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ELOSZO

A ,,Bevezetés a biokémiaba” gyakorlati jegyzet a biokémia modszertananak alapszintli megismertetésére szolgalo
elektronikus tananyag, amely elsddlegesen az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem Természettudomanyi Karan folyo
biologus alapképzés tantervében szerepld ,,Bevezetés a biokémiaba” cimii szeminariumi gyakorlat hallgatoi szamara
késziilt, de barmely elméleti és gyakorlati biokémiai targyt kurzus didkjai szamara tartalmaz hasznos informaciokat.
A tananyag feltételezi az altalanos kémiai, fizikai kémiai és szerves kémiai elméleti illetve szamitasi gyakorlati
ismereteket, és a ,,Bevezetés a biokémiaba” (vagy mas alapszintii biokémiai) elméleti kurzus anyaganak korabbi
elsajatitasat. A ,, Bevezetés a biokémiaba” és a ,,Biokémia és molekularis biologia” targy tananyaganak nagy része
elektronikus jegyzet forméajaban itt olvashato.

A ,,Bevezetés a biokémiaba” cimil szeminariumi gyakorlat el6késziti a késébbi biokémiai eléadasok jobb megértését,
s elengedhetetlen a kés6bbi laboratoriumi gyakorlatok sikeres elvégzéséhez. A szeminariumi gyakorlat a klasszikus
szeminariumok ¢és a gyakorlati foglalkozasok 6tvozésébdl sziiletett oktatasi ,,miifaj”, amely a kisérleti munka
madszertanat bemutat6 eléadasokbdl illetve szamolasi és problémamegoldo feladatok ismertetésébdl és gyakorlasabol
all. A szeminariumi gyakorlatokon az oktatok a biokémia és a molekularis bioldgia miiveléséhez sziikséges alapvetd
modszerek elméleti hatterét ismertetik roviden, a modszereket és az ezekhez sziikséges miszerek, eszk6zok egy
részét demonstracié formajaban mutatjak be. Az oktatasi tananyag 0sszeallitasa soran kiilonds hangstlyt kapott,
hogy a hallgatok a mindennapos biokémiai laboratériumi élethelyzetekkel szembesiiljenek. A problémak és
szamolasi feladatok megoldésa a hallgatok egymas kozotti illetve az oktatoval vald egytittmikodésére épit.

Hangstlyozzuk, hogy az e-jegyzet nem a gyakorlatok ,,recept szintli” leirasat tartalmazza. A jegyzet szerzOi
kollektivajanak meggy6z6dése — amit tobb éves tapasztalataink megerdsitenek —, hogy a késébbi laboratdriumi
munka hatékonysagat nagymértékben ndveli az itt bemutatott ismeretanyag szeminariumi formaban torténd oktatasa,
a modszertan hatterének még a gyakorlati alkalmazas el6tti megismerése, és legfoképpen a biokémiai
laboratériumban el6fordulo kvantitativ szemléletmod példafeladatok megoldasan keresztiil torténd gyakorlasa. Az
e-jegyzet tananyaga egy félévben, 3 dras szemindriumi gyakorlatokat feltételezve teljes egészében ismertethetd a
biokémiai alapképzésben. Az anyag nem tér ki az 6sszes makromolekula csaladra, hanem a fehérjék és a nukleinsavak
vizsgalatara alkalmazott modszerekre, a molekularis bioldgia mddszertani hatterére koncentral (a szénhidratok és
a lipidek vizsgalati modszereinek ismertetése részben a szerves kémia targykorébe tartozik, részben roviden az
elméleti kurzus és az elméleti elektronikus jegyzet targyalja.

A biokémia és molekularis biologia nagyon széleskorti modszertani arzenaljabol az e-jegyzet fejezetei pontokba
szedve az alabbi teriileteket érintik illetve az alabbi teriiletekre vonatkozo ismeretek atadasat tiizte ki célul a
szerzégarda:

» Biokémiai és molekularis bioldgiai eszk6zok bemutatasa.

* A biokémiai gyakorlatban hasznalt mennyiségek, mértékegységek megtanitasa.

* Makromolekulak eldallitasahoz és tisztitasahoz sziikséges eljarasok bemutatasa.

* Fehérje-ligandum kolcsonhatdsokhoz és enzimkinetikai paraméterek méréséhez sziikséges modszerek targyaldsa
és a kisérletek tervezése.

* Molekularis biologiai kisérletek kivitelezéshez sziikséges rekombinans DNS technologian alapuld eljarasok
gyakorlatorientalt bemutatésa.

* Molekularis bioldgiai kisérletek tervezéséhez sziikséges bioinformatikai adatbazisok és szoftverek bemutatasa.

» Biokémiai és molekularis bioldgiai kisérletek kivitelezéshez sziikséges, a gyakorlatban is megvalosithat6 kisérleti
terv 1étrehozasara alkalmas ismeretek 4tadasa.

» Az ismertetett teriileteken felmeriilé kvantitativ problémak, szamolasi feladatok ismertetése, gyakorlasa

* Az e-jegyzet ismeretanyaganak elsajatitdsa és a szeminariumi gyakorlat sikeres elvégzésé utan a hallgatok
képesek lesznek biokémiai laboratériumi munkara és az alabbi feladatok kivitelezésére:

» Biokémiai kisérletek elokészitéséhez sziikséges szamitasok elvégzésére (pl. pufferek elkészitése, koncentracid
és ionizacios fok kiszamitasa).

» Alapvetd biokémiai kisérletek megtervezésére (pl. makromolekulak tisztitasdhoz sziikséges eljarasok kidolgozasa,
enzimkinetikai mérések megtervezése).

+ Kiilonbozo kisérletes eljarasokhoz kapcsolodo gyakorlati nehézségek felismerésére (pl. hibaforrasok azonositasa).

* A biokémiai laboratériumi gyakorlathoz kapcsol6do szaknyelv megfeleld hasznalatara.

* Molekularis bioldgiai, bioinformatikai adatbazisok alapszintli hasznalatara.
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* Alapszintii rekombinans DNS technologiai eljarasok tervezésére (pl. plazmid DNS izolalésa, egy fehérje cDNS-
bol torténd eldallitasa).

Szerkezetileg a jegyzet tizenegy modszertani fejezetre és az azt kovetd szamoldsi és problémamegoldd
példafeladatokat tartalmazo fejezetre tagolodik.

A szerz6k

Budapest, 2013. majus 22.
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1. fejezet - Biokémiai és molekularis
biologiai eszkozok
szerz6: Radnai Laszlo

A biokémiai és molekularis bioldgiai kutatasok célja az ¢él6lényekben lezajlo, az életjelenségek alapjat képez6
kémiai folyamatok feltérképezése, az ezekben résztvevé molekulak azonositisa, szerkezetiik, szerepik,
kolcsonhatasaik megismerése, tovabba az élethez sziikséges anyag-, informacio-, és energiaaramlas molekularis
hatterének feltarasa. Ezen célok komplexitasahoz és sokrétiiségéhez mérten szamos kiilonb6zé laboratoériumi
eszkOz, mérémiszer, berendezés, illetve modszer all rendelkezésiinkre, melyek hasznalataval feltett kérdéseinkre
valaszt kaphatunk. E fejezet célja a biokémiai és molekularis bioldgiai laborgyakorlatban hasznalatos leggyakoribb
eszk6zok bemutatasa, illetve — ehhez szorosan kapcsoldddan — a bioldgiai mintak, illetve egyéb, a kutatasokhoz
szlikséges vegyszerek helyes kezelésének és tarolasanak ismertetése.

1.1. Bioldgiai eredetii mintak és vegyszerek a
laboratériumban

A ,,minta”, amellyel dolgozunk, valamilyen é161énybdl szarmazo szdvet-, vagy sejtminta, esetleg mesterséges
koriilmények kodzott tenyésztett sejttomeg, az ezekbdl késziilt homogenizatum, vagy ,.kivonat”, ill. az ezekbdl
izolalt, bizonyos mértékben tisztitott komponens (fehérje, nukleinsav, stb.) lehet. Mivel az élet kdzege a viz, igy
mintank az esetek jelentds hanyadaban egy vagy tobbkomponensii vizes oldat, kolloidalis rendszer, vagy szuszpenzid
(pl. baktériumsejtek a tenyésztésiikre hasznalt médiumban). Méréseink legtobbje szintén vizes kdzegben torténik.
Az elmondottakat figyelembe véve nem meglepd, hogy szamos olyan eszkodzzel fogunk megismerkedni, mely
folyadékok kezelését, tarolasat, térfogatanak mérését teszi lehetdvé. Természetesen gyakran végziink munkat
szilard anyagokkal, féként kiilonb6z6 kereskedelmi forgalomban megvasarolhato vegyszerekkel, vagy szintetikus
biomolekulakkal (peptidek, oligonukleotidok), am ezeket majdnem minden esetben oldott allapotban hasznaljuk
fel kisérleteink soran. A két legfontosabb gyakorlati ismeret ez esetben tehat az oldat elkészitésének modja, illetve
az ehhez sziikséges tomeg pontos kimérése. Gaz halmazallapoti anyagokkal ritkan végziink munkat; ezeket
tarolhatjuk palackozva (pl. O,), cseppfolyos allapotban (pl. folyékony nitrogén), vagy oldat formajaban (pl: HCI
— sosavoldat, NH; — szalmiakszesz ). Kezelésiikkor nagyon fontos a biztonsagi eldirasok betartasa az esetleges
robbanas, tliz, fagyasi sériilések, ill. — belélegzés esetén — a fulladas vagy mérgezés elkeriilése érdekében.

1.2. Folyadékok tarolasara szolgalé miianyag
és uvegcsovek

Folyadékok tarolasara a laborgyakorlatban legtobbszor atlatszé miianyagbol késziilt eszkozoket hasznalunk. A
milanyag széles hdmérsékleti tartomanyban rugalmas marad, mig az iiveg kisebb iités, vagy hovaltozas hatasara
is kdnnyen elreped. A milanyag altalaban olcs6 és konnyen alakithatd, igy pl. a beldle késziilt edények zarhatosaga
kiilonboz6 (csavaros vagy ,,pattint6s’) kupakokkal megoldhatd. Folyadékok tarolasa esetén ez utdbbi kritérium
nagyon fontos, hiszen meg kell 6vnunk a mintat az oldoszer parolgasatol, a kornyezetbdl a mintdba hulld por,
baktériumok, penészsporak és egyéb szennyezddések karos hatasaitol. Sok esetben meg kell 6vni a mintat még a
levegd gazainak mintaba oldodasatol is (pl. a levegd oxigénje a fehérjék cisztein oldallancait oxidalva tiolenzimek
aktivitascsokkenését eredményezheti, ill. diszulfid-hidakat hozhat Iétre az egyes fehérjemolekulak kozott), vagy
az ennek kovetkeztében kialakuld valtozasoktol (pl. a szén-dioxid a mintaban feloldddva szénsavva alakul, a minta
pH-ja csokken; ez fehérjék kicsapodasat okozhatja). Az eszkdzok készitésére hasznalt milanyagok tovabbi elonyds
tulajdonsaga, hogy a kisérleteink tulnyomo tobbségében hasznalt vegyiiletekkel nem 1épnek reakcidba. Eléfordulhat
azonban, hogy egyes kisérletekben szerves oldoszereket hasznalunk. Az ilyen kisérlet el6tt nagyon fontos ellendrizni,
hogy az adott miianyag ellenall-e az olddszernek!

Nagyobb térfogatli laboratoriumi mintak tarolasara szolgalnak a csavaros kupakkal zar6dé Falcon-csovek (1.1.
abra). Altaliban 50 és 15 ml-es térfogatban késziilnek. A csovek alja kuposan elkeskenyedik, ami elényds, ha
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csak kis térfogath folyadék talalhato a csdben (hiszen igy egy helyre gytilik 6ssze), am emiatt sajnos a cs6 nem all
meg a talpan, hasznalatdhoz allvany sziikséges. Egyes 50 ml-es Falcon-csovek aljan egy korkoros milanyag perem
talalhato; ezek allvany nélkiil is megéllnak az asztalon. Ugyelniink kell azonban arra, hogy kénnyen felborulnak!
A csovek oldalan feliratok és beosztasok segitik a cs6ben talalhatdé folyadék térfogatanak becslését. Pontos
térfogatmérésre azonban a Falcon-cs6 nem alkalmas! A kupakok tetején, illetve a csovek oldalan talalhato fehér
teriiletek a mintak feliratozasat teszik lehetévé. Rendkiviil fontos, hogy a laboratoriumi mintdkat minden esetben

s

a hasznalt oldoszert, puffert, egyéb fontos paramétercket (pl. pH), tovabba datummal ellatni a mintat (egyes
komponensek bomlékonyak lehetnek), illetve célszer(i a mintat készit6 nevét is feltiintetni. Ha a minta veszélyes
(pl. mérgezd) ezt mindig jelezni kell! A milanyag csovek feliratozasat altalaban alkoholos filctoll segitségével
végezziik. Az elkésziilt feliratot a lekopastol egy darab atlatszo cellux ragasztdszalag segitségével védjiik meg.

1.1. abra. Falcon-csdvek, kémcs6 és Wasserman-csé milanyag allvanyban.

Azivegbol késziilt kémcesoveket, illetve az ezeknél keskenyebb Wasserman-csoveket (lasd 1.1. dbra) — zarhatdsaguk
hianyaban — altalaban csak ideiglenes jelleggel (reakcioelegyek Osszemérésére, kromatografias modszereknél
frakciok gyiijtésére, stb.) hasznaljuk. Sziikség esetén zarasuk egy darab parafilm segitségével megoldhato (1.2.
abra). A parafilmbdl egy megfeleld méretii darabot vagva lefedhetjiik a csé nyilasat, majd a lelogd végeket
megfeszitve a nyilas koré tekerjiik. Ezzel az eljarassal akar 1égmentes zarast is biztosithatunk, igy a parafilmet
madon erdsitjiikk meg.) Az iivegeszk6zok elonye, hogy a legtobb vegyszernek, olddszernek ellenallnak. (A biokémiai
laborgyakorlatban ez alol talan csak a tomény lugok képeznek kivételt.)
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1.2. abra. A: Parafilm tekercs dobozban; B: A parafilmbdl megfeleld méretii darabot vagunk; C: A parafilm réteg
levalasztasa a papirrol; D: Wasserman-cs6 nyilasanak lezarasa; E: A parafilm lelogo végét megfeszitve a cs6 szaja
koré tekerjiik; F: Lezart csd; G: A lezart cs6bol a folyadék még annak felforditasa esetén sem folyik ki.

Kisebb térfogatok tarolasara szolgalnak az Eppendorf-csdvek (1.3. abra). Ezek altalaban 1,5 ml-es térfogatban
késziilnek, bar vasarolhatunk ennél nagyobbakat (2 ml, 5 ml), illetve kisebbeket (0,5 ml) is. Hasznalatukhoz szintén
allvany sziikséges. Az Eppendorf-cso tetején egy hajlékony dsszekottetéssel a cs6hoz kapesolt, be- és kipattinthato
kupak biztositja a zarhatosagot. A feliratozasra a cs6 oldalan, illetve a kupak tetején van lehet6ség.
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1.3. abra. 1,5 ml es és 0,5 ml es Eppendorf-csovek, valamint 200 pl-es PCR csévek.

Az Ggynevezett PCR-csovek (lasd 1.3. abra) altaldban maximum 200 pl minta befogadasara képesek. Féként a
rekombinans DNS technikak soran hasznalatos enzimatikus reakciok dsszeméréséhez hasznaljuk éket. Neviiket a
talan legismertebb ilyen eljarasrol a PCR-r6l (Polymerase Chain Reaction, polimeraz-lancreakcio) kaptak, mely
egy linearis, kettds szalit DNS darab célzott, specifikus modon torténd felszaporitasara szolgal. A PCR-csovek az
Eppendorf-csévekhez hasonldan zarddnak.

1.3. F6z6poharak és lombikok

Oldatok elkészitésére és a kisérlet idejére torténd tarolasara fézopoharakat (1.4. abra) hasznalunk. Méretiik 10 ml
és néhany liter kozott valtozhat. A folyadék térfogatanak becslését beosztasok és feliratok segitik, &m pontos
térfogatmérésre ezek sem alkalmasak. A f6z6pohar késziilhet {ivegbdl, vagy miianyagbol. Amennyiben tivegbdl
késziil, alkalmas a benne talalhat6 oldat lang felett torténd melegitésére.

1.4. abra. Uvegbdl és milanyagbol késziilt, kiilonbdzé méretii f6zopoharak.

A biokémiai laborgyakorlatban gyakran talalkozhatunk kiilonbz6 lombikokkal, melyek szintén alkalmasak oldatok
tarolasara. (Zarasuk csiszolt dug6, vagy parafilm segitségével megoldhato.) Méretiik altalaban ~50 ml és néhany
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liter kozott valtozik. A fézopoharakhoz hasonldan iivegb6l, vagy miianyagbol késziilhetnek. Pontos térfogatmérésre
csak a mér6lombik alkalmas, &m ennek hasznalata a biokémiai laborgyakorlatban ritka. Leggyakrabban az
Erlenmeyer-lombikot (1.5.A abra) hasznaljuk, féként baktériumok (esetleg egyéb sejtek) razatott folyadékkultiraban
torténd tenyésztésre (1.5.B abra). Az Erlenmeyer-lombik alsé része széles, mig nyaka elkeskenyedik. Ez a forma
biztositja a lombik aljan talalhat6 folyadékréteg nagy feliiletét, mely a tenyésztett sejtek gazcseréjéhez igen fontos,
lehetdvé teszi a lombik rogzitését a megfeleld (fiithetd és/vagy hiithetd) razé inkubatorban, tovabba megvédi a
folyadékot a keveredés kozbeni esetleges kilottyenést6l. A megfeleld gazesere érdekében a lombikot egy darab
alufolia segitségével fedjiik le, mely nem zar légmentesen, viszont véd a kiilvilagbdl a taplevesbe jutd baktériumok,
sporak ellen.

e

1.5. abra. A: Kiilonb6zé méretii Erlenmeyer lombikok; B: Erlenmeyer lombikok hasznalata E. coli sejtek
tenyésztésére.

1.4. Folyadékok térfogatanak mérése:
mérohengerek és automata pipettak

Folyadékok térfogatanak pontos mérésére méréhengereket (1.6. abra) hasznalunk. Kiilonb6z6 méretekben késziilnek,
egészen a 25-50 milliliterestdl a néhany literesig. A legkisebbekkel mar néhany ml folyadék pontos mérése is
lehetséges. Oldatok elkészitésére, dssze-, ill. kimérésére hasznaljuk dket.
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1.6. abra. A: Kiilonb6z6é méretii, iivegb0l €s miianyagbdl késziilt mérdhengerek; B: Kisebb méréhengerek (100 ml
- 10 ml).

Gyakran sziikséges azonban a milliliternél kisebb térfogatok pontos mérése is. Ehhez automata pipettakat hasznalunk.
(1.7. abra) A pipetta belsejébe egy dugattytt épitenek, melyet egy fém radon keresztiil, a pipetta tetején talalhatod
nyomogomb segitségével mozgathatunk. A dugattytl lenyomésakor levegd aramlik ki az eszkozbdl, mig
felengedésekor vakuum keletkezik. A vakuum szivo ereje a pipetta aljan talalhato iireges szarra rogzitett, eldobhatd,
milanyag hegybe juttatja a folyadékot. A mozgatni kivant térfogat allithatd, mégpedig a dugattyu altal bejarhatod
ut megvaltoztatasaval. Ezt egy csavaros mechanizmus segitségével tehetjiik meg, egy erre szolgalo allitogomb
eltekerésével. (Gyakran a dugattyt mozgaté nyomoégomb szolgél erre a célra is.) Az aktudlisan beallitott térfogatot
az eszkoz oldalan talalhat6 szamlalordl olvashatjuk le. Fontos, hogy nem szabad a pipetta maximalis kapacitasanal
nagyobb, ill. a minimalisnal kisebb térfogatértéket ,,bedllitani”, ugyanis ez az eszkdz karosodasat okozhatja! Az
adott pipettara érvényes hatarértékeket (a pipetta mérési tartomanyat) annak miianyag burkolatan, esetleg tetején
felirat jelzi. A nagyobb pipettakat altalaban 1 és 5 ml kozott hasznalhatjuk. Az 1 ml és 1 pl kdzott tobb kiilonb6zd
méretl pipetta segitségével dolgozhatunk. A legkisebb pipettak a 0,1 pl €s néhany pl kdzotti térfogatok kezelésére
alkalmasak.

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

:

Biokémiai és molekularis biologiai eszk6zok

1.7. abra. A: Automata pipettak és méréstartomanyuk. B: Pipettak a pipettadllvanyon és kiilonboz6 pipettahegyek
pipettahegy-tartd dobozokban.

A kiilonb6z6 méretii pipettakra kiilonbdz6 méretli hegyeket csatlakoztathatunk. Tobb, specialis célra kifejlesztett
pipettahegy is 1étezik, igy pl. steril sziirGvel felszerelt (steril munkahoz), vagy hosszitott hegyeket is hasznalhatunk.
(1.8.A abra) A pipettahegyek atlatszo mianyagbodl késziilnek, ami lehetdvé teszi a pipettazas folyamatanak
»ellendrzését” (pl. a hegybe jutd buborék meghamisitja a mérést). Fontos, hogy minden hasznalat utan eldobjuk,
ill. lecseréljiik a hasznalt hegyet, hiszen a rajtuk marad6 folyadékcseppek beszennyezhetik tiszta torzsoldatainkat.
(A nagy tisztasagl fehérje, enzim, nukleinsav, stb. mintdkat — de egyes vegyszereket is — altalaban rendkiviil
koltséges, munka és iddigényes eldallitani, igy igen fontos tisztasagukra tigyelni. Beszennyezett mintakkal nem
lehet megbizhato kisérleteket végezni!) A hegy eltavolitasa a pipettak tobbségén egy kiilon nyomogomb segitségével
végezhetd el, mely egy kar segitségével leloki a hegyet a pipettardl. A hegyeket megvasarolhatjuk elére csomagolva,
az adott hegy megfeleld tarolasat, és a pipetta végére rogzitését eldsegité dobozokban is (1.8.B abra). (Elég az
eszkoz végét a kivalasztott hegy nyilasaba nyomni, igy az megszorul a pipettan. Fontos a szoros, légmentes
kapcsoldodas; ennek hianyaban a hegybe nem a megfeleld mennyiségti folyadék jut, ill. a bejutott folyadék kicsopog
az atvitel kdzben.)

1.8. abra. A: Kiilonb6z6 méretii, valamint specialis (steril sziirdvel ellatott és hosszitott) pipettahegyek; B: Pipettahegy
rogzitése a pipettan, kdzvetleniil a dobozbol.
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A pipetta kezelése egyszer(, bar némi gyakorlast igénylo feladat. (1.9. A-H dbra) A pipetta dugattyjanak harom
allasa lehetséges. Alaphelyzetben (,,1. allas™) a dugattytt és a hozza kapcsolt nyomogombot egy rugoés mechanizmus
felfelé nyomja. Amennyiben hiivelykujjunkkal, finom mozdulattal, nem tal nagy erét kifejtve lenyomjuk a dugattyt,
levegd aramlik ki a pipettabol (a korabban rogzitett) pipettahegyen at. Miutan a beallitott térfogatnak megfeleld
levegémennyiség tavozott, a dugattyti érezhetden megall (,,2. allas™). Ekkor a pipetta hegyét a kivalasztott folyadék
felszine ala meritjiik, majd lassan felengedjiik a dugattyut, igy a megfeleld mennyiségii anyag a hegybe jut. Ezt
kovetden a hegyet kiemelhetjiik, a felszivott folyadékot pedig atvihetjiik egy masik csébe, vagy edénybe. A
nyomogombot ismételten lenyomjuk a 2. allasig, igy a folyadék 0j helyére keriil. Gyakran eléfordul, hogy egy kis
csepp a pipettahegy végében marad. Ennek eltavolitisa a pontossag miatt nagyon fontos; a dugatty(i nagyobb
erével torténd, tovabbi lenyomasaval lehetséges (ekkor levegd aramlik ki a pipettabol) (,,3. allas”). A pipettahegyet
a folyadékbol a dugattyu felengedése nélkiil kell kiemelni; célszerlien a masodik allasbol a harmadik allasba torténd
lenyomas kozben, vagy azt megel6zben keriil erre sor. Nagyon fontos, hogy amig a hegyben folyadék van, a pipettat
nem donthetjiik oldalra; kdzel fliggdleges allasban kell tartani, ezzel elkeriilve a folyadék dugattytiba jutasat és az
eszkoz karosodasat! Foként kis térfogatok pipettazasanal (pl. enzimoldatok) kell {igyelniink arra, hogy a hegyet
ne meritsiik til mélyen a pipettazando folyadékba, ugyanis a hegy kiilso feliiletére tapado folyadékcseppek jelentds
pontatlansadgokat okozhatnak!

1.9. abra. A-B: A pipetta dugattytjanak harom allasa; D-H: A pipettazas folyamata (D: térfogat beallitasa, E:
pipettahegy rogzitése, F: a folyadék felszivasa, G: a hegy athelyezése egy 0ij csébe, H: a folyadék leeresztése).
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1.5. Folyadékok keverése

Amennyiben tobb, kiilonboz6 folyadékot, vagy oldatot mériink Ossze, gondoskodnunk kell azok alapos
Osszekeverésérdl. Pipettaink erre is alkalmasak: a hegyet a keverendé folyadékba meritve, majd a dugattytt az 1.
¢és 2. allasok kozott tobbszor fel-le mozgatva elérhetd a megfeleld keveredés. Alternativ megoldasként alkalmazhatjuk
az ugynevezett Vortex-keverot (1.10.A abra). A késziilék miikodtetéséhez a tetején talalhaté gumiparnat a keverendd
folyadékot tartalmazo csé (alt. Falcon-, Eppendorf-, vagy kémcsd) aljaval lenyomjuk. Ekkor a gumiparna gyors,
korkords, mozgasba kezd, ami a folyadék razkodasahoz, illetve forgasdhoz vezet. Ez hatékony keveredést biztosit
meglehetdsen kis (10-50 pl) térfogatok esetén is. Fontos, hogy a folyadék a csében addig a pontig szdkik fel, ahol
azt fogjuk. Ha egy nyitott cs0 tetején tartjuk ujjainkat vortexelés kdzben, akkor a folyadék konnyen kifroccsenhet!

Nagyobb térfogati oldatok keverésére magneses keverdt hasznalhatunk (1.10.B abra). A késziilék belsejében
szabalyozhat6 sebességgel forgd motor egy erds magnest forgat. A feddlemezre helyezett f6z6poharba, vagy
lombiba egy teflonbevonatu, szintén erds magnest tartalmazd keverdbabat helyeziink. A belsd magnes forgd
mozgasat koveti a kever6baba mozgasa, ezaltal az oldat is forgasba jon. Szdmos kiilonbdz6 méretii és alaku
keverébaba koziil valaszthatunk (1.10.C abra) a folyadék térfogatdnak, az edény alakjanak és térfogatanak
fiiggvényében. A keverd lehet hdmérsékletszabalyozoval ellatva, ilyenkor a fed6lemeze flithetd. Ha pedig az
oldatunk felmelegedése keriilendd, akkor a féz&pohar v. lombikot célszerii egy jeges-vizes oldatot tartalmazo
kristalyosito csészében helyezni a kever6lapra. A magneses keverdt gyakran hasznaljuk kiilonb6z0 szilard anyagok
oldodasanak eldsegitéséhez, gyorsitasdhoz, illetve akkor, ha az oldat intenziv, allando keverése sziikséges. Utobbi
esetre példa a pufferoldatok pH-janak beallitasa. Ekkor egy digitalis pH mérd berendezés segitségével kovetjiik a
pH valtozasat, mikozben erds sav, vagy bazis oldatat adagoljuk a pufferhez, egészen addig. mig a kivant pH értéket
elérjiik. (A berendezéshez rendszerint egy kombinalt {ivegelektrod csatlakozik, mely az oldat H' (oxéniumion)-

N

Az oldat az ujj
magassagaig
. mozdul el

BIOSAN

1.10. abra. A: Folyadék keverése Vortex keverdvel; B: Folyadék keverése pH mérés kozben, magneses keverd
segitségével (a folyadékba fentrdl belemeriil a pH mérd berendezés kombinalt iivegelektrodja); C: Kiilonbzo
méretii és alaku, teflonnal bevont, magneses keverébabak.

1.6. Tomegmeérés

Az oldatok készitéséhez hasznalt szilard anyagok kimérését kiilonbozé pontossagi digitalis mérlegek segitségével
végezzilk. Az egyszerlibb mérlegek 0,1 g pontossaggal dolgoznak; mérési tartomanyuk a néhany grammos
mennyiségektdl a néhany szaz grammos mennyiségekig terjed. (1.11.A abra) Kisebb tomegek, akar
tizedmilligrammos mennyiségek (szdzadmilligrammos pontossaggal) mérése analitikai mérlegeken lehetséges.
Ezeket rezgésmentes asztalon kell elhelyezni, tovabba a mérés kozbeni 1égmozgasok zavard hatasat is ki kell
kiiszobdlni. Utobbi célra a mérlegre épitett, atlatszo, nyithatd bura szolgal (1.11.B dbra), amelyet a mérés kozben
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zarva kell tartani. A kiilonboz6 vegyszerek kimérését a mérlegre helyezett, eldobhat6, miianyag talca (esetleg egy
f6zOpohar, ill. egyéb edény), valamint vegyszereskanal, vagy spatula segitségével végezhetjiik. Nagyon fontos a
mérésre hasznalt edény tomegét elészor iires allapotban lemérni, majd a mérleg kijelzdjét az erre szolgalé gomb
segitségével lenullazni (,,tarazni”), igy csak a kimért anyag tomegét mutatja a mérleg.

1.11. abra. A: Digitalis mérleg kiméré edénykével, spatulakkal és vegyszereskanalakkal; B: Analitikai mérleg
rezgésmentes asztalon.

1.7. Viztisztitas; oldatok, eszkozok sterilizalasa

A biokémiai és molekularis biologiai kisérletekhez, az oldatok készitéséhez rendkiviil tiszta vizet kell hasznalnunk.
Ezt sok laboratérium készen vasarolja, am elkészithetd ,,hazilag” is, pl. (t6bbszori) desztillacidval, vagy a csapviz
sz{ir6kon, ill. ioncseréld gyantakon torténd atvezetésével (1.12.A abra). A kiilonbozd, egyre kisebb porusmérett
szlir6k egymas utan kotésével megszabadulhatunk a vizben taldlhaté nagyobb, majd egyre kisebb szemcséjii
szennyezodésektdl, baktériumoktol és egyéb mikroorganizmusoktol, mig az ioncseréld gyantak a vizben oldott
ionok eltavolitasat végzik el. (Mind a sziir6ket, mind az ioncseréld gyantakat id6rol-idére cserélni kell!) A viz
mindségét az elektromos ellenallas (vagy a vezetdképesség) mérésével ellendrizziik. (A tiszta viz ellenallasa igen

nagy.)

Az oldoszerek, oldatok, vegyszerek, eszk6zok, csovek és edények tisztasaga altalanos kovetelmény, &m sok esetben
ezek sterilitasara is oda kell figyelniink. A sterilitas nem jelent mast, minthogy a kiilvilagbdl a kisérleti rendszerbe
jutdé mikroorganizmusokat eltavolitjuk vagy elpusztitjuk. Szamos fizikai és kémiai mddszer koziil valaszthatunk,
a sterilizaland6 anyag, vagy eszko6z tulajdonsagainak fiiggvényében. Steril eszkdzoket zart csomagolasban szamos
cég forgalmaz, ezeket pl. nagy energiaju (gamma) sugarzas segitségével sterilizaljak.
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Lehetdség van eszkozeink ,,hazi” sterilizalasara is; erre a legelterjedtebb laboratoriumi megoldast az autoklavok
jelentik (1.12.B dbra). Az autoklav tulajdonképpen egy erds fal tartaly, melynek fiithetd belso terébe kell a
sterilizaland6 eszkdzoket elhelyezni, majd ugyanide megadott mennyiségii vizet kell tolteni. (A viz nem lepi el a
behelyezett eszkdzoket, ugyanis azok valamilyen emelvényen, a viz szintje f6l6tt allnak.) A berendezés ajtajanak
Iégmentes lezarasa utan megkezdjiik a belso tér felflitését. Mivel ez egy zart tér, igy a hdémérséklet emelkedésével
a viz parolgasa miatt a nyomas is megndé. A miiveletet altalaban 20 percen keresztiil, 121 °C -on végezziik. (A
talnyomas ellen biztonsagi szelep véd.) A nagy nyomasu gbz ennyi id6 alatt elpusztitja még a legellenallobb
baktérium-endosporakat is. Természetesen csak olyan eszkozoket sterilizalhatunk autoklavban, melyek kibirjak
az emlitett hdmérsékletet. Az livegeszkozokre ez kivétel nélkiil igaz, de szerencsére a fentebb emlitett milanyag
eszk6zok (Falcon-csd, Eppendorf-csd, pipettahegy, stb) szinte mindegyike ilyen (vagy vasarolhatunk ilyet). Nagyon
fontos, hogy eszkozeinket az autoklavba helyezés el6tt dobozba tegyiik, vagy egyéb modon becsomagoljuk (pl.
alufdlia), illetve az edényeket lefedjiik, hiszen kivételkor Gjra beszennyezddhetnek. Az autoklavot hasznalhatjuk
oldatok sterilizalasara is, de csak akkor, ha az oldat komponensei nem bomlanak el az alkalmazott hdmérséklet és
nyomas mellett. (Ez a hasznalt szervetlen vegyiiletek tobbségére, de szamos egyszerii szerves vegyiiletre, pl.
pufferekre is igaz.) A baktériumok tenyésztésére hasznalt taptalajokat, médiumokat is autoklavban sterilizaljuk.

—

1.12. abra. A: A laboratoriumi kovetelményeknek megfeleld tisztasagu viz eléallitasa sziir6k és ioncserélok
segitségével torténik; B: Autoklav.

Amennyiben az oldat tartalmaz olyan komponenst, mely bomlasnak indulna az autoklavban (pl. glikkoz, vagy
egyéb cukrok), szlir6k hasznalataval kell a sterilizalast elvégezni (1.13. abra). Ezek olyan kis porusmérettel (0,2
um) rendelkeznek, hogy a baktériumok nem jutnak at rajtuk. Fontos, hogy maga a sziird is steril legyen; ezeket
egyesével csomagolva véasarolhatjuk meg. Talan a legelterjedtebbek a fecskenddre szerelhetd sziirok, de 1éteznek
egyéb, pl. vakuum segitségével miikddtetett megoldasok is.
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1.13. abra. A: Becsomagolt, steril sziir; B: Az eszk6z korong alak, kiszélesedd részében talalhato nagy feliileti,
0,2 pm porusméretli membran még a baktériumokat is eltavolitja az oldatbol; C: A sziir6t fecskend6 végére
rogzitjiik; D: A szlrés folyamata.

1.8. Sejttenyészetekkel végzett munka

A sterilitas rendkiviil fontos, hiszen az oldatokban elszaporodé mikroszkopikus él6lények az oldat komponenseit
lebontjak, sajat anyagaik felépitése soran hasznositjak, tovabba szamos @ij vegyiiletet juttatnak az oldatba. (Erdekes,
hogy egyes algak még a desztillalt vizben is képesek elszaporodni!) Olyan kisérletekben, vagy munkafolyamatokban,
ahol valamilyen sejttenyészettel dolgozunk, (pl. E. coli baktérium hasznalata a rekombinans DNS technikékban)
szintén kulcsfontossagu a tenyészet tisztasaganak megdrzése. Ekkor minden eszkozt, oldatot, médiumot és taptalajt
sterilizalnunk kell a hasznalat el6tt, tovabba a tenyészetekkel végzett munkat (pl. sejtek atoltasat uj taptalajra) steril
fiilkében (1.14.A abra) végezziik el. A fiilkében mikroorganizmusoktdl megsziirt levegd aramlik feliilrél lefelé.
A belso tér kikapcsolt allapotban zart. Hasznalat kdzben az atlatszo eldlapot felemeljiik, majd az igy 1étrejott
nyilason keresztiil dolgozunk. A munkafolyamatok kdzben gumikesztytit viseliink. A behelyezett eszk6zoket (pl.
oltokacs, szélesztGbot) etilalkohol segitségével, és/vagy a bent talalhatd gazégd hasznalataval tehetjiik sterillé, de
az eszk6zok tobbségét mar eleve sterilen helyezziik a fiilkébe. Mivel a levegé lefelé aramlik, fontos, hogy ne
emeljiik keziinket, vagy nem steril eszkozeinket (pl. pipetta) steril tenyészetek, taptalajok, vagy eszk6zok folé,
hiszen a légaramlas altal lefelé sodort porszemcsék beszennyezhetik azokat. A munka végeztével a fiilke ellapjat
lezarjuk, majd a bels6 teret UV fény hasznalataval (beépitett UV lampa) tessziik csiramentessé.

A kiilonb6z0, bakterialis vagy eukaridta sejttenyészetek szamara a megfeleld koriilményeket inkubatorok vagy
fermentor segitségével teremtjiilk meg (1.14. B-D abra). A megfeleld hdmérséklet biztositasa érdekében ezek a
késziilékek képesek a mintdk befogadasara szolgald belsé tér flitésére és hiitésére. (Az egyszeriibb, olcsobb
késziilékek csak fliteni tudnak.) A kiilonboz6 sejteket tenyészthetjiik valamilyen felszinen: a baktériumsejteket
petri-csészékbe ontott, gél allagu, agar lemezeken (1.14.B abra), mig az eukariota (pl. human) sejteket — melyek
altalaban tulélésiikhoz igénylik a letapadast — erre szolgald, lapos tenyésztd flaskak alsé feliiletére tapadtan, a
megfeleld folyékony médium mellett (1.14.C abra). Foleg eukariota tenyészetek, de egyes baktériumok esetén is
fontos a hdmérsékleten tul a megfeleld gazosszetétel (pl. O, mentes kézeg; CO, szint, stb) biztositasa, ami szintén
az inkubator feladata. Amennyiben nagy mennyiségli sejt 1étrehozasa a cél (pl. rekombinans fehérjék E. coli
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baktériumban torténd termelése esetén), razatott folyadékkultirakat alkalmazunk (1.14.D abra). Ekkor a sejtek a
folyadék teljes térfogatat kihasznalva novekedhetnek. Ehhez — ahogy mar emlitettilk — altalaban Erlenmeyer-
lombikokat hasznalunk, tovabba razo inkubatorokat, melyek gyors, korkords mozgassal biztositjak a behelyezett
sejtkultira aramlésat, és ezen keresztiil az intenziv gazcserét.

1.14. abra. A: Steril fiilke; B: Inkubator (37 °C), benne baktérium tenyészetek agarlemezeken; C: Inkubator (37
°C), benne eukariota sejttenyészetek; D: Fiithet6 razo inkubator (37 °C), benne folyadékkulturaban névekvé E.
coli baktériumok.

1.9. Centrifugak

A razatott folyadékkulturabol a sejteket kiilonbdzo centrifugak segitségével tavolithatjuk el (1.15. abra). Ugyanigy
tulajdonképpen barmilyen szuszpenziot, vagy kolloidalis rendszert (pl. kicsapodott fehérjék egy oldatban)
szétvalaszthatunk két frakciora, melyeket altalanossagban feliiliszonak (oldat) és csapadéknak, vagy pelletnek (a
centrifugacs6 aljan 6sszetomorddott anyag) neveziink. A centrifuga felépitése alapvetden egyszerii: egy allo és
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egy forgod részbdl (rotorbol) all. Az allo rész tartalmaz egy elektromos motort, mely a rotor forgatasaért felelés. A
rotor feladata a mintakat tartalmazo centrifugacsévek befogadasa. Mivel mintaink sok esetben héérzékenyek (pl.
fehérjék hodenaturacioja), a centrifugak jelentds része hiithetd belso térrel rendelkezik. Szamos kiilonb6z6 mérett
laboratoriumi centrifuga létezik, az egyszerli ,,asztali” késziilékekt6l — melyek altalaban Eppendorf-csdvek
befogadasara képesek — a tobb literes mintatérfogatok esetén alkalmazott preparativ centrifugakig. A nagyobb
meéretli késziilékeket altalaban tobb, kiilonbozo rotorral is hasznalhatjuk, igy a centrifugalas paramétereit a mintadkhoz
szabhatjuk. A centrifugacséveket mindig a rotor tipusanak megfelelden kell megvalasztani (1.16. abra). Nagyon
fontos, hogy a mintakkal feltoltott centrifugacsdveket ugy helyezziik el a rotorban, hogy a szemkozti csovek tomege
azonos legyen, vagyis minden esetben alkalmazzunk ellensulyokat (pl. vizzel toltétt centrifugacsé a mintaval
szemben) ¢és a tomegazonossagot pl. kétkara mérleggel ellendrizziik. Ha a tomegeloszlas a forgastengely kortil
nem szimmetrikus, az — az alkalmazott igen nagy forgési sebességek mellett — a késziilék tengelyének toréséhez,
a rotor és az egész berendezés karosodasahoz, stlyosabb esetben balesethez vezethet.

1.15. abra. A: Asztali Eppendorf-centrifuga a rotorban szimmetrikusan elhelyezett Eppendorf csdvekkel (maximalis

fordulatszam: 14 000/perc); B: Szemipreparativ, hiithetd centrifuga, Eppendorf rotorral; C: Preparativ centrifuga

és rotorja, mely tobb liter folyadék egyszerre torténd centrifugalasara képes; D: Szemipreparativ rotor és fedele;
E: Preparativ rotor és fedele.
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1.16. abra. Kiilonbozé méreth centrifugacsovek.

A centrifugak forgasi sebességét altalaban a percenként megtett fordulatok szdmaval adjuk meg. Ennél azonban
a kisérlet szempontjabol sokkal informativabb a relativ centrifugalis gyorsuldas megadasa, ugyanis a mintaban
talalhatd, adott tomegi részecskékre hatd erdt ez hatarozza meg. (Az erét a gyorsulds ¢és a tomeg szorzataként
kapjuk.) A relativ centrifugalis gyorsulast a Fold felszinén tapasztalhatdé nehézségi gyorsulashoz (g ~9,8 m/s2)
viszonyitjuk. Alland6 szogsebesség, vagyis fordulatszam mellett a centrifugalis gyorsulas a forgastengelytél
szamitott tavolsagtol (vagyis a sugartol) fiigg. A sugarat a centrifuga rotorjanak geometridja hatarozza meg. Ha
két kiilonb6zo centrifugaban ugyanolyan fordulatszamon porgetjiik mintainkat, teljesen eltéré eredményre juthatunk,
ugyanis a részecskékre haté eré jelentdsen kiilonbozhet, s ez mas-mas iilepedési sebességet eredményez. Eppen
ezért nem a fordulatszamot, hanem a relativ centrifugalis gyorsulast (azt, hogy hany ,,g”-vel centrifugalunk) szokas
megadni a kisérletek leirasaban. Az egyszerlibb centrifugak maximum néhéany tizezer g relativ centrifugalis
gyorsulassal jellemezhetdek, mig az ultracentrifugaknal (1.17. abra) ez az érték mar tobb szdzezres nagysagrendbe
is eshet. Az ehhez sziikséges nagy fordulatszam kdnnyebb elérése érdekében a rotor koriili térben egy szivattyt
segitségével vakuumot hozunk Iétre. Az ultracentrifugdk preparativ felhaszndlasan tal (pl. sejtlizatumbol
membrantdrmelékek eltavolitdsa valamilyen fehérje izolalasa el6tt) szamos analitikai alkalmazas is ismert.
Tanulmanyozhatunk velikk példaul fehérje-fehérje interakciokat, vagy fehérje-oligomerizaciot. (A DNS
szemikonzervativ replikaciojat is ultracentrifugaval végzett, siirliség-gradiens centrifugalasos kisérletekben sikertilt
megfigyelni eldszor.)
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1.17. ébra. A: Mikro ultracentrifuga (maximalis fordulatszam: 100000 min 1, maximalis gyorsulas: 300000 g); B:
A mikro ultracentrifugahoz tartozoé rotorok; C: Szemipreparativ ultracentrifuga (maximalis fordulatszam: 70000
min 1, maximalis gyorsulas: 350000 g); D: A szemipreparativ ultracentrifugdhoz tartozé rotorok.

1.10. Egyéb, gyakori technikak:
spektrofotométer, elektroforézis, kromatografia

A biokémiai és molekularis bioldgiai laboratoriumokban az eddig felsoroltakon kiviil még szamos eszkozzel és
mérémiszerrel talalkozhatunk. Szinte biztos, hogy a laboratoriumok tobbségében talalunk spektrofotométert (1.18.
A abra). A fotometria a mintan, példaul egy biomolekula oldatan atjut6d fény intenzitdsanak mérését jelenti. Ha
az oldat valamely komponense elnyeli a fényt, a mért intenzitas lecsdkken. A spektrofotométer olyan késziilék,
mely a fény hullamhosszanak fliggvényében vizsgalja a minta fényelnyelésének mértékét, vagyis abszorbanciajat
(extinkcidjat). Az abszorbancia mértéke fiigg a fényt elnyeld anyag koncentraciojatol, igy a spektrofotométereket
mérésre szolgald mintatartokat kiivettanak nevezziik (1.18.B abra) Ezek csaknem kivétel nélkiil négyzetalapt,
leggyakrabban 1 cm vastag atlatszo oldala hasdbok. Anyagukat a mérés hullamhossz-tartomanya szerint kell
megvalasztani ugy, hogy elnyelésiik minimalis legyen: atlatszo mlianyagbol, vagy livegbdl késziilt kiivettakat a
lathat6 fény tartomanyaban, mig kvarcbol késziilteket az UV tartomanyban hasznalunk. Gyakran eléfordul, hogy
sok minta abszorbancigjat kell meghatdroznunk. Ez a hagyomanyos fotométerek és kiivettak hasznalataval sok
1d6t venne igénybe. Az tigynevezett plate-reader vagy ,lemez-leolvas6” egy olyan késziilék, mely szdmos minta
abszorbancidjanak mérésére képes igen rovid id6 alatt (1.18.C dbra). A mintatart6 ez esetben egy miianyag télca,
melyen zsebeket alakitottak ki (pl. 96 lyuku talca, melyen a zsebek 8 sorban és 12 oszlopban helyezkednek el). (4
fotometriarol, spektrofotométerekrdl bovebben a 4. fejezetben lesz sz0.)
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1.18. abra. A: Spektrofotométer; B: Uvegbdl, milanyagbol, vagy kvarcbol késziilt kiivettdk (mintatartok); C: Lemez-
leolvaso (plate-reader), 96 lyuku talcaval és mintakkal.

A biokémiai laboratériumokban szintén talalunk valamilyen elvalasztastechnikai berendezést (1.19. abra). Az
elvalasztastechnikak két nagy csaladjaba az elektroforetikus- és kromatografias eljarasok tartoznak. Elektroforézis
soran az elektromos tér toltéssel rendelkezd részecskékre (példaul a cukorfoszfat-gerinc miatt negativ toltéssel
rendelkez6é DNS-re) gyakorolt mozgatd hatasat hasznaljuk ki ) (1.19.A abra). A molekulak mozgatasat altalaban
olyan kozegben végezziik, ahol azok kiilonbozo sebességgel haladnak méret, alak, vagy toltésbeli kiilonbségeik
miatt. A kozeg altalaban egy gél, azaz térhalos polimer, melyet vizes oldattal teli, kiilonboz6 méretii jaratok haloznak
be. A jaratok mérete dsszemérhet6 a molekuldk méretével, igy a gél képes ,,molekularis szliroként” viselkedni.
(Az elektroforetikus technikak a 7. fejezetben keriilnek ismertetésre.) A kromatografids technikak valamilyen
anyagnak egy allo és egy mozg6 fazis kozotti megoszlasat hasznaljak ki. A biokémidban az 4ll6 fazis altalaban
egy lireges csdbe (,,0szlopba”) toltott polimer anyag szemecséit (,,gyongyok™) jelenti, mig a mozgo fazis (,,eluens”)
az ezek kozott aramlo oldat. Az elvalasztas a molekuldk mérete, alakja, toltése, izoelektromos pontja, hidrofob
jellege, vagy specifikus biologiai aktivitasa szerint torténhet; az allo- és mozg6 fazist e szerint kell megvalasztani.
A kromatografids berendezések altalaban puffertartaly(ok)bol, az eluenst mozgatd pumpabol, a minta felvitelét
lehetdvé tevo injektorbdl, az allo fazist tartalmazé oszlopbol, detektorbol és frakcidoszedobol allnak (1.19.B-C
abra). A vezérlést és az adatgyijtést gyakran egy csatlakoztatott szamitogép végzi. (4 kromatografias modszerek
részletes ismertetésére a 6. fejezetben keriil sor.)
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1.19. abra. A: Gélelektroforézishez hasznalt tapegység és a hozza csatlakoztatott puffertartaly (a puffertartalyban

talalhato a gél, melyben az elvalasztas zajlik); B: Kromatografias munkaallomas (HPLC: High-Performance Liquid

Chromatography, azaz nagy teljesitményi folyadékkromatografia) C: Kromatografias munkaallomas (FPLC: Fast
Protein Liquid Chromatography).

