. A RasMol egy sokat tud6 program! Minden
tulajdonsagat kihasznalni csak hosszasabb tanulassal lehet. Megjegyzendd, hogy szerkezeti
modellezésre (homoldgia modellek készitése, mutacid szerkezeti hatasainak vizsgalata,
energiaminimalizalas, molekularis dinamikai szdmitdsok) NEM alkalmas, arra méas
(&ltalaban nem ingyenes) programok ill. programcsomagok szolgalnak. Tovabbi segitséget
a Rasmol hasznélatahoz itt talal:

http:/Aww.openrasmol.org/doc/
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http//Aww.umass.edu/microbio/rasmol/fag_ras.htm

PyMOL

A PyMOL [httpZAwww.pymol.org/] szintén nyilt forraskddu molekularis grafikai
program, amelyet jelenleg a leggyakrabban hasznalnak tudomanyos publikaciokban
makromolekula térszerkezetek abrédzolasara. Egyetemi hallgatok regisztracio utan
ingyenesen letolthetik és hasznilhatjdk (a molekularis modellezd funkciokat kivéve). A
RasMol-hoz hasonléan egy fehérjeszerkezetet bemutatd (PyMol Viewer) és egy
parancsablakbdl &ll. A PyMol egyik nagy elénye, hogy alkalmas a bevezetésben emlitett
rokon molekulak térszerkezeteinek 6sszehasonlitdsara. A program ,align” es ,super”
parancsa az elséként megadott molekulat addig tolja és forgatja a térben, amig az a
mésiktol miniméalis tavolsagra és orientacidba nem ker(l (az atomi koordinatak ,,euklideszi"
kulonbségeit tekintve). A RasMol-hoz képest masik nagy elénye, hogy az elkészitett
szerkezeti abrakat ko zvetlentiil el lehet menteni nyomdai mindségii grafikai fajlokba.

A PyMol hasznélataval kapcsolatban nagyon sok hasznos informacié elérheté a Wiki
[http:/Avww. pymolwiki.org/index.php/Main_Page] oldalan.

Jmol

A Jmol [http//jmol.sourceforge.net/] is egy szabadon fejleszthets, Java programozasi
nyelven irodott molekularis grafikai, bongészé program un. kisalkalmazas (applet), amely

azonban letoltheté programként (, standalone” alkalmazasban) is hasznalhatd. Bemeneti
adatkent a PDB fajl formatumon kivil szamos mas, a szerkezeti biologiaban és a szerves

kémidban hasznalatos, atomi koordinatdkat tartalmaz6 formatumot elfogad. A
terszerkezetek molekuléris megjelenitéséhez szilkseges parancsok a RasMol programhoz

hasonloak, ugyanazt a , logikat” kovetik. Egyszertibb molekulamodellezési feladatokat

is el lehet végezni vele (atomok hozzaadasa, torlése stb.) A parancsablakot a jobb egér
gombbal lehet megnyitni. A program magyar nyelvii verzidja is elérhet6. A Pymol-hoz
hasonl6an a Jmol-nak is van sajat Wiki oldala [http//wiki.jmol.org/index.php/Main_Page],
melyrdl a hasznalatra vonatkozd informaciok elérhetok.

Jmol alkalmazast haszndl az egyik legnépszeriibb - oktatasi célokra is kivaléan
alkalmas Wiki oldal - a Proteopedia (Life in 3D). Az oldal a PDB-ben talalhato
szerkezetek interaktiv abrazolasa mellett az egyes bioldgiai makromolekuldk funkciojara
vonatkozo leirsokat is tartalmazza.
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1. Feladat : fehérjeszerkezet 4brazolasa és analizise PDB fajlbol

Keresse meg a PDB adatbazisban (http://rcsb.org) az 1CLL azonositdju fehérjét! Az
ott talalt informéciok alapjan valaszoljon a kérdésekre!

1. Mia fehérje neve?

2. Milyen fajbol szarmazik?
3. Milyen funkcioval bir?
4

Milyen heterocsoportot/csoportokat tartalmaz a molekula?