1.11. Biolégiai mintak tarolasa

A biologiai mintak feldolgozasa sokszor iddigényes feladat, igy gyakran hosszabb-rovidebb ideig tarolnunk kell
Oket. Mivel a mintak igen sokfélék (él6 eukariota sejtek, baktériumok, szovetmintak, fehérje, DNS, vagy RNS
preparatumok, stb.), tovabba fizikai és kémiai tényezokkel szemben mutatott érzékenységiik eltérd, tarolasuk
optimalis koriilményeit gyakran kisérletes titon kell meghatarozni. A tarolas soran idealis esetben a minta Gsszetétele,
kémiai, fizikai tulajdonsagai, vagy biologiai aktivitasa egyaltalan nem valtozik meg. Ez a gyakorlatban sajnos
minden esetben csak részlegesen valosul meg, igy fontos a munkafolyamatok, kisérletek megtervezésén keresztiil
a tarolas idejét a minimalisra csdkkenteni.

A biologiai mintakban kiilonboz6 gyorsasaggal, de folyamatosan zajlanak enzimek altal katalizalt és spontan
kémiai atalakulasok. Ahogy azt mar emlitettiik, az utobbiak némelyike (pl. levegd oxigénje altali oxidacio) ellen
védekezhetiink a minta kiilvilagtol torténd elzarasaval. Foként hossza tavu tarolas céljara a mintat kizardlag jol
zarodo csovekben, vagy edényekben szabad elhelyezni! Gyakran sziikséges azonban a mintahoz olyan vegyiileteket
is hozzaadni, melyek bizonyos karos hatasoktol megvédik azt. Ilyen a 2-merkaptoetanol, mely redukaloszerként
véd az oxidaciotol, de ilyenek a kiilonb6z6 proteaz inhibitorok, melyek a fehérjéket lebontd enzimek miikodését
gatoljak, vagy példaul a natrium-azid (NaN3), mely 1égzésgatld hatasa miatt az esetlegesen a mintaba kertilt
mikroorganizmusok ndvekedését gatolja.

Az is el6fordul, hogy a minta tarolasa el6tt eltavolitunk bel6le olyan komponenseket, melyek annak instabilitasat
okozhatjak. Erre talan a legjobb példa a mintdk liofilizalasa, mely igen gyakran hasznalt technika. Mint tudjuk, a
biokémiai folyamatok vizes kézegben (oldatban) jatszodnak le, rdadasul a viz szamos reakcidban kozvetlentil,
reagensként is szerepel. Ilyen példaul a polinukleotidok foszfodiészter-kotéseinek hidrolizise. Ha tehat (kozel)
vizmentessé tessziik mintankat, szamos reakciot nagyon jelentdsen lelassithatunk. A liofilizal6 késziilék vakuumot
allit eld (1.20. abra). A mintankat lefagyasztjuk a késziilékre csatlakoztathatd vakuumkamrak egyikébe torténd
behelyezés eldtt. A fagyott mintabol a viz lassan elszublimal, majd egy hitott felszinen kristalyosodik ki ujra.
Néhany ora leforgasa alatt igen alacsony viztartalom érheté el. A mddszert foként fehérje, vagy nukleinsav
preparatumok esetén szokas alkalmazni. Habar a liofilizalas altalaban nem vezet denaturacidhoz, bizonyos fehérjék
denaturalodhatnak, igy — amennyiben renaturaciojuk nem megoldott — késébbi visszaoldasuk nem lehetséges.
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1.20. abra. A: Liofilizator, tetején a vakuum kamraval; B: A vakuum kamra csovek segitségével kiterjeszthetd,
igy tobb minta egyidejii kezelése is lehetséges; C: Liofilizalodo minta a vakuum kamraban, egy Falcon-cs6
belsejében.

A kémiai atalakulasok sebességét nem csak a reagensek elvonasaval, vagy a katalizatorok gatlasaval lassithatjuk;
ennek egyik legegyszeriibb modja a homérséklet csokkentése. Tarolhatjuk mintainkat -192 °C-on folyékony
nitrogénben, -80°C-on specialis fagyasztdszekrényben, -20 °C-on egyszeri (haztartasban is hasznalt) fagyasztoban,
0 °C-on olvado jégen (foként rovidtavon, a kisérlet, vagy munkafolyamat kézben), illetve 4 °C-on hiitészekrényben.
A folyékony nitrogént egy hdszigetelt, de nyitott, tartalyban taroljuk (1.21. abra). A folyadék allando forrasban
van, ez endoterm folyamat, vagyis h6t von el kdrnyezetét6l. Amig a forras tart (nem fogy el a folyadék), a
hémérséklet allanddan a forraspontnak megfeleld (-192 °C) marad. Nem szabad a nitrogéntartalyt lezarni, ugyanis
ez a folyadék felmelegedését és a nyomas jelentds novekedését okozna, ami egy nem megfeleléen erds tartaly
esetén akar robbanashoz is vezethet, nem beszélve a szétfroccsend és azonnal forrasnak induld nitrogén fagyaszto
hatéasarol. A tartalyokban kivehet6 allvanyok szolgalnak mintaink elhelyezésére (1.21.B abra) A mintakat specialis
milanyagbdl késziilt csovekben (,,cryotube”) kell elhelyezni, ugyanis a hagyomanyos Eppendorf-csdvek konnyen
elrepednek ilyen hdmérsékleten (1.21.D &bra). Folyékony nitrogénben tarolhatunk fehérje és nukleinsav
preparatumokon tul akar lefagyasztott eukariota sejteket is, melyek felolvasztva visszanyerik életképességiiket,
hiszen a vizes oldatok ilyen homérsékletre helyezve rendkiviil gyorsan, ,,iivegszeriien” fagynak meg, igy nem
képz6dnek hegyes jégkristalyok, melyek a membranokat megrongalhatnak. (Altalaban sziikséges valamilyen
Krioprotektans” anyag, pl. glicerin hozzaadasa is a sejtekhez.) Fagyasztoszekrényben is, -80 °C-on tarolhatunk
hasonlé modon gyorsfagyasztott, €16 baktériumsejteket (1.21.E dbra). Szovetmintakat, fehérjeoldatokat, egyéb
bioldgiai mintakat — érzékenységiiktol és idotartamtol fliggben — tarolhatunk akar -80, vagy -20 °C-os fagyasztoban
is. Hitészekrényben, 4 °C-on féként pufferoldatokat, vegyszereket tarolunk; bioldgiai mintakat csak rovid ideig
(valamilyen munkafolyamat kdzben).
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1.21. abra. A: Folyékony nitrogénnel toltott mintatarold; B: A taroldban kiemelhetd fém allvanyok szolgalnak a
mintak elhelyezésére; C: A belsé homérsékletet egy digitalis kijelzon olvashatjuk le; D: A biologiai mintak folyékony
nitrogénben torténd tarolasdhoz hasznalt ,,cryotube”; E: Mélyfagyaszto szekrény (-80 °C).
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2. fejezet - Mértékegységek és oldatok

szerzO: Venekei Istvan

2.1. A mértékegységekrol

A mennyiségek megadasara mértékeket hasznalunk. Minden mértéknek definiciéval megadott egysége van. A
tudomanyban hasznalt mértékegységek pedig tudomanyosan megalapozott rendszert alkotnak. Ez az SI (System
International) rendszer és az SI mértékegységek. Csak az ezek kozott szerepld mértékegységek a ,,hivatalosak”,
noha néhany esetben hagyomanyos, az SI-be nem tartozoé mértékegységek is hasznalatban vannak (pl. kaloria,
Angstrom, stb).

A mennyiségek kozott, és ezért a mértékegységek rendszerében is két tipust kiillonboztetiink meg. Az egyik, kisebb
csoport az alap mennyiségeké, amelyek nem szarmaztathatok mas mennyiségekbol. Ezek koziil a biokémiaban is
hasznalatos mennyiségek a tomeg és stly (gramm, g), a tdvolsag (méter, m), az id6 (szekundum, s), a hdmérséklet
(Kelvin, K és a toltés (Coulomb, C) mérésére szolgalnak (zarojelben a mértékegység neve és szimboluma szerepel).
A masik, joval nagyobb csoport a szdrmaztatott mennyiségeké. Ezek koziil a biokémiaban a térfogat, a koncentracio
mértékegységei (oldatok és mas elegyek anyag aranyainak jellemzésére) a mol (anyagmennyiségek jellemzésére),
valamint az energia mérésére szolgaldé mértékegységek a hasznalatosak.

Fontos tudni a tdémeggel és a sullyal kapcsolatban, hogy noha ezeket gyakran ,,felvaltva” (egymas alternativaiként)
hasznaljak, jelentésiik kiilonb6z6. A tomeg a valamely objektumban levé teljes anyagmennyiséget fejezi ki, amely
a jelen levo Osszes proton és neutron tomegébdl adodik, ha nem is egyszera Osszegzéssel. A suly ezzel szemben
a tdmegvonzas (gravitacios erd) hatasanak mértéke az objektumra. Miutan a proton és neutron tomege egységnyi
(tomegegység, a tomeg egysége), az altaluk okozott tomeg (pl. egy molekula tdmege, a moéltdmeg) is dimenzidtlan
szam (pl. a viz moltomege 18), viszonyszam, ami a protonok és neutronok tomegének egyszerii additivitasa esetén
meg tudna mutatni mennyi proton és/vagy neutron van jelen egy atomban, vagy molekulaban. Mérhetévé ugy
tessziik, hogy pl. grammban fejezziik ki, mivel ettl kezdve sulyként is kezelhetjiik, az arra a célra kifejlesztett
eszkozzel (mérleggel) mérhetjiik. Igy tehat a silymérés jelenti egy fizikai objektum (pl. 18 mL viz, tehat nem atom,
vagy molekula) tomegének mérését, ami viszont fliggévé teszi a tomeg mérését a gravitacios erd hatasatol, ezzel
pedig a helytdl is, ahol mérjiik. (P1. 18 gramm stlynyi H,O nem ugyanaz a vizmennyiség (mL, illetve viztomeg)
az egyenliténél, mint a polusokon, bar az eltérést a hagyomanyos karos mérleggel nem lehet kimutatni, annak
miitkodési elve miatt.) A tomeg és a stly viszonyanak gyakorlati vonatkozasaként tehat nem csak azt mondhatjuk,
hogy a tomeget csak stilyként tudjuk mérni, hanem azt is, hogy a suly nem mas, mint a gravitacio hatasa a tdmegre.
Ezért van az, hogy a suly nagysagat a tomeg €s a gravitacio egyiitt hatarozza meg, és hogy egy objektum lehet
stulytalan, de tomegtelen sosem.

Biokémiaban a makromolekulak esetén hasznalatos tomegegység a Dalton (Da), ami azt fejezi ki, hogy egy molekula
tomege hanyszorosa a hidrogén atom, pontosabban egy proton (vagy egy neutron) tomegének.

Specifikusan a kémidban hasznalatos fontos mennyiség a mdl. A grammokban kifejezett atom és molekula tomegek
felelnek egy molnak (pl. 18 g viz). Ezek a mennyiségek éppen az Avogadro allandényi (6,022x10?%) részecskét
(atomot, iont vagy molekulat) tartalmazzak. A tomeg/suly mértékegysége (gramm), valamint a moél definicidja
miatt az atom- és molekulatomegeket/sulyokat grammban fejezziik ki. A sulyegységekben kifejezett atom- és
molekulatdmegeket nevezziik atom- illetve molekulasulynak (gramm-atomsuly €s gramm-molekulasuly). A
molszamokat a jelen levé anyag és a méltomeg grammban kifejezett mennyiségeinek hanyadosaként kapjuk
(molszam (m) = tdmeg / moltdmeg).
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2.2. A mennyiségek szamszeru kifejezési
maodjai

2.2.1. Az adatok pontossaga — értékes (szignifikans)
szamok

Leszamitva a szamolassal kapott adatokat (értsd darabszam) minden adat pontatlan, mert valamilyen bizonytalansag
tarsul hozza. Ennek forrasa a méréeszkodz véges teljesitd képessége (a készitése, vagy kalibracidja pontossaganak
hatarai miatt), vagy a mérést végzé személy képességei (mérési hiba). Csak sajat mérés esetén tudhatjuk
megbizhatdan a hiba mértékét. A probléma részletes targyalasa nélkiil a kdvetkezdket célszerl tudni: az adatok
pontossaganak becsléséhez két egymassal kapcsolatos informaciora van sziikségiink, a nagysagrendre és a
szignifikans szdmok ismeretére.

A szignifikans szamokat a mérés elérheté pontossaga hatirozza meg. Altaliban a mért adatok utolsd értékei
hordoznak bizonytalansagot, azaz ,,.becsiiltnek” tekinthetdk: értékes szamok = biztos szamok + egy becsiilt szam.
(PL. egy szazad mL beosztast pipettan leolvasott 3,745 mL érték esetén az 5-0s €s a 4-es szam.) Az adatokban
eléfordul6 0-ak értéke (szignifikanciaja) helyiiktdl fiigg. Az adatszam elején 1évo nullak nem értékesek, ugyanugy
az adat végén levok sem, ha a szamban nincs tizedes vessz6 (annak ellenére, hogy az ilyen 0-ak a nagysagrendi
informaciot hordozhatjak). Viszont a 0-ak szignifikansak, ha szamsor végén vannak egy tizedes pontot is tartalmazo
szamban (mert utalnak a mérés pontossagara), illetve ha a szamsoron beliil vannak.

Mindezeket és a mérés (elérhetd) pontossagat is figyelembe kell venni mérési adataink kerekitéssel torténd
egyszerusitésekor. [lyesmire tobbnyire akkor van sziikség, amikor mérési adatunkat valamely matematikai miivelettel
atszamoljuk, vagy szamolassal nyerjiik. (P1. adott tdmegli anyagot 5,4786 mL szamitott értékli olddszerben kell
feloldani. Ha a térfogatmér6 eszkoziink skalabeosztasa tized mL-es a 6-0s és a 8-as (tizezred és ezred) értékek
mérhetetlenek, a szdzad mL (a 7-es érték) becsiilt, a tized mL (a 4-es érték) pedig pontatlan. Ebben az esetben a
mérendd térfogatot — a fenti bizonytalansagok mellett — 5,48 mL-el tudjuk megkozeliteni.) Kerekitéseket szamolasok
kozben mindig célszerli végezni, mert az értelmetleniil hosszii szamok feleslegesen nehezitik a szamolast, és
szamolasi hiba veszélyét rejtik magukban.

2.2.2. Nagy és kis mennyiségek kifejezési moédjai:
hatvanykitevés és prefixum formak

Az esetek tobbségében a (mért) mennyiségek sok nagysagrendnyire eltérnek a mérték egységétol. Ilyenkor a
kerekités nem tudja jelentdsen csokkenteni a szam hosszat. Azért, hogy ezekben az igen kicsi, vagy nagy szamokban
ne kelljen sok nullat irni, ami igen kényelmetlen és hibaforras, két eljaras van hasznalatban. Az egyik a nagy és
kis szamokat hatvanykitevés formava alakitja, és kozben megtartja a mérték kifejezési egységét (skalajat,
nagysagrendjét). A masik eljaras a sok nullat prefixummal helyettesiti, azaz megvaltoztatja a mérték kifejezési
egységét (skalajat). Példaul, a 0,0000043 liter (L) mennyiséget az els6 eljaras szerint 4,3 107 liternek (exponencialis
forma), a masodik szerint 4,3 mikroliternek (uL, prefixum forma) irhatjuk. Az utébbiban a ,,j1”’-t (mikro) prefixumnak
nevezziik, amely megmutatja a skala valtas mértékét a mérték egységéhez képest (a példaban hat nagysagrend
lefelé) ezaltal megtartva a nagysagrendi informaciot, ami az ,.eltlintetett” (lecserélt) nullak hordoztak.

A két eljaras kozotti kapcesolatot a prefixumok definiciodja irja le (2.1. tablazat). Az SI-ben hivatalos prefixumok
az alap mértékegységtdl szamitva harom nagysagrend egységenként vannak meghatarozva, azaz felfelé a 10° (kilo),
a 10° stb., lefelé a 10 (milli), a 10 (mikro) stb. hatvanykitevoknél. Az ettdl eltér6k nem SI prefixumok (nem
,hivatalosak™), pl. a deci (10'1), a centi (10'2), vagy a hekto (102), noha a hétkdznapi életben (nem labor
kdrnyezetben) ezek is hasznalatosak. A prefixum és hatvanykitevés formakat nem szabad keverni (pl. az 5,2 10
pg helyesen 0,52 ng), hasonl6 képpen a szamok normal és hatvanykitevos formaihoz (azaz, hatvanykitevés formaba
nem irunk 10-nél nagyobb 1-nél kisebb értékeket, pl. 3100x10%-t, vagy 0,12x 102, mert ezek helyesen 3,1% 107 és
1,2x 10'3). A prefixumok és hatvanykitevos formak hasznalata azonban énmagaban gyakran nem elegendd a
tulsagosan nagy ,,méretli” (nagyon hosszi1) szamok egyszeriibbeké tételére, s sziikség lehet a fentebb leirt kerekitésre
is.
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nagysagrend prefixum  szimbolum
10 Tera T
107 Giga G
10° Mega M
10° kilo k
100(=1 , 8z egyséqg) = =
107 mill m
108 mikro M
10 nano n
10" piko P
10l femto f
1oi® atto a

2.1. tablazat. Prefixum és nagysagrend skalak és kapcsolatuk.

2.3. Az oldatokrol

2.3.1. Az oldatok meghatarozasa és fobb formai

A valddi oldatok két vagy tobb komponensii, homogén keverékek, amelyekben a legnagyobb mennyiségii
komponenst nevezziik olddszernek, a tobbit oldott anyagnak. A homogén keverékek szabad szemmel egyfazisuak.
(Nem tudunk pl. két folyadék fazist megkiilonboztetni benniik, nem ugy, mint pl. az emulzidkban, ami ezért nem
valodi oldat.) Valodi oldatokban az oldott anyagnak atomjai, molekulai, vagy ionjai vannak diszpergalva az
oldoszerben. Specialis esetet képviselnek azok az oldatok, amelyekben az oldott anyag nem molekularisan van
diszpergalva, de szabad szemmel mégsem lathato (pl. micellak). Ezek ugyan nem molekularis diszperziok, de
mégsem képeznek kiilon fazist. Az ilyen oldatokat kolloid oldatnak nevezziik. Mas meghatarozas szerint az oldat
kolloid, ha az oldott anyag részecske mérete 1 és 1000 nm kozott van. A nagyobb fehérjék ebbe a kategdriaba
esnek, azaz kolloid oldatot képeznek, noha abban a fehérjék molekularisan vannak diszpergalva.

A laborgyakorlatban oldatok alatt altalaban folyadék halmazallapoti keveréket értiink. A biokémiaban az esetek
tobbségében vizes oldatokat készitiink, tehat olyat, amelyben az oldoszer a viz. Ennek {6 oka az, hogy altalaban
fehérjékkel dolgozunk, amelyeknek vizes kdrnyezetben stabil a nativ szerkezete. Kisebb vegyiiletek (pl. enzim
szubsztratok) oldasara, vagy HPLC-s elvalasztasakor gyakran készitlink szerves oldoszeres oldatokat. Az oldatokat
félkvantitativan jellemezve beszélhetiink telitetlen, telitett és taltelitett oldatrél, amelyek, rendre, a maximalis
lehetségesnél kevesebb, azzal megegyezd, vagy annal tobb oldott anyagot tartalmaznak. (Ezek a jellemzok az
oldhatosag okan homérséklet fliggdk.)

[ 4

2.3.2. Az oldatok mennyiségi leirasa — koncentracioé
egységek

Elegyek komponenseinek mennyiségét kvantitativan azok aranyaiként adjuk meg. Ezeknek pontos kifejezései a
koncentracio egységek segitségével irjuk le. Folyadék halmazallapoti keverékek - azaz oldatok - esetén tobbnyire
az oldat valamilyen mennyiségére vonatkoztatjuk a komponensek mennyiségét, a mértékegységtdl fliggden. A
molkoncentrdcio (molaritas, M) esetén példaul, amely a kémiaban hasznalatos mértékegység, az oldat 1 literére
vonatkoztatunk a kovetkezdképpen: egy liter oldatban levé molok szama. (PL. 0,2 M az 0,2 molnyi anyagot jelent
1 liter oldatban.) A kémidban is hasznalatos (noha nem SI) koncentracié mértékegységek a kiillonbozo szdzalékok
(%, amikor valaminek 100 egységnyi mennyiségére vonatkoztatunk). A térfogat és a vegyes szazalék 100 mL
oldatra, mig a sulyszazalék 100 gr oldatra vonatkozikk. (P1. 15 vegyes %-os oldat 15 gramm oldott anyagot jelent
100 mL oldatban.) A sulyszazalékra, vagy stlyszazalékrol torténd atszamitasok esetén az oldat sliriségét is
figyelembe kell venni, amennyiben az nem egy g/mL. Hig (néhany %-os) vizes oldatok stirisége elhanyagolhato
meértékben kiilonbozik egytdl, ezért ezek esetében pl. a stly és a vegyes % gyakorlatilag azonosnak vehet6 (azaz
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3 vegyes % ~ 3 suly %). Fontos tudni azt, hogy gyakorlati okok miatt a biokémiai kisérletekhez hasznalt oldatok
esetén a fentiektdl eltérd, mg/mL, vagy pg/mL ,,.biokémikus” koncentracidegység is hasznalatos.

2.3.3. Oldatok készitése

Miutan a homogenitds alapvetd kritérium, oldatkészitéskor fontos tudnunk az oldani kivant vegyiilet oldhatosagat,
amely homérsékletfiiggd tulajdonsag. A vegyiiletek oldhatosagat tablazatokbdl (szervetlen vegyiiletek esetén),
vagy a gyartotol (pl. katalogusokban megadva) tudhatjuk meg. Az oldhatosagot a homérsékleten kiviil az oldoszer
kémhatasa (pH-ja), azaz az oldando anyag sav-bazis tulajdonsaga is befolyasolja. Bazisok savas, savak lugos
oldatban hajlandok jol oldodni, ezért ennek megfeleléen gyakran kell valtoztatnunk az oldat kémhatasat. Ezt
legegyszerlibben valamilyen szervetlen sav, vagy bazis (rendszerint HC1, NaOH, KOH) adéasaval, illetve valamilyen
puffer rendszer alkalmazasaval érjiik el. Mindkét esetben tudataban kell lenniink annak, hogy a kapott oldat tobb
komponensii, azaz az oldani kivant anyagon kiviil a pH-t befolyasol6 anyagot is tartalmaz.

A pontos koncentrdciok elérése érdekében mindig olyan méréeszkozoket (mérdhenger, pipetta, mérleg stb.)
hasznalunk, amelyeknek maximalis méréstartomanyahoz kozel esik a mérendé mennyiség. (P1. 70 mL oldatot nem
250 mL maximalis méréstérfogati méréhengerben készitiink, hanem 100 mL-esben.) Mivel a leggyakrabban
hasznalt koncentracioegységek (molaritas, vegyes és térfogat %) az oldott anyag mennyiségét az oldat térfogatara
vonatkoztatjak (lasd fent), mindig a kész oldat térfogatanak kell a kivantnak (szamitottnak) lennie, azaz annak
nem csak az oldoszert, hanem az oldott anyagokat is tartalmaznia kell. Ha pl. egy liter 4 M-os CaCl, oldatot kell
késziteniink, akkor a kimért CaCl,-ot nem egy liter vizhez adjuk, hanem joval kevesebbhez (pl. 500-600 mL-hez
- akar feloldodott akar nem), majd ezutan egészitjiik ki a térfogatot egy literre. Csak igy érhetjiik el, hogy az oldat
(teljes) térfogata, azaz a CaCl, és a viz egyiittesen lesz egy liter. Eszerint az eljaras szerint figyelembe vessziik azt
a tényt, hogy az oldott anyagnak is van hozzajarulasa az dsszes térfogathoz (a végtérfogathoz). Egy masik ok, ami
miatt mindig a kivant végtérfogatnal kisebb térfogatu oldoszerbe tessziik az oldani kivant anyagot az lehet, hogy
allitanunk kell a pH-t az oldodas elésegitése, vagy egy kivant érték elérése érdekében. A pH allitashoz sav vagy
lag oldatot hasznalunk, amelynek térfogata tobbnyire elére nem ismert, €s nem elhanyagolhat6. Ha az oldani kivant
anyagot a végtérfogatnak megfeleld mennyiségii oldoszerben oldanank, akkor (még ha az oldott anyag térfogata
elhanyagolhato is) a pH allitasa soran ezt a térfogatot biztosan tullépnénk, igy oldatunk nem a kivant (hanem kisebb

e

hogy a pufferol6 (adalék) anyag térfogatat is tartalmaznia kell a végtérfogatnak.

Osszekeveréskor jo, ha tudjuk mit mihez célszerti, vagy biztonsagos adni. A tdmény kénsav higitasa j6 példa a
néha kotelez6 elovigyazatossagra: mindig a kénsavat adjuk a vizhez, mert forditott esetben a nagy oldashd miatt
felforrd és szétfrocskol6do kénsavas forrd viz stilyos balesetet okozhat. A célszerti sorrend fontossagara példa a
szilard anyagok oldésa: jo, ha az oldoszerhez adjuk az oldandd anyagot, és nem forditva, az oldoszert ontjiik a
szilard anyagra. Ez kiilondsen kovetendo eljaras fehérjék oldasakor, ellenkezd esetben el6fordulhat, hogy a lassan
0ldodo fehérje leragad az edény aljara, ami nagyon lelassitja az oldodast.

Az oldodas sebességét tobbféleképpen gyorsithatjuk: keveréssel, hdmérséklet emeléssel, ultrahang alkalmazasaval,
vagy a komponensek megfeleld sorrendben torténd oldasaval (pl. az akrilamid gélek festéséhez hasznalt Coomassie
oldat készitése esetén). Az elsé szokasos és ,,veszélytelen” modszer. Az ultrahangos kezelés, de kiilondsen a
homérséklet emelés azonban koriiltekintést igényel: figyelemmel kell lenni az oldandé anyag (hd)stabilitasara.
Tipikusan érzékeny anyagok a fehérjék, akarcsak szamos egyszeriibb szerves vegyiilet. Ha oldaskor a pH-t is
allitanunk kell, gyakran tekintetbe kell venniink az oldand6 anyag sav-bazis érzékenységét. A nem kivant
valtozasokat tigy eldzhetjiik meg, hogy keriiljiik nagy mennyiségii illetve toménységii sav, vagy lag oldat adasat.
Inkéabb higabb sav, vagy lag oldatot hasznalunk, kis részletekben adagolva. Néha specialis kovetelményeknek kell
megfelelni, mint pl. fény, vagy oxigén érzékenység, illetve sterilitds. Az utdbbi esetben, ha az oldandé anyag
héérzékeny, az elkésziilt oldatot nem lehet hdvel sterilezni. Ehelyett sziirést kell alkalmazni.

Az elkészitett oldatnak tisztanak kell lennie az oldand6 anyag teljes feloldodasa utan. Ha ez nem teljesiil, akkor a
kész oldatot le kell sziirni. Ehhez hagyomanyos eszkozoket (szlirGpapirt, zsugoritott livegsziirét), vagy egyszer-
hasznalatos, eldobhato, kiilonb6z6 anyagt és porusméretii sziiromembranokat hasznalhatunk az oldat tisztasagaval
szemben allitott kovetelményeknek megfeleléen. Példaul az FPLC-hez és HPLC-hez, valamint az optikai
mérdeszkozokben (fotométer, fluoriméter) hasznalt oldatoknak lebegd részecskét nem szabad tartalmaznia, mert
az karos a berendezés szamara (FPLC, HPLC), illetve zavarja, néha lehetetlenné teszi a pontos mérést.
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Az elkészitett oldatokat jol zaré miianyag, vagy iiveg edényben (cso, vagy iiveg) taroljuk, mert csak igy tudjuk
megakadalyozni azt, hogy az olddszer lasst parolgasa kovetkeztében a koncentracié megvaltozzon. (Ez kiilondsen
illékonyabb szerves oldoszerek esetén fontos.) Ezért a fézépoharak, Erlenmeyer és mas lombikok, vagy
méréhengerek (amelyeket az oldat elkészitésekor hasznalunk) teljesen alkalmatlanok oldatok tarolasara, mert még
vizes oldatok esetén sem teljesitik a biztonsagos tarolassal kapcsolatos fenti kdvetelményt. A legtobb szervetlen
¢és szerves vegylilet oldatat szobahdmérsékleten tarolhatjuk, de a biokémidban vannak oldatok, amelyeket
hiitészekrényben, vagy fagyasztva kell tarolni. Az utobbi a kémiai és mikrobiologiai stabilitas érdekében sziikséges.
Amennyiben nem sterileztiik 6ket, a fehérjék oldata, de még olyan egyszerii szervetlen vegyiilet oldata is, mint a
foszfat soké igen kedvelt megtelepedési helye baktériumoknak és gombaknak. (Ezek megjelenését az oldat lasst
megzavarosodasa és gyakran kellemetlen szagiva valasa jelzi). Az is eléfordulhat, hogy az enzimek (pl. proteazok)
oldatban lassan aktivitasukat vesztik. A hiités, amely esetlikben tobbnyire 0 °C ala torténd hiitést jelent, ha teljesen
megakadalyozni nem is tudja ezeket a folyamatokat, de jelentdsen lassitani igen.

Az oldatokat tarolé edényeket mindig felirattal kell ellatni, amelynek legalabb addig kell olvashaténak maradnia,
amig az oldatra sziikségiink van, vagy el nem fogy. Egy-egy oldott anyagot tartalmazo oldat esetén a koncentracid
mellett az anyag nevét, szervetlen vegyiilet esetén képletét irjuk az iivegre. A legtobb esetben azonban az oldat
azok egyszertien (pl. képlettel) jelolhetdk. A sokkomponensti oldatoknak tobbnyire sajat, megkiilonboztetd neviik
van, ami az adott laboron beliil egyértelmi (pl. aktivalé oldat, szonikald puffer, 10xreakciokeverék, stb.). Szdmos
esetben ezek az oldatnevek ,,nemzetkoziek”, mert valamilyen széles korben alkalmazott eljarashoz tartoznak.
Tipikusan ilyenek a reagensek (pl. Bradford reagens, amelyet fehérjekoncentracié mérésre hasznalunk), és a
tapoldatok nevei (pl. LB, vagy 2YT stb., amelyeket baktériumok ndvesztésére hasznalunk). Az oldat készitésének
az id6pontja is fontos lehet, ezért célszerii azt is feltiintetni.

2.4. Dializis
2.4.1. A dializis elve

A dializis egy olyan eljaras, amit az élet szamos teriiletén alkalmaznak, ahol valamely oldat oldott anyag mennyiségét,
vagy Osszetételét kivanjak megvaltoztatni. A biokémiai laborban a dializist a fehérje oldatok s6 és mas kismolekulaju

crer

jelenti, de gyakran sszetételiiket is valtoztatjuk ekozben.

A dializis egy difftizion alapuld eljaras, amelyben oldott anyagok két folyadéktér kozotti mozgasat korlatozzuk,
tobbnyire méretiik szerint. (Ritkdbban hasznalt esetben a diffiiziot t6ltés alapjan is korlatozhatjuk.) A méret szerinti
korlatozast pordzus anyaggal érjiik el, ami tobbnyire féligatereszt6 hartya, Ggynevezett dializis membran. Ez csak
egy bizonyos méretnél kisebb részecskék szamara atjarhat6. A dializis membran a biokémiai laborban a
leggyakrabban egy két végén szorosan bezart (elkotott) ¢sd, amit dializis ,,zacskonak™ is neveziink (2.1. abra).
Ebbe a (V; térfogatlt) zacskdba toltjiik a dializaland6 oldatot (bels6 oldat). Ezutan a zacskot egy nagy (V,) térfogata,

srer

crr

sty

crer

kozelitéssel tehat azt mondhatjuk, hogy a kiils6 oldat koncentracioja (és Osszetétele) 1ényegében valtozatlan marad,
és - a két folyadéktér kozott kialakult egyenstly miatt - a bels6 oldat kis molekulainak koncentracioja (és dsszetétele)
is ezzel lesz azonos.
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Dializis el6tt = > Az egyensuly beallta utan

a dializis zacsko
~—  rogzitése jol zard kotes

dializis zacskd

e e nagymeéretl (membran
féligateresztd hartyabol

impermeabilis) molekula
(pl. fehérije)

a kiilsé oldat kisméret(i
membran permedbilis
molekulija

dializalandé6 oldat
(V1)

dializalé oldat

(V2)

a belsé oldat kisméretl(i
membran permeabilis
molekuldja

5 keverébaba )
(e— . keverd
— +— | magneses keverd l |
' (forgd magneses tér)

2.1. abra. Dializis a biokémiai laborgyakorlatban.

2.4.2. A dializis gyakorlati vonatkozasai és alkalmazasa

V4

valtozasa és so Osszetételének kicserélése. A dializis fenti leirasabol az kovetkezik, hogy ez a két folyadéktér
térfogatanak kiilonbségétol fiigg. Ezért igyeksziink minél nagyobb (V,) térfogatu dializis oldatot hasznalni. A
dializis hatékonysagat azonban még jobban fokozhatjuk gy, hogy két-, vagy tobb-1épéses dializist végziink (az
egyensily beallta utan a kiilsé oldatot frissre cseréljiik). Ekkor a belsé oldat higulasa [V/(V,+V,)]" lesz, ahol n
a lépések szama. Konnyl belatni, hogy kétlépéses dializissel nagyobb hatékonysag érhetd el 50-szeres
térfogatkiilonbség mellett is, mint egyetlen 100-szoros térfogatkiilonbséggel végzett dializissel.

A dializist nem csak a kiilsé oldat kevertetésével gyorsithatjuk, hanem a bels6 oldat feliilet/térfogat aranyanak
ndvelésével is, hiszen a diffuzié sebessége a keresztmetszettel egyenesen aranyos. Praktikusabb tehat vékonyabb,
hosszabb dializis zacskot valasztani, mint rovidebbet és vastagabbat.

A féligatereszté hartyan nem csak a sok és mas kisméretii oldott molekuldk tudnak atjutni, hanem az oldészer
(esetiinkben a viz) is. Az oldoszer nettd aramlasi iranyat és mértékét a belso és a kiilsé oldat oldott anyaganak
teljes koncentracio kiilonbsége szabja meg ugy, hogy az oldészer mindig a higabb oldat fel6l a toményebb felé

crer

V4

kidiffundalni nem tud6 nagyobb méretli molekuldk is beleszamitanak, a gyakorlatban a nettd olddszer-aramlasi
irany szinte mindig a belsd oldat felé mutat. Emiatt a bels6 oldat térfogata névekszik, ami csak a membranon atjutni
Azonban a relativ térfogat novekedés csak korlatozott lesz, egyrészt mert a nagyméretii, impermedabilis molekulak
koncentracidja kicsi (kisebb, mint a kicsi, permeabiliseké), masrészt, mert a dializis zacsko szamottevo térfogat
novekedésre képtelen. A gyakorlatban néha mégis fellép6 5-20% térfogat novekedés oka az, hogy a zacskdba (a
bels6 oldat felett) valtozo térfogath leveg6t is bezarunk, amit a bediffundalo oldoszer 6ssze tud nyomni. Mindent
elhanyagolhatban kevés. A bels6 folyadéktér novekedése inkabb technikai szempontbdl figyelemre méltd, mert
ahhoz (gyakran jelent6s) nyomasnovekedés is tarsul. Ezért ha a membran anyagaban valahol ,,rejtett” gyengeség
van, akkor a nyomas ndvekedése kovetkeztében a zacskd kiszakadhat, ami a dializalandd anyagunk (pl.
fehérjepreparatumunk) teljes elvesztésével jar. Ennek elkeriilésére hasznalat eldtt célszerii a zacskot vizzel megtoltve
nyomasprobanak alavetni. A nyomasnévekedés masik veszélye a dializis befejezésekor, a zacsko kinyitasakor van.
Ha nem elég dvatosan jarunk el, akkor a nyomas alatt levo belsé oldat kispriccel anyagveszteséget okozva.

A biokémiai gyakorlatban fehérje tartalmu oldatokat szoktunk dializalni leggyakrabban frakcionalt ammonium
szulfatos kicsapas utan (lasd 5. fejezet) és ioncseréld kromatografia el6tt vagy utan (lasd 6. fejezet). A hasznalt
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membranok méretszelektivitasa (méretkizarasa) kiilonbozo lehet. Egy 10 kDa-os membran poérusai példaul 10
kDa-nal nagyobb méretli részecskékre atjarhatatlanok.

Az ¢lettudomanyok teriiletén, a dializis biokémiai laborgyakorlaton kiviili alkalmazasa a gyogyaszati célu
hemodializis, azaz a miivese kezelés soran. Az elvi kiilonbség a két alkalmazas kozott abban van, hogy az utdobbiban
a dializis a két folyadéktér folyamatos ellendramoltatdsa mellett valosul meg: mind a belsé oldatot (ami itt a beteg
vére), mind a kiilsét pumpak segitségével aramoltatjak. Tehat egy ilyen elrendezésben a belsdé folyadéktér is
Lhyitott”, azaz nem ,,zacskoban” van, hanem csében aramlik. So6t, a diffuzidé fluxusdnak novelése érdekében
nagyszamu, kapillaris keresztmetszetii csokoteget alkalmaznak (ezt hivjak miivesének), amivel rendkiviili mértékben
megnovelik a feliilet/tréfogat aranyt. A kiilsd, dializalo oldat dsszetétele igen specialis, kiilonleges kovetelményeknek
kell megfelelnie. A miivese késziilék pedig bonyolult miiszer, mert folyamatosan biztositania kell a megfeleld
nyomasokat, hdmérsékletet, és azt, hogy a beteg felé tavozo vérbe ne keriilhessen 1égbuborék, ami az halédlos
kovetkezményekkel jarhat.
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3. fejezet - lonizacios egyensulyok

szerzO: Venekei Istvan

1 4 LI 4 I 4

3.1. Savak és bazisok ionizaciés egyensulya
vizes oldatokban

Az oldott anyagoknak két f6 csoportja van. Az egyik ndveli a vezetdképességet az oldoszeréhez képest, mert
ionokat disszocial (bocsat ki) oldodaskor. Ezek az elektrolitok. A masik f6 csoport a nem elektrolitoké, amelyek
nem ndvelik a vezetdképességet (pl. ilyen a gliikdz). Ezeknél disszociaciorol nem beszélhetiink. Az elektrolitoknak
két csoportja van, az erGs és a gyenge elektrolitoké. Az elobbiek 1ényegében teljesen (100 %-ban) disszocialtak.
Ezek mindig ionos vegyiiletek (ionkdtést tartalmaznak). Gyenge elektrolitok lehetnek ionosak és nem ionosak. Az
utobbiakbol a disszociacio soran ionok keletkeznek, ezért ezek disszociacidjat ionizacionak nevezziik. A gyenge
elektrolitok disszociaciojanak egyensulya tobbnyire a nem disszocialt/ionizalt vegyiiletforma iranyaban van eltolva.
Gyenge savak ionizaciojukkor protonokat bocsatanak az oldatba az alabbiak szerint:

AH +H,0 <= A +H;0* 3.1

ahol AH a gyenge savat, A” pedig annak anionjat szimbolizalja.

Hig oldatokban a kialakul6 egyensuly a tomeghatas torvényével irhato le:

(47 x[H;07]

W — Ki:_ (3.2)

Egyszeriisitve:

ai{ >". ).:1' :K (3.3)

[AH] a

ahol K areakeio egyensulyi allandoja, [H;0']=[H"],K,= Keq > [HyO] a gyenge sav ionizécios allandoja ([H,O]
~ 55,5 M, allando).

Mivel a K, értékek ismertek (3.1. tablazat) és [A] = [H'], tehat a [H'], s abbol pedig a pH, szamithaté.
a

K pK
HaCO3/HCO3~ 4,30x107 6,37
HCO3 /CO3% 5,60x10™" 10,25
H3PO4/H2PO4 7,52x10° 22
HoPO4 THPO42 6.23x10°° 7
HPO42 /PO, 22210713 12,67
NH,OH/NH,4* 1,77x10™ 4,75
CH3COOH/CH3COO™  1,76x107 4,75
R-NH3"/R-NH2 1,58x107 10,80

3.I1. tablazat. Néhany gyenge sav és bazis ionizécids allanddja (K,, Ky) és pK-ja.
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A gyenge bazisok ionizacidjanak egyik modja az, amikor OH™ ionokat bocsatanak az oldatba az alabbiak szerint:

BOH p B +OH (3.4)

ahol BOH a gyenge bazist, B pedig annak kationjat szimbolizalja.

A kialakul6 egyensulyt a tomeghatas térvényével leirva:

[B"1[OH ] _ (3.5)

[BOH] B
ahol K, = K¢ * [H,0O] a gyenge bazis ionizdcios allandoja.
Mivel a K, értékek ismertek (3.L tablazat), és [B'] = [OH], az [OH'], majd abbél a pOH, szamithat6. A
14 =pH + pOH (3.6)

Osszefiiggés segitségével pedig a pOH-bol a pH-t szdmithatjuk.
A gyenge bazisok ionizacidjanak masik médja az, amikor protonokat kotnek meg az oldatbol, amelyek pl. a viz
ionizacidjabol keletkeznek, s ezzel eltoljak a viz ionizacids egyensulyat. Ez a protonalddas jellemzd a szerves
bazisok ionizacidjara, mint amilyenek az aminok és az iminek. Egy R-NH, altalanos képletii primer amin esetében:

R-NH, + H,0 <3 R-NH;* + OH- (3.7)

Mint az latszik, ez a folyamat valdjaban hidrolizis, ezért az egyenstlyt a kdvetkez6 egyenlet irja le:

R—NHI ] 7]
R—NH; |x[0H l_¢
[R-NH,]  *

(3.8)

ahol K;, = K4 * [H0O], a hidrolizis allando.

A savak és bazisok Broensted-Lowry elmélete szerint azonban a sav proton donor, a bazis proton akceptor, és a
sav és anionja, valamint a bazis és kationja un. konjugalt part alkot. igy példank esetében az R-NH, forma a bazis
(proton akceptor), mig az R-NH; " forma a sav (proton donor). Ennek alapjan lehetéségiink van tehat a gyenge
szerves bazisok viselkedését gyenge savként leirni, példank esetében az alabbiak szerint:

R-NH;" =&« R-NH, + H" (3.9
A kialakul6 egyensulyt a tomeghatas torvényével leirva a (3.3) egyenlettel azonos egyenlethez jutunk:

[R—NH,]x[H"]

=K
RN . (3.10)

ahol K, savi disszociacios allando, amely a bazisforma hidrolizis alland6javal a K, = 10714 x (Kh)'1 egyenlet szerinti
Osszefiiggésben van.

A (3.9) és (3.10) egyenlet alapjan tehat az R-NH;" egy gyenge szerves sav. Azonban amint azt a 3.I. és 3.IL.
tablazat mutatja egy szerves bazis protonalt formaja joval gyengébb sav, mint a legtobb gyenge sav. (Egy sav,
vagy bazis annal gyengébb minél kisebb a disszociacios allandoja.)

A tomeghatas érvényesiilése kovetkeztében a gyenge savak és bazisok ionizacidjanak mértékét az oldat pH-javal
(pl. er6s sav vagy bazis hozzaadasaval) befolyésolni tudjuk. Ha egy gyenge savhoz erds savat (pl. HCI-t) adunk,
ionizacidja visszaszorul. Megfeleld mennyiségli erds sav hozzaadasaval el tudunk érni olyan pH-t, ahol a gyenge
sav ionizécioja elhanyagolhatova valik, azaz 1ényegében minden molekula AH formaban lesz jelen az oldatban.
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Ha er6s bazist (pl. NaOH-t) adunk, akkor az ellenkezdjét, azaz teljes ionizaciot is elérhetiink, ahol a gyenge savnak
Iényegében minden molekuldja A” formaban lesz jelen az oldatban.

A fehérjék épitdkdvei az aminosavak, melyek legalabb kettd, de oldallancuk miatt némelyek tovabbi ionizaciora
hajlamos gyenge sav illetve gyenge bazis tipusu csoportokat tartalmaznak (1asd 3.11. tablazat).

~COOH  -NH;' R
(PK31) (pKz2) (oldallanc)

glicin 2,34 9,60 =
metionin 2,28 9,21 -
lizin 2,18 8,95 10,53
arginin 2,17 9,04 12,48
aszparaginsav 1,88 9,60 3,65
glutaminsav 2,19 9,67 4,25
hisztidin 1,82 9,17 6,00

3.1I. tablazat. A glicin és az oldallancukban ionizal6dé aminosavak pK, értékei.

Erds sav vagy bazis adasakor tulajdonképpen titralunk: sav adasakor az A™ format, mig bazis adasakor az AH
format titraljuk. Ekdzben mindig be tudunk allitani egy olyan pH értéket, ahol a gyenge sav vagy bazis ionizacidja
éppen 50%. Az egyensulyokat ezeknél a titracids pontoknal a (3.3), (3.5), vagy a (3.10) egyenletek irjak le aszerint,
hogy gyenge savrol, vagy gyenge bazisrdl van sz6. Az AH gyenge sav esetében ilyenkor tehat [AH] = [A].
Ugyanakkor most [A7] # [H'], mert a pH-t (a [H']-t) jorészt az oldathoz adott erés sav, vagy erds bazis hatarozza
meg (az AH sav disszociacidjabol szarmazo protonok mennyisége most elhanyagolhato6 az erés savbol szarmazokéhoz
képest). Ezért a gyenge sav ionizacidjat leiro (3.3) egyenlet az [AH]/[A"] = 1 miatt a kovetkezoére egyszertisodik:

K,=[H"] (3.11)
Az egyenlet logaritmusat képezve, és -1-gyel megszorozva a kdvetkezot kapjuk:
pK,=pH (3.12)

mivel —IgK, = pK,, és —Ig[H'] = pH. A (3.12) egyenletb6l adodik a pK, (és a pK,, ltaldnosan a pK) értelmezése:
apK egy pH, illetve pOH érték, nevezetesen az a pH, illetve pOH ahol a gyenge sav, illetve bazis ionizacidja éppen
50%. (Minél gyengébb egy sav, vagy bazis pK értéke annal nagyobb.)

Ha a gyenge sav, vagy bazis oldatahoz adott erds sav vagy bazis a pH-t olyan értékre allitja, ahol az AH ionizacioja
nem 50%, akkor, pl. egy gyenge sav esetét véve, a (3.3) egyenletet nem egyszertisithetjiikk, mert [AH] # [A"]. Ha
most az egyenletet logaritmalassal és -1-gyel valo szorzassal transzformaljuk, majd kifejezziik bel6le a pH-t, akkor
a kovetkez6hoz jutunk:

o oateld]
pH =pK, lg[AH: (3.13)

Ez az Osszefiiggés a pK, és a pH kozott, amelyet Henderson-Hasselbalch egyenletnek hivjuk, egyszertivé teszi
minden olyan oldat pH-janak a szamitasat, amely nem egy komponensii sav-bazis rendszer, azaz amelyre [A"] #
[H']. (Tipikusan ilyenek a pufferek, lasd aldbb.) A savak és bazisok Broensted-Lowry elméletét alkalmazva a
(3.13) egyenletre, annak egy még altalanosabb formajat irhatjuk fel:

. [bazis ]
H=pK_+1 =
PH =pK, + g (3.14)

Példankban a sav-bazis rendszer két komponense, az A™ a gyenge bazis és annak konjugalt gyenge savja, az AH.
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3.2. A pH-t stabilizalé sav bazis rendszerek
(pufferek) és a pH hatasa az ionizaciora

A puffer (tompito) rendszereket dsszetételiik és mitkodésiik alapjan hatarozhatjuk meg:

Osszetételiik alapjan olyan kétkomponensii rendszerek, amelyek egyszerre egy gyenge savat és egy gyenge bazist
is tartalmaznak. (A fenti példak koziil ilyen lehet az AH és az A", a BOH és a B” valamint az R-NH; " és az R-
NH,.) Miikddésiik alapjan olyan sav-bazis rendszerek, amelyek képesek a pH-t nagyjabol allanddan tartani, mert
ha er6s savat adunk hozzajuk, azt gyenge savva alakitjak, mig ha erés bazist adunk hozzajuk azt gyenge bazissa
alakitjadk. Az utdbbi konjugdlt part véve példanak, a miikdodés a (3.9) egyenlet alapjan a kovetkez6képpen
értelmezheté: Ha HCI-t adunk, akkor az az R-NH, formaval (a gyenge bazissal) fog reagalni és azt R-NH; -ma
alakitja. A reakcioban lényegében felhasznalodik a HCI (az erds sav), és vele azonos mennyiségii R-NH; képzédik
(a gyenge sav), vagyis az erds sav gyengévé , alakult”. Ha NaOH-t adunk, akkor az az R-NH; " forméval (a gyenge
savval) fog reagdlni és azt R-NH,-v¢ alakitja. A reakcidban 1ényegében felhasznalodik az NaOH (az erds bazis),
¢s vele azonos mennyiségi R-NH, képzddik (a gyenge bazis), vagyis az erds bazis gyengévé ,,alakult”.

A pufferek pH-jat, és annak erds sav és erds bazis adasara bekovetkez6 valtozasat legegyszeriibben a Henderson-
Hasselbalch egyenlettel (3.14) szamithatjuk ki. Az egyenletbdl kitlinik, hogy egy puffer-rendszer akkor képes a
legnagyobb hatékonysaggal stabilizalni az oldat pH-jat mind savas, mind lugos eltolodassal szemben, ha két
komponensének az aranya egy, vagy ahhoz kozeli. Azaz, egy puffer a pK érték koriil (=1 pH egység) igazan hatasos.
A pufferhatas ,,kapacitasat” természetesen a puffer koncentracidja is alapvetéen meghatarozza. Ez a két komponens
koncentracidjanak dsszege (Pl. [BOH] = 0,5M és [B'] = 0,3 M esetén a puffer koncentracioja 0,8 M.)

A pufferek mitkodésének hatterében a sav-bazis ionizacio mértékének pH-fiiggése all. Az oldat pH-janak a gyenge
sav vagy gyenge bazis ionizacidjara gyakorolt hatasat jol szemléltetik a titralasi gorbék. A 3.1. abra a 0,1 M-os
ecetsav oldat pH-janak valtozasat mutatja erés bazissal torténd titralas hatasara. A titralasi gérbe egyfazisu, mert
az ecetsavnak csak egy titralhato (ionizalhatd) csoportja van. A kezdeti, gyors pH emelkedés hamarosan nagyon
lelassul, beall egy pH platdé nagyjabdl a pH 4,0-5,8 tartomanyban. Mivel itt a [CH;COOH] és a [CH;COO]
Osszemérhetd, azaz aranyuk nagyjabol 10-szeres koncentracio kiilonbségen beliil van, kétkomponensi a rendszer,
egyiitt tartalmaz egy gyenge savat és egy gyenge bazist, tehat puffer. A platd kdzepe megfelel az 50%-os titralasnak,
ahol [CH3;COOH] = [CH5COO7, és ezért a (3.13) és a (3.14) egyenletek szerint a pH éppen a pK,. A pH plato
utan (a pufferkapacitas kimeritése utan) a pH ismét gyorsan emelkedik, és hamar elérkeziink a titralasi 1épcs6
tetejére, ahol a titralas (az ecetsav semlegesitése) 100%-os.
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14

pH 8,37
(CHs~CO0 )~

pH 4,75
7 kI[CHs~COOH] = [CH;~COO]

- Y
N

_\ pH 2,88 :

(CH;-COOH) |
1F i -
0 50 100
A titralas mértéke (%)

3.1. abra. 0,1 M-os ecetsav oldat titralasi gorbéje. A téglalappal jelolt rész azt a tartomanyt, mutatja ahol a puffer
jol hasznalhaté.

A 3.2. abran a 0,1 M-os a-aminoecetsav (H,N-CH,-COOH, glicin) titralasi gorbéjét latjuk. A titralas kétfazisu,
mert ebben a vegyiiletben két titralhatd (ionizalhatd) csoport van, a karbonsav és az amino-csoport. (Ennek
megfelelden a glicinnek két pK, értéke van.) A karbonsav erdsebb sav, mint az amino csoport (kisebb a pK;-ja —
lasd a 3-I1. tablazatot), protonjat ez adja le kdnnyebben, ezért el6szor ez titralodik, ha a titralast a savas tartomany
fel6l végezziik (I. fazis). Az elsd pH plato kozepén (25%-os titralas) a pH ennek a csoportnak a pK,-javal (pKy;
=2,34, lasd 3.11. tablazat) egyezik meg. Az els0 titralasi [épcso tetején a karbonsav csoport titralasa (semlegesitése)
100%-o0s, a vegylilet titraltsaga pedig 50%-os, mert az amino csoport még nincs megtitralva. Folytatva az erds
bazis adasat, a II. fazisban Gjabb pH platé kovetkezik, most az amino csoport pufferolé hatasa miatt. Ennek
kozéppontjaban (75%-os titralas) a pH az amino csoport pK,-javal (pK,, = 9,60 , 1asd 3.1I tablazat) egyezik meg.
Azoknak az aminosavaknak, amelyek oldallancukban is tartalmaznak ionizalhat6 csoportot, szintén mutatnak egy
harmadik titralasi 1épcs6t is (mivel harom pK, értékiik is van, lasd a 3.1I tdblazatot).

32

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Ionizaciods egyensulyok

pH I 1.
14

-

N N

pH 11,30
(NHz-CH,-CO0™) |

B pH 9,60 (pKaz) \'

["NH3-CH,-COO | =
[NHo,—CH,—COO]

= pH 5,97 -
("NH3-CH,—COO")

7 = \ -
= . -
pH 2,34 (pKa1)

= ["NH3-CH,-COOH] = -
["NH3-CH,-CO0O']

|
- i) -

("NHy-CH;-COOH) i :
0 25 50 75 100
A titralas mértéke (%)

3.2. abra. 0,1 M-os glicin oldat titralasi gorbéje.

negativ toltés lesz. Ugyanakkor az amino csoport még teljesen titralatlan, teljesen ionizalt (lasd a (3.9) egyenletet),
ami a molekulanak itt teljes pozitiv toltést kdlcsondz. Az glicin tehat igy fog kinézni 50%-os titraltsagkor:
"H3N-CH,-COO". Ezt a format ikerionosnak mondjuk (idegen szoval , zwitterion™). Mivel ebben az allapotdban
a glicin 0ssztoltése nulla, és a nulla 6ssztoltésii (Iényegében toltetlen) molekulakra az elektromos erdtér nem hat,
a glicinnek ezt az allapotat izoelektromos allapotnak, azt a pH-t pedig ahol ez el6all izoelektromos pontnak (pl)
nevezziik. Altalanossagban izoelektromos pontrol olyan molekulék esetében beszélhetiink, amelyek egyszerre
tartalmaznak savasan és bazisosan ionizal6dd csoportokat. Ilyen tulajdonsaggal rendelkezik minden aminosav,
peptid és fehérje. Az utdbbiak nagy szamban tartalmaznak ilyen ionizalhato, gyengén savas és bazisos csoportokat
tobb aminosav oldallancaban is. Egy fehérje pl szamitasdhoz a fehérje aminosav szekvencidjanak az ismerete
szilikséges, mert ez ad informaciot a szamitas soran figyelembe veendd ionizalhato csoportokrol. Az izoelektromos
pont kisérletesen is megallapithat6 izoelektromos fokuszalassal (ldsd a 7. fejezetet). Az izoelektromos pont ismerete
nagy segitség a fehérjék ioncserés kromatografiaval torténd tisztitasanal (lasd a 6. fejezetet) és nélkiilozhetetlen a
fehérjék nativ gélelektroforézisekor (ldsd a 7. fejezetet), mert ennek birtokaban tudhatjuk azt, hogy egy fehérje
toltése egy adott pH-nal milyen el6jelii. A pH>pl esetén negativ, pH<pl esetén pozitiv az dsszes (nettd) toltése
egy adott fehérjének. Ugyanis pH>pl esetén a pozitivan ionizalddd csoportok ionizacidja kezd visszaszorulni
(kezdik protonjaikat jobban leadni) és kevésbé lesznek ionizaltak mint a negativan ionizal6doé csoportok. pH<pl
esetén ellenkezoleg: a negativan ionizaldodo csoportok ionizacidja kezd visszaszorulni (kezdik protonjaikat jobban
megtartani) és lesznek a pozitivan ionizalt csoportoknal kevésbé ionizaltak.

A sav-bazis hatasok tompitasanak, azaz a pH stabilizalasanak roppan élettani jelentdsége van, mert a fehérjék
szerkezete, azon keresztiil pedig mitkddése igen érzékeny a benniik levé gyenge sav és gyenge bazis csoportok
ionizacidjanak mértékére. Az él6 szervezetek pH-janak szik értéktartomanyban tartasat két szervetlen puffer
rendszer és szamos, puffer hatasu szerves vegyiilet biztositja. Az utdbbiak az aminosavak és fehérjék. Mivel
ezekben igen nagyszamu ionizalhato csoport van, puffer-kapacitasuk igen nagy. A szervetlen puffer rendszerek
koziil az egyik a H2PO4'/HPO42' rendszer, aminek eldnye az, hogy pK, értéke kozel van a fiziologias pH-hoz (pH
7,4), igy a kapacitdas maximumanak kozelében mitkodhet. A masik a H,CO3/HCOj5™ rendszer, aminek ugyan
hatranya, hogy pK, értéke messze esik a fiziologias pH-tol, azonban koncentracidja meglehetésen magas, €s — a
tobbi rendszerrel ellentétben — pH-ja Iélegzéssel allithato, legalabbis gerincesekben. Ennek a rendszernek a mitkodése
a szervezet savas terhelése esetén (acidozisban) kitiintetett jelentoséggel bir. Mitkkodése a szénsav instabil voltan,
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......

aranyat, igy a puffer pH-jat, az alabbiak szerint:
H*+ HCO; == H,CO; == H,O+ COs1

Acidozis esetén a szervezetnek lehet6sége van a 1égzés fokozasaval (hiperventillacioval) mindkét reakci6 egyensulyat
jobb felé eltolni, s igy — fokozott CO, leadassal — végs6 soron a proton koncentraciot csokkenteni.

Az oldatok pH-janak pontos bedllitdsa és stabilizalasa a biokémiai laborgyakorlatban is fontos a fehérjék nativ
allapotanak, miikodoé képességének megdrzése érdekében, valamint ioncseréld kromatografia és sok mas modszer
esetén (lasd az 5-7. és a 9. fejezetet). A foszfat és acetat pufferek mellett foként - a kiilonb6z6 pH tartomanyok
stabilizalaséara kifejlesztett - szintetikus szerves vegyiiletekbdl allo puffer rendszereket hasznaljuk. Az egyik
leggyakrabban hasznalt pufferold rendszer a TRIS / TRIS-HCI (trisz-hidroximetilamino-metan, N(CH,OH);).

3.3. A pH mérése

A hagyoméanyos, pH érzékeny festék rendszereket hasznaléd indikator papirok csak hozzavetéleges pH becslésre
alkalmasak. A pontos mérésre elektrokémiai alapon van lehetéség. A hidrogén (H/H") elektroddal torténd mérés
azonban nem jon szoba annak kdriilményessége és veszélyessége miatt. A gyakorlatban az iiveg feliiletek gyors
és reverzibilis H™ adszorbealo képességét, és az annak nyoman kialakulo, a [H']-tol fiiggd potencialt hasznaljuk
ki a pH mérésére. A pH elektrodok tehat tivegbdl késziilnek. Az elektrod végén egy gombszertien kiképzett tiveg
membran egy belsé folyadékot zar korbe. Ennek a folyadéknak a pH-ja, igy a beldle az {ivegen membran belsé
felilletén adszorbealodott H™ mennyisége is, alland6. Amikor az elektrodnak ezt a gdmbszerti végét a mérendd
oldatba martjuk, az tiveg kiviilrél is adszorbedl (vagy lead) protonokat az oldat pH-jatol fliggé mennyiségben. Az
iivegelektrod potencialja a két oldalon adszorbealodott H' mennyiségének kiilonbségével aranyos, ami viszont —
a fentiek alapjdn — csak a kiilsé oldat pH-jatol fligg. Ezt a potencidlt egy referencia elektrod potencialjadhoz
viszonyitva (amely egy, az iivegelektrodba épitett, nem polarizal6do, rendszerint kalomel, vagy eziist elektrod, az
iivegelektrod megméri, €s ha elektrédunkat elézetesen ismert pH-ji oldatokkal mar kalibraltuk, akkor pontosan
megallapithatjuk a pH-t.

3.4. Megértést teszteld feladatok

1. Adjunk magyarazatot a (3.7) reakcid egyensulyi helyzetére, miért ellentétes a (3.1) és (3.4) ionizacios
reakciokéval?

2. Bizonyitsuk be a K, és a K, kozotti 6sszefliggést, és annak eredményeképpen értelmezziik a konjugat sav és
bazis erdssége kozott fennalld kapcsolatot!

. Vezessiik le a (3.13) egyenletet egy gyenge bazisbol (BOH) képzett puffer esetében!

. Hogyan valtozik a pufferek pH-ja a higitassal?

. Magyardzzuk meg, hogy az ecetsav teljes semlegesitésekor (100%-os titralaskor) a pH miért nem 7,0!

. Rajzoljuk fel egy BOH képletii, 0,1 M-os gyenge bazis titralasi gorbéjét és adjuk meg ionizécios allapotait! (pK
=9,8)

. Befolyasolja-e a titralasi platé kozepét jellemz6 pH értéket az, hogy mi a titralt oldat koncentracidja?

. Rajzoljuk fel a lizin, az arginin, a glutaminsav, az aszparginsav ¢és a hisztidin titralasi gorbéit a 3.11. tablazatban
megadott pK, értékek segitségével!

9. Allapitsuk meg a 8. feladatban felsorolt aminosavak izoelektromos pontjat!

10. Szdmitsuk ki mekkora t61tés van egy hisztidin oldallancon pH 7,4-en és pH 7,6-on!

11. Becsiiljik meg a kdvetkezd peptid izoelektromos pontjat:

AN LN bW

[c BN

H,N-Gly-Ala-Asp-Arg-Val-His-His-Glu-Met-COOH
12. Szamitsuk ki a H,CO3/HCO5™ puffer rendszer két komponensének aranyat szoveti pH-n (7,4) és a tiidé pH-jan
(7,6)!
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3.5. pl és toltés szamitasi gyakorlatok

3.5.1. Bizonyitsuk be, hogy egy oldallanciaban nem ionizal6dé aminosav pI értéke az amino- és a karbonsav-
csoport pK, értékének atlaga.

A ,,sejtés” helyessége ,,intuitive” belathato a toltések és ionizaltsagi allapotok dsszefliggésének pontos értelmezésével
a kovetkezéképpen: Mivel a Henderson-Hasselbalch (3.14) egyenlet szerint egy csoport tdltésének mennyisége
aranyos a pH és a pK, tdvolsdgaval, akkor lesz az Ossztoltés nulla, azaz ugyanolyan mértékig deprotonalt a
savcsoport, mint amennyire protonalt az amino csoport, ha a pH egyforma tavolsagra van a két csoport pK, értékétdl.

Az intuitiv belatast szamitassal Gigy tudjuk igazolni, hogy megkeressiik azt a pH-t ahol a karbonsav csoport és az
amino-csoport azonos mennyiségii t6ltést hordoz, azaz ahol ionizacidjuk foka azonos. A (3.14) egyenletbdl egy
ionizalhatd csoport ionizalt és a nem ionizalt, tehat a toltéssel rendelkez6 és nem rendelkezd formainak
koncentracioaranyat szamitani tudjuk ([-COO™)/[-COOH], illetve [-NH,]/[-NH;"]). A mél torvény szerint ez az
arany azonos a toltott és nem toltott allapotd csoportok szamaranyaval, az pedig egy csoport toltétt allapota
formajanak hanyadaval, ami viszont azonos az ionizalt csoportoknak a nem ionizaltakhoz viszonyitott aranyaval.
Ebbdl a hanyadbol egy csoport ionizacios foka, azaz a rajta levo toltés mennyisége szamithato. (Egy ilyen szamitas
menetét 1asd lejjebb, a pl érték ellenérzd szamitasanal.) Az itt vazolt egyértelmi{i megfelelés, ami egy ionizalddo
csoporton 1évé toltés és az illetd csoport két formajanak koncentracio aranya kozott fennall, a tovabbiakban
egyszeriibbé teszi a toltés szamolasat, mivel a toltés helyett koncentracio aradnyokat hasznalhatunk. Ennek
megfelelden tehat keressiik azt a pH-t, ahol:

[-COOT] _[-NH;] (3.15)
[-COOH] [-NH,] '

Az egyenlet két oldalan 1év6 koncentracio aranyokat a Henderson-Hasselbalch (3.14) egyenletnek a karbonsav-
¢és az amino-csoportra valo alkalmazasaval kapjuk. Mivel a keresett pH lesz a pl, a kovetkezd egyenleteket irjuk:

pl ZpKa.rc-c-H'-—lg% (3.16) és pl = pK (NE,) +1g [[::IJ{{E (3.17)
Ezekbdl:
| Pl —PK(COOH) _ [-[CoO] 1o TR N :['NHE:_ PN H, gl :['NH_?_:
[-COOH)] [-NH]] [-NH,
Behelyettesitve a (3.15) egyenletbe:
1l — K, (COCH) :mp};__j:ﬂ{_.-—p: (3.18)
azaz: pl—pK jicoon)=pK ,iNH,)—pl

amibdl: pl=

Valodban, a pl a két pK, érték atlaga.

A glicin
060+234 _
esetében — =5,97
ez:
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Ellendrizziik szamitassal, hogy a két ionizalhatd csoporton a tdltések szama megegyez6. Most a (3.15) egyenlet a
kovetkezo képpen fog kinézni:

. - [-NH,]
5._9?:2._34—1g% és 5.97 =9.6 + g ——
- ] [-NH]]
Ezekbol:
[-coO™] . [-NH,]
lg i —1—597—2 34=363 2 lg =5.97—9.6=—3,63
g[-COOH_ 2 : ] €S L[_NHE: : : :
azaz
€007 . se ; [NH,] _ _
LCOOT] _ sy 57510° és 21078 =) 34107
[-COOH] [-NH3]

Ez az eredmény azt jelenti, hogy karbonsav csoport esetén a toltott allapoth csoport hanyada 4,27% 10*-szoros a
toltetlené¢hez képes. Az amino csoport esetében pedig ez a hanyad 1/2,34x107 = 4,27x10°, azaz ugyanakkora.
Tehat pH 5,97-es oldatban a glicin 6ssztdltése valoban nulla, ez az izoelektromos pontja. Ugyanakkor, ezek az
ezret meghalado hanyadok azt jelentik, hogy mindkét ionizalddo csoport toltése csak elhanyagolhatéan kicsit tér
el az 1-t6l, azaz a teljes ionizaciot jelentd toltéstdl. Ez természetes is, mivel a pl tobb mint harom pH egységgel
tér el a két pK, értéktdl, ami azt jelenti, hogy mar elegendden lugos a karbonsav csoportnak a teljes ionizacidhoz,
és ugyanakkor még tiil savas az amino csoportnak a deprotonalédashoz. Igy a zéro 6ssztoltés egy teljes negativ és
egy teljes pozitiv toltés mellett jon 1étre. A kovetkezd példaban, ahol a pl sokkal kdzelebb van a pK, értékekhez
latni fogjuk, hogyan valosul meg a nulla 6sszt6ltés részleges toltések (részleges ionizaciok) mellett.

3.5.2. Bizonyitsuk be, hogy az aszparaginsav pl értéke a benne levé két karbonsav csoport pK, értékének
atlaga

Miel6tt a bizonyitast elvégeznénk, érdemes elgondolkodni milyen eredményt varhatunk. Kénnyti belatni a
kovetkezoket: (1) Nem lehet mind a harom ionizalhat6 csoport (a két karbonsav és az amino) teljesen ionizalt,
mert az nulla helyett -1 toltést adna az aszparaginsavnak. (2) A két karbonsav csoport (az a—szénatomon és az
oldallancban levd, -COOH|,, ¢s -COOH ) egyiittesen fogja az aminocsoport tolteset semlegesiteni. (3) Ezért a
két karbonsav tdltése egyiittesen nem lehet tobb mint egy, ami olyan pl értéket tételez fel ahol mindkét karbonsav
csoport toltése csak részleges. Ez azt jelenti, hogy a pl a karbonsav csoportok pK, értékének kozelébe fog esni.
(4) Figyelembe veve a 3.11. tablazat adatait (pK,)=1,88 €s pK,r)=3,65) valamint a pK, jelentését (lasd fentebb)
ez olyan alacsony pH ahol az amino csoport teljesen protondlva van, igy egy teljes pozitiv t6ltést hordoz (lasd az
el6z6 pl szamolés eredményének értelmezését.) A két karbonsav csoport egyiittes toltésének ezért tehat egynek
kell lennie a pl-nek megfelelé pH-n. Ezt az elvarast a kovetkez6képpen irhatjuk le tomoren:

[coo;] [€0o0z] _
[-COOH,] [-COOHg]

(3.18)

(A (3.18) egyenlet irasanal ismét €ltiink azzal az egyszeriisitéssel, amit egy ionizalddo csoporton 1évo toltés és az
illet6 csoport két formajanak koncentracid aranya kozott fennalld egyértelmii megfelelés tesz lehetévé.)

Mivel itt mindkét csoport azonos tipustl (anionna ionizalodik), eltéré pK, értékiik miatt nincs olyan pH, ahol ezek
azonos toltésmennyiséget hordozhatnanak ugy, hogy kozben a toltésiik 6sszege egy. (Szemben a két, kiilonb6z6
(pozitiv és negativ) toltéslivé ionizalddo csoport esetével, ahol mindig ez a helyzet — lasd az el6bbi példat.) pH>3,65
esetén ugyanis (a (3.12) egyenlet szerint) mindkét karbonsav ionizaciojanak foka nagyobb lenne 50%-nal, ami
egynél nagyobb 0Ossztoltést jelentene. Ugyanezért pH<1,88 estén egyik karbonsav csoport ionizacidjanak a foka
sem érné el az 50%-ot, s ezért az Gssztoltés kisebb lenne egynél. fgy a pl a két pK,, érték kozott kell legyen, mégpedig
ugy, hogy amennyivel kevesebb toltést kap az egyik karbonsav csoport 0,5-nél, annyival tobbet kapjon a masik.
(Ugy is mondhatjuk, hogy a toltések abszoliit értékének egyenld , tavolsagra” kell esnie a 0,5-t61 annak két ,,oldalan”.)
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Ez a helyzet csak akkor valosul meg, ha két pK, érték egyenld tavolsagra van a pl-tdl, azaz a pl a két pK, atlaga.
Most ennek a gondolatmenetnek a helyességét bizonyitjuk be.

A (3.16) egyenlet mintajara mindkét karbonsav csoport estében irhatjuk:

[-CO07]

[=pK +lgi—— s
P = PR R o0n)

Ebbdl a toltés mértékével aranyos koncentracié hanyadosa az ionizalt és nem ionizalt formaknak:

ID?I_?K-: _['COO_:

~T-Coom] (3.19)

Ezért a (3.18) egyenletet a kdvetkezd képpen alakithatjuk at:

Amibdl:

pl _IJK..’! a+p] —pK ::_E'-ZD

Tehat valoban:

PR, +pK,,

pl >

A pK, értékek behelyettesitésével megkapjuk az aszparaginsav pl értékét:

_1.88+365

pl =2.765

Ellendrzés képpen szamitsuk ki a két karbonsav csoporton 1évo toltéseket. A megfeleld értékeket behelyettesitve
a (3.19) egyenletbe:

1 65 _COO_: ] 3 TB5-3 65 _COO_:
omE :[[-COOH'.‘I & R :[[ o0,
Jia) - Ly
ami
o [€007], s 01 _[co07],
[COOH],, : [-COOH] ,

A koncentracio arany €s a toltott csoport/tdltetlen csoport arany azonossadga miatt tehat azt mondhatjuk, hogy
a—karbonsav csoport esetén a toltott csoportok hanyada 7,67-szerese a toltetlenekének, mig ez a hanyad csak 0,13-
szoros az oldallancban levo karbonsav csoport esetén. Ebbdl az ionizacio fokat - ami megfelel annak a toltésnek,
ami egy ionizalhato csoporton van — a toltdtt csoportok szamanak az dsszes csoportok szamaval torténd osztasaval
kapjuk meg. Az a—karbonsav esetében tehat 7,67 ionizalt allapotu csoport jut egy ionizalatlanra, ezért:

L __lonizalt csoportok szama 7,67 . -
3z onizacio foka =200 csoportok szdma 7,67 +1 =0.885 (3:20)

Az o—karbonsav csoportnak tehat -0,885 t6ltése van. Az oldallancban 1évo karbonsav csoport esetén pont forditva,
1/0,13=7,67 nem ionizalt csoport jut egy ionizaltra, ezért:
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o ionizalt csoportok szama 1
az ionizacio foka == : =
dsszes csoportok szama 7.67+1

=0.115

Az oldallancban 1év6 karbonsav csoportnak tehat -0,115 t6ltése van. Valdban, a két savas csoport nem egyenléen
osztozik az egy negativ toltésen, és tényleg amennyivel tobb az a-karbonsav részesedése 0,5 toltésnél (0,885-
0,5=0,385), pontosan annyival kevesebb az oldallancban lev6é (0,5-0,115=0,385).

3.5.3 Szamitsuk ki egy 152 aminosavboél all6 fehérje izoelektromos pontjat aminek elsé és utolsé aminosava
glicin, tovabba 2 arginin, 3 lizin, 2 tirozin, 1 cisztein, 5 hisztidin és 7 aszparaginsav ionizalhat6 oldallincu
aminosavat tartalmaz.

Mivel egy ilyen oriasmolekuldban szamos ionizalhatd csoport van, a pl szdmolasa érthetden joval bonyolultabb,
mint egy aminosavé. Ezért az eddig alkalmazott eljarasok csak a pl hozzavetdéleges becslésére alkalmasak. Néhany
igen ritka esetben azonban a pontos szamitas menete kdvetheti az aszparaginsav pl szamitasaét (3.4.2), és technikailag
sem sokkal nehezebb annal. Ezekben az esetekben a varhato pl-nek ugy kell esnie valamely pK, kozelébe, hogy
egyuttal minden mas pK,-tol legalabb két pH egységnyi tdvolsagra legyen. Annak eldontésére, hogy teljesiil-e ez
az eléfeltétel, becslést kell végezni a pl varhaté értékére vonatkozdan. Ehhez néhany pH-n ki kell szamolnunk a
fehérje Osszes toltését. A szamitasok konnyebb attekinthetéségének érdekében toltésszamitasi tablazatot (3.111.
tablazat) készitiink, amely a példankban szerepl6 fehérje esetében a kovetkezdképpen néz ki az ionizalodo csoportok
novekvo pK, értéke szerint:

aminosav/ szorzb a csoport(ok) osszes toltése
csoport pK,* faktor™ a pH fliggvényében
pH=7,0 6,0 6,4
~COOH(y) 2,34 1 -1 1 -
Asp 3,65 7 -7 -7 -7
His 6,00 5 +0,455 +2,5 +2
Cys 8,30 1 -0,048 0 ~0
“NH3 () 9,60 1 +1 +1 +1
Tyr 10,10 2 0 0 0
Lys 10,53 3 i3 1) +3
Arg 12,48 2 +2 +2 +2
Osszes toltés: -1,593 +0,5 0

3.111. tablazat. Egy fehérje toltésének a szamitasa. * Az aminosav nevek mellett szerepl6 pK, értékek az oldallancban
1év6 ionizalddo csoportra vonatkoznak, mig az o—karbonsav- és az o—amino-csoportra (C-terminalis és N-terminalis)
vonatkozo értékek a 3-II. tablazatban megadott értékek atlaga. ** A fehérjében 1év6 aminosavak (az ionizal6dod
csoport tipusanak) a szama. (Példaul C- és N-terminalisbol mindig csak egy van.)

A cél gyorsabb elérése érdekében mieldtt a toltések szamolasat elkezdjiik, érdemes elgondolkodni azon melyik
pH tartomanyban varhatd a pl érték. Az aszparaginsav pl szamolasanal (3.5.2) alkalmazott gondolatmenetet
tanulsdga szerint, a keresett pl érték aszerint lesz a savas, vagy ligos tartoményban, hogy ionizaltan a negativ,
vagy a pozitiv csoportokbdl van tobb. Minél jobban eltolddik az ardny valamelyik tipusu javara, annal inkéabb ezen
csoportok pK, értékének megfeleld pH tartomanyba esik a pl. Fehérjénkben a kétféle csoport szama azonos, ezért
célszerli a toltés szdmolasat pH 7-nél kezdeni.

A fehérje toltésének szamolasa pH 7-en:
Az a—amino-csoport toltése:
A (3.17) egyenlet mintéjara:

[-NH,]
[-NH;]

pH = pK (NH,) +1g
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Behelyettesitve:
[-NH, ]
7.0 =96 +1g =
-NHj |
Ebbdl a korabbi szamitasok szerint:
[-NH,] T0—g 2
2_=10"""%6=10"6=0,0025
[-NH3

A koncentracidaranyok és toltéshanyadok kapcsolatarol fentebb leirtak szerint 0,0025 téltetlen oldallancra jut egy
toltott. Ennek alapjan az ionizacio foka, azaz a toltés mennyisége a (3.20) egyenlet mintéjara:

L ionizalt csoportok szama 1
az ionizacio foka == 2 : = — =008
Osszes csoportok szdma 1+0,0025

Ez az érték igen kis mértékben tér csak el az 1-t6l, ezért az a—amino csoportot egy teljes toltésiinek tekinthetjiik.
Megkozelité szamitasok esetén ilyen elhanyagolassal élhetiink valahanyszor a pH és a pK, eltérése legalabb két
pH egységnyi. llyen esetekben ugyanis az ionizacids egyensuly annyira eltolodik az egyik forma iranyaban, hogy
a toltés csak néhany ezrednyit tér el az egyt6l, vagy a nullatdl. Ezt az egyszeriisitést alkalmazva, részletes szamolas
nélkill egy teljes toltést tulajdonithatunk az aszparaginsav oldallancoknak, az o—karbonsav csoportnak, a lizin és
az arginin oldallancoknak, valamint nulla tdltést a tirozin oldallancoknak. Ezzel szemben a hisztidin és cisztein
oldallancokon toltések lesznek.

A cisztein oldallanc toltése, a fentiek mintajara:

Cvys =107 =197 =0 05

[Cys]
Ebbdl a cisztein toltése:
0,05 )
0,05+1 0.048
A hisztidin oldallanc toltése pedig:
LHis] ) gre-s0=1010=10
[His™]
és:
1.0
Too+1 0%

Az itt megallapitott toltés értékek és az egyes csoportok szamanak figyelembe vételével kitolthetjiik a 3.111. tablazat
7-es pH-ra vonatkozd oszlopat. A toltéseket osszeadva lathatjuk, hogy a fehérjének -1,593 toltése lesz. A pl tehat
bizonyosan kisebb, mint 7,0, amint az kovetkezik az 6sszt6ltés pH fliggésébdl (1asd fentebb).

Folytatva a pl varhato értékére vonatkozo becslést, most pH 6-on szamitjuk ki a fehérje 6ssztoltését. Miutan ebben
az esetben is teljesiil a pH ¢és a pK, értekek minimum két pH egységnyi eltérése az Asp, Lys, Arg és Tyr
oldallancokra, valamint az o—karbonsav és az a a—amino-csoportra nézve, ezek toltése ugyanakkoranak vehetd,
mint pH 7,0-en. Valtozni fog ellenben a cisztein és a hisztidin oldallancok t6ltése. Az eldbbi Iényegében nullara
csokken (mivel most mar tobb, mint két egység a tavolsaga a pH-nak a pK,-tol), az utobbi viszont +0,5-re nd,
ugyanis most pH=pK,, és a pK, definicidja szerint ekkor az ionizacio foka 50%. Kit6ltve a 3.111. tablazat 6-os pH-
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ra vonatkoz6 oszlopat, és a toltéseket 6sszeadva azt kapjuk, hogy a fehérje toltése +0,5. Tehat ez a pH mar a pl
alatt van, azaz a pl 6,0 és 7,0 kozott kell legyen.

Ha most (némi joggal) feltételezziik, hogy a pl kozel lesz 6-hoz, akkor varhatjuk, hogy még ez az érték is két pH
egységnyi tdvolsagra lesz a cisztein oldallanc pK, értékétdl. Tehat teljesiilni latszik az a feltétel, amit fentebb
szabtunk, és aminek jelentdségét most pontosabban megérthetjiik. Néhany tizeddel pH 6 felett ugyanis varhatéan
minden csoport toltése, még a ciszteiné is, elhanyagolhatdan kis mértékben fog eltérni a pH 6-on 1évo toltésétol.
Ezért megkisérelhetjiik a pI pontos kiszdmolasat, a kovetkez6képpen alkalmazva az aszparaginsav pl szdmolasanal
hasznalt logikat: pH=pl esetén a hisztidinek toltése nélkiil a fehérje Gssztoltése -2 lesz. Ezért (3.18) egyenlet
felirasakor alkalmazott gondolatmenet itt a kdvetkezd: olyan pH-t keresiink, ahol az 6t hisztidint tdltése egyiittesen
semlegesiteni tudja a tobbi ionizalddo csoporttdl szarmazo -2 toltést, azaz

. [His"] [His] _, .
3 >\I[H%- =2 tehat ~=2.5

A (3.17) egyenlet mintajara felirva a pl kifejezését, és a behelyettesitéseket elvégezve kapjuk:

. [His ] -
— _— I E5=f4
pI=pK, +lg Hie ] 6+1g2.5=6.4

A keresett izoelektromos pont tehat 6,4. Kiszamitva az egyes csoportok toltését ezen a pH-n, majd 0sszegezve azt
nullat kell kapjunk. Elvégezve ezt az ellen6rz6 szamitast (3.111. tablazat pH=6,4 oszlop) valdban nullat kapunk az
Osszes toltésre.
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4. fejezet - Spektrofotometria,
fehérjekoncentracié meéerése

szerz6: Malnasi-Csizmadia Andras

4.1. Fotometria

A spektrofotometria az egyik leggyakrabban hasznalt analitikai eljaras a biokémidban. A mddszer igen alkalmas
kis mennyiségli anyag gyors, egyszerl, rutinszeri mérésére. A mérés feltétele az, hogy a vizsgalt anyagnak a
szinkép valamelyik pontjan abszorpcidés maximuma legyen. Ha az abszorpcidés maximum a spektrum lathato
tartomanyaba esik, az anyag szines. A lathaté tartomanyban elvégezhetd analizisek szdma igen nagy. Ha a
vizsgaland6 anyagnak maganak nincs szine, valamilyen kémiai reakciot kell végezni a kérdéses anyaggal, ami
szines vegyiilet képzddéséhez vezet.

Ezen kiviil az ultraibolya tartomanyt analizisek is széles korben elterjedtek, mivel sok szintelen anyagnak van
ezen a teriileten (190-320 nm) intenziv elnyelési savja.

A spektrofotometrias mennyiségi analizisek az oldatok fényelnyelésére vonatkozo Lambert-Beer-torvényen
alapulnak. A minta altal elnyelt fényt a bees6 és az ateresztett fényintenzitas hanyadosaval jellemezziik (4.1. abra).

lo I
Beesé fény Ateresztett feny

4.1. dbra. A beeso és az ateresztett fény. A minta altal elnyelt fényt a beesé €s az ateresztett fényintenzitas
hanyadosaval jellemezziik.

V4

Osszefliggések alapjan. Ha a fény I, intenzitasa a kdzeg L vastagsagl rétegén athaladva I-re csokken, akkor a
Lambert-Beer-torvény értelmében:

E=log(I/Ij)=e*c*L

A log I /1 kifejezést extinkcionak (E) vagy abszorbancianak (A), esetleg optikai stiriiségnek (optikai denzitas, OD)
nevezziik. Olyan hullamhossznal, amelynél az oldoszer nem abszorbeal, a Lambert-Beer-torvény szerint £ aranyos
csak adott hullamhosszii monokromatizalt fény esetén érvényes. € az oldott anyag koncentraciojatol fiiggetlen
allando, melyet extinkcios koefficiensnek hivunk. Ha a koncentraciot mol/l-ben fejezziik ki, akkor molaris extinkcios
koefficiensrdl, vagy molaris abszorptivitasrol beszéliink. A molaris abszorptivitas megadja, hogy adott hullamhosszon

s

aMlem™. Ertéke az adott anyagra jellemz0, de fiigg az oldoszert6l és a hdmérséklettol.

A fenti 6sszefliggések alapjan tehat a fényelnyelés mértékébol a koncentracid kiszamithato:
c=E/e*L

Ha ¢ a molaris extinkcios koefficiens, akkor a ,,c” molaris koncentraciénak adodik. L a kiivetta (planparallel
iivegbdl, milanyagbol, vagy kvarcbol késziilt méréedény) optikai uthossziisaga cm egységben kifejezve.

Ha a mérend6 anyag fényelnyelése nem koveti pontosan a Lambert-Beer torvényt, egyéb mddon pontosan
meghatarozott koncentracio sorozat segitségével kalibracios gorbét készitiink. Ennek alapjan megfeleld korrekcioval
elvégezhetdek a mérések.
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Régebbi fotométerekben a transzmisszio (transzmittancia) értékét mérték:
T =11, vagy T % = 1/I, *100
A transzmittancia 0sszefliggés az extinkcioval:

E =1log (100 / T% ) vagyis E =2 —log T%

Av.E T %
0,01 98%
0,1 79%
0,5 32%

1 10%

2 1%
3 0,1%

4.1. tablazat. Abszorbancia/extinkcio és transzmittancia értékek dsszehasonlitasa.

A 4.1. tablazat bemutat néhany példat az abszorbancia és a transzmittancia dsszefliggésére. Vegyiik észre, hogy
A=2 abszorbancia értéknél a minta a bees6 fény 99%-at elnyeli. Ilyen mértéki elnyelésnél a miszer detektoraba
csak nagyon kis intenzitasu fény jut, ezért a mérés pontossaga folyamatosan csokken erésen fényelnyelé mintak
esetében.

4.2. Az UV-VIS fotométer

A spektrofotométer abszorbancia mérésére alkalmas miiszer, amely egy altalunk meghatarozott hullamhosszisagu
fényt allit eld, a mintara iranyitja (amely altalaban oldott allapotban egy kiivettaban van), és megméri az atjutd
fénysugar intenzitasat. Mindehhez fényforras, monokromator, mintatartd, detektor és kijelz6 egység sziikséges
(4.2. abra).

Detektol
Lambpa Mintatarto
W | Monokromator ‘m I_T_' AN OSIt0 | Tmaeer
oldat
kivettaban

4.2, dbra. A fotométer vazlatos felépitése.

A fényforras a 200 és 320 nm kozotti tartomanyban deutérium, nagynyomasu hidrogén, esetleg nagynyomasu
xenon lampa, a lathatd és kozeli infravords tartomanyban pedig wolframszalas lampa. Egy kombinalt UV-VIS
spektrofotométerben mindkét tipusti lampa megtalalhato.

A monokromator feladata az emlitett fényforrasok folytonos spektrumabol egy adott hullamhosszisagu fény
kivalasztasa. A modern késziilékekben a régebben hasznalt prizma helyett racsos monokromator van. A kilép6
fény nem szigoruan monokromatikus, egy viszonylag szitk hullamhossz tartomannyal jellemezhets. A
monokromatorban a be- és kilép6 fény réseken halad keresztiil, melyek szélessége meghatarozza a savszélességet.
Minél szélesebb a rés, annal szélesebb a kilépd fény hullamhossz tartomanya. Ugyanakkor a rés sziikitésével a

42

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Spektrofotometria, fehérjekoncentracié mérése

fényintenzitas is csdkken, tehat a rés megfelel6 beallitasaval kompromisszumot keresiink a spektralis tisztasag és
a kell6 fényintenzitas kozott.

A mintatartd: a fény keresztiilhalad a mintan, amit mianyagbdl, iivegb6l, kvarcbdl vagy egyéb atlatszo anyagbol
késziilt mintatartoba helyeztiink (4.3. 4bra). A miianyag és az tiveg olcso, de 280 illetve 320 nm hullamhossz alatt
nem hasznalhatok, mert itt tul nagy a fényelnyelésiik. R6videbb hullamhosszak esetén kvarc kiivettat hasznalunk.
A kiivetta mindsége és allapota a mérés kritikus tényezdje. Egyes késziilékek alkalmasak arra, hogy a mérés soran
a minta hémérsékletét allando értéken tartsuk, ami példaul kémiai reakciok sebességének mérésekor fontos.

4.3. abra. Mintatart6 kiivettak. A kiivettak leggyakrabban iivegbdl, miianyagbol illetve kvarcbol késziilnek. Kvarc
kiivettat abban az esetben hasznalunk, ha a fényelnyelést 320 nm-nél alacsonyabb hullamhosszon mérjiik, mert
ezeken a hullamhosszokon az iiveg és a miianyag a fény jelentds részét elnyeli. A legtobb kiivetta belso uthossza
lem, térfogatuk koriilbeliil 1,5-3 ml. Vannak sziikitett kiivettak, amelyekben kisebb térfogath oldatokat mérhetiink.
Sziikitett kiivettak esetében célszerti sotétitett falu kiivettat hasznalni az abszorbancia méréséhez. Ritkabbak a
nagyobb optikai uthosszl kiivettak.

Az olcsobb késziilékek altalaban egysugarasak, azaz egy kiivetta befogadasara alkalmasak. A jobb mindségii
késziilékek kétsugarasak, vagyis két kiivettan mérnek egyszerre. Az egyikben a mintat tartalmazo oldat van, a
masikban (referencia) pedig olyan oldat van, amely a mintat nem tartalmazza, de ettdl eltekintve Osszetétele
abszorbanciajat, igy differencialspektrumot mér, ami egyrészt jobban jellemzi a mérendé molekulat, masrészt a
kivonas a lampa fényintenzitasanak ingadozasabol eredd hibat is csokkenti.

A detektor: a mintan atjutdo fény intenzitasat fényérzékeny elektronikus eszkdzzel (fotodidda, fotoelektron-
sokszorozo) mérik. Ennek fajtaja, mindsége erdésen befolyasolja a késziilék tulajdonsagait. A fotoelektron-
sokszorozokat rendkiviil nagy sebesség €s széles hullamhossz tartomanyban is nagy érzékenység jellemzi. A kis
méretettel €s mérsékelt érzékenységgel jellemezhetd fotodiddakat az tn. fotodiddasoros (diode-array) késziilékekben
hasznaljak, melyekben egyidoben zajlik egy teljes spektrum felvétele.

Nemcsak egyetlen hulliamhosszon mérhetiink, hanem a hullimhosszat valtoztatva spektrumokat is felvehetiink,
amely az abszorbancia hullamhosszt6l vald fiiggését mutatja meg. Az egyszertibb késziilékek mérési tartomanya
0-1 abszorbancia egység (AU), komolyabb késziilékek 0-2 AU, vagy még szélesebb tartomanyban mérnek.

4.3. A fotometria egyéb alkalmazasi lehetoségei

A fotometriat szamos mas muiszerrel kombinalva is alkalmazzuk. Leggyakrabban kromatografias berendezésekkel
kombinaljak, amikor a kromatografias oszloprol kifoly6 mintat egy atfolyo kiivettan keresztiil engedik, és az atfolyo
oldat fényelnyelését folyamatosan detektaljak. A mérés idében valtozo abszorbancia gorbét eredményez, amelyet
kromatogrammnak neveziink. Ha a mérés soran diddasoros detektort alkalmazunk, akkor egy iddben tobb
hullamhosszon egyszerre is tudjuk mérni az atfoly6 minta abszorbanciajat, s6t ily moédon fotometrids spektrumok
sorozatat is felvehetjiik.
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Masik gyakori alkalmazas, amikor egyszerre nem egy minta fényelnyelését mérjiik, hanem tobb tiz vagy tobb szaz
mintat is mérhetiink ugynevezett plate-reader-rel (4.4. abra). Ezekbe a miiszerekbe 6, 12, 24, 48, 96, 384 mintatartot
tartalmazo lemezeket lehet behelyezni. A lemezektdl fiiggden egy-egy minta térfogata 10 uL - 10 mL Ilehet.
Leggyakrabban a 96 lyukt lemezeket alkalmazzak, amelyek maximalis térfogata 200 pL.

4.4. abra. Plate reader 96 lyuka mintatart6 lemezzel.

4.4. A fotometria soran leggyakrabban
felmerulé problémak

a.) Ha a minta zavaros, az hibat eredményez, hiszen a fény szorodik, és egy része nem jut a detektorba, tehat
latszolag elnyelddik.

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

c.) Nagyon fontos, hogy a kiivetta legyen karcolasmentes és tiszta. A kiivetta fényutba esé oldalait nem szabad
megfogni.

4.5. Fehérjekoncentracié meghatarozasa

A gyakorlatban sokszor van sziikség oldott fehérjék mennyiségének pontos meghatarozasara. Erre szamos modszer
létezik. Kromogén (szinképzd) eljarasnak nevezziik, amikor a fehérje és egy szerves vegyiilet altal létrehozott
szines komplex elnyelését mérjiik. 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. Tovabba az is igaz, hogy egy adott fehérje esetén az egyes modszerek
adhatnak eltérd értékeket. Nincs tokéletes fotometrias fehérje-meghatarozo eljaras. Mindegyik modszernek van
elénye és hatranya, ezeket mérlegelve kell valasztani kozottiik. A legfontosabb szempontok a specificitas, az
érzékenység, a mérhetd koncentraciotartomany, a pontossag, a mérendo fehérje természete, a mérést zavard anyagok
jelenléte, és a mérésre szant ido.

Biuret-modszer

A két, vagy tobb peptidkdtéssel rendelkezd molekulak alkalikus koriilmények kozott reagalnak Cu*" ionnal, és
lila komplex keletkezik. A koordinacio a peptidkotések nitrogénje és a rézion kozott jon 1étre. A keletkezett komplex
mennyisége aranyos a peptidkotések szamaval.
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A gyakorlatban a fehérjemennyiség meghatarozasat kalibracios gorbe alapjan végezziik, amelyet ismert mennyiségii
fehérje segitségével készitlink. A biuret reagenssel kezelt fehérjét a szines termék kialakulasa utan fotometraljuk
540 nm-en.

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

Lowry (Folin)-modszer

Erzékeny eljaras. A szines termék kialakulasa hasonloan torténik, mint a biuret reakcional, de egy masodik reagenst
(Folin-Ciocalteu) is alkalmaznak a szin erdsitése érdekében. A keletkez6 erds kék szint itt két reakcid okozza: (1)
a peptid kotés nitrogéjének koordinacioja rézionnal, és (2) a (fenollal reagald) Folin-Ciocalteu-reagens
(foszfomolibdat-foszfowolframat) tirozin altali redukcidja. A mérés 750 nm-en torténik.

A biuret-modszernél leirtakhoz hasonloan itt is kalibracids gorbét készitiink példaul BSA-val (bovine serum

srer

Eldnye: ez a modszer nagyon érzékeny, akar 1 pg fehérjét is képes kimutatni. Hatranya: kivitelezéséhez meglehetsen
hosszu idére van sziikség, szamos anyag (pl. ammoniumszulfat, glicin, és merkaptanok) zavarja, és az inkubalasi
1d6 is kritikus. Mivel a kiilonboz6 fehérjéknek mas a tirozintartalma, a szinképz6dés a kiilonbozo fehérjéknél eltérd.

srr

mint abszolit meghatarozasra.
Bradford-modszer

Viszonylag 1, mégis talan a legelterjedtebb fehérjemeghatarozasi modszer. Az eljaras a Coomassie Brilliant Blue
G-250 festék azon tulajdonsagan alapszik, hogy savas kdzegben kotodik 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 és guanidin-hidroklorid jelenlétében is lehet mérni vele), de sajnos a
detergensek ilyenek. Nyomnyi mennyiségii mosogatoszer is meghamisithatja a kapott eredményt. Hatranya: a
moddszer meglehetdsen aminosavosszetétel-fliggd és megfesti a kiivettakat is.