Toltse le a szamitogepre a térszerkezeti fajit! Inditsa el a RasMol nevii programot, €s
nyissa meg vele a letoltott fajlt! A gyakorlat soran megismerkediink a fehérjék Ca?*-koté
képességének szerkezeti alapjaval, amit a program segitségevel tesziink lathatova. Keresse
meg a fehérje Uniprot (www.uniprot.org) oldalan az els6 ,EF-hand” motivumot! Ezt a
régiot abrazolja szalag (,,cartoon”) reprezentacioval, mig a molekula tébbi része ne legyen
lathatd! Szinezze az ,EF-hand” motivumot a benne lévémasodlagos szerkezetnek
megfelelden! A Ca?*-iont térkitoltd (,.spacefill”) modellel jelenitse meg! A kétszeresen
pozitiv Ca?*-iont negativ toltésti oldallincok koordinaljak, és egy Thr peptidgerinc karbonil
oxigénje! (Erre vonatkozo informaciot ugyancsak a szerkezeti fajlban talal, illetve meg is
keresheti, hiszen a koordinacioban résztvevé atomok a Ca®* ion 2,5 A sugar(i kérnyezetén
belll talalhatok.)

5. Melyek ezek az aminosavak (név-sorszam)?

A ,select” parancs megfeleld hasznalataval csak a koordinacidban résztvevo
aminosavak savas oldallancat + alfa szénatomokat, valamint a koordindcidban résztvevo
peptid karbonil-csoportot abrazolja golyd-palcika (,ball&stick”) modellel! Az
oxigénatomokat szinezzilk pirosra! Mentsik el a képet!
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2. Feladat: fehérjeszerkezetek térbeli illesztése és 6sszehasonlitasa

Keresse meg a PDB adatbazisban az 1Y3V és a 1GGD azonositoju fehérjeket, majd
toltse le a szamitbgépre a hozzajuk kapcsolodo térszerkezeti fajlokat! Ebben a feladatban
a kimotripszin csaladba tartozd szerin protedzok szerkezeti hasonlosagat fogjuk
szemiéltetni.

A let6ltott fajlokat nyissa meg a PyMol programmal! Mindkét szerkezetet abrazolja
szalag (,,cartoon”) reprezentacioval, majd szinezze Oket kiilonbozo szinekkel (pl. ,,cyan”

és ,gray”)!
A PDB fijlok alapjan keresse meg és abrézolja pélcika (,sticks”) modellel a
katalitikus triddot alkoté aminosavakat! A fehérjék aminosavsorrendjét lathatova tehetjik

a ,,Display” menl ,sequence” parancsaval, ezt kovetden barmelyik aminosavat vagy
peptidszekvenciat egyszertien kijelolhetjiik.

Abréazoljuk szintén palcika modellel a fehérjékben talalhatd diszulfidhidakat (,.show
disulfides sticks™). Az 6ket kialakitd cisztein oldallancokat két szerkezetben egy ujabb
szinpér (,yellow” és ,green”) segitségével kulonboztessik meg!

Az ,align” parancs megfeleld hasznalataval végezziik el a két fehérje szerkezetének
térbeli illesztését. Mentsik el képként a fehérjék egyedi (A és B), illetve szuperpozicionalt
(C) szerkezeteit! A ,ray” parancs alkalmazasaval nagy felbontast, publikacios mindségii
képeket allithatunk el6.
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A palcika modellel abrazolt aminosavakat (katalitikus triad + diszulfidhidak) jeloljuk
meg az aminosavak azonositdjaval (,.label residues”)! A molekuldk tébbi része ne legyen

lathato! Mentsiik el a képet!
C<22
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6. Jellemezzik a szarvasmarha tripszin és kimotripszin molekuldk szerkezeti
azonossagait és eltéréseit: mely elemekre és régiokra jellemzobb a hasonlosag
illetve az eltéres?

7. Hasonlitsuk 6ssze a szarvasmarha tripszin és kimotripszin diszulfidhid szerkezetét!
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FUGGELEK

BIOINFO: bioinformatikai feladatok

1.  Olvasson le a DNS szekvenalasi kromatogramrél kb. 40 bazisnyi szekvenciat, és azt
hasznalja a gén azonositasara a BLAST kereséprogrammal! Keresse meg a génterméket a
UniProt (SwissProt) és a PDB adatbazisban is! Jellemezze roviden a szerkezetet!