Spektrofotometrias modszer UV-elnyelés alapjan

A moédszer alapja, hogy az aromas aminosavak koziil a triptofan €s tirozin 280 nm kérnyékén erds elnyelési csucsot
mutat. Elénye, hogy gyors és egyszerti. Mivel nem kell a méréshez a fehérjéket kémiai reakcidba vinni, ezt az
eljarast hasznaljak fehérjék ill. peptidek kromatografias elvalasztdsanak folyamatos kovetésére. Hatranya, hogy
mivel az egyes fehérjék kiilonbozo aranyban tartalmaznak aromas aminosavakat, inkabb csak ugyanazon fehérje
kiilonboz6 oldatainak dsszevetésére alkalmas, nem abszolit mddszer. A probléma kikiiszobdlhetd, ha ismerjiik a
fehérjemolekulaban talalhato tirozin €s triptofan aminosavak szamat, amibdl a molaris extinkcids koefficiens jol
becsiilhetd. A modszer érzékenysége mérsékelt, 50 pg koriil van. A mérést zavarja minden 280 nm-en elnyelést
mutatd anyag, leggyakrabban DNS (a nukleinsavak elnyelési maximuma 260 nm-nél van, és 280 nm-en még erds
elnyelést mutatnak). Warburg és Christian modszere kikiiszoboli a nukleinsavak altal okozott hibat. Eszerint
meghatarozzuk a minta A280/A260 értékét, majd egy tablazatbol keressiik ki a megfeleld fehérje és nukleinsav
aranyat. (A feheérjekoncentracio pedig szamolhato a kovetkezd Osszefiigges alapjan: ¢, (mg/ml) = 1,55 X Exgonm
— 0,76 x Eygonm-) Megjegyzendd, hogy a fehérjék ill. a peptidek 220-240 nm kozott is igen intenziv elnyelést
mutatnak, ami a peptidkdtéseknek és a karboxil-oldalldncoknak tulajdonithaté. Mennyiségi meghatarozésra azonban
ez a hullamhossz tartomany csak rendkiviil tiszta oldatok esetén hasznalhatd, mert ebben a tartomanyban szamos
mas anyag is nagy mértékben elnyel.

4.6. A spektrofotometria gyakorlata

4.6.1. Az ATP abszorpcioés spektruma (4.5. abra). Az elnyelési maximum 260 nm-en van, amelyért az aromas
molekularészlet felel6s. Ez a 260 nm-es abszorpcids csucs a nukleinsavak spektrumaban is megjelenik.
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4.5. dbra. Az ATP abszorpcids spektruma.

4.6.2. A DNS hiperkrom effektus (4.6. abra). A 260 nm-es elnyelési maximum a nukleotidok aromas csoportjainak
koszonhetd. A hémérséklet hatasara a DNS ,;megolvad”, felbomlanak a szemben levd bazisok kozott a hidrogén
hidak, és 260 nm-en az abszorpcié megnd. Ezt a jelenséget nevezziik hiperkrom effektusnak. Az atmeneti
hémérsékletet (T,,) ,,olvadasi hdmérsékletnek™ nevezziik.
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4.6. abra. DNS hiperkrom effektus. A felsd dbra a DNS spektruma 90 és 30 C%-on, az als6 a 260 nm-es elnyelés
valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében.

4.6.3. ANAD és a NADH abszorpcios spektruma, molekulaszerkezete (4.7. abra).
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4.7. abra. A NAD és a NADH abszorpcios spekruma, molekulaszerkezete.

A nikotinamid-adenin dinukleotidnak két aromas molekularészlete van. Az adenin rész felelds a 260 nm-es elnyelési
csucsért (ahogyan az ATP-ben, vagy a nukleinsavaknal az el6z6 dbrakon is lathatd). A nikotinamid résznek csak
protonalt allapotban (NADH) van specifikus elnyelése 340 nm-en. Ezt a specifikus csucsot jol lehet hasznalni
analitikai, enzimkinetikai, orvosi diagnosztikai mérésekben. Példa: ATPaz aktivitds méréskor az ATP-b6l keletkezd
ADP mennyiséget szeretnénk kimutatni, de az ATP és ADP megkiilonboztetése spektroszkdpiailag nem lehetséges,
260 nm-en egyforman van elnyelésiik. Ezért kapcsolt reakciot szokas hasznalni (4.8. dbra): a vizsgalt
reakcioelegyhez olyan enzimeket (piruvat kindz és laktatdehidrogenaz) és szubsztratokat (PEP, NADH) adunk,
hogy az ATPaz rekci6 soran fogyé ATP-vel aranyosan oxidalodjon a NADH. fgy a NADH fogyasa 340 nm-en
id6ben jol kovethetd. Természetesen a NADH oxidacigjakor a 260 nm-es abszorpcios csucs intenzitdsa nem
valtozik, hiszen az adenin molekularészlet kémiai tulajdonsaga nem valtozik a reakci6 alatt.

lactate NADH

lactatedehydrogenase rLDHJ/ \

ATP pyruvate NAD"

ATP{JSV \p_wuvm‘e kinase (PK)
ADP

phosphoenolpyruvate (PEP)

4.8. abra. ATPaz aktivitas mérése kapcsolt reakcioban.
4.6.4. Fehérjék abszorpcids spektruma.

A fehérjékben talalhato aromas aminosavaknak az aromas oldallancnak készonhetéen 280 nm-en van abszorpcios
csucsuk (4.9. abra). Az aminosavak abszorpcioja additiv, igy a fehérjék molaris abszorpcids koefficiense 280 nm-
en szamithat6 az aminosav Osszetételiik alapjan. A nem-aromas aminosavak ezen a hullamhosszon nem nyelnek
el, kivétel a cisztin (diszulfid hidakkal kapcsolodo cisztein par), de ennek abszorpcidja alacsony. Az aminosav
Osszetétel alapjan a fehérje abszorpciojara szamitott értékek jol kozelitik a a mért értékeket, fehérje koncentracio
meérésre is hasznalhatok. A Trp és kis mértekben a Tyr oldallancok fluoreszkalnak. A Trp a 295 nm-en az abszorpcios
spektumon lathato vallnal szelektiven gerjesztheto.
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Fehérjék spektrumaban 220 nm kornyékén a peptidkotések nyelnek el, a 280 nm kornyékén levd cstics az aromas
aminosavak elnyelésének kdszonhetd (4.10. abra). Koncentracido mérésre a 280 nm-es csucs alkalmasabb, mert
220 nm-en sok mas anyag is elnyel, igy az kevésbé specifikus.
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4.9. abra. Aromas aminosavak abszorpcios spektrumai.
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4.10. abra. Egy fehérje spektruma.

4.6.5. DNS ¢s fehérje tisztasaganak meghatarozasa (4-11. abra).

A biologiai mintak DNS : fehérje aranyat a minta 260 és 280 nm-es elnyelésébdl becsiilni lehet (a nukleotid bazisok
illetve az aromas aminosavak nyelnek el ebben a régioban). A tiszta DNS minta esetén ez tipikusan A,go/ Asrgo=1,8,
hozzaadott fehérje esetében ez az arany csokken. Az abran kiilonb6z6 aranyban 6sszekevert DNS-fehérje oldatok
abszorpcids spektrumai lathatok.
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4.11. abra. DNS és fehérje tisztasaganak meghatarozasa.

4.7. Fluorimetria

A fluorimetria a fluoreszcens molekulak fluoreszcenciajanak kvantitativ vizsgalata. A biomolekulék jelentds része
fluoreszcens, illetve fluoreszcens molekulakkal kémiai uton jelolhetd, ezért a fluorimetria széles kdrben alkalmazhato
mind analitikai eljarasként mind kiilonb6z6 képalkoto eljarasokban. Mivel a fotonok detektaldsara igen érzékeny
eszkdzeink vannak — akar egyetlen foton detektalasa is lehetséges - és egyetlen fluorofor molekula akar millidnyi
fotont képes kibocséjtani masodpercenként, ezért egyedi molekularis vizsgalatokban is gyakran alkalmazott eljaras.

A fluoreszcencia jelenségét Sir John Fredrick William Herschel fedezte fel és publikalta a 19. szazad kozepén.
Azt tapasztalta, ha kinin oldatot fehér fénnyel atvilagitott, akkor az atvilagitasra merélegesen szemlélve a mintat,
az sejtelmes kékes fényt bocsajtott ki annak ellenére, hogy az oldat teljesen szintelen volt, ha a mintat az atvilagitassal
szemben vizsgalta.

A fluoreszcencia érzékenységének demonstralasara igen jo példa, hogy a jelenség felhasznalasaval bizonyitottak,
hogy a Duna és a Rajna felszin alatti vizfolyasokkal 6sszekottetésben van. 1877-ben a Dunéba fluoreszceint (egy
fluorofort) ontdttek, ami koriilbeliil 60 draval késobb zoldes fluoreszcenciajaval detektalhatod volt egy a Rajnaba
omlo kisebb folyoban. Fluoreszceint a mai napig hasznalnak jelzéfolyadékként azon célbdl, hogy konnyen
megtalaljak a tengerbe zuhano visszatérd tirkabinokat.

4.7.1. A fluoreszcencia fizikai alapja.

A fluorofér molekula altal elnyelt, megfelelé hulliamhosszusadgu foton a molekula egyes elektronjait gerjeszti.
Ebben a gerjesztett allapotban néhdny nanomasodpercig tartdzkodik a rendszer majd ujra alapallapotba relaxalodik
(megjegyzendd, hogy 1 nanomasodperc alatt a fény 30 cm-nyi utat tesz meg). Amikor az elektron a gerjesztett
allapotbol az alacsonyabb energidjt alapallapotba ugrik, akkor fotont bocsathat ki. Ezt a foton kibocsatast nevezziik
fluoreszcens emisszionak. Mind elméleti, mind gyakorlati szempontb6l fontos tulajdonsaga a fluoreszcencidnak
azugynevezett Stokes eltolodés, ami azt jelenti, hogy az abszorbedlt foton hulldamhossza mindig alacsonyabb mint
az emittalt fotoné (tehat a kibocsatott fény energidja kisebb).

A fény hulldmhossza (L), frekvenciaja (v, ejtsd: nii) és energiaja (E) kozotti 6sszefliggések, illetve ezen paraméterek
mértékegységei az alabbiak:

A=c /v, ahol c a fénysebesség (hozzavetdlegesen 300000km/s)
v=c/A

E = h * v, ahol h a Planck 4llandé (hozzavetdlegesen 6,63 *107* Js).
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A Stokes eltolodas jelenségének kdszonhetden a fluoreszeencia nagyon érzékeny kimutatasi modszerek kifejlesztését
teszi lehetové. Mivel a gerjesztd fény hullamhossza kiilonbozik a detektalt (emittalt) fényétdl, ezért megfeleld
koriilmények alkalmazasaval a gerjesztd fény jelentette mérési hattér minimalisra csokkenthetd. A gerjesztd fény
detektorba jutasat két modon akadalyozhatjuk meg: 1. legtobbszor a fluoreszcencia mérését olyan geometriai
elrendezésben végzik, hogy az emisszio detektalasa a gerjesztd fénysugarra merdlegesen torténik. Ennek a geometriai
elrendezésnek kovetkeztében a gerjesztd fény nem jut a detektorba (4.12. abra). 2. A fényforras és a minta, illetve
a minta és a detektor kdzé egy-egy, kiilonbdzé hullamhossz tartomanyt fényt atengedd fénysziirét helyeznek,
amelyeknek koszonhetden a detektorba nem jut a gerjeszt6 fény fotonjaibol, mert azokat az emisszios fénysziiré
elnyeli..

lencse lencse

. .. .’ meérésiminta

fenyforras gerjesztési * lencse

]
fénysziire '
- emisszios fenyszurd

lencse

* detektor

4.12. abra. A fluoriméter felépitésének vazlata. A mérési mintat a fényforras és a detektor koz¢é helyezziik, melyek
altalaban merdleges elrendezésben vannak. A megfeleld hullamhossziusagu fényt fénysziirokkel valasztjuk ki. Sok
esetben erre nem fénysziirdket, hanem igynevezett monokromatorokat alkalmazunk (4.13. abra). Ezeknek az az
elénye, hogy tetszéleges hullamhosszisagu fényt kiszlirhetiink, mig a fénysziirdk csak adott hullamhosszusag-
tartomanyu fény szelektalasara alkalmasak, a tartomany pedig nem valtoztathato csak a szlird kicserélésével.

Kilepgres

~
<4

; Belepores

fenyforras

prizma

4.13. abra. A monokromator elve. A monokromator a fehér (széles, kevert spektrumtt) fénybdl tetszdleges kis
hulldmhossz tartomanyu fényt képes kivalasztani. A belépd fehér fény a monokromatorban talalhat6 prizmara
vetiil, amely a fehér fényt 6sszetevdire bontja, maga mogott egy szivarvanyt hoz létre. A minta felé egy kis résen
at engedjiik a fényt, ezaltal a mintara csak egy kis tartomany1, gyakorlatilag homogén hullamhossziisagt fény
vetiil. A mintara vetiilé fény hulldmhossza a prizma elforditdsaval valtoztathatd, hiszen ebben az esetben a kilépd
résen a szivarvanybol mas tartomany fog keresztiilhaladni.

A gerjeszt6 fény detektorba jutasanak ilyen mértéki, kettds védelme azért fontos, mert a mintak fluoreszcenciaja
altalaban két-harom nagysagrenddel alacsonyabb, mint a gerjeszt6 fény intenzitasa. Tehat, ha a gerjeszt6 fény csak
1-0,1%-a jutna a detektorba, akkor is a mért jelintenzitas fele a gerjesztd fénybol szarmazna és csak masik fele a
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ey

egyenértéklien detektal fiiggetleniil azok hullamhosszatol.

A fluoroforok specifikus fluoreszcencia spektrumokkal jellemezhetok. Megkiilonboztetiink gerjesztési és emisszios
fluoreszcencia spektrumokat. A gerjesztési spektrumot ugy allitjuk eld, hogy az emisszi6 fényintenzitasat egyetlen
hulldmhosszon mérjitk mikdzben a gerjesztési hullamhosszt folyamatosan valtoztatjuk. Az emisszids spektrumot
ugy allitjuk eld, hogy az emittalt fény intenzitasat a hullamhossz fiiggvényében mérjiik, mikézben a mintat egyetlen
hulldmhosszon gerjesztjiik (4.14. abra). A gerjesztési spektrum alakja megegyezik az abszorpcios spektrum
alakjaval. A Stokes eltolodasnak koszonhetden az emisszids spektrum a gerjesztési spektrumhoz képest a vorosebb
tartomany felé tolodik, és altalaban a két spektrum alakja egymasra tiikkorszimmetrikus.

Abszorbcios/gerjesztesispektrum

—
(=
i

e
=]
i

Emisszios spektrum

350 400 450 500 550
Hullamhossz{nm)

Relativabszorbcidlemisszid
o
o

4.14. abra. A pirén abszorpcios/gerjesztési és emissziods spektrumai.

4.7.2. A fluorimetria biokémiai és molekularis biolégiai
alkalmazasai.

A fluoreszcencia intenzitdsa az anyagi mindségen tul a molekula kdrnyezetére is nagyon érzékeny. Az olddszer
pH-jéra, polaritasara és a hémérsékletre érzékenyen reagal az emisszids intenzitas. Altalaban az apolaros kozeg
illetve a hdmérséklet csokkentése az intenzitas novekedésével jar. Ugyancsak érzékeny a fluoreszcencia a flourofor
kozvetlen kdrnyezetére is. Ha a fluorofor kozelébe masik molekula vagy molekularészlet keriil, akkor a fluoreszcencia
intenzitdsa megvaltozhat. Ezen tulajdonsagoknak kdszonhetden a fluorimetria igen jol alkalmazhato kiilonb6zo
kémiai folyamatok és/vagy konformacios atalakulasok, aggregacio illetve disszociacio kdvetésére is. A fehérjékben
két aminosav oldallancnak van jelent6s fluoreszcencidja, a triptofannak és a tirozinnak. A fehérjék triptofan és
a fehérjék tobbségében csak egy vagy néhany talalhato beldle, mig a tirozin sokkal gyakoribb, altalaban 6t-tizszer
tobb van beldle, mint triptofanbol. Ugyanakkor a triptofan fluoreszcenciaja tobbszordse a tirozinénak (4.15. abra).
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4.15. abra. A Triptofan (kék), a tirozin (piros) és a fenilalanin (z61d) abszorpcios (felsé abra) és emisszids (alsd
abra) spektrumai.

A spektrumokbol jol latszik, hogy a triptofan fluoreszcenciaja vizsgalhato specifikusan a tirozinok jelenléte mellett
is, hiszen 295 nm-nél torténd gerjesztés €s 350 nm-nél torténd detektalas esetén a tirozin fluoreszcencidja
elhanyagolhat6. Mivel a triptofan fluoreszcencia intenzitasa és az emisszios spektrum alakja is érzékeny az oldallanc
sokszor jol kdvethetdk enzimek, illetve fehérjék konformacios atalakulasai. Ugyancsak sokszor alkalmas a triptofan
fluoreszcencia vizsgalata fehérjék ligandum kotésének, di- vagy multimerizaciojanak kovetésére, ha a triptofan
oldallanc molekularis kérnyezete megvaltozik az adott folyamatban.

A fehérjéket fluoreszcens modszerekkel nem csak triptofan és tirozin fluoreszcenciajukon keresztiil tudjuk detektalni.
Léteznek fehérjék, melyek a transzlacid utan érési folyamaton mennek keresztiil, amelynek soran 3 aminosav
kovalens izomerizacidja révén fluoreszcenssé valnak. Az elsoként felfedezett fluoreszcens fehérje a zo1d fluoreszcens
fehérje (GFP), amely természetes formaban az Aequorea victoria meduzabol izolalhatd. Azdta szamos mas fajbol
is izolaltak fluoreszcens fehérjéket. A GFP-nek tobb szaz rekombinans formajat allitottak el6 az utobbi husz évben,
amelyek kiilonboz6é fluoreszcencia tulajdonsagokkal rendelkeznek és kiilonb6z6 szintiek. A GFP intrinsic
fluoreszcencidjat jol ki lehet hasznalni fehérjék fluoreszcens jelolésére. Ha a GFP és az adott fehérje génjébdl
kiméra gént allitunk el6, vagyis a fehérje génjének 5° vagy 3’ végére illesztjiik a GFP génjét, akkor az igy konstrualt
gén fehérjeterméke egy kiméra lesz, amiben a GFP az adott fehérje N- vagy C-terminalisan helyezkedik el. Vagyis,
ha megfeleld vektor rendszer segitségével a gént bejuttatjuk egy organizmusba, akkor a termel6dd fehérje a
hozzékapcsolt GFP miatt zolden fog fluoreszkalni gerjesztés hatasara. Ennek segitségével konnyen lokalizalhatjuk
a fehérjéket szoveti, cellularis illetve szubcellularis szinteken. Mivel ma mar sokféle szint fluoreszcens fehérjét
ismeriink, igy kiilonboz6 fluoreszcens fehérjékkel jelolt fehérjék kolokalizacidja is meghatarozhaté in vivo. A
fluoreszcens fehérjék felhasznalasa a bioldgiaban technologiai forradalmat hozott, amit 2008-ban Nobel-dijjal
honoraltak.

A fehérjéket és mas biologiai anyagokat extrinsic modositassal is fluoreszcenssé tehetjiik. Egyrészrél kovalens
kotéssel, masrészrél masodlagos kotéseken keresztiil a molekulakat megjeldlhetjiik fluoroforokkal. A fehérjéket
kovalens mddositas révén leggyakrabban reaktiv cisztein oldallancokon keresztiil jel6lik fluoroférokkal. Ebben
az esetben olyan fluorofor molekulakat hasznalunk, amelyeken jodacetamido vagy maleimido csoport talalhato,
amelyek megfelel6 koriilmények k6zott specifikusan reagalnak a cisztein oldallanc szulfhidril csoportjaval.
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Masodlagos kotések segitségével példaul fluoreszcens szubsztratokkal vagy inhibtorokkal komplexalhatjuk a
fehérjéket. Ugyancsak léteznek olyan fluoroforok, amelyek nagy affinitassal kotddnek fehérjék specialis tulajdonsagu
régidihoz. Példaul a 8-anilononaftalén 1-szulfonsav (ANS) a fehérjék hidrofob felszineihez k6tddik specifikusan,
és a kotddéskor valik erésen fluoreszcenssé. Ez a tulajdonsaga kihasznalhaté olyan kisérletekben, amikor pl.
ligandum kotddéskor a hidrofob felszinek aranya csokken, és az enzimhez adott ligandum leszoritja az ANS-t,
ezaltal a ligandum kotédés folyamata az ANS fluoreszcencia intenzitas csokkenés altal kozvetleniil kdvethetd.
Ilyen moédon a ligandum-fehérje kotési allando illetve a kotodés kinetikdja egyszerd, kvantitativ modon vizsgalhato.

A kettds szalu DNS jelolése in vitro kisérletekben példaul etidium bromiddal torténhet. A DNS bazisai kdzé
interkaldlodva (ékelddve) az etidium bromid fluoreszcencidja sokszorosara né. A DNS lathatova tétele agardz
gélelektroforéziskor korabban etidium bromidos festéssel tortént. Az agaroz gélbe etidium bromidot keveriink, és
a gélben vandorld DNS a festéket komplexalja. A DNS-ben felgyiilemld fluoreszcens etidium bromid UV fénnyel
torténd megvilagitasra a fluoreszcencia révén lathatova valik. Mivel az etidium bromid karcinogén, ezért a
laboratériumban ma mar nem karcinogén fluoreszcens DNS-festékeket hasznalunk (pl. SYBR Safe).

A nukleinsavak kovalens kotés révén is jelolhetok fluoreszcens festékekkel. A nukleinsav 5° illetve 3” hidroxil
csoportjara kothetd fluorofor. Leggyakrabban a DNS-t oly modon jeloljiik 5° végiikon, hogy a PCR reakcioban
felszaporitandd DNS szakaszt 5 végen jelolt primer felhasznalasaval szintetizaljuk (1asd 10. fejezet).

A kereskedelemben igen nagy szamban kaphatok kiilonb6z6 fluoreszcens tulajdonsagokkal rendelkez6 fluoroforok.
Egyrészt kivalaszthatjuk a felhasznaland6 fluorofort azon az alapon, hogy mely hulldamhosszon gerjeszthetd illetve
mely hulldmhosszon emittal. Példaul, az egyik els6ként alkalmazott fluorofor, a fluoreszcein abszorpcids maximuma
494 nm-en, mig emissziés maximuma 521 nm-en van. A fluoroférok abszorpcids koefficiense és emisszios
hatékonysaga (egy abszorbealt foton milyen valdszinliséggel emittalodik fluoreszcens jelként) hatdrozza meg a
fluorofor fluoreszcencia intenzitasat. Ezen az alapon is optimalizalhatjuk kisérleteinket a fluorofor kivalasztasaval.
Ugyancsak fontos szempont, hogy a Stokes eltolodas milyen mértékii. A fluoriméter beallitdsa szempontjabol a
nagyobb Stokes eltolodasu fluoroforok jobban felhasznalhatok. Minél nagyobb a kiilonbség a gerjeszto fény és a
detektalas hullamhossza kozott, annal konnyebben megakadalyozhato (fénysziirdkkel vagy monokromatorokkal),
hogy a mérés hatterét jelentés mértékben meghatarozo gerjeszto fény keriilhessen a detektorba.
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5. fejezet - Sejtek feltarasa és fehérjék
izolalasa
szerzd: Pal Gabor

Ebben a fejezetben azzal foglalkozunk, hogyan lehet biologiai mintabdl izolalni egy-egy vizsgalni kivant fehérjét.
Magatol értetddik, hogy minél tobb informacidval rendelkeziink az adott fehérjérdl, annal konnyebb kidolgozni a
ra vonatkozo hatékony izolalasi modszert.

Az elséként figyelembe veendd kérdés, hogy hol, milyen szovetben fordul el6 legnagyobb mennyiségben az adott
fehérje. Természetesen ez donti el, hogy milyen szovetbdl induljunk ki. A kdvetkez6 kérdés, hogy extracellularis,
intracellularis, vagy membranfehérjérdl van-e sz6. Ha intracellularis a fehérje, akkor fontos tudnunk, hogy melyik
sejtalkotoban van jelen legnagyobb mennyiségben, hiszen akkor érdemes el6szor ezt a sejtalkotot izolalnunk. Azt
a folyamatot, melynek soran az eukariota sejt egyes alkotoegységeit (pl. plazmamembran, sejtmag, mitokondriumok)
izolaljak, sejtfrakcionalasnak nevezziik. Ennek soran a sejteket feltarjuk, és az egyes o sejtalkotokat egymastol
kiilonboz6 frakciokba kiilonitjiik.

5.1. A sejtek feltarasa

A sejtek feltarasanak konkrét modja a részletek tekintetében természetesen nagyban fiigg attol, hogy milyen
mintabdl indulunk ki, milyen sejtekrdl van szo. Tobbsejtliek esetén a cél az, hogy a szdvetet alkotd sejtek kozotti
kapcsolatok megsziinjenek, és az egyes sejtek sejtmembranja esetleg sejtfala (1asd névények, gombak) felszakadjon,
a sejtek feltarodjanak.

Az eljaras soran rendszerint olyan puffer oldatokat hasznalunk, amelyek hasonlitanak a feltarandé mintaban
uralkodd nativ koriilményekhez. A mintat altalaban folyamatosan hiitjiik, hogy lassitsuk a karos kémiai reakcidkat,
példaul a protedzok altali fehérjebontast, a spontan oxidaciot. A protedzok gatlasara protedz-inhibitorokat, az
oxidacio kivédésére redukald szereket is alkalmazhatunk. A mintaban nehézfém ionok is lehetnek, amelyek
komplexet képezhetnek egyes aminosav oldallancokkal. Ennek kivédésére példaul etilén-diamin-tetraecetsavat
(EDTA) alkalmaznak, amely a nehézfémionokkal komplexet képezve megkoti azokat.

A két leggyakrabban alkalmazott sejtfeltard modszer a késes homogenizalas, és az ultrahangos feltaras. Késes
homogenizator egy a célra optimalizalt ,,botmixer” jellegii késziilék. Ezzel a késziilékkel erds szerkezetli szoveteket
is szét lehet roncsolni. Az ultrahangos sejtfeltarast inkabb mar tobbé-kevésbé szétvalasztott sejtek szuszpenzidja
esetén hasznaljak. Az ultrahangot egy ,,szonikator”’-nak nevezett késziilék allitja el6, melyet egy fém alkatrész
segitségével vezet a sejt-szuszpenzidba. Az ultrahangot rovid pulzusokban adagoljuk. A sejteket a hirtelen jelentkezd,
nagy nyomaskiilonbségekbdl adddo nyiroerdk tarjak fel.

A nyiréer6kon alapulnak mindazok az eljarasok is, amelyeknél a sejt-szuszpenzidt egy sziik keresztmetszetii
térrészen keresztiil préselik at nagy nyomast alkalmazva. Ennél a modszernél az alacsony-nyomasu térrészbe juto
sejtek a hirtelen nyomasesés miatt mintegy felrobbannak. Szintén a nyiroeréket alkalmazzak azok a sejtfeltarok,
amelyeknél a sejt szuszpenziot egy olyan hengerbe teszik, amelyben egy, a henger atméréjénél éppen csak kisebb
atmérdji dugattyit mozgatnak. A henger és a dugattyu fala kozotti, a sejteknél csak alig nagyobb térrészben a
nyirderdk miatt a sejtek feltarodnak.

Kiilonosen ellenalld, példaul sejtfallal rendelkezd névényi sejtek esetében kvarcszemcsék segitségével, ill. folyékony
nitrogénban vald lefagyasztas utani dorzsmozsaras feltarast is alkalmaznak. Ezzel szemben a rendkiviil sériilékeny
vérsejtek esetében a feltarashoz elegendo az is, hogy a sejteket hipozmotikus oldatba helyezziik. Sejtfal hianyaban
ezek az egyedi sejtek a hirtelen bedraml6 viz miatt kipukkadnak.

5.2. Sejtfrakcionalas

A sejtfrakcionalas f0 célja az, hogy a feltart sejtek egyes alkotdit egymastol elkiilonitsiik, izolaljuk. A frakcionalast
megel6z0 sejtfeltaras modszerének intenzitasat optimalizalni kell. Kellden intenzivnek kell lennie, hogy a sejtek
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jelentds része feltarodjon, de ugyanakkor fontos, hogy a sejtalkotok zome épp allapotban maradjon. A sejtek
feltarasa soran a plazmamembran szétesik, és kis membran hatarolt részecskék, vezikulak, keletkeznek. Ezek, és
a tobbi sejten beliili organellum, illetve a citoszol oldott fehérjéi és egyéb anyagai alkotjak azt a homogenatumot,
amelybdl az egyes frakciokat majd izolaljuk. Az egyes frakciok elvalasztasanak f6 modszere a centrifugalas, ezért
a kovetkezokben ennek alapelvét és o eljarasait ismertetjiik.

5.3. A centrifugalas

Ha egy testet egy fonalon tartva pdrgetiink, huznunk kell a fonalat ahhoz, hogy a test korpalyan maradjon,
megakadalyozva, hogy a test egy érint6 egyenes mentén, egyenes vonalu egyenletes mozgast végezzen. Az az erd,
amivel a tengely felé huzzuk fonalat, a centripetalis er6. Az ezzel éppen ellentétes iranyu, a test tehetetlenségébdl
fakado fiktiv erd, amellyel a test a fonalon keresztiil huzza a keziinket, a centrifugalis er6 (Fc).

Az egyszertség kedvéért az oldatok centrifugalasa sordn lezajlé folyamatokat az Fc ervel szoktak leirni.

Az ismert Newton-féle alapegyenlet szerint:
F=mxa (5.1)
Centrifugalas soran a gyorsulas a szogsebesség négyzetének és a sugarnak a szorzata:
a=w" xr (5.2)
A fiktiv centrifugalis gyorsito erd, F, vakuumban tehat:
F =mxa’ xr (5.3)

A sugar és a szogsebesség-négyzet szorzata nem mas, mint a centrifugalas soran jelentkezd gyorsito potencial. Ezt
hagyomanyosan (és talan kissé megtéveszté modon) a f6ldi graviticids térerdbol fakadod nehézségi gyorsulds (g)
aranyaban adjak meg. Tehat a centrifugdban ébredé gyorsulasi potencial mértékét tigy adjdk meg, hogy az
hanyszorosa a g értéknek. Ennek az oka egyszerti. A részecskék a foldi gravitacid miatt is iilepednek. A centrifugélas
soran is iilepitjiik a részecskéket, de ekkor a gravitaciobol eredd gyorsitd potencialnak sokszorosat, akar tobb
szazezerszeresét is el tudjuk érni.

Amikor oldatokat centrifugalunk, akkor az oldatban 1év6 részecskék vakuum helyett egy adott stirliségii kozegben
vannak, és természetesen erre a kdzegre is hat a centrifugalis er6. Amennyiben a részecske siriisége éppen
megegyezik a kozeg slirliségével, gy a részecske a kozeghez képes nem mozog, vagyis a sugariranyu elmozdulasa
nulla lesz. Ha a részecske siirlisége nagyobb, mint a kézegé, akkor sugar iranyban elindul kifelé (mikézben az
altala kiszoritott kozeg a sugar felé halad), ha pedig a stirlisége kisebb a kdzegénél, akkor elindul sugariranyban a
tengely felé (mikozben az altala kiszoritott kdzeg kifelé halad).

Ennek a jelenségnek a leirasat szolgalja a lebegési faktor bevezetése:

-2 (54)

»

ahol a tort szamlalojaban a kdzeg, a nevezdjében pedig a részecske slirlisége szerepel.

A lebegési faktorral, mint szorzétényezdovel kombinalt egyenlet a kovetkezo:

F,=mx(1-2)xo’xr (5.5)

i

Ebbdl az egyenletbdl jol 1athatd, hogy a centrifugalas soran az adott részecskére hatd er6 fiigg a részecske tomegétol,
kozeghez viszonyitott sirliségétol, a szogsebességtol, és a tengelytdl valod tavolsagtol.
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Ezek koziil magéra a részecskére jellemzo tényezok, amelyek eltérd részecskék elvalasztasara adnak lehetdséget,
a részecske tomege, €s a stirlisége. Mint latni fogjuk, két alapvetd centrifugalason alapulo elvalasztas 1étezik. Az
egyik esetében a tomeg és a siriiség egyfajta kombinacidja alapjan zajlik az elvalasztas, mig a masik esetben
kizarolag a siirtiség alapjan.

Amint a részecskéket a centrifugalas soran elkezdjiik gyorsitani, és azok elkezdenek sugér iranyban mozogni, a
mozgo részecskére a vandorlasaval ellentétes iranyu, a sebességével (az itt jellemzd alacsony sebességek esetében)
egyenesen aranyos mértékli kozegellenalldsi erd (Fy) 1€p fel. Az ardnyossagi tényez0 nem mads, mint a
kozegellenallasi egyiitthatd, f, amelynek értéke Stokes torvénye szerint fligg a kdzeg viszkozitasatol, és a részecske
méretétdl, illetve alakjatol az alabbiak szerint:

f=6xrxaxu (5.6)

Ahol gdmb alakt részecskék esetében r a részecske sugara, nem gomb alaktl részecskék esetében a Stokes sugar,
amely egy olyan gomb alakl részecske sugara, amely azonos diffuzios viselkedésii, mint a vizsgalt nem gdmb
alaku részecske, és 1 a kozegre jellemzd viszkozitas. Erdemes észrevenni, hogy a részecskét mozgasiban akadalyozo
kozegellenallasi tényezd egyenesen aranyos a részecske sugaraval.

A centrifugalas folyamata soran a részecske sebessége csak addig néhet, amig a mozgassal ellentétes iranyu, a
részecskét lassito Fy erd értéke éppen eléri a részecskét gyorsito F,, erd értékét. Egy igen rovid id6 elteltével a két
ellentétes iranyba hatd er6 értéke tehat megegyezik.

F.=F, = fxv (5.7)

A részecske emiatt adott, ra jellemzd, allando sebességgel vandorol. (Egyébként egy masfajta gyorsito erd, de
azonos jellegli kozegellenallasi erd hatasara kialakulo analog jelenséget lathatunk a 7. fejezetben az elektroforézis
esetében is.) Az el6z0 egyenletbe behelyettesitve az F,, erdt leird dsszefiiggést fogjuk kapni az alabbi egyenletet:

fxv:mxa—pﬁ)xafxr (5.8)

”

Ha a fenti egyenletet gy rendezziik at, hogy a részecske sebességét elosztjuk a centrifuga altal 1étrehozott gyorsito
potenciallal, akkor egy, a részecske iilepithetdségére vonatkozd hasznos adatot kapunk. Ez az 1/s (reciprok
masodperc) mértékegységili adat jellemzi, hogy egységnyi gyorsitd potencidlra a részecske mekkora iilepedési
sebességgel reagal. A részecske iilepithetdséget a szedimentacios koefficienssel lehet jellemezni, mely Theodor
Svedberg nyoman a Svedberg elnevezést kapta:

mx(1-y Mxa-*)
S: v — pr — pr (59)
o xr I Nf

Az egyenlet szamlalojaban szerepelnek mindazon tényezok, amelyek pozitiv értelemben befolyasoljak az
iilepithetdséget. Minél nagyobb a részecske tomege, és minél nagyobb a részecske stirisége a kozegnél, annal
nagyobb sebességgel iilepedik egységnyi gyorsito potencialra vonatkoztatva. Egy adott stiriségli részecske tomege
természetesen egyenesen aranyos a részecske térfogataval, mas szoval egyenesen aranyos a részecske sugaranak
a harmadik hatvanyaval. A nevezdben szerepel az a tényezd, amely negativ értelemben befolyasolja az
iilepithetdséget. Minél nagyobb a kdzegre és részecskére kozosen jellemzd kozegellenallasi egyiitthatod, annal
kisebb sebességgel reagal a részecske egységnyi gyorsitd potencialra. Mint lattuk, a kozegellenallasi egytitthato
egyenesen aranyos a részecske sugaraval. Mivel a gyorsito erd a részecske sugaranak harmadik hatvanyaval, mig
a lassito erd a részecske sugaranak csak az elso hatvanyaval aranyos, igy végso soron a részecske sebessége a sugar
négyzetével lesz egyenesen aranyos. Azonos sliriségli részecskék esetében tehat minél nagyobb egy részecske
tomege, annal gyorsabban iilepedik, mégpedig egy négyzetes Osszefiiggés alapjan.Ezt hasznaljuk ki a differencial
centrifugalas eljaras soran.
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5.3.1. Differencial centrifugalas - sejtfrakcionalas dontéen
részecske méret alapjan

Az egyes sejtalkotok siiriisége csak kis mértékben, mig méretiik nagymértékben eltér. igy, bar a fent bemutatott
esetben méret és slrliség szerint is torténik elvalasztas, a méret szerinti elvalas dominal.

A differencial centrifugalasnak elnevezett eljaras soran az egyes sejtalkotokat Svedberg értékeik szerint valasztjuk
el egymastol, szeparalasi 1épésenként egyre nagyobb gyorsito potencialt alkalmazva. Egy-egy szeparalasi Iépésben
azt hasznaljuk ki tehat, hogy azonos gyorsito potencialra az egyes sejtalkotok eltéro sebességgel iilepednek. Adott
gyorsitd potencial esetén adott idGtartam alatt egyes alkotoknak szinte szaz szazaléka, mig mas sejtalkotoknak
csak toredéke tilepedik ki (5.1. abra).

Centrifugélas
500xg 10 perc
> E—

—
Felliluszé
Sejtek feltardsa Centrifugalas Pellet: sejtmagok
homogenizatorral 10.000xg
20 perc

- —

Centrifugalas

PO N

100.000xg Mitokondriumok
ultracentrifugaval!
60 perc

Csokkend tomeg, csokken slirliség

Nt

KO i-?;

T
C d

Sejtplazma % Te '-‘\\
(fehérjék oldata) —

Mikroszoma
(membrantormelékek)

5.1. abra. Differencial centrifugélas. Differencial centrifugalas soran egymast kovetd centrifugalasi 1épéseket
alkalmazunk. Az egymast kovetd centrifugalasok rendre egyre nagyobb fordulatszdmon zajlanak. Az els6
centrifugéldsnal csak a legnagyobb tomeg, illetve legnagyobb stirliségti sejtalkotdk tilepednek ki az adott

centrifugaldsi idd alatt. Az elsd 1épésbdl szarmazo feliiltszot a méasodik 1épésben tovabb centrifugaljuk, immar
magasabb fordulatszamon. Ezt a sémat kdvetve az egymast kovetd centrifugalasokban rendre az egyre kisebb
tomegt, illetve kisebb stirtiségiti sejtalkotokat tilepitjiik ki.

A feltart sejt homogenatumot elészor viszonylag alacsonynak szamito, 500 g gyorsitd potenciallal centrifugaljuk
10 percig. Ilyen koriilmények esetén, és ilyen rovid id6 alatt a centrifugacsében csak a legnagyobb Svedberg értékii
részecskék, a feltaratlan sejtek, és a sejtmagok iilepednek le. Az Gsszes tobbi sejtalkoto joval lassabban iilepedik,
ezért legnagyobb hanyaduk még a szuszpenzioban marad. A feliiluszot attoltjiik egy masik centrifuga csdbe, és
ujra centrifugalunk 20 percig, de most mar nagyobb sebességii centrifugaban 10,000 g gyorsitd potenciallal. Ilyen
koriilmények kozott, és ennyi id6 alatt mar kililepednek a sejtmagnal kisebb Svedberg értékii mitokondriumok,
lizoszomak és peroxiszomak, de szamos komponens tovabbra is a szuszpenzidban marad. A feliiluszot egy ujabb
csObe attoltve ultracentrifugaban folytatjuk az tlepitést, ahol 100,000 g gyorsitod potencial alkalmazasaval 1 o6ra
alatt kitilepedik az tigynevezett mikroszoma frakcio. Ez dont6en a sejtfeltaras soran az endoplazmatikus retikulumbol
lefliz6d6 50-150 nanométer atmérdji vezikulakat, és egyéb ebbe a mérettartomanyba esé sejtalkotokat tartalmazza.
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A szuszpenzioban jellemzéen makromolekuldk, és egyes szupramolekularis komplexek maradnak. Még ennél is
nagyobb, tobb szazezer g gyorsitd potencial esetén kililepithetok a riboszomak, illetve a nagyméretii fehérjék is.

5.3.2. Siirliség-gradiens centrifugalas - sejtfrakcionalas
részecske siirliség alapjan

A fent emlitett eljaras soran -els6 megkozelitésben- homogén siiriiségii kdzegben zajlik a centrifugalas. Fontos
hangsulyozni, hogy itt a siiriiség kifejezés a tdmeg per térfogat értelemben vett siiriiséget jelenti, és nem valamely
nem szaknyelvi viszkozitas jellemzot. Mieldtt a strliség gradiens centrifugalas elvét ismertetnénk, érdemes
megemliteni, hogy a fent targyalt differencial centrifugalasnal is alkalmazhatnak valtozoé siriiségli kozeget, de
ezekben az esetekben a sliriiség gradiens alacsony mértéki, €s csak arra szolgal, hogy az egymastol elvalo sejtalkotok
rétegei kevésbé tudjanak folyadékaramlas altal 6sszekeveredni.

A stirtiség gradiens centrifugalas soran a centrifugacsében 1étrehoznak egy olyan kdzeget, amelynek a stirtisége a
centrifugacso alja felé haladva meredeken ndvekszik. Ezt valamilyen nagy stirliségii anyag, példaul cézium klorid

s

oldattal kezdik, de a betoltdtt oldat CsCl koncentracidja a betdltott térfogat fiiggvényében egyenletesen csokken.
Az igy kialakitott kdzeg tetejére rétegezik az elvalasztando részecskéket tartalmazo oldatot (5.2. abra).

kis-stir(iségli  nagy-siir(iség(

oldat oldat komponensek
\ elvalasztasa slrliségik az elvilasztott
. alapjan alkotok egyenkeénti
A2 mink / leeresztése
rarétegzése -,
)
€ . '
rotor ;
centrifugacsé y
slirliség-gradiens )
(A) (B) © (D)

5.2. abra. Strtiség-gradiens centrifugalas. Strtiség-gradiens centrifugdlas soran valamilyen a bioldgiai mintaval
reakcidba nem 1ép6, nagy stirliségii anyagbol, példaul cézium-kloridbdl gradienst hozunk Iétre a centrifugacsében.
Az alacsonystiriiségli felszinre rétegezziik a mintat. A centrifugélds soran minden komponens csak addig a térrészig
iillepedik, amelynek stiriségével a sajat stirlisége éppen megegyezik. Ekkor az adott komponensre nem hat ered6
erd, igy ,,lebegni” fog. Ezen az elven tehat az egyes komponensek elvalaszthatok a méretiiktdl fiiggetlentil, kizardlag

a stirtiségiik alapjan.

A centrifugalas soran a részecskék iilepedni kezdenek. A csé alja felé haladva egyre nagyobb siriiségli kozegbe
kertilnek. Minden részecske csak addig tilepedhet, amig éppen eléri azt a kdzeg réteget, amelynek a stirlisége éppen
megegyezik a sajat strliségével. Ekkor a részecske nem tilepedik tovabb, hiszen a lebegési faktor értéke ekkor
nulla, a részecskére nem hat eredd er6. Amint elmozdulna a nala nagyobb siiriiségii kdzeg fel, tigy a rotor tengelye
(a centrifugacsé teteje) felé hatd erd visszaforditand. Amint nala alacsonyabb siriségi kézegbe keriilne, Gjra
iilepedni kezdene. Ez a mddszer tehat kizardlag strliség alapjan valasztja el egymastol a részecskéket. Egyensulyi
moddszerrdl van szo, amelynél az elvalasztas soran kialakul egy allandésult allapot. (Ebben a tekintetben ez a
modszer érdekes analogiaja az elektroforézis fejezetben ismertetett izoelektromos fokuszalasnak (IEF), amely
ugyan teljesen mas fizikai paraméter, a fehérjék izoelektromos pontja szerint, de szintén egyensulyra vezeté modon
valasztja el térben az egyes komponenseket. Az IEF modszerben is gradienst alkalmaznak a kdzegben, csak ott
éppenséggel a kdzeg pH értéke valtozik egy gradiens mentén.)

Erdemes megjegyezni, hogy a két fent emlitett centrifugélasi eljarast, mivel azok némileg eltéré tulajdonsagok
szerint szeparaljak az egyes részecskéket, a hatékonyabb izolalds érdekében kombinalni is lehet. Differencial
centrifugalast kdvetden az egyes frakciokat tovabb lehet komponenseikre valasztani stiriiség gradiens centrifugalassal
(5.3. abra).
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5.3. abra. Differencial-centrifugalas és stirliség-gradiens centrifugalas kombinalasa. Differencial-centrifugalasnal
elsdsorban méret, stirliség-gradiens centrifugalasnal pedig kizarolag siiriiség alapjan valnak el egymastol az egyes
komponensek. A differencial centrifugalés soran egyiitt tilepedd, de siiriiségiikben egymastdl eltéré komponensek
egy masodik, immar siirliség-gradiens centrifugalas soran egymastol elvalaszthatok. A két eljaras egymas utan
végrehajtva nagyobb elvalasztd képességet biztosit, mint az egyes eljarasok onmagukban.

5.4. Fehérjék durva frakcionalasa

Miutan az egyes sejtalkotokat frakcionként elvalasztottuk, elkezdddhet a vizsgalni kivant fehérje tisztitasanak
folyamata, amelynek végén a vizsgalni kivant fehérjét homogén formaban izolaljuk. A homogén formaban torténd
eléallitashoz rendszerint szamos, egymast kovetd tisztitasi 1épésre van sziikség. Egy korabban még nem izolalt
fehérje esetében proba-szerencse alapu kisérletezgetés alapjan sziiletik meg az adott fehérjére optimalizalt izolalasi
,recept”.

Az egymasra épiild tisztitasi 1épéseknél rendszerint a kisebb hatékonysagl, de olcsd, és nagy mintatérfogatok
illetve fehérjemennyiségek kezelésére alkalmas eljarasokkal kezdiink. Ezeket durva frakcionalasi modszereknek
is szoktak nevezni. Az ilyen, elsdsorban oldhatésagon, centrifugalason, sziirésen alapuld eljarasokkal mar eldtisztitott
mintat szoktak kiilonb6z6 kromatografias modszerekkel tovabb tisztitani. A kromatografias eljarasokkal a 6. fejezet
foglalkozik.

Az egyes fehérjéket egymastol eltérd fizikai-kémiai tulajdonsagaik alapjan valasztjuk el egymastol. A fehérje sajat
tulajdonsagai tekintetében leginkabb a kdvetkezd kérdések a fontosak. Milyen hémérséklet és pH tartomanyban
Orzi meg nativ allapotat? Hol van az izoelektromos pontja? Mekkora a molekulatomege? Egy, vagy tobb alegységes?
Ha tobb alegységes, akkor milyen az alegység szerkezete, mekkora a nativ molekulatomege, és mekkora az egyes
alegységek molekulatomege?

A hatékony izolalasi eljaras kidolgozasahoz, a tisztitasi 1épések folyamatos kovetéséhez az is alapvet6 fontossagu,
hogy az izolalni kivant fehérjét mas ,,szennyez6” fehérjék jelenlétében is ki tudjuk mutatni, lehetéleg ugy, hogy
egyben a mennyiségét is mérni tudjuk. Amennyiben enzimrél van szo, Ggy erre az enzimaktivitas mérése a
legkézenfekvobb, feltéve hogy van olyan kémiai reakcid, amit az adott kiindulasi mintaban kizardlag az izolalni
kivant enzim katalizal. Bizonyos feltételek teljesiilése esetén (lasd kés6bb) a mért enzimaktivitas aranyos lesz az
esszébe bemért enzim mennyiségével. Ezaltal minden egyes tisztitasi 1épést kovetéen meg tudjuk hatarozni, hogy
a kiindulasi mennyiségnek mekkora hanyadat sikeriilt megdrizniink. A megdrzott mennyiséget elosztva a kiindulasi
mennyiséggel megkapjuk a kitermelés értékét. Ha a megdrzott enzim (altalanossagban célfehérje) mennyisége
mellett megmérjiik a minta 6sszes fehérje tartalmat is, akkor az enzim mennyiség / 0sszes fehérje mennyiség
aranybol azt is megallapithatjuk, hogy milyen mértékben disult a mintank az izoldlando fehérje tekintetében.
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Amennyiben a tovabbi tisztitasi eljarasok mar nem novelik a dasulds mértékét, az arra utalhat, hogy a mintank
mar homogeén, csak az izolalni kivant enzimet tartalmazza.

Amennyiben az izoldlni kivant fehérje nem enzim, illetve olyan enzim, amelyre nincs szelektiv aktivitdsmérd
mddszeriink, Ggy a szelektiv kimutatas alapja lehet egy, az adott fehérjére specifikus anyag (pl. receptor esetében
a ligandum) kotodése is. Célszerli valamilyen spektroszkopiai modszerrel detektalhatd, példaul fluoreszcens
csoporttal jeldlt ligandumot hasznalni.

Amennyiben specifikus ligandum sem all rendelkezésre, Gigy egyfajta altalanos megoldasként a ligandum helyett
az izolalni kivant fehérje ellen eléallitott, arra specifikus ellenanyag is hasznalhatd (lasd 7. fejezet, Western blot
eljaras). Végiil, ha ilyennel sem rendelkeziink, de ismerjiikk az izoldlandé fehérje molekulatomegét, akkor egy
kevésbé specifikus, de altalanos mddszerrel, SDS-PAGE eljarassal (lasd 7. fejezet) kdvethetjik a tisztitas folyamatat.

A durva frakcionalasi médszerek elsésorban oldhatosagi és méret szerinti kiilonbségeken alapulnak.

5.4.1. Oldhatésagon alapulé médszerek

A fehérjék oldhatosaga alatt azt értjiik, hogy az adott fehérjébdl milyen mennyiséget képes az adott oldoszer
egységnyi térfogata oldatban tartani. Ezt leggyakrabban mg/ml mértékegységben szoktak kifejezni. Az oldhatdsag
nagyban fiigg az oldoszer Osszetételétol. Mieldtt ennek a részleteit targyalnank, az oldhatosag kérdésénél fontos
tisztazni, hogy nativ, vagy denaturalt fehérjék oldasarol van-e sz0. A megértést zavard durva leegyszertsités az a
hibas szemlélet, ami szerint a nativ allapotu fehérje mindenképpen oldatban van, mig a denaturalt fehérje
mindenképpen kicsapodik az oldatbol. Az alabbi ismertetésben els6ként a nativ allapotli fehérjék oldhatosagarol
lesz sz6, késobb foglalkozunk a denaturalds témakorével is.

Az oldhatosag pH-fiiggése

Leginkabb az oldat pH-értéke és ionkoncentracidja befolyasolja a nativ fehérje oldhatosagat. Az oldhatoésag pH-
fiiggésével kapcsolatban ismert tény, hogy a fehérjék oldhatosaga izoelektromos pontjuknak (IEP) megfelelé pH
értéken minimalis. Ez annak tulajdonithatd, hogy ezen a pH értéken, a fehérjén éppen annyi negativ toltés van
jelen, mint amennyi pozitiv toltés. Emiatt az egyes fehérjemolekulak a lehetd legkisebb mértékben taszitjak egymast,
mikdzben az azonos szamu, ellentétes toltésii molekularészletek kozott 1étrejohetd inter-molekularis elektrosztatikus
kolcsonhatasok szama maximalis (5.4 abra).
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pH-n a fehérje pozitiv oldékonysaganak pH-fiiggése

5.4. abra. A fehérjék oldhatdsaganak fiiggése a kozeg pH értékétol. A fehérjék oldhatésaga minimum értéket mutat
a fehérjére jellemzo izoelektromos pontnak megfeleld pH értéken. Ezen a kémhatason az adott fehérjén a negativ
és a pozitiv toltések szama éppen megegyezik. Az elektrosztatikus vonzo kodlesonhatasok lehetdsége ezen a pH
értéken a legnagyobb, ami aggregatumok képzddéséhez vezethet. Az izoelektromos pont alatt a fehérjének nettd
pozitiv, a felett nettd negativ toltése van, az adott fehérje egyes molekulai tehat az izoelektromos ponttol eltéré pH
értéken inkabb taszitjak egymast.

A minimalis oldhatosagi érték természetesen nem azt jelenti, hogy egy adott fehérje 6sszes molekulaja feltétleniil
kicsapodik az IEP értékkel megegyezd pH értéken. Az oldhatosag értékénél alacsonyabb fehérjekoncentracion a
fehérjemolekulak mind oldatban lesznek, mig e feletti koncentracion egy egyensuly alakul ki, ahol az oldhatésagon
feliili hanyad reverzibilisen kicsapddik az oldatbdl. Ez a kicsapddas nem jelent denaturaciot, a nem oldhatd hanyad
is nativ konformacidban van. Mindenesetre amennyiben nativ allapott fehérjéket szeretnénk kicsapni az oldatbol,
ugy érdemes a pH értéket a kicsapni kivant fehérje IEP értékére allitani.

Az oldhatdsag fiiggése az ionkoncentraciotol

A fehérjék oldhatdsaga desztillalt vizben alacsonyabb, mint olyan olddszerben, amely ionokat is tartalmaz.
Amennyiben egy olyan ionmentes oldathoz, amelyben oldhatdsag feletti mennyiségben vannak nativ fehérjék, kis
koncentracidban ionokat (s6t) adagolunk, azt fogjuk tapasztalni, hogy a kicsapodott nativ fehérjék is oldatba
keriilnek. Ezt a jelenséget ,,bes6zasnak” (angolul salting-in) nevezik (5.5. abra). A kismennyiségben bevitt ionok
tehat novelik a fehérjék oldhatésagat. Amint azt az oldhatosag pH-fliggésénél is lathattuk, a fehérjék oldhatosagat
csokkenti, ha a fehérjemolekuldk a felsziniikon 1évo toltéssel rendelkezd csoportokon keresztiil vonzo ionos
kolcsonhatasokat 1étesithetnek egymassal. Az oldatba keriil6 kisméretli ionok ellenionként mitkodve képesek
learnyékolni a fehérjék felszinén 1évd tdltéseket, és ezaltal csokkenteni a fehérjék kozott kialakuld ionos
kolcsonhatasokat. Ez magyardzza a ,,bes6zés” jelenségét.
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5.5. abra. A ,,besozas” (salting-in) jelensége. A fehérjék oldhatosaga desztillalt vizben viszonylag alacsony, az
ionerd novelésével egy hatarig novekedik. Amint azt az abra szemlélteti, az oldhatésag novelése, tehat a fehérjék
oldatba vitele, vagyis ,,besozéasa” annak kdszonhetd, hogy az ionok képesek learnyékolni a fehérjék sajat toltését.

Ezzel megakadalyozzak azt, hogy az egyes fehérjemolekulak ellentétes tdltései kozott inter-molekularis
kolcsonhatasok jojjenek 1étre, és igy aggregalodjanak.

sy

oldhatdsaga a novekvo ionkoncentracio fiiggvényében csokkenni fog. A csokkend oldhatosag miatt megfeleléen
magas fehérjekoncentracio esetén a nativ fehérjemolekulak egy része csapadékba kertil. Ezt a jelenséget , kis6zasnak™
(angolul salting-out) nevezik. A jelenség oka elsésorban az, hogy az oldatba vitt ionok koriil hidratburok alakul
ki. A tiszta vizben a vizmolekuldk koncentracidja ~55,6 M. Amennyiben az oldott ionok koncentracidja mar a
molos koncentracidtartomanyban van, az eredetileg szabad vizmolekulaknak tetemes része keriil az ionok koriil
1étrejovo hidratburokba. A vizmolekuldknak ez a hanyada mar nem vesz részt a fehérjemolekulak oldatban tartasaban.
Mas szoval a fehérjemolekuldkat eredetileg koriilvevd hidratburok elvékonyodik, igy a fehérjék kozotti apolaros
kolcsonhatasok feler6sodnek.

Kisozasra elsdsorban egyértékii kationok soit hasznaljak Az egyik legelterjedtebb kisdzasra hasznalt s6 az
ammoniumszulfat. Mivel a kiilonb6z6 fehérjék oldhatosaga eltéré mértékben fligg az ionkoncentraciotol, a kisdzas
mddszerével egy fehérjekeverék frakcidkra bonthato. Jo példa erre azammoniumszulfatos frakcionalas. Amennyiben
egy izolalandd fehérje oldhatosaga ,.atlagos mértében” fiigg az ammoniumszulfat koncentracidjatol a kovetkezo
modon lehet részlegesen izolalni. A fehérjekeverék oldatdhoz az ionkoncentraciot lassan ngvelve ammoniumszulfatot
adagolunk egy olyan koncentracio értékig, amelyen az izolalandé fehérjénk még éppen oldatban van, mig szamos
egyéb ,,szennyez6” fehérje mar kicsapodik. (Az ammoéniumszulfatkoncentracio novelését célszerli nem szilard
anyag, hanem telitett ammoniumszulfat oldat hozzaadasaval kivitelezni.) A kicsapodott fehérjéket centrifugalassal
ilepitjiik. (Az 6sszecsapddo fehérjékbdl képzodd aggregatumok ,,részecskemérete” hatalmas, igy a kicsapddott
fehérjék rendkiviil gyorsan iilepednek). A feliiluszot megorizziik, €s tovabb adagoljuk az ammoniumszulfatot, egy
olyan koncentracioértékig, amelyen az izolaland6 fehérjénk mar - természetesen szamos egyéb fehérjeféleséggel
egylittesen - kicsapodik. A csapadékot centrifugalassal tilepitjiik, a feliiluszot ledntjiik. Ezaltal megszabadulunk a
feliiliszoban marado ,,szennyezé” fehérjéktol. A tovabbi izolalasi 1épéseket a csapadék visszaoldasat kovetden
végezziik el.

Irreverzibilis kicsapasi modszerek

Mint méar emlitettiik, a denaturalddas és az oldhatdsag kapcsolata 9sszetettebb annal, mint ahogy az a koztudatban
elterjedt. Nativ allapotu globularis fehérjék esetében az apolaros oldallancok zome a fehérje hidrofob magjaban
talalhato, bar a fehérje zommel polaros csoportokat tartalmazé felszinén is eléfordulhatnak kisebb-nagyobb apolaros
részletek. Amikor egy globularis fehérje valamilyen hatasra letekeredik, az apolaros oldallancok felszinre kertilnek.
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szabadentalpia szintet érhet el, ha a klatrat szerkezet megsziinik, hiszen ezaltal a rendszer entropidja ndvekedhet.
Amennyiben a felszinre keriilt apolaros csoportok egymassal 1épnek gyenge masodlagos kdlcsonhatasba, a klatrat
szerkezetek szama lecsokken, a rendszer entropidja megnd. Ez a hidroféb hatasnak elnevezett termodinamikai
jelenség all annak hatterében, hogy a letekeredett fehérjék az esetek tilnyomo részében kicsapodnak az oldatbol.
Megjegyzendd ugyanakkor, hogy szamos kozkedvelt fehérje denaturald szer éppenséggel ragyog6 olddszere is a
denaturalt fehérjéknek. Ilyen az urea, vagy a natrium dodecil szulfat (SDS). Ezek hasznalatakor tehat a denaturalodast
nem kiséri kicsapodas.

A globuldris fehérjék denaturaladsa kivalthaté példaul magas homérséklet (hddenaturalas), vagy extrém pH
alkalmazasaval. Amennyiben az izoldlando fehérjénk valamilyen kicsapodast okozd, denaturald hatasnak az
atlagosnal jobban ellendll, példaul hostabil, vagy savtiird, ugy ez a tulajdonsaga kiaknazhaté az izolalas soran.
Megfelelden magas hdmérséklet, vagy extrém pH érték alkalmazasaval a ,,szennyezd” fehérjék jo része denaturalodott
allapotban kicsapodik, centrifugéldssal eltavolithatd, mig az izoldlandé fehérjénk (rendszerint mas fehérjékkel
egyiitt) oldatban marad.

5.4.2. Részecskeméreten alapulé médszerek

Egyes durva frakcionalasi eljarasok részecskeméret alapjan képesek egymastol elvalasztani az egyes molekulakat.
Az alabb ismertetett két eljaras féligateresztd membranokon alapul. Ezek a membranok olyan ,,szitdk™ amelyekben
a lyukak mérete a molekularis mérettartomanyba esik. A lyukak, illetve porusok méreténél kisebb molekuldkat a
membran atengedi, mig az annal nagyobbakat visszatartja.

A dializis eljarasa soran (ldsd 2. fejezet) egy féligatereszté membranbol késziilt, csGalaku zacskoba toltik a mintat.
Az oldatot tartalmazo ,,zacskot” ezutan egy puffer oldatba meritik. A féligatereszté membranon keresztiil megindul
mindazoknak a molekulaknak az atdiffundalasa, amelyek atférnek a membran porusain. Ezeknek az anyagoknak
a koncentracidja a membran két oldalan kiegyenlitddik, tehat a membrannal hatarolt bels6 térben csokken. A puffer
oldat keverésével az egyenstly beallasahoz sziikséges id6 leroviditheté. A kiilsé puffer oldatot néhanyszor 1j
oldatra cserélve konnyen elérhetd, hogy a poruson atjutni képes oldott molekulakat vagy ionokat tokéletesen
eltavolitsuk a dializis zacskobol. Ezt az eljarast elsésorban arra hasznaljuk, hogy megvaltoztassuk egy fehérjeoldat
ion, vagy kismolekula sszetételét. Példaul a korabban emlitett ammoniumszulfatos kicsapas utan a csapadékbol
visszaoldott fehérjék melldl dializissel is eltavolithatjuk a maradék ammonium és szulfat ionokat.

Az ultrasziirés soran is féligateresztd membrant hasznalunk. A dializissel ellentétben ennél az eljarasnal valamilyen
er6hatassal kényszeritjikk at az oldatot ezen a membranon. A viz, és a porusoknal kisebb oldott komponensek
atjutnak, mig a porusoknal nagyobb komponensek visszatartodnak. Megfelelé méretli porus alkalmazasaval a
fehérjék két frakciora oszthatok, az egyikbe a porusoknal kisebbek, a masikba a poérusoknal nagyobbak keriilnek.
Az emlitett er6hatast biztosithatja centrifugalas (Centricon csévek), vagy valamilyen nagynyomasu inert gaz
(Amicon berendezések). A dializishez képest a f6 kiilonbség abban all, hogy a porusoknal nagyobb, visszatartott
komponensekre nézve az oldat egyben toményebbé is valik. Az ultrasziirés tehat egyben koncentralja is a visszatartott
fehérjéket.

Liofilizalas

Fehérjeoldatokat az ultrasziirésen kiviil Ggy is toményithetiink, hogy az oldatbol a vizet, és egyéb illékony
komponenseket elparologtatjuk. Bar elvileg a beparlast az oldat melegitésével is gyorsithatnank, a fehérjék nativ
allapotban tartasa szempontjabol ennél kiméletesebb eljarast szoktak alkalmazni. Ilyen eljaras a fagyasztva szaritas,
vagy mas néven liofilizalas. Ennek soran az oldatot lefagyasztjuk, és nagyon alacsony nyomasu, légritka térbe
helyezziik, amelyben egy folyamatosan hiitott spiralt is elhelyeznek. Az illékony anyagok a mintabdl szublimalnak,
¢és rafagynak a hiitott spirdlra. A szublimalas hot von el, és folyamatosan hiiti a kifagyasztott mintat. Amennyiben
kellden nagy feliileten fagyasztottuk ki az oldatot, tigy elegendden intenziv ez a htités ahhoz, hogy a minta fagyott
allapotban maradjon mindaddig, amig az 6sszes illékony komponens eltavozik. A folyamat végére a fehérje szilard
halmazallapotban marad hatra az egyéb nem illékony komponensekkel egyiitt. Liofilizalas soran figyelembe kell
venni, hogy milyen nem-illékony komponensek vannak a kiindulasi oldatban. Nem illékony savak vagy lugok
sz¢lsOséges kémhatast okozhatnak a visszaoldott mintaban. A liofilizalas nem csak fehérje oldatok toményitésére
szolgal, de egyben kivaldo modja lehet annak is, hogy egy mar homogén allapotura tisztitott fehérjét szaritott
allapotban hosszu idékre stabilan tarolhassunk.
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6. fejezet - Kromatografias médszerek
szerz6: Hegyi Gyorgy

Kromatografia néven foglalhatjuk dssze mindazokat az elvalasztas technikai modszereket, amelyekben két fazis
kozotti megoszlas eredményeként valik szét valamilyen elegy komponenseire. A két fazis kdzotti anyagatadas
alapulhat adszorpcion, ionos kolcsonhatason, difftizion, oldékonysagon, affinitas-kromatografia esetén pedig
kiilonleges, specifikus kolcsonhatasokon.

Minden kromatografias eljarasnak kozos vonasa, hogy az egyik fazis folyamatosan aramlik a masik, un. all6 fazissal
szemben. Az allo fazis halmazallapota lehet szilard vagy folyadék, a mozgd fazis pedig folyadék vagy gaz. A
folyadék mozgotazisu kromatografids modszereket a kivitelezés modjatol fiiggben feloszthatjuk oszlop és réteg
kromatografias modszerekre. Ezek a feladat céljanak megfelelen analitikai vagy preparativ méretben hajthatok
végre.

A kromatografias modszereknek nagy jelentdségiik van a biologiai eredetii molekuldk analitikai és preparativ
elvalasztasa soran. Makromolekulék tisztitdsakor, kihasznalva azok eltéré méretét és alakjat gyakran alkalmazzuk
a gélsziiréses (size exclusion: méret szerinti kizarasos) kromatografiat. Eltérd toltésiik (ami a kozeg pH-janak
valtoztatasaval szabalyozhatd) alapjan jol alkalmazhatd az ioncseréld kromatografia. Affinitas kromatografia
segitségével pedig valamilyen biologiai specificitas pl. enzim-szubsztrat, enzim-inhibitor, receptor-ligandum,
antigén-antitest, stb. hasznalhat6 fel ugy, hogy a specifikusan kélcsonhato par egyik komponensét szilard fazishoz
rogzitjiik, ami képes kikotni egy elegybdl a kdlcsonhato partnert. Az elegy egyéb komponensei ezutan mosassal
eltavolithatok, majd a mozgd fazis paramétereinek valtoztatasaval a specifikus kélcsonhatast megsziintetve az
elvalasztandd anyag tisztan lemoshatd az oszloprol.

Az analitikai felhasznalasok végtelen sorabol fontossaguknal fogva az aminosav analizist, vagy a fehérje szekvenalas
soran az Edman lebontaskor keletkez6 aminosav szarmazékok analizisét emlitjiik meg. Mindkett6 kromatografias
modszerekkel torténik.

Kiilondsen nagy jelentdésége van a kromatografidas modszereknek on-line tomegspektrometriaval kapcsolva a
proteomikai kutatasokban.

A szeparalds kvantitativ jellemzése:
Felbontas (Resolution, R  ):

A csucsok szétvalasara jellemz6 szam. Definicid szerint a csiicsok maximuma (elicios térfogat) kozotti tdvolsag
osztva a csucsok szélességének atlagaval. (6.1. abra). Az elucios térfogatot és a csucs szélességet (vagy a térfogatok
helyett kényelmesebben mérhetd idot tg) azonos egységekben kell mérni, R dimenzio nélkiili szam.

B4 Vo-V,

o Rs=

£ (Wi+W,)/2

&

c

@D
/ \ / \ 3

p—— T T T ; »
| Vs T [ 'V2 | térfogat
I | |
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6.1. abra. A felbontds meghatarozasa. Rg= felbontés (resolution); V= az elsd csucs maximumanak eliicios térfogata;
W= az els6 csucs alapvonalnal mért szélessége V,= a masodik csiics maximumanak elicids térfogata; Wo=a
masodik cstics alapvonalndl mért szélessége. Konstans folyadék dramlas esetén kényelmesebb a térfogatok helyett,
az azokkal aranyos, hozzajuk tartoz6 idéket mérni, igy az Rg=2(t, —t; / W, + W)).
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A felbontas Rq hatarozza meg a szeparalas mértékét. Minél nagyobb két csucs kozott a felbontas annal tokéletesebb
az elvalasztas (6.2. abra). Megjegyzés: a teljesen szeparalt cstics sem jelenti mindig azt, hogy teljesen tiszta anyagot
kapunk. Sokszor eléfordul az, hogy az adott kromatografias koriilmények kozott két vagy tobb anyag egyiitt
elualodik.

7\ DA
2 2
= c Rs=1 ,5
[ )]
= 3
Q L
100% A 100% B
A = " >
térfogat térfogat
il ol
Lt ] L Bl

6.2. dbra. A felbontas €s a szeparacio kapcsolata. Szamitasokkal igazolhato, hogy abban az esetben, ha Ri=1, és
ha a két cstics idealis alakt (Gauss gorbe) és egyforma méretii, akkor 98%-os tisztasagban nyerhet6 ki mindkét
komponens. Tokéletes, un. alapvonal szeparalas akkor érhet6 el, ha R>1.5.

A kromatografids szétvalasztast, az egyes csucsok viselkedését, illetve a kromatografids oszlop hatékonysagat
tovabbi harom paraméterrel is jellemezhetjiik.

Retencio

A retencios faktor, mas néven kapacitas faktor egy anyag visszatartottsaganak mértéke. A retencios faktort minden
egyes csucsra ki lehet szamolni.

Kn=(Va—Vo)/Vo vagy k , = (tg —to )/ to

ahol V, az n-edik anyag elticios térfogata, Vy az oszlopon kolcsonhatas nélkiil athalado anyag elucios térfogata,
illetve az ezekhez tartozo idok (6.3. abra). A retencios faktor egy adott anyag jellemzdje egy adott Osszetételii
mobil fazis, adott oszlop tipus és adott hdmérséklet esetén, ami fliggetlen az oszlop méretétdl és a mozgd fazis
aramlasi sebességétol.
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6.3. abra. Idealizalt kromatogram a retencios faktor kiszamitasanak bemutatasara. V: az oszlopon kdlcsdnhatés
nélkiil athalad6 anyag elucids térfogata; V: az oszlop teljes térfogata; V-V5: az egyes csucsokhoz tartozo eliicios
térfogatok. Gélsziirés esetén a Vi egyenld az oszlop kizarasi térfogataval, és a szeparalas a V és V- kozotti
tartomanyban zajlik le. Mas esetekben, amikor a vizsgalt anyagok, ioncsere, adszorpcio, affinitas stb. alapjan
kotddnek az allo fazishoz, az elucios térfogatok az oszlop teljes térfogatanak (V) tobbszordsei lehetnek.

Hatékonysag (N)

A hatékonysag, vagy mas néven elméleti tanyérszam az oszloprol elualt anyag szétteriiltségének mértéke, az alabbi
kifejezéssel szamolhato:

N=(VJ/o )} =16 (Vo /w)2=554" (V. Iw) >

vagy

N=(tg /6 )> =16 (tg /W) 2 = 5,54" (tg /w1 ) 2
ahol V, a csucs elucids térfogata, illetve az ehhez tartozo id6 tg
o = zdnaszélesedés (ezt a csucs szélesség mérésével hatarozzuk meg W =4 ¢ )
W = a csucs szélessége az alapvonalon

W, a cstics szélessége a csticsmagassag 50%-anal. (* szabalyos Gauss eloszlas esetén, W és W, ardnyabol
szamolt egytitthatd)

Az N értéket egy adott kromatografias oszlop jellemzésére hasznaljuk. Mivel N értéke nagymértékben fiigg a
kisérleti koriilményekt6l, mint pl. a puffer aramlasi sebessége, a felvitt minta minésége és mennyisége, N értékének
meghatarozasat standardizalt koriilmények kozott végzik.

Az anyagok szétteriilésének, a kromatografidas zonak kiszélesedésének legfontosabb oka az oldott molekulak
longitudinalis (az oszlop hosszanak iranyban torténd) diffuzidja. A difftizié hatasat csokkenthetjiik a kromatografias
matrix szemcséi méretének csokkentésével, valamint a méret homogenitas fokozasaval.

A szemcse méret mellett a hatékonysagot jelentdsen befolyasolja, kiilondsen hazi készitésti oszlopok esetében, az
oszlop toltet iilepitésének moddja. Az inhomogén toltet, melyben levegd buborékok, csatorndk vannak, rossz
hatékonysagot, és ennek kovetkeztében tokéletlen elvalasztast eredményez.

Szelektivitas (a )
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A szelektivitast (o), két szomszédos V és V, elucios térfogati anyagokra nézve a retencios faktoruk hanyadosaval
jellemezhetjiik:

a:k72/k,1

A szétvalasztas mindségét mind a szelektivitdas mind a hatékonysag befolyasolja, de a szelektivitas mértéke a
meghatarozo6 (6.4. abra).

nagy szelektivitas kis szelektivitas
o4 DA
o ey °
E hatékonysag ;_’5‘ nagy '
% kis % hatékonysag
Rl hatékonysag (@
\/ kis
\ / hatékonysag
\
\
N
i —~ . z ~ -
térfogat térfogat

6.4. abra. A hatékonysag és a szelektivitas hatasa az elvalasztasra. Egy kromatografias oszlop hatékonysaga (N)
az a mindségi jellemzd, ami azt jelzi, hogy mennyire kapunk keskeny szimmetrikus csucsokat az eltcio soran. Két
anyag elvalasat a felbontas mértéke hatdrozza meg. Nagy felbontas mellett kisebb hatékonysag is megfeleld
szeparalast biztosit. Idedlis eset, ha a nagy felbontashoz nagy hatékonysag parosul.

6.1. Gélsziréses kromatografia

Gélszlirés soran a kromatografias oszlop toltete egy finom szemcsés, 10-300 pm atmérdjii gdmbokbol 4ll6 pordzus,
hidrofil gél. Ennek segitségével a kromatografias oszlopban két folyadéktér alakul ki. Az egyik a gélszemcséken
kiviili szabadon mozgd mobil fazis, a masik a gélszemcsék belsejében levo korlatozott mozgasu folyadéktér (6.5.
abra).

’.
'..

.
-

.
‘.
.‘.

V<
@
Q
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.'
e

“
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7
.‘C
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6.5. abra. Folyadék terek egy porozus gél szemcsékkel toltott kromatografias oszlopban. Az egyes folyadéktereket
a kék teriiletek abrazoljak. V: kizarasi térfogat; V: az oszlop teljes térfogata; V.—V: a gélszemcséken beliili
folyadék és a gél anyaganak egyiittes térfogata. (Az abra a GE Life Science Protein Purification kézikdnyv sorozat
abra anyagabdl szarmazik.)

Ha oldat halad keresztiil egy ilyen kromatografias oszlopon, az oldott molekulak mozgasa alapvetden két tényezotol
fiigg, egyrészt a mozgo folyadék fazis aramlési sebességétol, masrészt a diffiziotdl, ami lehetdvé teszi, hogy az
oldott molekulak, ha méretiik engedi, atjarjak a gélszemcsék belsejét.

Egy molekulakeverék szétvalasztasa azon alapul, hogy egy adott porus mérettartomannyal rendelkez6 gél oszlop
esetén egyes molekulak méretiiknél fogva nem férnek be a gélszemcsék belsejébe, ezek szamara csak a mobil
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fazis, vagyis csak a gélszemcsék kozotti tér all rendelkezésre, ezért ezek gyorsan keresztiil folynak az oszlopon.
A kisebb molekulak viszont méretiiknek megfelelden tobb-kevesebb id6t az allo fazis, a gélszemcsék belsejében
levé folyadék térben toltenek, ezért lassabban jutnak keresztiil a kromatografias oszlopon (6.6. abra).

o
T Hg'

» "UJ 5
AN B

6.6. abra. Kiilonboz6 méretii molekulak athaladésa a porozus gélen . A gélszliréses (méretkizarasos) kromatografia
soran a kiilonb6z6 méretli molekulak a diffuzi6 révén toltik ki a rendelkezésiikre 4116 folyadék tereket. Az abran
lathat6 legnagyobb molekula méreténél fogva egyaltalan nem fér be a matrix porusaiba, a kdozepes méretii molekula
bejutdsa csak a nagyobb poérusokra korlatozodik. (Vilagos sziirke részek a sotétsziirke matrixban 1évo porusokat
mutatjak.) A legkisebb molekula minden poérusba befér. Ezért a legnagyobb molekula az oszlopon val6 athaladas
sordn, rdvidebb utat megtéve egyre nagyobb eldnyre tesz szert, a kisebb molekulak lemaradnak. (Az abra a GE
Life Science Protein Purification kézikdnyv sorozat dbra anyagabdl szarmazik.)

srer

abrazoljuk az eluens térfogatanak fliggvényében. Azt a térfogatot, ahol egy adott molekula az elucio soran megjelenik,
elucios térfogatnak (V) nevezziikk. Mas megoszlasi kromatografias modszerekkel analog modon egy adott komponens
elicidja legjobban a megoszlasi koefficienssel (K, distribution coeficient) jellemezhetd:

Kd :( Ve'Vo )/ Vs

Az egyenletben V, egyenld a kizarasi térfogattal, ami egyenl6 egy olyan molekula elucids térfogataval, ami a gél
legnagyobb porusméreténél is nagyobb, tehat csak a mobil fazison halad keresztiil, vagyis a gélbdl teljesen kizarodik.
A V, egyenlo az allo fazis térfogataval, vagyis a gélszemcséken beliili folyadék térfogataval, ami teljes egészében
csak olyan kis molekulaméretii komponensek szamara hozzaférheté melyek szabadon, akadaly nélkiil kozlekednek
ki és be a gél legkisebb porusain is. Maga a V, értéke nem konnyen meghatarozhato, ezért a gyakorlatban V-V,
értékkel helyettesitik, amiben benne van a gél anyaganak nem elhanyagolhato térfogata is. Ezért a megoszlasi
konstans Kd helyett, ami csak a valodi folyadék terekre lenne igaz, egy latszolagos térfogatra (apparent volume)
vonatkozo konstans:

Kav:(ve'vo )/ (Vt'Vo)

értéket hasznalunk, ahol K,, a gél térfogat azon hanyadat jelenti, ami hozzaférhetd egy adott méretii molekula
szamara. Teljesen kizar6dé makromolekula esetén K,, = 0, a gél teljes térfogataban is szabadon diffundalé kis
molekula esetén pedig K,, = 1.

A g élsziiréses elvalasztads tervezés e

a) A gél tipusanak kivalasztdsa

Az elvélasztand6 anyag tulajdonsagainak megfelelden szamos kiilonb6z6 gélsziiré anyag all rendelkezésre. Ezek
a gélmatrix kémiai tulajdonsagaiban, a porusok méretében, a gélszemcsék méretében, kémiai és fizikai stabilitasukban

térnek el egymastol. Az elséként kifejlesztett és ma is széles korben hasznalt gél anyaga térhalositott dextran. Az
ebbdl késziilt, és a keresztkotések szamaval szabalyozott kiillonb6z6 porusméretii gyongypolimerek Sephadex
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markanéven ismeretesek. Legismertebbek a teljesen hidrofil, vizes oldatokban hasznalatos G tipusu Sephadex
gélek.

A G tipusjelzés melletti szamok a porusméretre utalnak, a kizart molekuldk tomegét kDa-ban adjak meg, pl. a G-
25 jelzésti Sephadex kisebb, 1000-5000 Da molekulatomegii anyagok, pl. peptidek szeparalasara vagy nagyobb
fehérjék s6 mentesitésére hasznalhatd. A nagyobb méretli makromolekulék frakciondlasara mintegy 200-300 kDa
molekulatdmegig a G-150 vagy G-200 Sephadex gélek hasznalhatok. A nagy porusméretii kevés keresztkotést
tartalmaz6 dextran gélek mechanikai tulajdonsagai nem tul kedvezoéek, ezek kdnnyen 6sszenyomhatdk, ezért igen
nagy molekulatomegl vagy elongalt molekulak elvalasztisara szintetikus polimerekbdl késziilt rigidebb géleket
hasznalnak.

Ha az elvalasztand6 anyagok kozotti méretkiilonbség igen nagy, mint példaul egy makromolekula s6 mentesitése
esetén, célszerii olyan gélt valasztani, ahol a nagy molekulatomegii komponens a kizarasi térfogatban (Vo) elualhato
(K,,=0), mig a kis molekulatomegli komponens a V, kdzelében jelenik meg (K,,=1). llyenkor a makromolekula
frakcio élesen, minimalis savszélesedéssel és higulassal jelenik meg a lehetd legrévidebb 1d6 alatt.

Makromolekulak frakcionalasa esetén, ha a keresett komponens molekulatomege ismert, olyan gélt valasszunk,
ahol az adott komponens koriilbelill a frakcionalési tartomany felénél elualhato. Tehat példaul ha egy fehérje
keverékbdl egy 100 kDa molekulasulyt fehérjét kivanunk izolalni, olyan gél ajanlhat6, ahol a frakcionalasi
tartomany 10-250 kDa molekulasuly tartomanyba esik.

b) A gél szemcseméretének kivalasztisa

Finom szemcsékkel t6ltott kromatografias oszlopban a gél jobban kit6lti a rendelkezésre allo térfogatot, ezért
csokken a mobil fazis térfogata, kisebb lesz a higulas, a savok szélesedése, ezért jobb az oszlop felbontoképessége.
Romlik viszont a tomdrebb géloszlopon a folyadék dramlasi sebessége. Igen finom (Super Fine) szemcsék esetén
nagyobb nyomast, 10 um szemcseméret alatt specialis pumpakat kell alkalmazni, és természetesen rigid, nem
Osszenyomhato gél tipust lehet csak hasznalni.

A legtobb feladatra a Fine és Medium jelzést (20-150 um) szemcsemeéret jol hasznalhat6. Preparativ munkanal,
illetve s6 mentesitésnél, ahol nagy aramlasi sebesség kivanatos, illetve az elvalasztandé komponensek kisebb
felbontoképesség mellett is kellden elvalnak, durva szemcsés, ,,coarse” jelzést gélek is hasznalhatok.

¢) Az oszlop méretének kivalasztisa

Két szeparalodo zona kozotti tavolsag gélsziirés soran az oszlop hosszanak négyzetgyokével aranyosan ndvekszik.
Hosszl oszlopokat (100 cm felett) hasznalunk, ha nagy felbontoképességre van sziikség, s6 mentesitésre vagy mas
nagy kiilénbséggel elualhaté mintak esetén rovidebb, 50 cm alatti oszlopokat hasznalhatunk.

Analitikai célra 1 cm koriili atméréjii oszlopokat hasznalnak, az atmérd ndvelésével az elvalaszthatd minta
mennyisége, vagyis az oszlop kapacitasa novelheto.

d) A mintatérfogat kivalasztdsa

Analitikai célra, illetve nehezen szétvalaszthato komponensek esetén, ahol maximalis felbontoképesség sziikséges,
az oszlop hosszahoz képest keskeny indulasi zona kivanatos. Ezért a minta térfogatat ugy kell kivalasztani, hogy
az oszlop toltet térfogatanak 1-5%-a legyen. Ennél kisebb mintatérfogat mar nem javit a felbontason, viszont a
higulas mértéke nagyobb lesz. Jol szeparalodé komponensek esetén, (pl. fehérjék somentesitésénél) kiilondsen
preparativ munka soran a minta térfogatat akar az oszloptérfogat 15-20%-ra is emelhetjiik.

e) Az eluens kivalasztdasa

Az eluens Osszetétele kdzvetleniil nem befolyasolja a gélszlirés felbontoképességét, de minden olyan komponens,
ami a szepardlandé molekuldkra hat, befolyasolhatja az elvalasztist. Az oldoszer pH-ja, ionerdssége, esetleg
detergensek jelenléte befolyasolhatjak az oldott molekulak allapotat, pl. alakvaltozas vagy tobb alegységes fehérjék
kromatografids viselkedését. Altaldban hig, néhany szazad molos neutralis puffereket hasznalnak, melyek a
szeparalando6 anyag szerkezetét nem befolyasoljak, visszaszoritjak ellenben a szepardlandé molekulak €s a gélmatrix
kozotti nem kivanatos adszorbcios kolcsonhatasokat.
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Ha a szeparalt molekula frakciokat kés6bb tdményiteni kivanjuk, vagy a gélsziirésnél alkalmazott sot el kivanjuk
tavolitani, célszer( illékony sot, pl. ammonium-hidrogénkarbonatot alkalmazni, ami liofilizalas vagy filmbeparlas
soran konnyen eltavozik.

f) Az eluens folydsi sebességének kivalasztisa

Gélszlrés soran a novekvo aramlasi sebesség rontja a felbontoképességet, mivel nem alakul ki egyensuly az allo
és mozgd fazis kozott. Optimalis aramlasi sebességnek 5-10 ml/cm?x 6ra ajanlott, de a legtobb esetben ennek
néhanyszorosa még nem rontja jelentdsen a szeparalast. Preparativ munkanal, vagy ahol a miveletet valamilyen
okbdl gyorsan kell végrehajtani, a nagy folyasi sebesség elénye ellensulyozhatja a szeparalas romlasat.

Nagy folyasi sebesség eléréséhez természetesen nagyobb nyomas sziikséges, ezért ilyenkor figyelembe kell venni
a gélmatrix mechanikai stabilitasat. Nem rigid gélek a megengedettnél nagyobb nyomason 6sszenyomhatok, ami
a kromatografias oszlop teljes dugulasdhoz vezethet.

6.2. loncserés kromatografia

A toltéssel rendelkezé molekulak elvalasztasara az egyik leghatékonyabb médszer az ioncserés kromatografia. Az
ioncserés kromatografiat leggyakrabban oszlop kromatografia formajaban hajtjak végre, bar ismeretesek olyan
vékony-réteg kromatografias modszerek is, melyek elsdsorban az ioncsere elvén miikddnek. A tovabbiakban
kizardlag az oszlop kromatografiaval foglalkozunk.

Az ioncserés kromatografidhoz hasznalt oszloptoltetek egy oldhatatlan hordoz6 (matrix) felszinéhez kovalens
kotéssel kotott toltott csoportokat tartalmaznak. A vizes oldatban szuszpendalt matrix toltott csoportjai koriil az
ellentétes toltésti ionok ionfelh6t képeznek. Az ionfelhdben az ionok reverzibilisen kicserélddhetnek, a matrix
jellegének és tulajdonsdgainak megvaltoztatasa nélkiil. A matrix t6ltdtt csoportjai lehetnek pozitiv vagy negativ
toltéstiek. A pozitiv toltésti matrix az oldatbol negativ toltésii ionokat, anionokat kdt, ezért anioncserélonek nevezziik.
A kationcseréld matrixok toltése negativ.

Az ioncseréld matrixok felépitése szerint megkiilonboztetiink hidrofob és hidrofil matrixt ioncseréldket. A hidrofob
matrixu ioncserélok leggyakrabban nagymértékben szubsztitualt polisztirol gyantak. Szervetlen ionok megkdtésére,
pl. vizlagyitasra kivaloan alkalmasak. Matrixuk hidrofébicitasa és nagy feliileti toltésstiriiségiik miatt a fehérjéket
gyakran denaturaljak. A hidrofil matrixa ioncseréldket eldszor modositott cellulozbol allitottak els. A celluloz
mechanikai tulajdonsagai azonban nem kedvezoek, a celluldz szalak tornek, nehéz j6 mindségli oszlopot késziteni.
Ezeket a hatranyokat részben kikiiszoboli a Sephadex (dextran) alapa ioncserélé matrix. Az utobbi években
szintetikus hidrofil polimerekbdl szabalyos gomb alakt és monodiszperz méreteloszlasu matrixokat allitottak eld.
A legismertebb ilyen anyag a Pharmacia cég altal forgalmazott MonoBead alap(i ioncserélé matrix.

Az ioncserél6 matrixokhoz kapcsolt toltott csoportokat az alabbi tablazatban foglaltuk 6ssze (6.1. tablazat):

Az ioncserélok funkciés csoportjai

Anion cserélok funkciods csoport

dietil-aminoetil (DEAE) -OCH,CH,N"H(CH,CHj3),
quaterner-aminoetil (QAE) -OCH,CH,N"(C,Hs),CH,CH(OH)CH,
quaterner-ammonium (Q) -CH,N"(CH;),

Kation cserélék funkciés csoport

karboximetil (CM) -OCH,COO"

szulfopropil (SP) -CH,CH,CH,S05"

metilszulfonat (S) -CH,S0O5"

6.1. tablazat. A Sephadex ioncserélok tulajdonsagai

A szulfonil és kvaterner ammonium csoportokat hordozé ioncseréloket nevezziik erés ioncseréloknek, ezek
gyakorlatilag teljesen toltottek pH 3,0 és 11,0 kozott. A DEAE és CM csoportok disszociacios foka és ennek
kovetkeztében ezen ioncseréldk kapacitasa is fiigg a kozeg pH-jatol.
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Az ioncsere elmélete

A legtobb ioncserés kisérletet 6t f6 fazisra lehet osztani (6.7. abra). Az elsé fazis az ioncseréld oszlopnak az in.
indul6 pufferrel torténd egyensulyba hozasa, a kisérlet kezdeti koriilményeinek (pH és ionerd) beallitasa. Az
ioncseréld toltott csoportjaihoz ebben a fazisban kénnyen kicserélhetd egyszerti ionok (klorid vagy natrium)
kapcsolodnak. A masodik fazis a minta felvitele és reverzibilis megkdtése az oszlopon. Amennyiben a mintaban
talalhatd szennyez6 anyagok egy része nem kotddik az oszlophoz, ezeket az indulé pufferrel torténd mosassal
eltavolitjuk. A harmadik és negyedik fazis az elicio, a kotott molekuldk deszorpcidja, amit az eludld puffer
Osszetételének megvaltoztatasaval ériink el. Az elucio legegyszeriibb formaja az ionerd, azaz a jelenlévo ellenionok
modszer az ionerd vagy a pH folyamatos valtoztatasa, az un. gradiens elucio. Ennek soran az oszloprol elészor a
kisebb netto toltési, gyengébben kdtddé molekulak valnak le.

1. Kiindulasi 2. A minta 3. Aleoldas 4.A leoldas 5. Regeneralas
allapot megkotddése  kezdete vége
A O A e o o O O O
O A O e @ ¢ ® o @ @ @ @
@ A O @ @)
*"—s BS—A | B—e | 0~ | *—%
0o O O A A A O o o e © @
® @ @ A A A ® & @
Ellenionok az @ lonoka

O i 5.
indulé pufferben A Szétvélasztando ionok

@ gradiensben
6.7. abra. Az ioncserés kromatografia fazisai (s6 gradiens elticio). Az abran egy pozitiv tdltésli anion cseréld
részecske lathato, kiindulasi allapotban ellenionokkal a felszinén. A masodik fazisban torténik a szétvalasztando
toltéssel rendelkez6 molekulak megkdtése, a leoldas kezdetén (3. fazis), a gyengébben kdtédoé molekulak szorulnak
le, aleoldas végén, pedig az er6sebben kotdd6 molekulak is levalnak (4. fazis). Regeneralas soran az induld pufferrel
torténd mosassal a kiindulasi allapot allithato vissza.

Egy ioncseréld oszloptoltet fontos jellemzdje az ioncseréld kapacitasa, amely megadja azt, hogy mennyi elleniont
képes megkotni. A kapacitasnak hdrom formajat kiilonboztetjiik meg:

Teljes kapacitas: a toltott csoportok szama egy gramm szaraz ioncserélore vagy egy ml duzzasztott gélre
vonatkoztatva. Meghatarozhaté erds savval vagy erds bazissal torténd titralassal.

Szabad kapacitas: makromolekulak (fehérjék, nukleinsavak) szamara sztérikus okok miatt a teljes kapacitasnak
csak egy része hozzaférhetd, ez a szabad kapacitas

Dinamikus kapacitas: amennyiben az adott makromolekula kotodését az oszlopon a puffer dramlas kozben
vizsgaljuk, az tin. dinamikus kapacitast kapjuk.

A szabad ¢és a dinamikus kapacitas fligg:

* az elvalasztand6 anyag tulajdonsagaitol

* az ioncseréld tulajdonsagaitol

* az adott kisérleti koriilményektol

» Az elvalasztand6 anyagoknak az ioncserés szeparalas szempontjabol fontos tulajdonsagai: a molekula méretiik
és toltésiik pH fiiggése. Ebbdl kovetezik, hogy az ioncserélok kapacitasa a kiillonbozo fehérjékre kiilonb6zo.

Gyakran hasznalt Sephadex alapu ioncserélok
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A Sephadex G-25 és G-50 gélsziir6 matrixok négy kiilonb6z6 csoporttal térténd modositasaval nyolc kiilonb6z6
ioncseréldt allitottak eld (6.I1. tablazat). A G-25-bdl szarmaz6 matrixok (A-25 és C-25) tobb keresztkotést
tartalmaznak, ezért rigidebbek, kevésbé duzzadnak, mint a G-50-bdl szarmazok.

Toncseréld Teljes kapacitas| Teljes kapacitas | Funkcionalis csoport Ellenion
umol/mg pmol/ml
DEAE Sephadex A-25 3.5+0.5 500 dietilaminoetil klorid
DEAE Sephadex A-50 175 dietilaminoetil klorid
QAE Sephadex A-25 3.0+0.4 500 dietil-(2hidroxypropil)aminoetil |klorid
QAE Sephadex A-50 100 dietil-(2hidroxypropil)aminoetil |klorid
CM Sephadex C-25 4.5+0.5 550 karboximetil natrium
CM Sephadex C-50 170 karboximetil natrium
SP Sephadex C-25 2.3+0.3 300 szulfopropil natrium
SP Sephadex C-50 90 szulfopropil natrium

6.11. tablazat. A Sephadex ioncseréldk tulajdonsagai

Kiilonlegesen kezelt poliszacharid és szintetikus polimerekbdl késziilt, a Sephadexnél nyomasallobb rigid matrixok
felhasznalasaval olyan finom szemcsés szabalyos gyongy polimereket sikertilt kifejleszteni ioncseréld tdltetek
készitésére, amelyek hatékonysaga jelentésen megndvekedett. Ilyenek pl. a 10 pm szemcseméretli monodiszperz
MonoBeads vagy a 3 pm szemcseméreti MiniBeads toltetek. Az ilyen ioncseréloket az FPLC technikakban (lasd
kés6bb) alkalmazzak.

Az ioncseréld kromatogrdfids szepardlds tervezése
Meghatarozo paraméterek:

1. A szeparalandd mintaban talalhaté komponensek toltése, ez fehérjék esetén az izoelektromos ponttol fiigg; a
fehérjék izoelektromos pont alatt kationok izoelektromos pont felett anionok. A minta és az alkalmazott
kromatografias puffert Gigy valasszuk meg, hogy az izolalni kivant fehérjék koétddjenek az adott anion vagy
kation cserél oszlopon, amelyrdl a nem kot6d6 komponensek lemosasa utan elualhatok. Ritkabban fordul eld,
hogy a nem kivant szennyezéseket kotjiik meg, és az izolalni kivant komponens folyik 4t szabadon az oszlopon.

2. A minta mennyisége. Az oszlop méretét ugy valasszuk meg, hogy a tdltet dinamikus kapacitasa valamivel
nagyobb legyen a minta mennyiségénél, til kis oszlopon az oszlop telitddik és minta egy része mar nem kotédik
az oszlophoz, til nagy oszlop esetén pedig az elicio soran lap fel nagyobb veszteség.

3. Az izolalni kivant fehérje molekulastlya. Az ioncseréld matrix porus méretét ugy valasszuk meg, hogy az
ioncsere soran lehetdleg ne 1épjen fel egyidejiileg gélsziirés, vagyis méret szerinti szeparalas.