AGAT ACAG ATAGC G ARG AAGAARTCCEGT G AGGCAT TCC G AGTET T TG ACARG G ATG G CAATG GTTATAT CAGT GOEAGE AG A RS T

2. Azonositsa az alabbi cDNS szekvencidabol kapott ORF (nyitott leolvasasi keret)
részlet alapjan a gént! Melyik kozismert gyogyszer célfehérjéje a géntermék?

CAATTGTCATACGACTTGCAGTGAGCGTCAGGAGCACGTCCAGGAACTCCTCAGC
AGCGCTGTTACTATCCATGCCAGCACCAGGGCATCTGTGTCCGCTTCGGCCTTGA
CCGCTACCAG

3. Akovetkezo szekvenciat egy egyiptomi mimiabol szarmazd minta PCR
amplifikalasaval kaptak. Honnan szarmazik a DNS? Milyen kovetkeztetést tud levonni az
adatbazis talalatbor?

GTCTCAAACGCGGCATCGAAAAGGCCGTGGAGAAGGTCACCGAGACCC
TGCTCAAGGGCGCCAAGGAGGTCGAGACCAAGGAGCAGATTGCGGCCA
CCGCAGCGATTTCGGCGGGTGACCAGTCCATCGGTGAC

4.  AKkét fehérjeszekvencia-részlet alapjan azonositsa a gént és a génterméket! Milyen
doménekbdl all a fehérje?
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a. LSWDLAKVRTDLPLEVDFAKRREPDRERLRAFL

b. EALREAHPIVEKILQYRE

5. Azalabbi fehérje-fragmentumhoz kotve egy ATP-analogot azonositottak. Azonositsa
a gént és a kodolt fehérjét a BLASTN és BLASTP programokkal! A fehérje milyen
régiojabdl szarmazhat a szekvencia? Milyen a doménszerkezete?

AIVRSLPSVETLGCTSVICSDKTGTLTTNQ

6. Azonositsa a kdvetkezé nukleotid szekvenciat a BLAST program segitségével!

Forditsa le a szekvenciat a Translate program (http://web.expasy.org/translate/)
segitségével, majd azonositsa a fehérjeszekvenciat is a BLAST programmal!

Keresse meg a fehérjét a UniProt adatbazisban!

A ProtParam program (http//web.expasy.org/protparam/) segitségével hatarozza
meg a fehérje elméleti izoelektromos pontjat és molaris extinkcids koefficiensét!

ATTTACGCAATGCGTATCATTCTGCTGGGCGCTCCGGGCGCAGGTAAAGGTACTC
AGGCTCAATTCATCATGGAGAAATACGGCATTCCGCAAATCTCTACTGGTGACAT
GTTGCGCGCCGCTGTAAAAGCAGGTTCTGAGTTAGGTCTGAAAGCAAAAGAAATT
ATGGATGCGGGCAAGTTGGTGACTGATGAGTTAGTTATCGCATTAGTCAAAGAAC
GTATCACACAGGAAGATTGCCGCGATGGTTTTCTGTTAGACGGGTTCCCGCGTAC
CATTCCTCAGGCAGATGCCATGAAAGAAGCCGGTATCAAAGTTGATTATGTGCTG
GAGTTTGATGTTCCAGACGAGCTGATTGTTGAGCGCATTGTCGGCCGTCGGGTAC
ATGCTGCTTCAGGCCGTGTTTATCACGTTAAATTCAACCCACCTAAAGTTGAAGA
TAAAGATGATGTTACCGGTGAAGAGCTGACTATCCGTAAAGATGATCAGGAAGCG
ACTGTCCGTAAGCGTCTTATCGAATATCATCAACAAACTGCACCATTGGTTTCTT
ACTATCATAAAGAAGCGGATGCAGGTAATACGCAATATTTTAAACTGGACGGAAC
CCGTAATGTAGCAGAAGTCAGTGCTGAACTGGCGACTATACTCGGTTAATTCTGG
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