6.3. Hidroféb kolcsonhatason alapulo
kromatografia

A hidroféb kolcsonhatason alapuld kromatografias modszer (hydrophobic interaction chromatography, HIC) azon
megfigyelésen alapul, hogy fehérje molekulak kdlcsonhatasba léphetnek teljesen hidrofob adszorbensekkel és ez
a kolcsonhatas fligg az oldat s6 koncentraciojatol. Hasonldan a fehérjék kisdzasahoz, amikor is a névekvé so
koncentracidé a makromolekula koriili hidratburok atrendezése révén vezet a fehérje molekulak 6sszetapadasahoz,
kicsapodasahoz, a HIC kromatografia soran is nagy s6 koncentracio (1-1,5 M neutralis s6) segiti el6 a hidrofob
kromatografias toltet és a fehérje felszinének kisebb nagyobb hidrofob ,,foltjai” kozotti kdlcsonhatast. A szeparalas

V4

Ezen megfigyelések alapjan készitettek kromatografias célra alkalmas gydngy polimereket, melyeknek felszinét
hidrofob alkil vagy aril csoportokkal modositottak. Ilyenek a fehérjék kromatografias szeparalasa soran jol bevalt
poliszacharid alapu polimerekbdl készitett Butyl-Sepharose, Octyl-Sepharose, Phenyl-Sepharose.
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Itt hivjuk fel a figyelmet, hogy a HIC kromatografidhoz elvileg nagyon kozel all az un. reverz fazisu kromatografia
(RPC). Mindkét esetben hidrofob felszinek kdzott kialakuld kolesonhatas erdsségén alapul a szeparalas. A 6
kiilonbség az, hogy a HIC kromatografia soran alkalmazott toltetek esetén a szilard matrixhoz kapcsolt hidrofob
ligandum koncentracidja 10-20 umol /ml toltet, a RPC kromatografia soran tobb 100 umol a hidrofob ligandum
koncentracié a matrix felszinén. Ezért a reverz fazist kromatografia esetén az adszorbens €s a szeparalodo molekulak
kozott a kotédés nagyon erds, az eliicidhoz a viznél kevésbé polaros oldoszerek (metanol, acetonitril, stb.)
alkalmazésa sziikséges. Ezért a RPC soran nem mindig biztosithat6 nativ fehérjék izolalasa, mert az oszlopon a
fehérjék denaturdlodhatnak (mivel a hidrofob magjukat alkoté aminosavak is kotddhetnek az erésen hidrofob
matrixhoz.) Komplex fehérje vagy peptid keverékek mindségi analizisére viszont nagy felbontoképessége miatt
utolérhetetlen az RPC kromatografias technika. A HIC esetén a felvitelt6l az elicioig végig vizes, nem denaturald
kozegben, dolgozhatunk.

A HIC kromatogrdfiat befolyasolo tényezok:
A hidrofob ligandum tipusa és siiriisége a matrix felszinén.

Az immobilizalt hidrofob ligandumok hatarozzak meg elsédlegesen a HIC adszorbens szelektivitasat. Az alkil
lancok tisztan hidrofob kolcsonhatast mutatnak, az aromés ligandumok esetén, a hidrofob hatason tul, aromas
csoportok kozotti kdlcsonhatas is 1étrejon. Az, hogy alkil vagy aromas ligandumot tartalmazo6 matrixot valasszunk-
e dontéen empirikus, elézetes kotési kisérletek alapjan dontheto el.

Alkil lancok esetén a HIC adszorbens fehérje kotd kapacitasa nd a hosszabb alkil lancok alkalmazasaval. A kotd
kapacitas az alkil lancok hosszan kiviil természetesen a matrix felszinén levé koncentraciojuktol is fiigg. Az
optimalis hidroféb ligandum koncentracié HIC esetén 20 pmol/ml tdltet koriil van. A toltet viselkedését valamilyen
mértékben befolydsolja a polimer matrix hidrofobicitasa is. Azonos hidrofob ligandumok esetén sem kapunk
pontosan azonos szelektivitast pl. agar6z vagy szintetikus polimer matrix esetén.

Az alkalmazott s6 mindsége és koncentracioja.

A HIC soran alkalmazott sok hatdsa hasonlit az adott s6 fehérje kis6zo hatékonysagahoz. Mindkét hatas
Osszefliggésbe hozhatd az adott sonak a viz feliileti fesziiltségére valo hatasaval, ami az alabbi sorba rendezhet6:

LiCl < NaCl < Na,HPO; < (NH,),S0, < Na,SO,

Leggyakrabban az (NH4),SO,4-ot hasznaljak ennek kis6z6d hatékonysaga mintegy négyszerese a NaCl-nak. Az
indul6 so6 koncentraciot ugy valasszuk ki, hogy az izolalni kivant fehérjénk kello hatékonysaggal kotodjon az
oszloptoltethez. A so6 koncentracié meghatarozasa szintén empirikus, a kiprobalashoz jo kozelités lehet az 1M
(NH,4),SO,oldat alkalmazasa. Ugyelniink kell arra, hogy az alkalmazott indul s6 koncentracional ne torténjen
fehérje kisozas kovetkeztében kicsapodas.

A pH hatasa.

Tekintve, hogy a kdzeg pH-ja megvaltoztatja a fehérje molekula ionizalhato csoportjainak toltését, ez nyilvanvaloan
befolyasolja a hidrofob koélcsonhatason alapuld elvalasztast. Az a tapasztalat, hogy altalaban a fehérje mintak
retencioja drasztikusan valtozik pH 5 alatt és pH 8,5 felett, vagyis az ikerionos t6ltés allapothoz kozeli toltésallapotok
kedvez6ek a HIC-hez. Ezért a s6 koncentracio kivalasztasahoz hasonloéan optimalizaljuk a szolvens pH-jat is.

A hémérséklet hatdsa.

A hidrofob kolcsonhatas homérséklet fliggd. A hdmérséklet ndvelésével a legtobb esetben ndvekszik a kolesonhatas
erdssége, de a hatas Osszetett, mert ezzel ellentétes hatast is megfigyeltek. Gyakorlati szempontb6l annyi
mindenképpen figyelembe veendd, hogy a szobahdmérsékleten kidolgozott mdodszer eredménye nem biztos, hogy
hidegszobaban (4 °C) reprodukalhato.

Adalékok hatasa.

Vizzel keveredd szerves oldoszerek (alkoholok, acetonitril, dimetilformamid stb.), hozzaadott detergensek mar
kis koncentracioban is csokkentik a szeparalddo fehérjék kotddését, mintegy vetélkednek a fehérjével a matrix
felszinén talalhato adszorbcids helyekért. Ezért ezeket kis koncentracioban adva novelhetjiik az elucio hatékonysagat
abban az esetben, ha magaban a s6 koncentracio csokkentése nem vezet kelld eredményre. Ugyeljiink arra viszont,
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hogy az alkalmazott adalék ne denaturalja az izolalando fehérjét. A HIC oszlopok tisztitasara, regeneralasara
viszont kivaloan alkalmazhatok nagyobb koncentracioban is.

6.4. Affinitas kromatografia

Affinitas kromatografiaval nagy szelektivitassal szeparalhatok biomolekulak specifikus kolcsonhatasaik alapjan.
Ez a szeparalasi technika azért kiilonleges, mert vagy a biomolekula bioldgiai funkcidjan, vagy egyedi kémiai
szerkezetén alapul. A technika soran a biomolekula kdlcsonhato partnerét immobilizaljak a kromatografias toltethez.
Ez az 4ll6 fazishoz rogzitett ligandum reverzibilisen megkdti az akar sok komponensbdl allo keveréket tartalmazo
mozg6 fazisbol a keresett biomolekulat, amit a mozgo fazis osszetételének megvaltoztatasaval elualhatunk az
oszloprol.

A technika nagy szelektivitast, nagy felbontoképességet és rendszerint nagy kapacitast biztosit a keresett fehérjére
nézve. A tisztitds mértéke akar tobb ezerszeres is lehet és a kitermelés is altaldban nagyon jo. Az affinitas
kromatografia egyediilallé abbol a szempontbdl, hogy a biomolekula egyedi bioldgiai funkcidjan alapul. Ez a
sajatossaga arra is alkalmassa teszi az affinitds kromatografiat, hogy lehetové valik kizarolag az aktiv molekulak
elvalasztasa az inaktiv denaturalt formaktol is. Nagy elonye a médszernek, hogy sok esetben egy 1épésben elérhetd
a keresett biomolekula izolalasa, de azon tilmenden, hogy a szétvalasztandé mintanak alakos elemektdl mentes
tiszta oldatnak kell lennie, tanacsos a mintat valamilyen részleges szeparalassal elokésziteni. Ha példaul vérszérumbol
kivanunk valamilyen igen kis mennyiségben eléfordulé komponenst izolalni, tandcsos a tobb mint 50%-ban
jelenlevé szérumalbumint6l valamilyen elészeparalassal megszabadulni.

Kiilondsen nagy jelentdsége van az affinitas kromatografianak rekombinans fehérjék tisztitasa soran. Gyakori
ugyanis, hogy a termeltetett rekombinans fehérjét az N vagy C terminalisan egy fuzids ,,cimkével” latjak el
géntechnoldgiai modszerekkel, aminek segitségével a rekombinans fehérje affinitas kromatografiaval egyszertien
,kihalaszhat6”.

Legjobban elterjedt ilyen cimke a lancvégekhez fuzionalt oligo-hisztidin (His-tag), ami reverzibilisen kotodik
fémkelatokhoz, példaul szilard fazishoz rogzitett Ni-kelathoz, vagy a glutation S transzferaz (GST) fuzios fehérje,
ami matrixhoz rogzitett glutation segitségével izolalhato. Ezekre a cimkékre specifikus affinitas kromatografias
matrix, vagy kész el6toltott oszlop a kereskedelmi forgalomban kaphato, ezért ezek hasznalata egyszer.

Mas egyedi esetekben a specifikus ligandumot a felhasznéalonak kell a kromatografias matrixhoz kapcsolni. Ehhez
viszont tobbféle aktivalt reakcidképes kromatografias matrixot lehet beszerezni.

Néhany affinitas kromatografiaban gyakran hasznalt kélcsénhatas:

* Enzim szubsztratanaldg vagy inhibitor
* Antitest antigén (virus, sejt )
* Nukleinsav komplementer nukleinsav szekvencia
* Nukleinsav hiszton vagy mas nukleinsav kot6 fehérje
* Hormon hormon receptor
* Glutation glutation S transzferdz (GST) fuzids fehérje
» Fém kelat His-tag fuzids fehérje
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Affinitas kromatogradfia fazisai (6.8. abra):
Az affinitas kromatografia fazisai:
1. Egyensllyba hozas a specifikus kolesonhatasra
= gqu alkalmas pufferrel.

LN
2. A keresett molekula megkotése, a nem kotédé

AN
o :\Bki_ anyag elucidja és kimosasa.
I ™ 3. A keresett molekula elticidja a mozgofazis

osszetételének valtoztatasaval.

L —\:_-QL 4. Regeneralas

ﬂ S

oszloptérfogat

-

fényelnyelés

6.8. abra. Affinitds kromatografia fazisai. Az abra bal oldalan az affinitds kromatografia szemléltetd abrazolasat
latjuk. A matrixhoz kotott specifikus ligandumhoz csak a ,,hozzaill” kotohellyel rendelkez6 molekulak kotddnek,
a tobbi molekula lemoshat6. A mozgd fazis 6sszetételének megvaltoztatasaval a keresett molekulak tisztan
izolalhatok. Az &bra jobb alsé részében egy tipikus affinitds kromatografids elucios profilt latunk. (Az dbra a GE
Life Science Protein Purification kézikdnyv sorozat dbra anyagéanak a felhasznalasaval késziilt.)

A minta eldkészitése.

A mintanak tiszta, szilard részecskéktdl mentes oldatnak kell lennie. Ez centrifugalassal vagy sziiréssel érhetd el.
Fehérje oldatokat célszer(i legalabb 10000g-vel centrifugalni, sejt lizitumot 40-50000g-vel centrifugaljuk. Sziiréshez
0,45 pm-es sziirét hasznaljunk. (A minta ilyen el6készitése sziikséges a HPLC és FPLC modszerek esetén is.)
Ellendrizziik, hogy a mintank illetve a keresett fehérjénk oldékonysagat és stabilitasat hogyan befolyasolja az oldat
pH-ja, a so koncentracio, esetleg szerves oldoszer jelenléte. Hatarozzuk meg a keresett célfehérje és a ligandum
kolcsonhatasat befolyasolo tényezoket (pH, s6 koncentraciod, hdémérséklet). Ennek alapjan optimalizaljuk az indulo
kot puffer dsszetételét. Ha a mintaban a célfehérjével vagy a ligandummal interferalé komponensek vannak (pl.
sejt lizatumban talalhatd metabolitok) ezeket tavolitsuk el.

Egyensiuilybahozas a specifikus kolcsonhatdasra alkalmas pufferel.

Mossuk a kromatografias oszlopot 3-4 oszloptérfogat induld koté pufferrel. A mintat (ha kell olddszer cserével
vagy dializissel) szintén hozzuk egyensulyba az indul6 koté pufferrel.

A keresett molekula megkotése, a nem kétodo anyag elucioja és kimosdasa.

A minta felvitelénél vegyiik figyelembe a kolcsonhatas er6sségét. Nagy affinitds esetén a minta felvitel d&ramlasi
sebessége nagy lehet, gyenge kolcsonhatas esetén, vagy ha az egyensuly kialakuldsa lasst folyamat, csdkkentsiik
a mintafelvitel sebességét. A minta felvitel utan a kétd pufferrel mossuk tovabb az oszlopot, amig az 6sszes nem
ko6tddo komponenst el nem tavolitottuk.

A keresett molekula eludlasa a mozgofazis dsszetételének valtoztatdsaval.

Eltucio a pH és/vagy az ioner0sség megvaltoztatasaval: Az elucio egyik lehetséges és egyszerii modja az, amikor
a ligandum és a célfehérje kozotti kdlesonhatas erésség csokken. A pH valtoztatasaval valtozik a ligandum és/vagy
a célfehérje toltott csoportjainak ionizacioja, ezaltal valtozik meg a kdlcsonhatas erdssége. Hasonldan az ionerésség
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novelése (rendszerint NaCl koncentracio emelésével) szintén csokkenti a klcsonhatas erésségét. Mindkét esetben
vegyiik figyelembe a célfehérje oldhatosagat és stabilitasat.

Kompetitiv elticio: Kompetitiv eliicid sordn olyan anyagokat alkalmazunk, melyek a ligandummal vagy a
célfehérjével reagalva, ezekkel vetélkedve a korabban kialakult kolcsonhatast megsziintetik. Igy pl. a His-tag
cimkével rendelkez6 fuzios fehérje kdnnyen leszorithatd a fémkelat matrixrél imidazol pufferrel (6.9. abra).

His-Tag flzios fehérje izolalasa Ni**-kelat oszlopon.

LCH,COO .

Sepharose |-O—-CH,—CH-CH,~O-CH,—CH-CH,—-N<{ i
I I CH,COO
OH OH
8
1. 2. 3 Zg:[ N
M; (Da) é?
97 000 | == ]
66000 | =— __ puffercsere
45000
30000 |— =
20100 | == ===
14400 | =— —
1. Molekulasuly standard J v
2. Sejtkivonat "
3. Izolalt His-Tag fuzids fehérje oszloptérfogat

6.9. abra. ,His-Tag” fuzios fehérje izolalasa. A His-Tag fuzids fehérjét tartalmazo sejt kivonatot Ni*" kelat oszlopon
tisztitjuk. Az immobilizalt Ni* kelat ligandum szerkezetét latjuk az abra tetején. A mintat neutralis pufferben
vissziik az oszlopra, a His-Tag-et tartalmaz6 fzios fehérje kotédik a Ni** kelat ligandumhoz, a tobbi fehérje
lemosasa utan kompetitiv elucidval, imidazol tartalmu pufferrel a fizids fehérje tisztan izolalhat6. A frakcid
tisztasaga SDS- gélelektroforezissel ellendrizhetd. (Az abra a GE Life Science Protein Purification kézikdnyv
sorozat abra anyaganak a felhasznalasaval késziilt.)

A GST cimkével ellatott célfehérje viszont olyan médon valik le a rogzitett glutation ligandumrol, hogy az elticios
pufferbe kevert szabad glutation a célfehérjével reagalva bontja meg a korabbi affinitas alapu kotést. Az eltcid
soran minden esetben érdemes az eluald puffer aramlasi sebességét csokkenteni, ezzel elkeriilhetd a célfehérje
talzott higulasa.

Amikor a ligandum-célfehérje kolcsonhatas talsdgosan erds, eléfordulhat, hogy a fenti modszerek egyikével sem
elualhat6 az izoldlando fehérje. Ilyenkor kaotrép szerekkel (pl. urea, guanidin) vagyunk kénytelenek az oszloprol

crer

megfelel kortilmények kozott renaturalhatd. Az emlitett urea és guanidin hasznalata utan tehat a fehérjéket késébb
renaturalni kell.

Regenerdalds.

Az elucid sikeres befejezése utan az oszlopot néhany oszloptérfogat induldé koété pufferrel mosva, ujra
felhasznalhatjuk. Hosszabb tarolas esetén figyeljiink arra, hogy az oszlopot ne érje baktérium vagy gomba fert6zés,
célszerii pl. Na-azidot tartalamzo pufferben tarolni..

6.5. Nagyhatékonysagu (nagynyomasu)
folyadékkromatografia, HPLC

A gélszliréses €és az ioncserés kromatografia targyaldasakor mar lattuk, hogy a gélmatrix szemcseméretének
csokkentésével valamint a méret homogenitasanak fokozasaval a kromatografia hatékonysaga novekszik. A
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hatékonysag szinte 0j mindségi tartomanyba keriil, amikor a matrix szemcsemérete 3-10um méretii. Az ilyen
toltetek alkalmazasaval végzett folyadékkromatografiat nevezik nagy hatékonysagu folyadék kromatografianak,
angol neve High Performance Liquid Chromatography utan roviditve HPLC-nek.

Az ilyen szemcseméretii matrixal t6ltdtt kromatografias oszlopok hasznalatakor viszont a mozgé fazis (eluens)
aramoltatdsa mar csak nagy nyomasu, 10 MPa koriili, specialis preciziés pumpak alkalmazéasaval oldhaté6 meg
(6.10. abra). A HPLC rovidités egyidejiileg erre is ( High Pressure LC), s6t sokak szerint a specialis berendezések
magas arara (High Price LC) is utal.

Mintafelvivé
hurok

Injektor
N

Szemét
Oszlop

Detektor
(abszorbancia, pH,
vezetSképesség)

Oldatok

Frakcioszedd

6.10. abra. HPLC késziilék vazlatos elrendezése. Az abran egy HPLC berendezés vazlatos elrendezése lathatd. A
rendszer két komponensbdl allo mozgd fazis nagy nyomason tortnd szallitasat biztositdo pumpakbol, keverd
egységbol, a vizsgalandd mintat bejuttatd injektorbol, kromatografias oszlopbdl €s egy detektorbol all.

Az alkalmazott nagy nyomas miatt az oszlop téltetével szemben elsédleges kovetelmény, hogy ne legyen
Osszenyombhatd. Erre a célra kezdetben kizarolag, és dontéen ma is szilikagélt hasznalnak, ebbdl ugyanis megfeleld
koriilmények kozott egyenletes és adott szemcseméretli, meghatarozott poérusméretii és kelld szilardsag gélek
készithetok. A hidrofil szilikagélhez mint all6fazishoz természetesen csak hidrofob mozgofazis alkalmazhato, ezért
kezdetben a nagy hatékonysagi kromatografia elsésorban hidrofob szerves olddszerekben oldddod anyagok
szeparalasara volt alkalmas. Késobb a szilikagél felszinének kémiai modositasaval hidrofob felszini szilikagéleket
készitettek. Ebben az esetben az alld és mozgofazis hidrofil-hidrofob viszonya megfordul ezért ezt reverz fazisu
kromatografianak nevezték. A reverz fazisu kromatografia megnyitotta a lehetdségét vizoldékony anyagok, igy a
biologiai eredeti molekulak tobbségének elvalasztasara is. Nagy porusu gélek pedig lehetvé tették makromolekulak
szeparalasat is. A hidrofob felszin kialakitasara hossz( alkil lancokat kapcsolnak a szilikagélre, ez lehet oktadecil,
oktil, butil (C18, C8, C4 jelzéssel), de hasznalnak fenil csoportot (lasd korabban a HIC kromatografianal leirtakat)
vagy ioncsere céljara ioncserélé csoportokat tartalmazé géleket is.

Ha a mozg6fazis dsszetétele a kromatografia soran allandd, akkor izokratikus eluciordl, ha valamilyen linearis
vagy nem linearis gradiens szerint valtozik, akkor gradiens eluciordl beszéliink. Sok esetben az izokratikus és a
gradiens szakaszokat kombinaljak egymassal. A gradiens kialakitasat leggyakrabban mikroprocesszor vezérelte,
valtoztathato sebességii pumpak (legalabb két pumpa) segitségével érhetjiik el, ilyenkor a mozgdfazis komponensei
a pumpak utan a nagy nyomasu oldalon keverednek. Precizids szelepek segitségével alacsony nyomason kevert
gradiens is készithetd, ami egy pumpaval tovabbithaté az oszlopra. Modositatlan szilikagél esetén egymassal
keveredd, kiilonboz6 hidrofobicitast szerves oldoszerekbol készithetd a mozgo fazis. Reverz fazist kromatografia
soran valamilyen hig vizes oldat (pl. 0,1% trifluor-ecetsav, néhany mM-os foszfat puffer stb.) és valamilyen vizzel
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keveredd szerves olddszer (pl. acetonitril, metanol, propanol, stb.) keverésével készithetd6 megfelelé izokratikus
vagy gradiens szerint valtozo mozgo fazis.

A biokémiai gyakorlatban leggyakrabban fényabszorbcids vagy fluoreszcencias detektorokat hasznalunk, de
hasznalhatok torésmutatd valtozas, vezetoképesség, forgatoképesség mérésen alapuld vagy elektrokémiai detektorok
is. Fotometrias detektalasndl természetesen az eluensnek optikailag tisztanak kell lennie, és az adott hullimhossz
tartomanyban nem lehet fényelnyeldé. A kiilonlegesen tiszta olddszerek hasznalata egyébként is altalanos
kovetelmény, hogy elkeriiljiik az oszloptdltet szennyezését és a kromatografia sordn nem vart anyagok megjelenését.

Igen fontos fejlesztés eredménye a tomegspektrometrias (MS) detektorok megjelenése. Ezek segitségével
meghatarozhato az egyes elvalasztott komponensek tomege, ami az adott anyag meghatarozo paramétere. A tomeg
meghatarozas soran valdjaban nem kozvetleniil a tdmeget, hanem a tomeg/toltés (M/Z) értékeket mérjiik, de az
egyszeresen és tobbszordsen toltott értékekbdl természetesen a tomeg kiszamithato. Az utdbbi két évtizedben olyan
ionizacios technikakat vezettek be az MS mér6 rendszerekben, ahol nagy molekulasulyt biopolimerek, igy fehérjék
ionizacidja is jo hatasfokkal megvalosithatdo (ESI elektron spray ionizacid és MALDI matrix assisted laser
desorption). Ennek eredményeképpen a kromatografias modszerek a fehérjekutatasban egyre fontosabb szerepet
jatszanak. Egy vagy tobb dimenziés nagyhatékonysagii kromatografia on-line Osszekapcsolasa a
tomegspektrometriaval lehetové teszi, pl. egy sejtben egy adott iddben expresszalodo fehérjék dsszességének, a
proteom”-nak, vagy ezek egy meghatarozott frakciojanak célzott meghatarozasat. Ez azért jelentds, mert eltéréen
a genomtol, a proteom nem allandd, valtozhat szovet vagy sejt tipusonként, fiigg az adott fiziologias allapottol,
vagy az egyed fejodési allapotatdl is. Lehetdség van a poszttranszlacios modosulasok kimutatasara is. Ezen beliil
kiilonds jelentsége van a foszforilalt fehérjék, a foszfo-proteom célzott vizsgalatara, ami a szabalyozasi folyamatok
Osszefiiggéseinek megértését teszi lehetove.

A késziilékek minden komponensének nyomasallonak és kémiailag rezisztensnek kell lennie. Leggyakrabban
rozsdamentes acélt, kiilonlegesebb esetekben ellenallobb titan otvozeteket alkalmaznak. A mozgo alkatrészek (pl.
dugattyuk, szelepek stb.) rendkiviil kopasallo anyagokbdl (kiilonleges keramia, iiveg, ipari rubin stb.) késziilnek.

A nyomnyi fémszennyezésekre is érzékeny mintak, pl. egyes enzimek elvalasztisdra alkalmas, kiilonlegesen
nyomasallé mianyag alkatrészekbdl felépitett berendezések is forgalomba keriiltek. Nativ fehérjék szeparalasara
fejlesztette ki a Pharmacia-LKB cég (jelenlegi tulajdonosa a GE Healthcare) az FPLC (fast protein liquid
chromatography) rendszerét. Ez abban kiilonbozik a fent ismertetett nagyhatékonysagu kromatografiatol, hogy az
oszlop toltetek olyan kiilonlegesen kezelt dextran alapu, vagy szintetikus polimer anyagokbol késziilnek (Superdex,
Superose, Sephacryl stb.) melyek hidrofil karakteriik és nagy porozitasuk miatt kiilondsen jol alkalmazhatok
biopolimerek szeparalasara. Ezek szemcse mérete ugyan egy kicsivel nagyobb, nyomasallosaga pedig kisebb a
szilika alapi HPLC télteteknél, de elegend6 ahhoz, hogy 0,5-1 MPa nyomason kell6 folyadékaramlast lehessen
biztositani és a modszer hatékonysaga is megfelel a fehérjékkel kapcsolatos elvarasoknak. Az oszlopok nyomasalld
boérszilikat ivegbol késziilnek, és a pumpaban és csérendszerben is kertilik a fém alkatrészeket. Mind a HPLC,
mind az FPLC nagy hatékonysagot, érzékeny detektalhatosdgot biztosit, és iddigénye is sokkal kisebb, mint a
hagyomanyos kromatografias eljarasokhoz sziikséges raforditott ido.

Néhany gyakorlati megfontolas:

A minta el6készitésekor vegyiik komolyan, hogy a mintanak tiszta oldatnak, por és részecske mentesnek kell
lennie. Ellenkezd esetben a késziilékben dugulas 1éphet fel, és a kromatografids oszlopot is elszennyezhetjiik. A
mintat 20-40000 g-vel centrifugalhatjuk, és tanacsos 0,45 pm-es szlir6n atsziirni. A mintat lehet6leg a mobil fazis
indul6é komponensében oldjuk, vagy gy6zddjiink meg réla, hogy a minta ebben biztosan oldodik. A minta térfogata
az alkalmazott oszlop atmérdjétol fiigg (1asd alabb).

Az allofazis (oszloptéltet) kivalasztasa. Apolaros, vizben nem 0ld6do anyagok esetén modositatlan szilika, esetleg
diol vagy amino csoportokat tartalmazd, polaros, vizben o0ld6dé anyagok esetén reverz fazisa, C18, C8, C4
modositott szilika tolteteket valasszunk. Nagyobb hidrofob peptidek és fehérjék tilsagosan erésen kotddhetnek a
C18 szilard fazishoz, ilyenkor ajanlatos C8 vagy C4 matrixot hasznalni. Analitikai célra kisebb szemcseméretli
(3um vagy 3um alatti) matrixot valasszunk, ez noveli az elvalasztas hatékonysagat, hatranya azonban, hogy né a
rendszerben a nyomas. Szemipreparativ és preparativ célra az 5-10 pm-es szemeseméret a megfeleld. A szemcseméret
mellett vegyiik figyelembe a matrix részecskék porozitasat is, Kis molekula tomegii metabolitok, aminosavak
kisebb peptidek esetén megfelel a leggyakrabban alkalmazott 100 A porusméretdi toltet. Makromolekulak esetén
nagy porozitasu (wide pore) 300 A poérusméretii tolteteket valasszunk (1 A = 0.1 nM).
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A mozgo fazis kivalasztasa. A mozg6 fazis legfontosabb jellemz6i a tisztasag, a viszkozitas, az UV atlathatosag
¢s a keverhet6ség mas oldoszerekkel. A HPLC technikak kiilonleges tisztasagti (HPLC grade) oldoszereket kivannak
meg, beleértve az e célra kiilonlegesen tisztitott vizet is. Ezek ara meglehetdsen magas, helyes oszlopméret
kivalasztasaval (lasd alabb) nagy megtakaritas érhet6 el. Lehetdleg ne hasznaljunk nagy viszkozitast oldoszereket,
ezek megnovelik a rendszer nyomasat. A detektalhatosag szempontjabol fontos az alkalmazott mozg6 fazis optikai
tisztasaga. Tekintve, hogy leggyakrabban UV tartomanyban miikodod fotometrias detektorokat hasznalunk, vegyiik
figyelembe a mozgo fazis UV elnyelését. A reverz fazisu kromatografia esetén leggyakrabban hasznalt acetonitrilbol
pl. tobbszords HPLC mindség is beszerezhetd. A legdragabb mindség még 200nm hullamhossznal is hasznalhato,
ha csak 280-340 nm tartomanyban mériink elég az olcsobb mindségli acetonitrilt valasztani. Reverz fazisu
kromatografia esetén az indulé mozgo6 fazis valamilyen hig vizes oldat, a hozza keverend6 polaritast csokkentd
szerves komponens lehet metanol, etanol, propanol, acetonitril stb. Az indul¢ vizes oldat lehet pl. 0,1% hangyasav,
ecetsav, néhany mM foszfat puffer. Ion par képzés miatt leggyakrabban 0,1% trifluoroecetsavat hasznalnak. Az
ion par képzés a toltés kiegyenlités miatt noveli az erésen toltdtt molekulak retencidjat. Ha viszont a kromatografia
on-line MS méréssel kapcsolt, ne hasznaljunk trifluorecetsavat, mert ez csokkenti az ionizalhatésagot. Ilyenkor
hig hangyasav, vagy ammoniumformiat hasznalata ajanlott. Vegyiik figyelembe, hogy gradiens elucio soran az
oldoszerek keveredésekor megvaltozik a mozgo fazisban a levegd oldékonysaga. Ez azzal jarhat, hogy az oszlop
utan, amikor a nagy nyomas lecsdkken levegd buborék kivalas kovetkezik be, ami a detektorban lehetetlenné teszi
a mérést. A mobil fazis komponenseit ezért gz mentesiteni kell. Ha a kromatografias berendezésiink tartalmaz
un. degaser egységet, akkor ez enyhe vakuumot alkalmazva folyamatosan alacsonyan tartja az oldott levegd
vakuumban gaztalanitani, vagy az igen rosszul oldod6 hélium atbuborékoltatasaval kilizni az oldoszerekbdl az
oldott leveg6t. A mozgo fazist hasznalat el6tt ajanlott finom (0,45pum-es) sziirdvel megszlrni, hogy a levegébdl
bekeriil6 finom porszennyez6déstdl megszabaduljunk.

Az oszlop méret kivalasztasa. Meghatdroz6 annak eldontése, hogy a kromatografids oszlopot analitikai, vagy
preparativ célra kivanjuk felhasznalni. Analitikai célra hasznaljunk mikrobore vagy minibore oszlopokat, ezek
belsé atmérdje 1-3 mm. A mikrobore-minibore oszlopokra felvihetd minta térfogata 5-25 pl, ami 0,01-0,1 mg
anyagot tartalmazhat. Itt a felhasznalt oldoszerek mennyisége jelentésen csdkkenthetd, ezzel mind pénztarcankat,
mind kornyezetiinket is kimélhetjiik. Az ilyen kis atmérdjii oszlopok hasznalata akkor is indokolt, ha a rendelkezésre
4ll6 minta mennyisége kicsi, ha ilyen kis mennyiségli mintat visziink fel nagyobb oszlopra, el6fordulhat a minta
,eltinése”. A leggyakrabban hasznalt oszlop tipus a 4,6 mm atmérdjii standard oszlop. Ezeket az oszlopokat mind
analitikai, mind szemipreparativ célra hasznalhatjuk. A standard oszlopokra felvihetd minta térfogata analitikai
felhasznalas esetén 10-50 pl, szemipreparativ munkanal akar 1 ml is lehet. A felvihetd anyagmennyiség 0,1-2 mg.
Preparativ célra 10-20 mm atmérdjli oszlopokat hasznalhatunk. Itt a felvihetd anyagmennyiség 20-200 mg is lehet,
a minta térfogata elérheti az 5-10 ml-t is. Az oszlopok ara magas, kimélésiik érdekében tanacsos rovid, néhany
mm hosszusagl, az oszlop toltetével megegyez6 el6tét vagy védo oszlopot eléjiik illeszteni. Ezek dugulas esetén
kis koltséggel cserélhetok.

79

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

7. fejezet - Elektroforézis technikak

szerz6: Pal Gabor

7.1. Az elektroforézisrol altalaban

Elektroforézis soran egy-egy elektrod kiilon-kiilon egy-egy puffer tartalyba meriil, és a két puffer tartaly kozott
toltott részecskék szamara atjarast biztositunk (7.1. abra). Ha a két elektrod kozott egy elektromos tapegységgel
elektromos potencialkiilonbséget, tehat fesziiltséget hozunk 1étre, akkor ennek hatdséara elektronok aramlanak a
tapegységen keresztiil az andd feldl a katdd felé. A katodra keriild elektronokat a pufferben 1évé vizmolekulak
veszik fel, hidrogén gaz és hidroxidionok keletkeznek. Az an6don ekdzben vizmolekuldk adnak le ugyanannyi
elektront, mint amennyi a katodrdl levalt, oxigén gaz keletkezik, és protonok (illetve ezek viz molekulakra kertilésével
hidroxénium ionok) keletkeznek. A két puffer tartdly kozott toltott részecskék szamara atjarast biztositd
Osszekottetésen a pozitiv toltésli ionok (kationok) a negativ toltésti katod felé, a negativ toltésli ionok (anionok)
pedig a pozitiv toltésii andd felé¢ vandorolnak. Az egyes ionok eltérd toltésiik és méretiik miatt eltérd sebességgel
vandorolnak, tehat igy elvalaszthatok egymastol. A vandorlas sebességét befolyasolod legalapvetdbb fizikai
Osszefiiggések ismerete rendkiviil fontos annak megértéséhez, hogy az egyes konkrét elektroforézis eljarasok
esetekben az egyes molekuldk miért lesznek eltérd sebességlick, milyen elven valaszthatok el egymastol.

— Katéd
. Puffer 4H,0 + 4e — 2H, + 40H"
'\
Nagyfesziltségl - Poliakrilamid vagy
tapegység agaroz gél
v .
e 2H,0 > O, + 4H" + 4e
Puffer
+ Andd

7.1. abra. Az elektroforézis alapelve. Elektroforézis soran egy-egy elektrod egy-egy puffer tartalyba meriil. A két
tartaly kozott toltott részecskék szamara atjarast biztositunk. A két elektrod kozott egy elektromos tapegységgel
elektromos potencialkiilonbséget hozunk 1étre. Ennek hatasara elektronok aramlanak az andd feldl a katod felé. A
katodrol az elektronokat a pufferben 1évo vizmolekulak veszik fel, hidrogén gaz és hidroxidionok keletkeznek. Az
anddon vizmolekulak adnak le elektront, oxigén gaz és protonok (illetve ezek viz molekulakra keriilésével
hidroxénium ionok) keletkeznek. A tartalyok kdzotti, toltott részecskék szamara atjarhato 6sszekottetésen a pozitiv
ionok (kationok) a negativ katod felé, a negativ ionok (anionok) pedig a pozitiv andd felé vandorolnak.

A toltéssel rendelkezd testre F, elektromos erd hat, amelynek értéke egyenld a ,,g” toltés és az ,,E” elektromos
térerd szorzataval:

Az E elektromos térerd mértékegysége (newton/coulomb), illetve (volt/cm). Az elektroforézisek egyik f6 paramétere
az alkalmazott elektromos térerd, amit volt/cm értékben adnak meg.

A vandorlo részecskére kis sebesség esetén a sebességgel (v) egyenesen ardnyos mértékil, a vandorlés irdnyaval
ellentétes iranyt F, kdzegellenallasi er hat:

F =fxv (72)
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A kozegellenallasi er6 nagysaga a kdzegre és a testre vonatkoz6 informaciokat egyarant tartalmazo kozegellenallasi
egyiitthatoval (f) fejezhetd ki. Minél nagyobb a részecske, és minél ,,akadalyozobb” a kozeg, annal nagyobb az ,.f
” értéke.

Az elektroforézis elinditasakor a részecske (pillanatszertien rovid id6 alatt) arra a sebességre gyorsul, amelynél a
kozegellenallasi erd értéke éppen eléri az ellentétes iranyu elektromos erd értékét:

gxE = fxv (7.3)

A részecskére hat6 eredd erd ekkor nulla, tehat a részecske innen egyenletes sebességgel halad (F, = F}, tehat
F eredé O)

A részecske elektroforetikus mozgékonysaga (1) megmutatja, hogy az adott részecske (adott kozegben) egységnyi
térerd esetén mekkora sebességgel vandorol. Ez egyenesen aranyos a toltésével, és forditottan aranyos az adott
kozegre és a részecskére egylittesen jellemz6 kozegellenallasi egytitthatdval.

(7.4)

Az eltéré mozgékonysagu toltott részecskék elektroforézis soran egymastol elvalaszthatok, hiszen azonos kézegben
azonos elektromos térerd alkalmazasaval eltér6 sebességgel vandorolnak.

A biokémiai és molekularis biologiai vizsgalatoknal a tdltéssel rendelkez6 makromolekulak koziil leginkabb a
fehérjék és a nukleinsavak elvalasztasahoz alkalmazzak az elektroforézis elvét. Minden esetben valamilyen térhalos
gélben zajlik az elektroforézis, ezért ezeket az eljarasokat dsszefoglaloan gélelektroforézis eljarasoknak nevezziik.

7.2. A gélelektroforetikus technikakrol altalaban

Az elektroforézis fent emlitett elve onmagaban nem kdveteli meg, hogy annak soran valamilyen gélt is alkalmazzunk.
A kezdetek kezdetén nem is alkalmaztak géleket. A tdltéssel rendelkezd részecskéket homogén folyadékfazisban
vandoroltattak. Ezzel az eljarassal alapvetéen harom probléma adodott.

Az egyik, hogy a kozonséges folyadékok az eltérd méretii ionok mozgasat ugyan eltéré mértékben akadalyozzak,
de ez az eltérés igen kismértékii, tehat az elvalasztds nem hatékony. A masik fontos probléma azzal kapcsolatos,
hogy egyszerti folyadékfazis esetén a folyadékfazisban akar kis hdmérsékletkiilonbségek hatasara is dramlasok
indulnak el, amelyek rontjak az elvalasztast. A harmadik probléma abbdl adodik, hogy folyadékfazisban a (minden
iranyban zajlo) diffuzié mértéke is magas, ami szintén rontja az elvalasztas hatékonysagat.

Mindharom problémara megoldast kinal a térhalds gélek alkalmazasa. Az ionokat nem homogén puffer kzegben
vandoroltatjuk, hanem egy olyan puffer kozegben, amelyet valamilyen térhalos gél ,,sz6 at”. Ez a gél megakadalyozza
a folyadékaramlas kialakulasat, és az egyszeri folyadékfazishoz képest Iényegesen nagyobb mértékben akadalyozza
a részecskék mozgasat, ezaltal csokkenti a diffizio mértékét. Mindezek mellett az elvalasztas hatékonysaga
szempontjabol a gél legfontosabb szerepe az, hogy a vandorl6 részecskék méretétdl fliggben radikalisan eltérd
mértékii akadalyt jelent. Az adott térhalds gélre jellemzd atlagos porusméretnél nagyobb részecskék a gélben
gyakorlatilag nem vandorolnak, azokat tehat visszatartja. A poérusméretnél joval kisebb részecskék szamara a gél
erzékelhetetlen” vagyis ezekre csak a pufferoldatra jellemz06 kozegellenallas érvényesiil. A két szélsdérték kozotti
részecskeméret tartomanyban azonban a gél er6sen méretfiiggé modon lassitja a részecskék vandorlasat. Ebbol
kovetkezik, hogy egy-egy konkrét gél csak egy—egy konkrét részecskeméret tartomanyban hasznalhato, tehat
minden konkrét feladathoz tartozik egy optimalis porusmérettel rendelkez6 gél.

Az elektroforézis soran alkalmazott géllel szemben a kdvetkezd altalanos kovetelmények meriilnek fel. Legyen
vizzel nedvesedd, kémiailag stabil (ne 1épjen kémiai reakcioba az elektroforézis soran), ne hordozzon téltéseket
(ne viselkedjen ioncseréloként), legyen fizikailag ellenallo (tehat konnyen kezelhet6), legyen atlatszo, ne festddjon
az elvalasztott anyagok kimutatasara hasznalt festékkel, s legyen szabalyozhat6 a porusmérete.

Nem ismeriink olyan anyagot, amely a molekularis bioldgia altal vizsgalt igen nagy részecskeméret tartomanyt
onmagaban atfedné, tehat olyat, amelybdl szélsdségesen eltérd porusméretii géleket lehetne késziteni. A molekularis
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biologiai vizsgélatokban alapvetden kétféle anyag valt be, amelyek megfelelnek a fenti kritériumoknak. Az egyik
a poliakrilamid, a masik az agardéz. A poliakrilamid gélben az akrilamid gyokos polimerizacidjaval keletkezo
poliakrilamid szalakat kovalens kotések kotik 0ssze. Az agardz gélben ezzel szemben a poliszacharid lancok kozott
masodlagos kotéerdk alakulnak ki. A poliakrilamid gélek porusmérete viszonylag kicsi, ezért ezt a gélt elsdsorban
fehérjék és kisebb nukleinsavak elvalasztasanal alkalmazzak. Az agardz gélek porusmérete sokkal nagyobb, ezért
elsésorban nagyméretii nukleinsavak elvalasztasara hasznaljak. A tovabbiakban az egyes poliakrilamid illetve
agardz-alapu eljarasokat tekintjiik at.

7.3. A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)
7.3.1. A PAGE médszerrdl altalaban

Mint fent mar korabban emlitettiik, a poliakrilamid gélt kisebb nukleinsavak elvalasztasanal is alkalmazzak. A
Sanger-féle DNS szekvenalas esetében példaul ezzel a modszerrel valasztjak el egymastol az eltéré hosszusagu,
linearis, egyszala DNS molekulakat. Az eljaras felbontasa a néhanyszor 10-bazis hossztol a nagyjabol 1000 bazis
hosszlisagig terjedé mérettartomanyban olyan nagy, hogy képes az egymastol csak 1-1 bazis hosszal eltérd
molekulakat is elvalasztani. DNS esetében tehat egyértelmiien a lanc hossza szerint zajlik az elvalasztas. Ennek
az az oka, hogy a DNS (és RNS) estében az egységnyi molekulatdomegre (polimer-hosszra) esd negativ toltések
szama, vagyis a relativ toltés azonos. Ez annak kdszonhetd, hogy minden monomer egység tartalmaz egy
foszfatcsoportot, ami a negativ toltést hordozza. Megfelel6 denaturaloszer (pl. urea) alkalmazasa mellett a linearis
molekulak alakja is azonos lesz. Igy kizarélag a denaturalt molekula mérete szerint valnak majd el egymastol.
(Ugyanezt latjuk majd az SDS-PAGE esetében fehérjék vonatkozasaban, lasd késobb). A PAGE moédszernek
azonban szamos olyan valtozata van (SDS-PAGE, izoelektromos fokuszalas, 2D PAGE), amelyek elsdsorban
fehérjék kiilonbozo tulajdonsagok szerinti elvalasztasara alkalmas.

A kiilonboz6 fehérjék egy adott pH értéken mas-mas toltéssel rendelkeznek. Raadasul az egyes fehérjék mérete
és alakja is eltérd. Ha vizes oldatban elektromos erdtér alkalmazasaval a fehérjéket vandorlasra késztetjiik, az egyes
fehérjék eltérd toltésiik, méretiik és alakjuk miatt kiillonboz6 sebességgel mozognak, és ez alapjan egymastol
elvalaszthatok. Mivel az elvalasztas egyszerre tobbféle elven zajlik, ezért ugyan nagyhatékonysagu, de pusztan
egy-egy elvalasztas alapjan nem tudjuk meghatarozni, hogy egy adott fehérje miért vandorol gyorsabban egy
masiknal: elsdsorban azért, mert nagyobb a toltése, vagy azért, mert kisebb a mérete. A fent mar emlitett, késobb
ismertetendd PAGE valtozatokat éppen azért fejlesztették ki, hogy a fehérjék kizarolag méret, vagy éppenséggel
kizarélag izoelektromos pont alapjan valjanak el (14sd késébb).

A poliakrilamid gél létrehozasa: az akrilamid vizes oldatban, megfeleld katalizatorok €s iniciatorok jelenlétében
gyOkos polimerizaciora képes, és a reakcid soran nagy molekulatomegi, linearis polimer, Un. poliakrilamid
keletkezik. Mivel az akrilamid rakkelt6 és mutagén, alkalamazasanal megfeelé ovatossag sziikséges. A polimer
forma azonban mar nem mérgez6. Ez utobbi vizes oldata nagy viszkozitasu. Ha megfelel6 keresztkotd agenst,
N,N’-metilénbiszakrilamidot is alkalmazunk, a hosszu poliakrilamid lancok k6zott "hidak" képzddnek, és térhalds
szerkezetli gél jon 1étre (7.2 abra). Az elektroforézis soran az ionokat (nukleinsavakat vagy fehérjéket) ebben a
gélben vandoroltatjuk.
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7.2. dbra. A poliakrilamid gél molekularis felépitése. A térhalos gél poliakrilamid monomerek és N,N’-
metilénbiszakrilamid keresztk6té komponensek gydkos polimerizacidjaval jon létre.

Mint arr6l mar sz6 esett, az eljars kiilonlegesen nagy felbontoképességgel rendelkezik, a gélben a molekulak
sebességére toltésiik, méretiik, illetve alakjuk is befolyassal bir. A gél méret szerinti ,,molekulasziir6” hatasat a gél
metilénbiszakrilamid szazalékos aranyanak alkalmas megvalasztasaval tag hatdrok kozott valtoztathatd. A gél
mechanikus tulajdonsagai kb. 4-20% akrilamid koncentracio-tartomanyban kedvezéek. A keresztkotd
metilénbiszakrilamid mennyisége az alkalmazott akrilamid monomernek rendszerint 1-3%-a. A poliakrilamid
rendelkezik mindazon mar emlitett tulajdonsagokkal (hidrofil, nem hordoz tdltéseket, kémiailag stabil), amik az
elektroforézis soran elényosek. Ezeken feliil tovabbi fontos tulajdonsaga, hogy az elvalasztandé fehérjékkel nem
1ép semmilyen fehérje-specifikus kdlcsdnhatasba, és nem zavarja a fehérjék detektalasara szolgalo festési reakciokat
sem. Ha az elektroforézist nativ (nem-denaturald) kdzegben, alacsony homérsékleten végezziik, szamos enzim
megoOrzi nativ szerkezetét és igy enzimaktivitasat, ami alapjan ezek a gélben specifikusan kimutathatok.

s

pufferoldatot keveriink, majd a gy6kos polimerizaciot egy alkalmas katalizator és iniciator hozzaadasaval inditjuk
el. A katalizator altalaban peroxidszulfat, mely vizes kdzegben spontan bomlik, ami altal szabad gyokok keletkeznek.
Ezek a szabad gyokok azonban 6nmagukban nem képesek az akrilamid molekula kettds kotését felhasitva elinditani
a gyokos polimerizacidt, viszont gerjesztik az iniciator molekulakat. Ez utobbiakbol ekkor olyan szabad gy6kok
alakulnak ki, amelyek mar kivaltjak a polimerizaciot. A leggyakrabban hasznalt iniciator a tetrametil-etilén-diamin

sy

10-30 perc alatt teljes mértékben végbemenjen.

Az elektroforézis "geometridja" szerint kétféle eljaras hasznalatos. Az elséként kidolgozott modszer esetében a
pufferrel, katalizatorral, iniciatorral dsszekevert akrilamid / metilénbiszakrilamid oldatot egy az egyik végén lezart
iivegesdbe Ontik. Az igy 1étrejovo géloszlopban csak egyetlen mintat lehet futtatni. A jelenleg elterjedt eljarasokban
a fent emlitett oldatot két, egymassal parhuzamos tiveglap kozé toltjiik (7.3. dbra). Igy egy gél lemez alakul ki,
amelyben egyidejiileg, egymas mellett, azonos koriilmények kdzott szamos mintat futtathatunk, melyek ily médon
egymassal konnyen 6sszehasonlithatok. Ez nagyban megkdnnyiti az elektroforézis eredményének kiértékelését.
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7.3. abra. Fehérjék elvalasztasa poliakrilamid gél lemezben. Amint azt az abra mutatja, az elektroforézis késziilékben
parhuzamosan tobb mintat is vandoroltathatunk egyetlen gél lemezben. A katod és az anod kozott csak a gélen
keresztiil vandorolhatnak az ionok. A gél molekulasziir6ként viselkedik, minél nagyobb a vandorlé molekula,

annal jobban akadalyozza a gél annak mozgasat.

Az elektroforézis sikerét donté mértékben befolyasolja a gél akrilamid koncentraci6 és a pH helyes megvalasztasa.
Fehérjék esetén rendszerint az izoelektromos pontnal magasabb pH-n dolgozunk. Ekkor a fehérjék negativ toltéstiek,
igy az andd felé vandorolnak. A puffer szerepe nemcsak abban 4ll, hogy az elektroforézis ideje alatt a pH-t allando
értéken tartja, hanem a puffer ionjai végzik az aram vezetés legnagyobb részét is. Normalis esetben a fehérjeionok
az aram vezetésében csak elhanyagolhatdo mértékben vesznek részt, vagyis a fehérjék atviteli szama kicsi. Ha
azonban a puffer koncentracidja tal alacsony, megné a fehérjék szerepe az aram vezetésében, ami altalaban
elken6dott fehérjesavokat eredményez. Az optimalisnal magasabb puffer koncentracioé esetén viszont tal kicsi lesz
a fehérjék mobilitasa, ami szintén rontja az elvalasztas mindségét, mivel a megndvekedett id6igény miatt a diffuziora
is tobb id6 jut.

Az alkalmazott puffer rendszerek szempontjabol a gélelektroforetikus technikéakat két nagy csoportba oszthatjuk.
Folytonos (kontinuus) puffer rendszerrdl besz¢liink, amikor ugyanazt a puffert alkalmazzuk a gélben, mint az
elektrodokat tartalmazé puffer-tankokban. Ennek a mddszernek az eldnye az egyszeriiségében rejlik, viszont a
felbontoképessége valamivel rosszabb, mint a bonyolultabb n. diszkontinuus puffer rendszereké.

crer

alkalmaznak. A futtaté (mas néven szeparald) gél folé egy tin. koncentrald (mas néven: tomaritd) gélt polimerizalunk.
Ennek akrilamid koncentracidja a futtatd gélénél joval alacsonyabb, olyannyira, hogy itt a molekulasziiré hatas
még nem érvényesiil. A harom kiilonb6z6 puffer rendszerben két kiilonb6z6 aniont alkalmaznak. Mindkét gélben
a puffer anion komponense egy erds sav maradéka, melynek disszociacio foka gyakorlatilag nem fligg a kozeg
pH-jatol, vagyis toltése széles pH tartomanyban allandd. Ez a komponens altalaban a kloridion. Tank pufferként
viszont olyan puffer rendszert alkalmaznak, melynek anion komponense egy gyenge sav savmaradéka, pl. glicinat
anion. A tankpufferben a pH 8.3.

A kistérfogatu fehérjemintat a koncentrald gél felszinére rétegezziik. Fesziiltség hatasara a fehérjeionok és a tank
puffer anionjai belépnek a koncentrald gélbe. A koncentrald gélben a pH 6.8, ami alig magasabb, mint a glicin
izoelektromos pontja (6.5). Ilyen pH-n a glicin molekula csak parcidlisan negativ (az id6 nagy részében netto
semleges ikerionos allapotban van), elektroforetikus mobilitasa alacsony, igy lokalisan csdkken a tdltéssel rendelkez6
molekulak koncentracioja. Ez helyileg megndveli az elektromos ellenallast. Minthogy az elektromos kdrben az
aramerdsség allando kell, hogy legyen, (nincs makroszkopikus toltésszétvalas), Ohm térvényének megfeleléen az
ellenallassal aranyosan megnd a térerd is, ezért a fehérjék vandorlasa felgyorsul, amig el nem érik az ionokban
gazdag, kis elektromos ellenallast klorid ion frontot. Minthogy a klorid ion frontban az ellenallés, és igy a térerd
kicsi, a fehérjék sebessége csokken, €s a front mogott mintegy Osszetorlddva igen vékony savban vandorolnak a
futtato gél felszinéig.

A futtatd, vagy mas néven szeparalo gélben a helyzet megvaltozik. A szeparald gél pH értéke 8.8-9.0 kozott van.
Ezen a pH-n a glicinben 1évé aminocsoportok egy része elveszti az extra protonjat, igy elveszti a pozitiv tdltését.
A glicinat ion parciélis negativ toltése emiatt megnd, ezért mobilitasa is megnovekedik. fgy a glicinat toltéshianyabol
ered6 koncentrald hatds megsziinik, a fehérjék a tovabbiakban kiilonbozo toltésiik miatt eltéré sebességgel

84

http:// www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Elektroforézis technikak

ey

is érvényesiiljon, és a gél az elvalasztani kivant fehérjék mérettartomanyaban a leheté legnagyobb mértékben
szeparaljon méret szerint is.

Az elektroforetikus eljarasok tobbségénél a futtatas sordn jelzéfestéket alkalmazunk, amit a mintaba keveriink. Ez
a kis molekulatdmegii, negativ toltésti festék rendszerint gyorsabban vandorol a gélben, mint az elvalasztando
makromolekula-ionok (pl. fehérjék). A festék mintegy lathatéva teszi a futasi frontot, igy egyértelmtivé valik,
mikor tekinthetd az elvalasztas befejezettnek. A leginkdbb hasznalatos jelz6festék a bromfenolkék.

A tovabbiakban ismertetjiik az egyes PAGE eljarasokat, a legegyszer(ibbtdl az egyre dsszetettebb felé haladva.

7.3.2. Nativ PAGE

A nativ PAGE fehérjék elvalasztasara szolgalo eljaras. Ennek soran igyeksziink olyan kortilmények kozepette
vandoroltatni a fehérjéket, hogy azok megtartsak nativ térszerkezetiiket. Az elektroforézist tehat nem-denaturalo
kdzegben, és rendszerint alacsony hdmérsékleten végezziik. Ilyen koriilmények kozott szamos enzim megérzi
nativ szerkezetét és igy enzimaktivitasat. Ezaltal ezek az enzimek a gélben specifikusan kimutathatok még akkor
is, ha nagyon nagy mennyiségben vannak jelen mas fehérjék is. Egy ilyen ,.festési” eljaras soran a gélt egy olyan
szubsztrat oldataba aztatjuk, amelyet a kimutatni kivant enzim szelektiven alakit at, és amelynek terméke szines
és oldhatatlan. {gy ahol a gélben az adott enzim megtalalhato, ott annak helyét szines csapadék jelzi.

Ezen feliil a nativ PAGE kivaléan alkalmas arra is, hogy egy olyan, alaposan megtisztitott fehérjepreparatum
esetén, amely csak egyetlen fehérjét tartalmaz, megnézziik, hogy az valéban homogén-e. Egyetlen éles csikot csak
akkor kaphatunk, ha a fehérjénk homogén. Amennyiben a tisztitas soran a fehérjemolekulak egy része kémiailag
modosult, (pl. dezaminalddott, vagy diszulfidhid atrendezédésen ment at), esetleg aggregalodott, ugy egynél tobb
csikot kapunk. A nativ PAGE arra is kivaloan alkalmas, hogy detektaljuk vele két vagy tobb fehérjekomponens
egymassal alkotott komplexének kialakulasat. A kovalens kotésekkel, vagy éppen masodrendi kdlesonhatasokkal
1étrejovo alegységszerkezet, vagy két 6nallo fehérje (pl. enzim-inhibitor, receptor-ligandum) kozott kialakuld
komplex ugyanis a nativ elektroforézis soran stabilan egyiitt marad, egyiitt vandorol.

A nativ elektroforézisek soran kiilondsen tligyelni kell arra, hogyan viszonyul egymashoz a gélben alkalmazott
puffer pH értéke és az elvalasztani kivant fehérje, vagy fehérje-komplex izoelektromos pontja, hiszen ez szabja
meg a fehérje vandorlasi iranyat.

7.3.3. SDS PAGE

Az SDS PAGE is fehérjék elvalasztasara hasznalt modszer, csakhogy itt a fehérjéket denaturalt allapotukban
vandoroltatjuk. Az altalanos bevezetdben leirtak szerint a hagyomanyos (nativ) akrilamid gélelektroforézis soran
a szeparacio a fehérjék toltésétdl, alakjatol és méretétdl egyarant fiigg, ezért els6 megkozelitésben nem alkalmas
pl. fehérje molekulatdmeg meghatarozasra. Arra sem ad valaszt, hogy egy mar tisztitott mintaban 1évo fehérje tobb
alegységes-e, hiszen nativ kortiilmények kozott az alegységek egyiitt maradnak. Ezen kérdések megvalaszolasara
a poliakrilamid gél elektroforetikus technikak leginkabb elterjedt valfaja, az SDS poliakrilamid gélelektroforézis
bizonyult alkalmasnak (7.4 abra).
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7.4. abra. SDS poliakrilamid gélelektroforézis. Az SDS (sodium dodecyl sulfate) egy anionos detergens, amely
kitekeri, és a polipeptidlanc hosszaval aranyos mennyiségii extra negativ toltéssel latja el a fehérjéket. Az SDS-
kezelt fehérjék a poliakrilamid gélben méretiik szerint valnak el egymastol. A vandorlas sebessége €s a
molekulatdmeg logaritmusa forditott aranyban vannak egymassal. Ismert molekulatomegt kalibralé fehérjék (1asd
molekulatdmeg ,,1étra”) segitségével a vizsgalt fehérje molekulatomege meghatarozhato.

Az SDS (sodium-dodecyl-sulphate) egy anionos detergens. Ha a fehérjemintat SDS-sel és diszulfid hidakat bontani
képes redukaloszerrel kezeljilk magas hdmérsékleten, radikalis konformacio-valtozasok kovetkeznek be. A fehérjék
kozotti kolesonhatasok megsziinnek, az alegység szerkezet felbomlik, a fehérjék denaturalédnak. Az SDS mintegy
"kitekeri" a fehérjéket, apolaros részével azok bels6, hidrofob magjat fellazitja, és mivel anionos detergens, a
fehérjéket negativ toltésekkel latja el.

srer

lanc hosszaval, vagyis a fehérjék molekulatomegével. Ez mas széval azt jelenti, hogy az SDS kezelés utan az
0Osszes fehérje relativ toltése nagyjabol azonos lesz. Raadasul a kezelés hatasara az egyes fehérjék alakja is hasonlova
valik. A negativ toltésti SDS molekuldk taszitjak egymast, ezért az SDS-kezelt fehérjék valoszintileg kozel rad
alaktak lesznek. Mindez azt eredményezi, hogy az egyes fehérjék ugyanolyan modon lesznek kizarolag méretiik
szerint elvalaszthatok, ahogy kordbban azt a linearis egyszalu (denaturalt) DNS molekulak PAGE elvalasztasa
soran mar lattuk. A bevezetében emlitett harom tulajdonsag (relativ tdltés, alak, méret) szerinti szeparalas helyett
ugyanis itt is csak méret szerinti szeparacio torténik. Mivel a molekulaméret aranyos a molekulatdémeggel, az SDS
poliakrilamid gélelektroforézis végsé soron molekulatdmeg szerint szeparal.

Ez a legelterjedtebb, legolcsobb moddszer a fehérjék alegység molekulatomegének viszonylag pontos
meghatarozasara. A tapasztalat szerint a fehérje relativ mobilitdsa (a fehérje futasi tavolsaga osztva a jelzéfesték
futasi tavolsagaval) a fehérje molekulatomeg logaritmusanak fiiggvényében monoton csdkken. Ha a mintankat
ismert molekulatomegii fehérjékkel azonos gélben futtatjuk, a standard fehérjék futasa alapjan készitett kalibrald
egyenesrdl a mintaban 1évo fehérjék alegység molekulatdmege leolvashato.
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s

teljesiil a relativ mobilitas és a molekulatomeg logaritmusa kozott elobb emlitett dsszefiiggés:

Akrilamid koncentracio Az elvalasztas linearis tartomanya
(%) (kDa)
15 12-43
10 16-68
7.5 36-94
5.0 57-212

Az SDS poliakrilamid gél elektroforézis a leginkabb elfogadott modszer annak eldontésére, hogy egy fehérje, ill.
enzimpreparatum homogén-e. Kiilondsen jol alkalmazhaté bonyolultabb fehérje-asszocidtumok, multienzim
komplexek, példaul a miofibrillum vizsgalatara (lasd késébb). A denaturaldo SDS PAGE soran ezek a komplexek
alkotoikra esnek szét, és az egyes polipeptid lancok kiilon-kiilon vandorolnak a gélben. A fehérjék gélben torténd
megfestésével mennyiségi meghatarozasra is lehetdség nyilik, igy nem csak azt lehet megallapitani, hogy egy
alaposan megtisztitott, sokkomponensiti komplex hanyféle alegységbdl all, de meg lehet hatdrozni az egyes
alegységek szdmanak egymashoz viszonyitott aranyat is.

7.3.4. I1zoelektromos fokuszalas

Izoelektromos fokuszalas soran olyan koriilményeket teremtiink, hogy a fehérjék kizarélag az izoelektromos pontjuk
alapjan valjanak el egymastol (7.5. abra). Az eljaras azon alapul, hogy a fehérjéken 1évo, proton leadésra illetve
felvételre képes csoportok disszociacios allapota fiigg a kdrnyezetiik pH értékétdl (1asd Henderson-Hasselbalch
egyenlet). A fehérjék nettd toltése tehat fiigg a kdzeg pH értékétdl. Amennyiben egy fehérjén a savas oldallancok
(Asp, Glu) szama meghaladja a bazikus (Arg, Lys, His) oldallancok szamat, Gigy a fehérje semleges kdzegben
negativ toltésii lesz, izoelektromos pontja (IEP), vagyis az a pH érték, amelyen a fehérje ered6 toltése nulla, a savas
tartomanyba esik. Az ilyen fehérjéket savas fehérjéknek is nevezziik. Amikor a fehérje bazikus oldallancainak a
szama mulja feliil a savas oldallancok szamat, akkor semleges kézegben a fehérje pozitiv toltésti lesz, izoelektromos
pontja a bazikus pH tartomanyba esik. Ezeket a fehérjéket bazikus fehérjéknek is szoktak nevezni.
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7.5. abra. Izoelektromos fokuszalas. [zoelektromos fokuszalas soran a (rendszerint poliakrilamid) gélben pH
gradienst hoznak 1étre. Ebben a gradiensben minden fehérje abban térrészben halmozddik fel, ahol a pH értéke
megegyezik a fehérje izoelektromos pontjaval. Mivel a fehérjén ekkor a negativ és a pozitiv toltések szama éppen
megegyezik, a fehérjére nem hat eredd elektromos erd.

Mivel az eltérd fehérjék IEP értéke igen széles tartomanyt fed le, ezért az izoelektromos pont alapjan torténd
elvalasztas hatékony modszer. Ha a kdzeg pH értéke alacsonyabb, mint a fehérje IEP értéke, akkor a fehérje pozitiv
toltésii lesz, és elektroforézis soran a katod felé vandorol. Ha a kozeg pH értéke magasabb, mint a fehérje IEP
értéke, akkor a fehérje toltése természetesen negativ lesz, és a fehérje az andd felé vandorol. Ha a pH értéke éppen
megegyezik a fehérje IEP értékével, akkor a fehérje netto toltése nulla, ezért elektroforézis soran nem vandorol.

Amennyiben olyan kozegbe helyezziik a fehérjét, amelyben a pH a katdd és az anod kozott fokozatosan (gradiens
mentén) valtozik, ugy a fehérje elindul a vele ellentétes toltésii polus felé. A pozitiv toltésti anodnal alacsony pH
értéki kozeget, a negativ toltésii katdodnal magas pH értéki kdzeget hoznak 1étre. Mikdzben a fehérje a valtozo
pH értékii kozegben vandorol, a toltése is valtozni fog. Ha negativ toltésiiként az anod felé vandorol, gy az egyre
savasabb kdzegben egyre tobb protont vesz fel egészen addig, mig a rajta 1év6 negativ és pozitiv toltések szama
megegyezik, vagyis eléri az izoelektromos pontjat. Ekkor a fehérjére nem hat ered6 elektromos erd, ezért nem
vandorol tovabb. Ha a spontan diffuzio miatt mégis kdzelebb keriil az anédhoz, akkor ujabb protonok felvétele
miatt pozitiv toltésiivé valik, és visszafelé vandorol a katod felé. Ugyanilyen gondolat mentén, ha az adott fehérje
pozitiv toltésiiként a katod felé vandorolt, akkor az egyre magasabb pH értéki tartomanyon at haladva fokozatosan
protonokat ad le, mig eléri izoelektromos pontjat, és megall. Ha diffazioval kozelebb keriil a katddhoz, akkor
protonokat ad le, és az elektromos erd ujra az anod felé vandoroltatja. Tehat a fehérjék mindegyike a sajat IEP
értékének megfeleld pH értékii gél-tartomanyba fokuszalodik, a fehérjék IEP értékiik alapjan valnak el egymastol.
A fenti folyamatok logikajabol kovetkezik, hogy érdektelen, hogy a fehérjét a gél mely pontjan vissziik a rendszerbe,
ettdl fiiggetlenill ,,megtalalja” az IEP értékének megfeleld pontot.

Az eljaras meghataroz6 eleme, hogy egy - lehetdleg linedris - gradiens szerint valtozo pH értéket hozzunk Iétre a
gélben. Erre két modszer ismeretes. Az egyik az amfolit hordozok alkalmazasa. Az amfolit kifejezés az amfoter
elektrolit kifejezés roviditése. Az amfolitok olyan kis szerves molekulak, amelyeken egyszerre vannak jelen gyenge
savas ¢s gyenge bazikus csoportok. Ezeknek az anyagoknak az eredd toltése is a pH fiiggvénye. Az izoelektromos
fokuszalas soran olyan amfolitokbol készitenek keveréket, amelyek IEP értéke egymastol csak kismértékben tér
el, és egyiittesen atfednek egy bizonyos IEP tartomanyt. Ezt a keveréket a gélbe juttatjak, és 1étrehozzak a gélben
az elektromos teret. Ekkor a fehérjékre mar emlitett folyamat zajlik le. Minden amfolit elindul a toltésének
megfelelden valamelyik pdlus felé, majd az izoelektromos pontjanal megall. Mihelyst ez a folyamat lezajlott, az
amfolitok pufferként mitkdve stabilan tartjak a kozvetlen kornyezetiik pH értékét. Igy alakul ki a pH gradiens,
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amiben a fehérjék elvalaszthatok. A masik, a fentinél még finomabban szabalyozott pH gradienst gy hozzak létre,
hogy specialis amfolitokat alkalmaznak. Olyanokat, amelyeket kovalens kotésekkel bele lehet polimerizalni az
akrilamid gélbe. A gélontés soran hozzak létre a leendd gél oldataban a megfelelé amfolitok gradiensét, amely a
gél polimerizacié soran kovalensen rogziil. igy ezekben a gélekben egyfajta immobilizalt pH gradiens alakul ki.
Az, hogy milyen értékek kozott érdemes a pH gradienst 1étrehozni, fliigg az elvalasztand6 fehérjék IEP értékeitdl.

Barmelyik eljarassal hozzuk is 1étre a pH gradienst, amikor mar minden fehérje elérte az IEP értékének megfeleld
helyzetet a gélben, az elektroforézist folytatva nem torténik tovabbi vandorlas. A rendszer egyfajta dllanddsult
allapotba keriil.

Az izoelektromos fokuszalas soran jelentkezd egyik potencialis technikai problémat az jelenti, hogy a fehérjék
oldhatdsaga izoelektromos pontjukon a legalacsonyabb, igy egyes fehérjék az IEP értékiik kdzelében kicsapddhatnak
a gélben. Ezt megakadalyozandé leggyakrabban ureat is adnak a rendszerbe, amely segit oldatban tartani a fehérjéket.
Ez egyes fehérjék esetében ahhoz vezet, hogy a fehérje oldatban marad, de denaturalt allapotban lesz. Mivel az
izoelektromos pont fliggetlen attol, hogy a fehérje nativ, vagy denaturalt allapotu, ez a tény nem befolyasolja az
eljarast. Membranfehérjék elvalasztasanal pedig a fehérje oldatba vitelét nem-ionos detergensekkel segitik el6.

Izoelektromos fokuszalasnal kizarélag IEP alapjan igyeksziink elvalasztani a fehérjéket, ezért a gél kizardlag a
keveredéses folyadékaramlas megakadalyozéasat szolgalja, tehat nem szabad molekulasziiréként viselkednie. Ennek
ugyan, de ennél a technikanal agaréz gélt is alkalmaznak. Az eljarast leggyakrabban vizszintesen elhelyezett
gélekben folytatjak intenziv hiités mellett.

7.3.5. Kétdimenziés (2D) elektroforézis

A legkiilonbozobb elvalasztas technikak célja az, hogy egy sokkomponensii rendszer minden egyes Osszetevojét
elvalassza az Gsszes tobbi Osszetevotdl. Az elvalasztas természetesen az Osszetevoknek valamilyen fizikai-kémiai
tulajdonsagban tetten érhetd eltérésein alapul. Sokkomponensi elegyek esetében gyakori probléma, hogy pusztan
egyetlen tulajdonsag szempontjabol nem tér el az 6sszes komponens egymastol. Ilyenkor az adott tulajdonsag
szerinti elvalasztas eredményeképpen lesznek olyan dsszetevok, amelyek homogénen elvalnak a tobbitdl, de lesznek
olyanok is, amelyek tovabbra is mas Osszetevokkel egyiitt, keverékben maradnak. Természetesen ezeket a
keverékeket is el lehet valasztani komponensekre, amennyiben egy, az el6zdekben alkalmazottol eltérd, attol
lehetdleg tokéletesen fiiggetlen egyéb tulajdonsag szerinti elvalasztast alkalmazunk. Jo példa erre a fehérjék
nagyhatékonysagu elvalasztasara bevezetett kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézis (2D PAGE), amelyben
két, az el6bbiekben mar targyalt technikat kombinalnak (7.6. abra).
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7.6. dbra. Kétdimenzios (2D) elektroforézis. A 2D elektroforézis az izoelektromos fokuszalas és az SDS PAGE
kombinacidja. El6szor izoelektromos pont, majd méret szerint valasztjuk el a fehérjéket. Mivel ez a két tulajdonsag
egymastdl teljesen fiiggetlen, a kétféle eljaras kombinalasaval Iényegesen hatékonyabban valaszthatjuk el az egyes

fehérjéket egymastol, mint a két egyedi eljarassal kiilon-kiilon.

Az els6 1épésben alkalmazott technika az izoelektromos fokuszalas, amelynek soran a fehérjéket izoelektromos
pontjuk szerint valasztjak el egymastol. Ennél a 1épésnél egyetlen mintahelyet alkalmaznak, és az elvalasztas egy
egy-mintahelyes gélcsikban torténik. Ekkor mind konkrét, mind pedig atvitt értelemben is egy dimenzidban
valasztjuk el a fehérjéket. Konkrét értelemben ugy, hogy egyetlen vonal mentén valnak el egymastol, atvitt
értelemben pedig azért, mert egyetlen adott tulajdonsag (IEP) szerint valnak el egymastol.

Amint az elsé dimenzidban megtdrtént az elvalasztas, ezt a gél-csikot SDS oldattal itatjak at, és egy SDS
poliakrilamid gél egyik szélére illesztik. Az elektrodok megfeleld elrendezésével az IEP alapjan elvalasztott
fehérjéket az eredeti elvalasztasi iranyra merdlegesen bevandoroltatjak az SDS poliakrilamid gélbe, és végrehajtanak
egy mar ismertetett SDS PAGE elvalasztast. Ennél a 1épésnél tehat konkrét, és atvitt értelemben is egy masik
dimenzio szerint zajlik az elvalasztas. Egyrészt az el6z6 elvalasztasi iranyra merdleges, masodik térdimenzidban
valnak el a komponensek, masrészt az el6zéekben alkalmazott tulajdonsagtol (IEP) teljesen fiiggetlen masodik
tulajdonsag, a molekulaméret szerint torténik ez az elvalasztas. Tehat amennyiben az izoelektromos fokuszalas
soran egy-egy térrészben még tobb, azonos IEP értékii fehérje volt jelen, gy ezek most méret szerinti elvalhatnak
egymastol. Erdemes megjegyezni, hogy erre a masodik elvalasztisra mindaz érvényes, amit az SDS PAGE esetében
mar leirtunk. Azok a masodlagos kdlcsonhatasok, amik az izoelektromos fokuszalasnal esetleg még egyben tartottak
fehérje alegységeket megszlinnek, és az egyes alegységek elvalnak egymastol. A diszulfid hidak felbontasahoz
természetesen itt is redukalo szert kell alkalmazni. Ebben a masodik dimenzidban tehat elkiiloniilt polipeptidlancok
vandorolnak. Tehat amennyiben az izoelektromos fokuszalasnal egy adott térrészben egy adott tobb-alegységes
fehérje volt jelen, tigy a masodik dimenzid szerinti elvalasztasban most mar annak alegységei vandorolnak. Ha
eltér6é méretli alegységekbdl all a fehérje, igy ezek az alegységek a masodik dimenzioban elvalnak egymastol.

7.4. Az agaroz gélelektroforézis

Amint azt mar a bevezet6ben irtuk, a gél pérusmérete donti el, hogy milyen méreti molekulakat lehet elvalasztani
egymastol benne. A kutatasok soran vizsgalandé DNS molekulak gyakran tobb mint ezer bazisparbol allnak (lasd
10. fejezet). Az ilyen oridasmolekuldk nem valaszthatok el egymastol poliakrilamid gélben, mert még a leghigabb
akrilamid gél porusmérete is tul kicsi ezeknek a molekuldknak a méretéhez képest. A megoldas természetesen az,
hogy masfajta gélt kell alkalmazni, olyat, amelynek porusmérete kelléen nagy az ilyen hatalmas molekuldk
elvalasztasahoz.
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Erre a célra az agardz gél terjedt el. Az agar6z gélben poliszacharid egységek kozott 1étrejovo masodlagos kotések
alakitjak ki a térhalos gélt. Mivel a gélt itt nem kovalens kotések alakitjak ki, ez a gél magas homérsékleten
fazisatalakulason megy keresztiil, folyadékszerti (sol) allapotba keriil. A gélt gy hozzuk 1étre, hogy agardz port
keveriink dssze a futtato pufferrel, 1étrehozzuk magas hdmérsékleten a sol allapotot, majd megfelel6 formaba tdltve
a hémérséklet csokkenésével kialakul a gél. A porusméret a gél agar6z koncentraciojatol fiigg. Az agardz gélre is
igaz, szamos, mar az akrilamid gélnél is emlitett elonyos tulajdonsag. Ez a gél is hidrofil, kémiailag inert, stabil,
¢és nem kot meg szdmos olyan festéket, amelyet a benne elvalasztandd molekulak festésére hasznalunk.

7.5. Festési eljarasok

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

7.5.1. Altalanos fehérjefestékek

Szamos olyan vegyiiletet ismeriink, melyek nagy hatékonysaggal kdtédnek fehérjékhez. Ezek hasznalatakor célunk
az, hogy lehetdleg az Gsszes fehérjét kimutassuk a gélben. Ilyen festékek novekvo érzékenység szerint sorba allitva:

¢ Coomassie Brilliant Blue R 250
* Savas Fast Green

¢ Amidofekete

e Eziist-nitrat

Ezek koziil leggyakrabban a Coomassie Brilliant Blue-t hasznaljak. Segitségével a gél keresztmetszetétdl és az
adott fehérje specialis festodési tulajdonsagatol fliggden akar mar 0.1 pg fehérje is jol detektalhato.

7.5.2. Altalanos DNS-festékek

A nukleinsavak agardz gélben torténd kimutatasara rendszerint olyan festékeket hasznalunk, amelyek nukleinsavakkal
alkotott komplexe fluoreszkal. A festékek zome olyan, hogy a komplex ultraibolya fényben gerjeszthetd, és 1athatd
tartomanyban bocsat ki fényt. A kétszala DNS kimutatasara leggyakrabban hasznalt festék az etidium bromid. Az
etidium-bromid gylirlis vegyiilet, amelynek molekulaja képes a DNS kettosspiralban a bazisok kozé beékelddni.
Az ilyen tulajdonsagu vegyiiletek mutagének lehetnek, hiszen a replikacié soran megzavarhatjak a DNS polimeraz
miikddését.Ezért hasznalatuk fokozott dvatossagot igényel.

A festék kisebb hatékonysaggal az egyszali DNS-t is festi, valdszintileg azért, mert nagy egyszali DNS molekulakon
beliil is vannak egymassal részlegesen komplementer szakaszok, amik miatt helyenként kétszal részek johetnek
1étre.

Az etidium bromid mellett az utébbi idoben szamos érzékenyebb, alacsonyabb hattér fluoreszcenciat biztosito és
kevésbé mutagén festék is elérhetové valt.

7.5.3. Specifikus fehérje-kimutatasi eljarasok

Ha nem az 6sszes fehérjét akarjuk detektalni, hanem egy bizonyos fehérjét szeretnénk kimutatni, akkor két kiilonb6zo
eljaras all rendelkezéstinkre.

7.5.3.1 A Western ,,blot” (lenyomat) moédszer

Ha rendelkeziink a kimutatandé fehérjével szemben specifikus ellenanyaggal, akkor ugynevezett Western blot
eljarast alkalmazhatunk (7.7. abra). Ennél a kovetkezd modon jarunk el: a fehérjéket elsé lépésben SDS
gélelektroforézissel elvalasztjuk egymastol. Ezek utan egy erre a célra kialakitott késziilékben a gélre szorosan
raillesztlink egy nitrocellul6z membrant, majd a gél sikjara mer6leges iranyban egy ujabb elektroforézist végziink.
Ennek segitségével a fehérjéket a gélben kialakult mintazatot megdrizve rogzitjiik a nitrocelluloz membranon.

A membrant a specifikus ellenanyag oldataban inkubaljuk, igy szelektiven megjeldljiik a kimutatandé fehérjét.
Ezt a jelolést leggyakrabban gy tessziik 1athatova, hogy a membrant egy masodik ellenanyag oldataban inkubaljuk.
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elétt kovalensen egy enzimet, leggyakrabban peroxidazt kdotnek. Ezutdn a membrant az enzim mesterséges
szubsztratjat tartalmazé oldatban inkubaljak. Az enzimreakcio terméke szines csapadék, mely végsd soron ott
jelenik meg, ahol a kimutatando fehérje talalhato.
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7.7. abra. A Western blot (lenyomat) eljaras sémaja. A (rendszerint SDS-) PAGE eljaras utan a fehérjéket a gél
sikjara merdleges iranyban végrehajtott, masodik elektroforézis 1épésben egy (rendszerint) nitrocelluléz membranra
vissziik at. Ezen a membranon az ELISA eljarasokhoz hasonld elven mutatjuk ki akar tobb szaz fehérje koziil a
keresett fehérjét. Ehhez egy, az adott fehérjére nézve specifikus ellenanyagot hasznalunk. Annak érdekében, hogy
ne kelljen célfehérjénként kiilon-kiilon enzimmel jeldlni a specifikus ellenanyagot, egy olyan masodik ellenanyagot
kapcsolnak enzimhez, amely ellenanyag felismeri az elséként alkalmazott, célfehérjénként eltérd ellenanyagok
azonos, konstans részét. Az enzimreakcid soran egy oldhatd szubsztratbdl szines csapadék keletkezik.

7.5.3.2. Enzimatikus aktivitason alapulé médszerek

Amennyiben az elektroforézis nativ koriilmények kozott zajlott, egy sor kiilonb6zé enzim (pl. dehidrogenazok,
ATP-4zok, proteazok stb.) esetében jol kidolgozott eljarasok ismeretesek ezek szelektiv kimutatasara
enzimaktivitasuk alapjan. Ekkor a gélt egy olyan oldatban inkubaljak, amelyben lejatszodik a kimutatand6 enzim
specifitasanak megfeleld enzimreakcid. Olyan szubsztratot hasznalnak, mely a reakcié soran szines termékké
alakul, és ez a termék raadasul csapadék. Ez azt jelenti, hogy a gélnek csak azon teriiletei szinezddnek el, ahol az
adott enzim van (7.8. abra).
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7.8. abra. Tejsav dehidrogenaz (LDH) izoenzimek kimutatasa. Az 6tféle (My; M3H; M,H,; M H;; Hy) LDH
izoenzim egyes tipusai nativ gélelektroforézissel elvalaszthatok egymastol uigy, hogy megérzik enzimatikus
aktivitasukat. A baloldali abran a durva szdvetpreparatum mintak altalanos fehérjefestékkel lettek megfestve. A
tobb szaz jelenlévo fehérje szinte 6sszefliggd savokat eredményez. A jobboldali abran lathaté a specifikus
szubsztraton alapuld kimutatas. A gélbe diffundald, oldhaté szubsztratbol az enzimkatalizalt specifikus reakcidban
oldhatatlan szines csapadék keletkezik, amely természetesen kizarolag ott alakul ki, ahol az izoenzimek jelen
vannak.

A fenti elvnek egy specialis valtozata a zimografia eljaras, ami protedzok kimutatasara szolgal. Ez az SDS PAGE
olyan specialis valtozata, amelynél a szeparalogél készitésekor a gélbe nagy molekulasulyu fehérje szubsztratot,
altalaban kazeint, vagy denaturalt kollagént, (mas néven zselatint) juttatnak be. A szeparalandé mintat ugyan SDS
oldattal kezelik, de nem alkalmaznak redukal6 szert, és nem forraljak. A kimutatandd protedzok igy is (nagy
valészinliséggel) denaturalt allapotba keriilnek, és igy vandorolnak a gélben méretiiknek megfeleld sebességgel.
A futtatas utan a gélt nem-ionos detergenst tartalmazo6 oldatban aztatjak annak érdekében, hogy az SDS-t eltavolitsak,
és a jelenlévo proteaz molekulak legalabb egy része renaturalodjon. Amint a renaturalédas megtorténik, megindul
a gélben rogzitett szubsztrat fehérjék hasitasa. Az ekkor keletkez6 kis peptidek a gélbdl kidiffundalnak. A gél
altalanos fehérjefestékkel valo kezelése utan a protedz aktivitasnak megfeleld helyeken a gél halvanyabban festodik,
illetve nem festodik. A protedzokat tehat egy negativ festési eljarassal mutatjuk ki, azok helyét a festédés hianya
jelzi.

7.6. A fehérjeelvalaszto gélelektroforézis
technikak néhany jellegzetes példaja

A DNS-elvélasztasi modszerekrdl a rekombinans DNS technikdkat bemutato fejezetben még lesz sz6 (lasd 10.
fejezet), ezért itt kizarolag a fehérjékkel kapcsolatos elektroforézis eljarasokra emlitiink meg néhany jellegzetes
példat. Ezek a példak remélhetdleg jol megvilagitjak a fejezetben eddig felsorolt elméleti ismeretek gyakorlati
jelentdségét.

7.6.1 Nativ PAGE - Tejsav-dehidrogenaz izoenzimek
elvalasztasa és kimutatasa

Azokat az enzimeket, melyek molekularis szerkezete eltérd, de azonos kémiai reakciot katalizalnak, izoenzimeknek
nevezziik. Els6ként a tejsav-dehidrogenazrol (lactate-dehydrogenase, rov. LDH) sikeriilt bebizonyitani, hogy az
allati eredetii szovetekben izoenzimek formajaban van jelen. Kideriilt, hogy a legtobb szovet Otféle tejsav-
dehidrogendz izoenzimet tartalmaz.

A tejsav-dehidrogenaz négy alegységes fehérje. Kétféle alegység 1étezik, az M (muscle) tipust, és a H (heart)
tipusu. Az M alegység f6leg az vazizmokra, a H alegység pedig a szivizomra jellemzé. A két alegységet két kiilon
gén kodolja. A négy alegységes fehérjében az egyes alegységek ugy érintkeznek egymassal, hogy egy képzeletbeli
tetraéder csticspontjaiban helyezkednek el.
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Mivel a kétféle alegység véletlenszeriien kombinalddhat egymassal, végeredményképpen 6tféle izoenzim lehetséges:
M4, M3H, M2H2, MH3 és H4.

A véletlenszeri kombinalodas miatt az egyes izoenzimek aranya a kiilonbozo szovetekben attol fiigg, hogy az
egyes alegységeket kodolo génekrdl az atiras milyen hatékonysaggal zajlik.

A kétféle alegység alakja és molekulatomege (34.000 Da) azonos, emiatt a tetramer izoenzimek alakja és
molekulatdmege (136.000 Da) is azonos lesz. Ugyanakkor a kétféle alegység toltése kiilonbozo, igy az egyes
izoenzimek toltése is kiilonbozo. A H alegység tobb negativ toltést hordoz, mint az M alegység.

Nativ PAGE modszert alkalmazva a nativ koriilmények miatt az egyes alegységek nem valnak szét, tehat magukat
a tetramer izoenzimeket vandoroltatjuk.

Mivel ezek alakja és mérete azonos, csak az eltérd toltéseik alapjan valnak el egymastol. Az egyre tobb H alegységet
tartalmazo izoenzimek rendre egyre tobb negativ toltést hordoznak. Ebbdl kdvetkezéen a Hy izoenzim vandorol
az anod felé a leggyorsabban, és az My a leglassabban. Az egyes izoenzimek sebességei konnyen levezethetd
aranyban allnak egymassal.

Az egyre tobb H alegységet tartalmazo formakra egyenesen aranyosan rendre egyre nagyobb elektromos er6 (F,)
hat. Ugyanakkor az azonos méret, és azonos gél-kdzeg miatt a kozegellenallasi egyiitthatd (f) minden HDL
izoenzimre azonos. Ebbol kdvetkez6en az LDH izoenzimek mozgékonysaga (), tehat egységnyi térerére vonatkozo
sebessége is linearisan ndvekszik a H alegységek szamaval. Tehat ha adott térerd esetén az M;H izoenzim sebessége
X cm/oraval nagyobb, mint az My izoenzimé, akkor az MyH, izoenzimé 2X, az MH;-¢ 3X, a Hy-¢ 4X értékkel
lesz nagyobb, mint az M, izoenzimé. Ugyanezt masképpen megfogalmazva: minden egyes M—H alegység csere
azonos mértékil sebességnovekedést jelent. Ennek végeredménye az, hogy az elvalasztas végén a szomszédos
izoenzim csikok egymastdl azonos tavolsagban lesznek.

Az a tény, hogy az egyes izoenzimek aranya szovetspecifikus, roppant nagy diagnosztikai jelentdséggel bir. Egyes
betegségek esetén, mint pl. szivinfarktus, fertéz6 majgyulladas, egyes tumorok, bizonyos izombetegségek, stb.
kovetkeztében az érintett szervek szoveteiben jelentOs sejtpusztulds indul el, és a sejtek anyagai a vérbe iirtilnek.
A szérumra normalisan jellemz6é LDH izoenzim eloszlas ekkor elmozdul a sériilt szovetre jellemz6 eloszlas felé.

A szovetekre jellemz6 izoenzim Osszetétel kimutatasa igen bonyodalmas lenne, ha ehhez az enzimet homogén
formaban, tisztan kéne eldallitani. Ez elkeriilhet6, ha a szévet homogenizatum elektroforetogramjat nem
hagyomanyos fehérjefestési eljarassal, mely szinte megszamlalhatatlanul sok fehérjekomponenst mutat, hanem a
vizsgalt enzim miikodésére jellemz specifikus reakcio segitségével tessziik lathatova (lasd 7-8. dbra). Igy csak a
vizsgalt enzim helyén jelentkezik elszinez6dés, ami leegyszeriisiti a kiértékelést.

A tejsav dehidrogenaz a 7.9. dbran lathato reverzibilis folyamatot katalizalja. Az LDH kimutathato egy specialis
szinreakcioval, mely a reakcioban szereplé NADH koenzim redukald képességén alapul. A gélt egy megfeleld
puffer oldatban inkubaljuk, mely tejsavat, NAD koenzimet, fenazin-metaszulfatot (FMS, elektronakceptor), és
para-nitro-tetrazolium-kéket (PNTK, redox festék) tartalmaz. A reakcio soran keletkez6 NADH redukalja a FMS-
ot, ami az oxidalt formaban jelenlévd sargas szinli PNTK-et redukalt formava alakitja. Az igy keletkezd termék
egy sotétkék csapadék, amely a gélben szines csikok formajaban jelenik meg, az enzimet tartalmazé helyeken.
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7.9. abra. A tejsav dehidrogenaz enzim altal katalizalt kémiai reakcio6. A reverzibilis reakci6 soran a reakcio irdnyatol
fliggben vagy oxidalt, vagy redukalt NAD koenzim keletkezik. A 7.8. abran lathat6 kimutatas sordn a gélhez
tejsavat és oxidalt NAD-ot adnak. A kimutatés a keletkezd redukalt NADH koenzimet hasznalja fel egy kapcsolt
reakcioban (lasd a f6szovegben).

7.6.2. Miofibrillaris fehérjék molekulatomegének
meghatarozasa SDS PAGE maodszerrel

A miofibrillumok a harantcsikolt izomszdvet izomroston beliili 6sszehuzdodasra képes elemei. A miofibrillum nem
sejtorganellum, hanem szupramolekularis képzédmény, mint pl. a riboszomak. A harantcsikolt miofibrillumban,
melynek alapegysége a szarkomer, kétféle - egy vastag és egy vékony - filamentumrendszer talalhatd. A vastag
filamentum {6 fehérjéje a miozin, ami hat alegységbdl, négy konnytilancbol és két egyforma nehézlancbol all, mint
azt a 7.10. Abra mutatja. A miozin molekuldk a szuperhelikalis résziikon keresztiil 6sszekapcsolodva hozzak 1étre
a vastag-filamentumot.

globularis feji rész

regulaciés -

és esszencialis -
konny(lancok &
83% 2020000000000 0000000000000

két alfa-hélixbdl felépiild -}
szuperhelikalis rad rész

e p— e

A vastag filamentum kihajlé miozin fejekkel

7.10. abra. A vazizom miozin és az abbdl 1étrejovo vastag filamentum sematikus szerkezete. A vazizom miozin
haromféle polipeptid lancbol, egyfajta nehézlancbol, és kétfajta konnyllancbol all. A nehézlancon fej, nyak és
farok domének kiilonithetdk el. Két nehézlanc kapcesolodik dssze a farok doméneken keresztiil egy szuperhelikalis
szerkezeti elemet, a miozin rudat képezve. Mindkét nehézlanc nyaki doménjéhez egy-egy esszencidlis, és egy-egy
reguléacios konnyiilanc kapcesolodik. A globularis fejek rendelkeznek az aktin-kotés és az ATP-bontés képességével.
A miozin rudak egymashoz kapcsolodasaval jon 1étre a vastag filamentum.

A vékony filamentum vazat a globularis aktinbdl felépiilé aktin filamentum adja, amihez gerincesek esetében
regulalo fehérjék kapcsolodnak: a tropomiozin és a harom alegységes troponin (7.11. abra).
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A troponin komplex:

Tnl TnC TnT

/ \

aktin tropomiozin

7.11. abra. A vékony-filamentum sematikus képe. A vékony-filamentum a globularis aktin monomerek iranyitott
polimerizacidjaval jon 1étre. Ehhez az aktin filamentumhoz kotédik a tropomiozin, és a troponin komplex elemei
(TnT; TnC; Tnl).

Az SDS PAGE gyakorlatat preparalt miofibrillum elektroforézisén keresztiil demonstralhatjuk (7.12. dbra). A
nyul fehér vazizmabdl preparalt miofibrillum tartalmazza a mar emlitett fehérje komponenseket, amelyek a komplex
szerkezetii miofibrillumban egymashoz masodlagos kdlcsonhatasokkal kotédnek. Ezeket a kdlcsonhatasokat az
SDS-ben torténd forralds megsziinteti, és az egyes fehérjék, illetve a tobbalegységes fehérjék egyes alegységei
kiilon-kiilon vandorolnak a gélben molekulaméretiik (molekulatomegiik) szerinti sebességgel.

Ugyanabban a gélben, amiben a miofibrillum minta is vandorol, de természetesen szomszédos mintahelyeken,
ismert molekulatomegii egy-alegységes fehérjéket is futtatunk. Ezeknek a mozgékonysaga és a molekulatomegek
tizes alapt logaritmusa alapjan 1étrehozunk egy tapasztalati grafikont (kalibral6 egyenest), amely alapjan becslést
teszlink a miofibrillum mintaban 1év6 egyes komponensek molekulatomegére. Az igy kalkulalt molekulatomegek
alapjan azonositjuk be az egyes (ismert molekulatomegt) miofibrillum alkoto fehérjéket a gélben.

Miozin HC —

a-aktinin —>

“ <— 100 kDa

&y »
&%

<«— 67 kDa

Atin y e < 45kDa

Troponin-T ——
Tropomiozin ]
|« 29 kDa
Miozin LC1 ——

Troponin-| —
Miozin LC2 —>
Troponin-C
Miozin LC3 — | .-.‘

«—— 20kDa
| < 15kDa

7.12. dbra. A miofibrillum komponenseinek SDS PAGE elvalasztasa. Az SDS kezelés hatasara a miofibrillum
egyes fehérje komponensei, illetve a tobb alegységes fehérjék egyes alegységei egymastol kiilonvalnak, és SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel méret szerint elvalaszthatok. Az egyes fehérjék, illetve fehérje alegységek a
gélben a molekulatomegiik alapjan konnyen beazonosithatok. A molekulatdmeg meghatarozashoz hasznalt
molekulatdémeg marker (ismert tomegi kalibralo-fehérjék keveréke) az atlathatosag kedvéért nem keriilt bemutatasra,
a poziciojuknak megfeleld tomegeket az abra jobb oldalan szerepld nyilak jelzik. (Az abra egy olyan gélképet
mutat, amin ugyanaz a minta kétszer lett toltve és futtatva.)
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8. fejezet - Fehérje-ligandum
kolcsonhatasok

szerz6: Kardos Jozsef

8.1. Biomolekulak kolcsonhatasai

Az ¢l6 sejt miikodése, kornyezettel vald kolcsonhatdsa a legprimitivebb baktériumoktol a magasabb rendi
¢l6lényekig mind makromolekulak kélcsonhatasain keresztiil valosul meg. Ezek a kélcsonhatasok, reakciok lehetnek
egyszeribbek vagy Osszetettebbek, melyekben legalabb az egyik partner valamilyen biologiai makromolekula,
rendszerint fehérje. Ebben a fejezetben ezen kolcsonhatasok tipusait, molekularis hatterét, elméletét és a gyakorlati
alkalmazasait fogjuk roviden attekinteni. A fehérjemolekuldk kolcsonhatasait a kdlcsonhatd partnerek természetét
illetve funkcigjat tekintve tobbféle csoportba sorolhatjuk, melyek nem fiiggetlenek egymastol. Ezekre példak:

» Fehérjék kolesonhatasai fehérjékkel, kis molekulakkal, szénhidratokkal, lipidekkel, nukleinsavakkal
» Receptor-ligandum kolcsonhatasok

» Antigén-ellenanyag kolcsonhatasok

¢ Enzimreakciok, inhibitorok enzimhez vald kot6dése

A tovabbiakban az ilyen reakciokat fehérje-ligandum kolcsonhatasoknak fogjuk nevezni. Nagyon gyakran egy-
egy ilyen kdlcsonhatas kulcsszerepet jatszik bonyolult tobblépcsds reakciok elinditasaban. A ligandum kotddése
példaul aktivalhat egy receptor molekulat, ami egy valaszfolyamatot indukal a sejtben, pl. szteroid hormonok
kotédése citoplazmatikus vagy nukledris receptoraikhoz, szekretalt peptid ligandumok kotédése transzmembran
receptorokhoz.

8.2. Reakciokinetika

Egy adott fehérje-ligandum kolcsdnhatast meghatarozo tényezok a partnerek aktualis koncentracioi, a kotodés
erdssége, affinitasa, tovabba az asszociacio6 és disszociacio sebessége. Az elméleti leirashoz eldszor tekintsiik at
roviden (és egyszerlsitve) a reakciokinetikai alapokat és alapfogalmakat.

Tekintsiik a kovetkez6 kémiai reakciot:
ks
mA+nBT~.—‘C+D 8.1)

A reakciosebesség a termékek keletkezésének és visszaalakulasanak ereddjeként alakul ki.
v =k. [A]" [B]" — k. [C][D] (8.2)

melyben a k, és k_ a sebességi allandok, m a reakcid rendje A-ra vonatkozodan, n pedig B-re vonatkozoan, m+n
adja areakcio rendiiségét. A 8.1. tablazat néhany egyszer(ibb, gyakoribb reakciot szemléltet. Egyensulyban a nettod
reakcidsebesség 0, vagyis a keletkezés és disszocidcid sebessége megegyezik, a koncentraciok pedig allando,
egyensulyi értéket vesznek fel:

k. [A" [B]" = k. [C][D] 8.3)

Az egyensulyra vonatkozodan felirhatjuk az egyensulyi disszociacids (és asszociacios) allandot, amely a két sebességi
allandé hanyadosa, és kifejezhetd a kiindulasi anyagok és a termékek koncentracioi szorzatanak hanyadosaval,
ahol az egyes koncentraciok a sztochiometrianak megfelelé hatvanyon szerepelnek:
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Ko = kI k. = (IA"[B]") / ([C][D]) (8.4)
Az asszociacios allando a disszociacios allando reciproka:
KA =1 /KD (85)

Az egyensulyi asszociacios illetve disszociacios allando azt jellemzi, mennyire van eltolva az egyensuly a termékek
keletkezése felé, ami a fehérje-ligandum kolcsonhatasok esetében a kotés erdsségét, az affinitast adja.

Az egyensulyi allapottdl tavol az oda vagy vissziranyt reakcié domindlhat, ilyen esetben példaul gyorskinetikai
mérésekkel direkt médon meghatarozhatok a sebességi allandok.

reakcid reakcidsebesség rendliség

monomolekularis A«—B k' [A]- K [B] elsérend(
bimolekularis A+B«—C+D k" [A] [B] -k [C] [D] masodrend(

trimolekularis A+B+C«—D+E Kk'[A][B][C]-K [D][E] harmadrendii

8.1. tablazat. Néhany példa a reakciok sebességére és rendiiségére.

8.3. A fehérje-ligandum kolcsonhatas

Az altalanos leirds utan a tovabbiakban a fehérje-ligandum kdolcsonhatas egyszerli, masodrendi reakcioval
jellemezhetd modelljét és leirasat fogjuk attekinteni. A kdlcsonhatd fehérjekomponenst P, a ligandumot L jelzi,
PL pedig a kotédés soran kialakulo fehérje ligandum komplex.

Protein + Ligand < Protein-Ligand Komplex

Ken (8.6)
P+L = PL

ahol k,, €s k,;ra kotddés (asszociacio) €s a disszociacio sebességi allanddja.
A kotddést jellemz6 egyensulyi disszociacios €s asszociacios allandok:

o [Pl A,
° L]

8.7)

on

[Pk,
“[PIL] ", &8

K,

ahol [P] a szabad fehérjemolekulak koncentracidja, [L] a szabad ligandum koncentracioja, [PL] pedig a fehérje-
ligandum komplex koncentracioja. Ennél az egyszerti k6tddési reakcional a disszociacios allando mértékegysége
koncentraci6é (M, mol/liter), és minél kisebb az alland6 anndl erésebb a kdlcsonhatds. A bioldgiai rendszerekben
szoros kotédés esetén a disszociacios allando 107° M (nM) nagysagrendii, vagy kisebb is lehet. Nagyon szoros
enzim-inhibitor kdlcsonhatdsok esetén, mint amilyen példaul a marha tripszin inhibitor (BPTI)-tripszin komplex,
aKp 103 M nagysagrendil, vagyis szub-pikomolos.
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8.4. Osszefliggés a szabadentalpia-valtozas és
az egyensulyi alland6 kozott

A termodinamika masodik fététele szerint allandé nyomason és hdmérsékleten egy reakcioé akkor megy spontan
modon végbe, ha a kiindulasi és végallapotra vonatkozo Gibbs-féle szabadenergia (mas néven szabadentalpia)
valtozas negativ: AG < 0. Egyensulyban a szabadentalpia minimumot vesz fel, és AG = 0. Emlékeztetdiil a Gibbs-
féle szabadenergia definicioja:

G=H-TS (8.9)

ahol H az entalpia, T az abszolit hdmérséklet és S az entropia. Oldatok esetén a rendszer standard allapothoz
tartozd szabadentalpidja az a G° értek, amely ahhoz az esethez tartozik, amikor a komponensek molaris
koncentracidja egységnyi (1 M). Ehhez a referenciaértékhez képest a rendszer szabadentalpiaja egy 4 molekula
egyszerl oldata esetében a kdvetkez6 formaban fejezheto ki:

G=G'+RTIna (8.10)

ahol a az aktivitas, masnéven effektiv koncentracio, R az egyetemes gazallando, melynek értéke 8.31447J K mol ™.

V4

G =G’ +RTIn[A] (8.11)

Oldatfazisban, egy tobbkomponensii reakcié esetében a reakcidhoz tartozé szabadentalpia-valtozas a
kovetkezdképpen fejezheto ki:

AG=AG’ +RT |n-Lltemeed (8.12)

| Iireaktansok]

Ahol a tortben a reaktansok és termékek koncentracidinak szorzatait talaljuk. Egyensulyban AG = 0, a tortben
szereplé koncentraciok pedig az egyensulyi koncentraciok, igy a tort éppen az asszociacios egyensulyi allandot
adja. Ebbdl kovetkezik, hogy a standard szabadentalpia kiilonbséget direkt mddon meghatarozhatjuk az egyensulyi
allandobol:

AG’=-RTInKy=RTIn K, (8.13)

Meg kell jegyezniink, hogy a biokémiai rendszerekben éltalaban vizes oldatokat hasznalunk, és itt a standard allapot
alatt a semleges kémhatast (pH 7,0) allapotot értjiik. Ekkor a protonok és hidroxid ionok koncentracidja 107 M,
tehat nem minden komponens koncentracidja tekinthetd egységnyinek. Viszont tovabbra is érvényes a AG°
egyensulyi allandoval torténd meghatarozasa.

AG® a reakcidtermékek, illetve fehérje-ligandum kdlcsonhatas esetén a komplex kiindulasi anyagokhoz viszonyitott
stabilitasat fejezi ki az egyensulyi allapotban. A 8.I1. tablazat a disszociacios egyensulyi allando és a AG° kapcsolatat
mutatja be kiillonbozo kotéserdsségek esetén és a 100 nM-os értékhez viszonyitva.

99

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Fehérje-ligandum kélcsonhatasok

Ligandum Ko (nM) AG® (kJ/mol) AAG® (kJ/mol)
X 100 -39,9 0
¥ 1000 34,2 57
Z 10 -45.,6 -5,7
w 1 51,3 11,4

8.11. tablazat. AG® dsszehasonlité tablazat 25 °C hémérsékleten. (AAG0 értékek a 100 nM-os interakcidohoz vannak
viszonyitva.)

8.5. A ligandumkotést stabilizalé erok

A fehérje-ligandum kotés erdsségét a molekulak kozott fellépd kiilonbozd, altalaban masodlagos kolesonhatasok
hatarozzak meg (8.1. és 8.2. abra). Ezen kolcsonhatasok a ktések erdsségében (energiajaban) és hatotavolsagukban
térnek el egymastol. Tekintsiik at roviden Oket.
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¢ Kovalens kétés. A legerbsebb kdlcsénhatas a kovalens kétés, amely irreverzibilis
kotédést eredményez. Energigja ~ -500 kJ/mol.

* lonos kodlcsdnhatas. Energigja -20 - -40 kJ/mol, tavolsagfiiggése 1/r.
O
F=_9% @WNHB* }_/\
47e o

o Toltés-dipdl kblcsénhatas: -10 - -30 kd/mol, tavolsagfugges 12

— qli'tlz \/\NHg’ o ) H
dre 1, J]\/N\ !
> \/
¢ Dipdl-dipdl kélcstnhatas: -5 - -20 kJ/mol, tavolsagfiiggés 11
H
E= MU, é o ¢
4 Jrgorfz st J\/N\‘

q a toltés, y a dipdlmomentum; r a tavolsag, €, pedig a dielektromos allandd
* Hidrogén-hid: -4 - -30 kJ/mol

H-kotés donor ... akceptor Intramolekularis
N-H...0 ~n o
o
N-H...N & Intermolekularis /b_/
O-H...N H
O-H..O

A hidrogén-hidak esetében a kélcsdnhatasi energiat nagymértékben meghatarozza a
donor-akceptor tavolsag, ami kisebb, mint 3,5 A, és az orientacié.

e Toltés — indukalt dipol kélcsénhatas: -20 - -40 kJ/mol, 1/r*

E — l %2% l(*f)N>—NH
2 ! HaN

L2

Ahol g4 a toltés, a, a polarizalhatésag és ry , a tavolsag.

e Dipél-indukalt dipol kdlcsénhatas, -5 - -30 kJ/mol, 1/r°

1 2 CN OH
E:__¥
2 n,

¢ London-diszperzios erék, -2 kJ/mol metilén csoportonként

_ 3o
E - 4 ’Lﬁz < H—<’.:—H

u: dipélmomentum; a: polarizalhatdsag, |: ionizalhatésag r: tavolsag

Az atomok kozotti Utkdzés esetén a Pauli-féle kizarasi elv alapjan erfs taszitd
kélcsdnhatas Iép fel, amit 12 tavolsagfiiggéssel szoktak figyelembe venni.

8.1. abra. A masodlagos kolcsonhatasok tipusai.
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Hidrofob effektus

H —H
-0 H—0 " 4 Hoh
H Hw, o, I
LR
CH, CH, CH; CH; H;
= S, 2 h,  _CHy  CHy
cHy  cH; THy M oL oM oH > -+
H N W H

‘4L
L
if" =B 6. g
o-H N
-0, H
HT™3, CH;

W i I PR

A viz kizarédik a komplementer
kotdfelszinek koziil

8.2. abra. A hidrofdb kolcsonhatas.

A hidrofob effektus egy Osszetett masodlagos kdlcsonhatas, melynek soran vizes oldatban a molekula hidrofob
részei eltemetddnek és csokken az apolaros felszin mérete. A kdlcsonhatas additiv, aranyos az eltemetett felszinnel,
energiaja: ~ -80-100 J/mol/A2. Ez eltemetett metilén csoportonként megfelel koriilbeliil -3 kJ/mol energianak.

A fehérje-ligandum kolcsonhatasok esetén egyedi, gyenge kolesonhatasok ereddjeként alakul ki az erds kotési

allando és specificitas. A 8.3. dbra egy ilyen kdlcsonhatast mutat be, melynek disszocidcios allanddja 10713 m.

SGTI inhibitor szekvencia

EQECTPGQTKKQDCNTCNCTPTGVWACTRKGCPPHE

o
S e

'
~

Kélcsénhatasi energia (kcal/mol)

-3.28 kcalimol  -2.3 kcalimol -0.47 kcal/mol
(48%) (34%) (7%)
i o=

8.3. abra. Egy tripszin inhibitor kdlcsonhatasa a folyami rakbol szarmazo tripszin protedzzal. A fenti tripszin
inhibitor a rék tripszinnel erésebb kdlcsonhatast alakit ki, mint a marhabol szarmazo tripszinnel. Balra fenn: az
inhibitor oldallancaira es6 kolcsonhatasi energiak megoszlasa, 6sszehasonlitva a marha tripszinnel valé komplexével.
(A marha tripszinnel alkotott komplexbdl adott aminosav pozicidra szamitott kdlcsonhatési energia hozzajarulas
bord6 szinnel, mig ugyanez a rak tripszin-inhibitor komplexre régionként szinezve van feltiintetve a diagramon.)
Jobbra: a komplex térszerkezete. Lent: A kolcsonhat6 régidt bemutatod abra. Erdemes megfigyelni a P1 pozicioban
1év6 arginin oldallancot, amint benyulik a proteaz szubsztratkoto zsebébe.

8.6. A kotési allandé meghatarozasa

Tekintsiik a 8.3. pontban leirt ligandumkdtési reakciot és irjuk fel a disszociacids egyensulyi allandot ugy, hogy
behelyettesitiink a teljes fehérjekoncentracioval ([P]r).
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P+L="PL (8.14)

x LPIL] _ (LP), —[PLDIL]
e [PL]

(8.15)

[P] a szabad fehérje koncentracidja, [L] a szabad ligandum koncentracié, [PL] a fehérje-ligandum komplex
koncentracioja, [Pt a teljes fehérjekoncentracio.

[PL]-val beszorozva és [L]-val és a Kp,-val leosztva a kdvetkezd kifejezéshez juthatunk:

PL] [P}, -[PL
[[L]]z[ ]KD[ ] 516

Vegyiik észre, hogy ez egy egyenes, vagyis az y= [PL] / [L] értékek (kotott/szabad ligandum koncentracio) egy
egyenesen helyezkednek el x= [PL] fiiggvényében. Ezt nevezziik Scatchard-plotnak (8.4. abra).

L LP,
KD KD

(8.17)

A Scatchard-abrazolasbol grafikusan egyszeriien meghatarozhaté a kotési allandd, mert az egyenes meredeksége
-1/Kp. A Scatchard-plot problémaja, hogy eltorzitja a mérési hibakat. Ma mar ritkan van sziikségiink a kotédési
egyenlet linearizalasara, mert szamitogép segitségével szinte tetszéleges fliggvényre tudunk illesztést végrehajtani.

[PL] /K

D

[PLIIL]
meredekseg = -1/K

[PL]

max

[PL]

8.4. abra. A Scatchard plot egy egyszert ktési reakcid esetén.

Altalanosabb esetben, ha a kétShelyek szama nem egy, [PL] helyett a kotott ligandum és a komplexben 1évé fehérje

e

(receptoron) talalhato kothelyek szama. Ilyen modon a Scatchard-abrazolas alkalmas a kotdhelyek szamanak
meghatarozasa is.

Most alakitsuk tovabb a 8.16. egyenletet, keresztbe szorozva:

[PL] Ko = ([Pl — [PL]) [L] (8.18)
Atrendezve:
[PL] (Kp + [L]) = [P]r [L] (8.19)
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V4

hogy a fehérjemolekulak hanyad része van komplexben:

[PL]_ (L]
[P, K,+[L]

(8.20)

Az Osszefliggés egy hiperbola, azaz a telitési gorbe a szabad ligandum koncentracié fliggvényében egységnyi
maximalis értékhez tart hiperbolikusan. A 8.5. dbra ilyen telitési gorbéket dbrazol, melyekhez kiilonb6zd K,
értékek tartoznak. A fenti egyenletbe behelyettesitve azt is észrevehetjiik, hogy a K, értéke megegyezik az 50%-

V4

10 mmmm e
[PLVIP], K.=10 nM
0.51f--4
; K =100 nM
0-0 ‘:r T T T T
0 K 20 40 60 80
[L] (nM)

8.5. abra. Hiperbolikus telitési gdrbék kiilonb6zd kotési allanddkkal.

A telitési gorbére valo hiperbola illesztésébdl pontosan meghatarozhat6 a kotési allando értéke. A telitési gorbe
felvételéhez ismerniink kell a szabad (nem kotott) ligandum koncentracidjat. A konkrét mérések soran altalaban

V4

ligandumkoncentraciobol ([L]t) allithaté eld kivonassal:
[L]=[L]r-[PL] (8.21)

Ekkor [L] értéke is tartalmazza [ PL] mérésének hibajat. Ehelyett gyakran a teljes ligandumkoncentracio segitségével
szoktak a Kpértékét kifejezni, ami hiperbola helyett egy masodfoku egyenletre vezet. A szabad ligandumkoncentracio
meghatarozasanak problémaja kikiiszobolhetd, ha a fehérjekoncentracio sokkal kisebb, mint a Kp, illetve [L]t
értéke:

[Plr << Kb, [L}r (8.22)

Ekkor a komplexben 1évé molekulak szama elhanyagolhato részét teszi ki a ligandummolekulaknak, igy a szabad
ligandum koncentracidja egyenldnek tekinthetd a teljes ligandumkoncentracioval.

[L]=[L] (8.23)

Klasszikus biokémiai példa a hiperbolikus telitési gorbére a mioglobin reverzibilis oxigénkdtése. A mioglobinnal
nagyfokt hasonlosagot mutato, de tetramer szerkezetli hemoglobin molekula négy oxigénmolekula megkotésére
képes, azonban az oxigén megkotése ebben az esetben kooperativ folyamatként valosul meg. Az els6 oxigénmolekula
még kisebb affinitassal kot, de kotddése egy allosztérikus konformacidévaltozas soran eldsegiti a tovabbi molekulak
kotodését. Ebben az esetben a telitési gorbe egy szigmoid gorbéhez lesz hasonlatos. A 8.6. abra a mioglobin és
hemoglobin szerkezetét illetve oxigénnel vald telitési gorbéjiiket mutatja be az oxigén parcialis nyomasa
fiiggvényében. A hemoglobin elsddleges funkcidja az oxigén szallitdsa a gerincesek vérében. A telitési gorbéket
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elemezve megérthetjiik az oxigén szallitasanak molekularis mechanizmusat. A tiid6 kapillarisaiban az oxigén
parcialis nyomasa kb. 100 Hgmm. Ezen a nyomason a hemoglobin molekulak majdnem teljesen, mintegy 97%-
ban telitodnek oxigénnel. A vorosvértestek a vérarammal eljutnak a kiilonbozé szovetekbe, ahol az
oxigénfelhasznalas torténik. Ezekben a szovetekben az oxigén parcialis nyomasa alacsonyabb, altalaban nem tSbb,
mint 40 Hgmm. A telitési gorbét elemezve megallapithatjuk, hogy ilyen nyomas mellett egyensulyi allapotban
csak mintegy a kotohelyek fele kot oxigén molekulat. Ennek kovetkezményeként a tiidobol érkezd telitett hemoglobin
oxigént fog leadni. Az igy szabalyozott oxigén transzfer érdekessége az is, hogy a tobb oxigént felhasznalo
szovetekben, ahol a parcialis nyomas alacsonyabb, a hemoglobin tobb oxigént ad le, tehat a leadas ott torténik, és
olyan mértékben, ahol és ahogyan sziikség van ra. Ezzel szemben a mioglobin az oxigén szdveti parcialis nyomasa
mellett is nagymértékben koti az oxigént. Valdszinl funkcidja az oxigén taroldsa, amire az is utal, hogy nagy
koncentracioban talalhaté meg a nagy oxigénfelhasznald harantcsikolt izomszdvetben, kiilondsen azon tengeri
eml6sok izmaiban, amelyek hosszu id6t toltenek a viz alatt.

mioglobin hemoglobin

100 - iT——— T

i H o

p : b

L] '

804 H x ! .

2 ‘g '8
» %07 13 =}
o] : m {/ hemoglobin !
T 40- H 1 szigmoid : E
e L /) |
204 e P
/| |

0 ey . ——tqad

0 20 40 60 80 100

Po, (Hgmm)

8.6. abra. A mioglobin és hemoglobin szerkezete és reverzibilis oxigénkdotésiik az oxigén parcialis nyomasanak
fiiggvényében.

8.7. Modszerek a kotési allando kisérleti
meghatarozasara

A molekularis biologia és biokémia, de a legijabb tudomanyagak, mint példaul a proteomika esetében is kdzponti
kérdés a sejtek kiilonbozo életfolyamataihoz tartozé molekularis szint(i mechanizmusok leirdsa, és ennek soran a
kolesonhatd molekulak kilétének és a kdlcsonhatasok erdsségének meghatarozasa. Szamos modszer hasznalhatd
a kolcsonhato partnerek keresésére, az interakciok kimutatasara. A specifikus ligandumkétés, mint amilyen az
antigén-ellenanyag kolcsonhatéds, felhasznalhaté kiilonbozé antigének, anyagok kimutatdsara, mennyiségi
meghatarozasara is. Fehérje- ligandum kolesonhatast vizsgald modszerek tobbek kdzott az alabbiak:

+ Affinitaskromatografia

» Keresztkotés

o Gélsziirés

» Ko-lokalizacio

» Két-hibrid modszer

* Spektroszkopiai modszerek
* 3D szerkezet meghatarozasa
» Egyenstlyi dializis

» Radioaktiv jelolés
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* Szedimentacids mérés

* Titracios kalorimetria

* Felszini plazmon rezonancia
* Microarray

* Immunfestés

+ ELISA

Tekintstink at néhany gyakran hasznalt modszert. A radioimmunoassay (RIA) kiilonb6z6 antigének, hormonok,
mennyiségii radioaktivan jelolt antigént kevernek a hozza tartozo antitesthez. Altalaban gamma-sugarzo izotopot
hasznalnak (ilyen példaul a tirozinhoz ko6tott jod izotop), majd a jeldletlen (hideg) antigén mintat adagoljak hozza,
¢s mérik a jelolt antigén felszabadulasat. A jeloletlen anyag versenyez a radioaktivval, és ha koncentracioja
magasabb, akkor leszoritja azt az antitestrol. A komplexben 1év0 anyagot elvalasztjuk a szabad antigéntdl. A
technika nagyon érzékeny és specifikus, de kiilonleges eldvigyazatossagra van sziikség a radioaktiv izotop
felhasznalasa miatt, illetve bonyolult miiszereket és draga anyagokat igényel. Ma inkabb az ELISA modszert
hasznaljak, ahol a radioaktiv jel helyett az antigén-antitest kolcsonhatast szinreakcioval mérik.

Az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) soran egyszert esetben az antigént egy felszinhez kotjiik, majd
egy specifikus antitest segitségével felismertetjiik azt. Ezutan egy masodik antitestet kotiink fel, amely az elsot
ismeri fel, és rendszerint egy kovalensen kotott enzimmolekulat is hordoz. Az enzim szubsztratjanak hozzaadasaval
szines vagy fluoreszcens termék keletkezik, és ilyen modon az antigén jelenléte vagy akar koncentracioja is
meghatarozhat6. Bonyolultabb valtozat az in. szendvics ELISA. Ekkor a lemez felszinére egy ,,elfogd” antitestet
immobilizalunk, amelyhez masodik Iépésként az antigén kotddik. Ezutan az antigén jelenlétét detektaldo masodik
antitestet alkalmazunk, igy alakul ki a szendvics. Majd rendszerint egy harmadik antitest segitségével, amelyik
hordozza a kimutatasra alkalmas enzimet vagy jeldlést, valik lehetévé a kvantitativ meghatarozas. A szendvics
ELISA joval érzékenyebb a kozonséges ELISA modszernél. Tobbek kozott a terhességi tesztek is igy miikddnek.

A fehérje-ligandum kolcsonhatasok kvantitativ meghatarozéasara rendelkezésre all6 legmodernebb modszerek
kozil a felszini plazmon rezonancia (SPR), izotermalis titral6 kalorimetria (ITC) és fluoreszcencia depolarizacid
modszereit ismertetjiik.

8.7.1. A felszini plazmon rezonancia

Az SPR mérés soran a kolcsonhato partnerek egyikét egy chip felszinén immobilizaljuk, majd fol6tte aramoltatva
amasik partnert (analit) vagy puffert, a kot6dés illetve disszociacio sebességi allandoja (k,, €s k,q) meghatarozhato.
A felszinhez kot6d6 anyagot (tomeget) spektroszkopiai Giton, az ugynevezett felszini plazmon rezonancia jelenségén
keresztiil méri a késziilék. A chip tulajdonképpen egy liveglemez, amelynek felszinét vékony fémréteggel, altalaban
arannyal vonjak be. Ezt egy olyan ,,fed6lemez” boritja, amiben csatornak vannak kialakitva, lehetdvé téve, hogy
a felszin f6lott folyadékot aramoltassunk, igy hozva l1étre egy vagy tobb, atfolyds rendszerti mikrocellat. Az
aranyfelszint még altalaban egy vagy tobb molekularéteg borithatja, példaul dextran, ami lehet6vé teszi az egyik
kotopartner felszinhez torténé immobilizalasat. Ez leggyakrabban kovalens mddon torténik. Ha sikeriilt az
immobilizalas, akkor kezdetét veheti a mérés, melynek soran a kolcsonhato partnert a felszin felett aramoltatva,
az kotodik. A 8.7. abra mutatja be az SPR késziilék miikodését. A chip a késziilékben egy prizman helyezkedik
el. A mérés soran a chipet a tulodalrél a teljes visszaverddés szogén beliil, de széles beesd szog tartomanyban
lézerfénnyel vilagitjuk meg, amely az iiveg felsé hataran teljes visszaverddést szenved, majd a visszavert sugar
egy detektorra vetddik. Ismert fizikai jelenség, hogy a teljes visszaverddés soran az elektromagneses hullam
kismértékben, exponencidlisan csokkend intenzitassal behatol a tiloldalon 1év6 kézegbe. Ezt hivjuk evaneszcens
mezonek, amely jelen esetben a fémrétegre ¢€s folotte egy keskeny tartomanyra korlatozodik, és ilyenforman
érzékeny a felszinhez k6t6d6 anyagra. A beesd fény egy bizonyos szdg mellett kolcsonhatasba 1ép a fémrétegben
1évo szabad elektronokkal €s az altaluk létrehozott elektromagneses térrel, és rezgésbe hozza, gerjeszti azokat,
vagyis kialakul a felszini plazmon rezonancia. Ekkor az adott beesési szghoz tartozo fény elnyelddik, intenzitasa
csokken. A detektor segitségével meghatarozhatjuk az intenzitascsokkenéshez illetve kioltashoz tartozo szoget. A
felszinhez kot6d6 molekuldk megvaltoztatjak a lokalis torésmutatot, amely hatassal van a plazmon hullamok
rezonanciafeltételeire, igy a kotddés soran a rezonancidhoz tartozo szog eltolodik. Ez az eltolodas fehérjék esetében
jo kozelitéssel egyenesen aranyos a felszinen megkotédé anyagmennyiséggel. Ertékét vagy szogeltolodasban, vagy
bizonyos késziilékek (pl. Biacore) esetében egy szarmaztatott mennyiségben, a rezonancia egységben (resonance
unit—RU) adjak meg. | RU=1 pg/mmz, vagyis 1 RU megfelel 1 pg lerak6do anyagmennyiségnek 1 mm? feliileten.
1 ezredfok szogeltolodas megfelel kb. 6 RU-nak.
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Az SPR jel idobeni valtozasat kovetve meghatarozhato a kotddéshez tartozo asszociacios sebességi allando, k.,
majd a felszin f616tt ligandummentes puffer aramoltatasaval a disszociaciot, azaz a kg allandot is mérhetjiik. A
kett6 hanyadosa a K, asszociacios allandot, vagyis a kotés erdsségét €s ezen keresztiil a AG® értékét is megadja.
A mérés vazlatos menetét a 8.8. abra mutatja be.

Az immobilizalasnal altalaban a ligandumot igyeksziink valamilyen modszerrel felké6tni a szenzor felszinre (chipre).
A kovalens immobilizalas nagyon stabilis és altaldban nem igényli a ligandum el6zetes modositasat, azonban annak
tartalmaznia kell valamilyen reaktiv csoportot, példaul -NH,, —SH, -COOH, ¢és a ligandum gyakran véletlenszerti
orientacioban fog felkotddni. Leggyakrabban az amin vagy tiol csoporton keresztil immobilizalunk, de a
sztreptavidin-biotin felkotés is nagyon hatékony modszer. Altaldban elsé 1épésként a dextran felszint ,,aktivaljuk”
a karboxil csoportok moddositasaval, amihez N-hidroxiszukcinimidet (NHS) és 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-
etilkarbodiimid hidrokloridot (EDC) hasznalunk. Ezutan felkothetd a ligandum az aktivalt felszinre a sziikséges
koncentracioban, majd a fennmarado reaktiv helyeket etanolamin beinjektalasaval blokkolhatjuk.

Az SPR mddszer elonye, hogy méréshez nem sziikséges a kolcsonhato partnerek modositasa vagy jeldlése, ezaltal
a molekuldk tulajdonsagai nem valtoznak meg. A mérés soran valos idében kovethetjiik a kotddés kinetikajat, és
kiszamithatjuk az interakcié termodinamikai paramétereit is. Tovabbi elony, hogy csak kis anyagmennyiség
sziikséges a méréshez, raadasul a szenzorfelszin a rakotott ligandum oldataval altalaban tobbszor is regeneralhato,
igy tobb mérést is végrehajthatunk, kiilonbozé kotdpartnereket tesztelhetiink. Az oldat turbiditasa sem okoz
problémat. Az SPR modszer hatranya, hogy bar valdban nem kell jeloléssel ellatnunk a kétd partnereket, de sziikség
van egyikiik felszinhez torténd immobilizalasara. Ez jelentds hatassal lehet a kotodésre, akar lehetetlenné is téve
azt, ha példaul a fehérje-ligandum kotésben résztvevo felszin egybeesik az immobilizalasban részt vevo régioval,
de az is elég, ha az egyszertien csak a chip felé es6 oldalon helyezkedik el. Az ilyen problémak kikiiszobolésére
szoktak az immobilizalast hosszabb linker molekulak kozbeiktatasaval végezni. Masik probléma lehet, hogy a
kotddés nem szabad oldatfazisban, hanem egy felszinen torténik, amely kiilonb6z6 aramlasi effektusokat okozhat.
Erds kotddés, illetve az immobilizalt molekulak nagy felszini stirlisége esetén a disszocialédé molekuldk azonnal
ujra be tudnak kotni. Ez a lokalis ligandumkoncentraciot noveli, amit erésebb kotésként észlelhetiink. Az eredmények
értelmezése akkor is bonyolultta vallhat, ha tobb kotdhely talalhatd a fehérjén. Kisméretii molekulak (M,,<300-
500) esetén a felszinre kot6do anyagmennyiség til kevés a pontos méréshez.

biomolekula
cella l

V V V W (I\f V ligandum

szenzor chip { *— aranyfilm

visszavert
o . . p fénysugar
polarizalt bees6 prizma :
s : a plazmon rezonancia
fénysugar > miatt lecsokkent
intenzitas
fenyforras detektor

Szenzogram ‘

N

Id6 Szog

«

Rezonancia
szignal
Intenzitas

8.7. abra. A felszini plazmon rezonancia mddszere.
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megkotott anyag
koncentracioja
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m Rezonancia szignal (RU)

1d6 (s)

8.8. abra. Az SPR mérés vazlatos bemutatasa.

8.7.2. Az izotermalis titralé kalorimetria (ITC)

Az ITC technika esetében ténylegesen modositas, jelolés és immobilizalas nélkiil, oldatfazisban tudjuk a fehérje-
ligandum kolcsonhatasokat vizsgalni. A mérés soran raadasul direkt médon, a reakciohd mérésén keresztiil
hatarozhaté meg a kotdhelyek szama, az egyensulyi allando (K,) és a kdlcsonhatas termodinamikai paraméterei,
vagyis az entalpia, szabadentalpia, entropia és az dllandé nyomason mért fajlagos hokapacitaskiilonbség (AH, AG°,
AS°, AC,). Minden mas modszer, mint példaul a spektroszkopiai modszerek, indirekt mérésen alapul, kihasznalva
azt, hogy a komplex valamilyen (spektralis) tulajdonsaga mas, mint a szabad partnereké. Az ITC esetén nem jelent
problémat sem a turbiditas, sem az oldat elnyelése. Nagy elonye az is, hogy gyakorlatilag alig van fenntartasi
koltsége a rendszernek. A mérés €s a kiértékelés is egyszerii, komputervezérelt. Hatranya, hogy viszonylag sok
anyagot igényel az SPR technikdhoz képest, és oldhatosagi problémak is jelentkezhetnek a sziikséges koncentraciok
mellett.

A kaloriméternek két celldja van, egy referencia és egy mintacella. A referenciacellaba vizet tdltiink, a mintacellaba
pedig a fehérjét vagy ligandumot tartalmazo oldatot, melyet egy komputervezérelt injektor segitségével titralunk
meg a kolcsonhato partnerrel. A mérés soran a referenciacellat konstans, de nagyon kis teljesitménnyel fiitjiik,
amely nem eredményez szamottevé homérséklet ndvekedést a mérés ideje alatt. A mérés lényege az, hogy a
mintacellat pontosan (ezredfok pontossaggal) azonos hdmérsékleten tartjuk, mint a referenciat, és az ehhez sziikséges
futételjesitményt mérjiik. Ha nem torténik reakcid, a mintacellat a referencia fiitételjesitményhez kozeli értékkel
kell fiteniink. Ha endoterm reakci6 jatszodik le a cellaban, akkor az hét von el, igy a cellat jobban kell fiiteniink,
mint a referenciat. Ha exoterm reakcio torténik, akkor a héfejlddés miatt a mintacellat kevésbé kell fiiteni az azonos
hémeérséklet tartdsdhoz. Az automatizalt injektorral eldre meghatarozott iddk6zonként kevertetés kozben a cellaban
1év6 fehérjéhez injektaljuk a titrans egy kis mennyiségét, és mérjiik az ekkor létrejovo reakcid hojét. A titralas
soran mért hovaltozas egyenesen ardnyos azzal, hogy az injektalt ligandum hanyad része kotddik. Eleinte a ligandum
nagyobb része kotddik, majd a telitést elérve mar nem torténik tovabbi kotddés.

A mért ho:
0 =V,AH,[M] K, [L]/(1+K,[L]) (8.24)

ahol ¥} a cella térfogata, AH;, 1 moél ligandum kotédésehez tartozo entalpiavaltozas, [M]; a teljes makromolekula
koncentracio a cellaban, K, a kotédési allando, [L] a szabad ligandum koncentracioja. Altalanos esetben, t5bb
kotohely esetén a fenti egyenlet felosszegezddik az 6sszes kdtohelyre.

Rendkiviil fontos a koncentracidk pontos ismerete. Az alapvonalat (amely a reakciomentes allapothoz tartozé
fiit6teljesitményt jelenti) levonva, a cstcsok alatti teriilet adja az injektalasokhoz tartozo reakciohét. A 8.9. abra
a kaloriméter vazlatos felépitését abrazolja és bemutat egy jellemzd titralasi profilt annak kiértékelésével. A mérés
soran nagyon fontos, hogy a fehérje ¢és a ligandum ugyanabban a pufferben, pontosan ugyanazon pH-n legyenek,
maskiilonben a fehérje-ligandum kotésen kiviil még higitasi és ionizacios entalpiavaltozast is mérhetiink, amely
igen nagy lehet. Az ilyen effektusok kimérésére és figyelembe vételére kontrollméréseket végziink, amelyek soran
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puffert injektalunk pufferbe, titranst pufferbe, illetve puffert a cellaban 1évé fehérjeoldathoz. Az igy mért
hdvaltozasok korrekcioba vehetok.

A miiszer érzékenységét jelzi, hogy 10 W hévaltozast képes kimutatni. Az aszociacios allandot a K, = 10% — 10°
m! tartomanyban tudjuk pontosan mérni.
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8.9. abra. A kaloriméter vazlatos felépitése és egy jellemzd titralasi kisérlet nyers gorbéje és kiértékelése. (A
»Molaris arany” az x tengelyen a ligandum / fehérje koncentracidé hanyadost jeldli.

8.7.3. Fehérje-ligandum kotés mérése fluoreszcencia
depolarizacié médszerével

A fluoreszcencia depolarizacio (FD) jelenségének mérése soran a mintat sikban polarizalt fénnyel vilagitjuk meg,
és mérjik az emittalt fény polarizaltsagat, mégpedig tigy, hogy megmérjiik az eredeti polarizacios sikhoz tartozo
és arra merdlegesen jelentkezo fényintenzitast. A polarizaciot a kovetkezéképpen definialhatjuk a parhuzamos és
a merGleges sikban el6allo fényintenzitasokkal:

P=(1,-1)/(1,+1,) (8.25)
A fény polarizaltsagat gyakran egy masik mennyiséggel, az anizotropiaval is ki szoktak fejezni:
A=(1,-1.)/(1,+21,) (8.26)

Ha egy fluoreszcens csoport orientalt és rigid, azaz nem mozdul el, akkor az altala emittalt fény polarizalt lesz. Ha
a csoport mozgékony ¢s el tud fordulni, akkor az emittalt fény kevésbé lesz polarizalt.

A fény kromofoérok altali abszorpcidja rendkiviil gyors folyamat, a 105 mp, azaz a femtoszekundum
nagysagrendjébe esik. Ezzel szemben, a fluoreszcencia esetében a emisszios folyamat 1ényegesen lassabb koriilbeliil
10 mp, vagyis a nanoszekundum idérendjébe esik. Ha a mintat sikban polarizalt fénnyel vilagitjuk meg, a rendkiviil
gyors abszorpcid soran a molekuldk elfordulésa elhanyagolhatd. Az emisszid 1étrejottéhez sziikséges idGtartam
alatt viszont, ami a gerjesztéshez képest lasst, a molekulak elmozdulhatnak, elfordulhatnak, igy az emittalt fény
depolarizaltabba valik. A nagyméretii makromolekulak lassan mozognak, diffundalnak az oldatban, igy az emittalt
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fény kevéssé lesz depolarizalt, szemben a kisméretii, mozgékony, gyorsan forgé csoportokéval, amelyek nagyfoka
depolarizaciot mutatnak.

A fehérje-ligandum kolcsonhatas soran 1étrejové molekulakomplex mérete, alakja eltér6 a kiindulasi molekuldkhoz
képest, igy mozgasa, diffuzidja is mas az oldatban. A kolcsdnhatd molekuldkban talalhaté fluoroforok lokalis
mozgékonysdga is megvaltozhat a komplex képzddés soran, ha kornyezetiik zsufoltsaga valtozik, vagy
kolcsonhatasokat alakitanak ki. Mindezek hatassal vannak a fluoreszcencia depolarizacido mértékére, igy annak
mérésével a fehérje-ligandum kdlcsonhatas jellemezhetd.

A méréshez sziikséges fluoreszcens csoportok, probak lehetnek a folyamat soran természetesen jelen 1év6 ,,belsé”
kromoforok, mint példaul az aromas triptofan és tirozin oldallancok, de ilyenek példaul a NADH és FAD molekulak
is. Hasznalhatunk olyan fluoreszcens jel5l6 szintetikus molekulakat is, amelyekkel aminosavakat helyettesitiink
vagy modositunk. Lehetséges ,.kiils6” fluoreszcens proba alkalmazasa is, amely a célmolekuldhoz kotodve
fluoreszkalni fog (lasd 4. fejezet).

A fluoreszcencia depolarizaciot mérhetjiik ,,steady-state” és idéfelbontdsos modon is. Az elébbinél egyszeriien
csak meghatarozzuk a parhuzamos és meréleges polarizacidhoz tartozé fényintenzitasokat allando gerjeszt6fény
alkalmazasaval. Utobbi esetben egy nagyon rovid gerjeszto fényimpulzus utan mérhetjiik a fluoreszcencia életidét,
vagy az anizotropia idébeni lecsengését is, amelybdl a fluoroférok transzlacios €s rotacids mozgasara nagyon
pontosan kdvetkeztethetiink.

A fluoreszcencia depolarizacié modszere egyszert, gyors mérés a fehérje interakcidk oldatfazisban torténd
jellemzésére. Bels¢ fluoroforok haszndlata esetén modositas nélkiill mérhetiink, azonban gyakran kénytelenek
vagyunk fluoreszcens jelolést alkalmazni, ami kiilonos koriiltekintést igényel, mert megvaltoztathatja molekulank
tulajdonsagait, interferalhat a ligandummal val6 kdlcsonhatdssal. Egyben elonyds is lehet, ha a fluoreszcens probat
alkalmas molekularészlethez tudjuk kapcsolni, mert ilyenkor helyspecifikus informéciokat is nyerhetiink.

8.8. Ellenorzo kérdések, feladatok

* Mi a K és mi a mértékegysége egy egyszert kotddési reakcidban?

+ Ird fel egy masodrendii reakcié egyenletét!

* Mi hatarozza meg a reakci6 iranyat?

* Milyen 6sszefliggés 4ll fenn a standard szabadentalpia és a kotési allando kozott?

* Milyen nemkovalens kdlcsonhatasok hatarozzak meg a kotés erdsségét?

* Milyen moédszerekkel lehet a fehérje-ligandum koélcsonhatast mérni?

* Rajzold fel a receptor-ligandum telitési gorbét!

* Hogyan lehet grafikusan meghatarozni a Kp-t?

* Hogyan moddosul a telitési gorbe, ha kooperativitas all fenn a kétdhelyek kozott?

* A receptormolekulak hany szazalé¢ka van komplexben, ha a szabad ligandum koncentracidja 3Ky, ?

* Mennyivel stabilizalodik a kdtddés (AG), ha a Ky 3 nagysagrenddel csokken?

* Kis ligandumok esetén a kotddést illetve disszociaciot jellemzo sebességi allandok koziil (k,, és k) melyiken
konnyebb javitani az er6sebb kdlcsonhatas érdekében? Milyen iranyban kell megvaltozzon?

* Mi a kiilonbség a mioglobin és a hemoglobin oxigénkotésében?

» Hasonlitsa dssze az SPR, ITC és FD modszerek elonyeit és hatranyait!
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9. fejezet - Enzimkinetika

szerz6: Pal Gabor

Az ¢106 szervezetek egyik kozos jellemzdje, hogy benniik viszonylag alacsony hémérsékleten kémiai reakciok ezrei
jatszodnak le, az alacsony homérséklet ellenére nagyon nagy sebességgel, és rendkiviil szabalyozott modon.

A nagy sebesség és szabalyozottsag kdzos okra vezethetd vissza. Ezeket a kémiai reakcidkat enzimek, legnagyobb
részben fehérjék, kisebb részben RNS molekulak katalizaljak. Az enzimek, legyenek azok akar fehérje-, akar RNS-
alaptak, mind makromolekulak, amelyek kiterjedt kdlcsonhatdsokon keresztiil, nagy specifitassal 1épnek kapcsolatba
az egymassal reakcioba 1ép0 molekuldkkal. Az enzimkatalizalt reakciok szabdlyozasa elsdsorban az enzim
szabalyozasan, aktivalasan vagy éppen gatlasan keresztiil valosul meg.

Az enzimkinetika elsGsorban azt vizsgalja, hogy a katalizalt reakcié sebessége hogyan fiigg az enzimmel
kolcsonhatasba 1épd molekuldk koncentraciojatol, és adott enzimkoncentracido mellett mekkora az elérhetd
legnagyobb reakcidsebesség. Emellett 1ényeges kérdés, hogy a reakcio hogyan fiigg a hémérséklettdl, a kozeg
kémhatasatol, ionosszetételétdl. Mindezek fontos tampontok az enzim altal katalizalt reakcié mechanizmusanak
felderitéséhez.

Az enzimkinetika nevének megfeleléen tehat elsdsorban a katalizalt reakcid sebességét, a sebességet befolyasold
tényezoket vizsgalja. Miel6tt az enzimkinetika alapegyenleteit targyalnank, mindenképpen szot kell ejtentink arrol,
hogy miként lehet termodinamikai alapon értelmezni az enzimek kémiai reakciot gyorsito hatasat.

9.1 Az enzimkatalizis termodinamikai
értelmezése

A 9.1 egyenlettel jelzett reakcidsémaban az egymassal egyensulyra vezetd reakcidba 1épd anyagokat ,,A” illetve
,,B”, mig a reakcid eredményeként keletkez6 terméket ,,P” (produktum) jeldli. Egyelore csak azt tekintjiik at, mitdl
fiigg a nem katalizalt reakcio sebessége.

A+B< P .1

A fenti reakcioban, amikor még csak A és B vannak jelen, tehat termék még nem keletkezett, a reakcid sebessége
a 9.2 egyenlettel irhato le, ahol ,,V” a reakcio sebessége, a kapcsos zardjel molaris koncentraciokat jelent, és ,,t”
az 1dot jelzi.

V= % =k[A]B] 9.2)

Mivel a kémiai reakciohoz a reagélé molekulaknak talalkozniuk, ,,iitk6znilik” kell, intuitivan is belathatd, hogy a

srer

egy, a reakciora jellemzd aranyossagi tényezo, a reakcid sebességi allandoja.

A reakcidnak tehat fontos jellemzbje ez a sebességi allandd, de vajon mit6l fiigg annak értéke? A lehetd
legegyszeriibb mechanizmus modellt, amely mar értelmezni tudja, hogy mitdl fligg a k sebességi allando értéke,
a 9.3 egyenlet mutatja.

A+B X*= P (9-3)

Tegytik fel, hogy a két molekula reakcidja soran egy pillanatszeriien gyors, egyensulyra vezetd folyamatban kialakul
egy, ,,X*” molekula, amely az egymassal reagald molekulakhoz képest ,,aktivalt allapotban”, mas szoval magasabb
szabadentalpia szinten van.
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Ezt az X* molekulat ,,atmeneti allapotnak”™ (angolul transition state) nevezziik (ami annak tiikrében, hogy egy
konkrét molekularol van szo talan szokatlannak hat). Az itt targyalt leirasban ez az X* molekula alakul at P
termékké. Az X* molekulat eredményez6 kémiai reakcid egyensulyi dallandojat (figyelem, ez nem sebességi
allando!) K*, mig az X*—P 1épésre vonatkozo sebessegi dllandot k’ jeldli. A 9.3 séma a 9.4 sebességi egyenlethez
vezet.

y =P ffuf)= ©04)

V4

bonyodalomként — ijonnan bevezetett sebességi allandonak, a k’-nek a szorzata.

Els6 1épésként vizsgaljuk meg, hogy mitdl fiigg az atmeneti allapot koncentracidja. Ez atvezet a termodinamika
teriiletére. Az X* egy K* egyenstlyi allandoval jellemzett egyensulyban van a kiindulési anyagokkal a 9.5 egyenlet
szerint.

K*=% 9.5)

A K* egyensulyi allandora felirhato a kémiai reakcidk egyensulyi allandoja €s a kémiai reakciot kisérd standard
szabadentalpia valtozas kozotti 6sszefliggés a 9.6 egyenlet szerint.

—RTInK*=AG* (9.6)

A 9.6 egyenletben szerepld AG* az a szabadentalpia kiilonbség, amely az alapallapoti A és B molekulak és az
aktivalt allapotu X* atmeneti allapot szabadentalpia értékei kozott van. A AG* mas néven a reakciora jellemz6
aktivalasi szabadentalpia (amit hibasan leegyszertsitve gyakran aktivalasi energianak is neveznek).

A 9.6 egyenletbdl a K* két egyszerti algebrai atalakitassal a 9.7 és 9.8 egyenletek szerint fejezhetd ki.

InK*=

n = ©9.7)
—AG*

K*=¢ RT (9.8)

A 9.8 egyenlet és a 9.5 egyenlet alapjan adodik a 9.9 egyenletsor, amelynek végeredményét a 9.10 egyenlet mutatja.

—AG*

V=k[X*¥]=k'(K*[A4][B]) = k'e X [4][B] ©.9)
—AG*
V=k'e T [A][B] (9.10)

e

feliill a AG* aktivalasi szabadentalpia értékétdl fiigg. Ha a AG* 0, akkor az e AG/RT

pozitiv szamértéke van az aktivalasi szabadentalpianak, annal kisebb lesz az e’
- * Y4 "nor r 14 4 . .
kozelitve a nulldhoz. Az ¢ 2¢™/RT szorzotényezo értéke tehat 0 és 1 kozott lehet.

értéke 1. Minél nagyobb
£
AGHRT szorz6tényezd értéke,

Képszertien megfogalmazva, az e AG*/RT [A][B] szorzatban szerepld e AGH/RT szorzotényezd azt mutatja meg,
hogy az A és B molekulak titkzésének mekkora hanyada eredményez X* atmeneti allapotot. Ha a szorzétényezd
1, akkor minden iitk6zés atmeneti allapotot eredményez, ha 0, akkor az iitk6zések nem eredményeznek atmeneti
allapotot.
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El6bbi esetben a reakciosebesség maximalis, mig az utdbbi esetben természetesen nulla. Tehat, minél nagyobb a
reakciora jellemz6 aktivalasi szabadentalpia, annal lassabb lesz a reakcio.

A fenti modell a k> sebességi dllandd mibenlétére is egyszerti magyarazatot ad az alabbiak szerint. Ahhoz, hogy
az atmeneti allapot termékké alakuljon, legalabb egy kémiai kotésnek fel kell bomlania. A k’ sebességi allando
(képszertibben megnevezve sebességi rata, vagyis sebességi iitem) azt fejezi ki, hogy milyen iitemben, milyen
gyakorisaggal (frekvenciaval) képes az adott kémiai kotés felszakadni.

Ezta9.11 egyenlet fogalmazza meg, amelyben a v (nil) azt a frekvenciat jelzi, amellyel az elbomlandé kotés rezeg,
a « (kappa) pedig az atviteli egyiitthatd. Azt mutatja meg, hogy a mar kialakult atmeneti allapot milyen aranyban
alakul termékké, illetve alakul vissza kiindulasi anyagokka. Ha a kappa értéke 0,5, akkor az esetek felében termék
iranyba, az esetek masik felében visszafelé alakul at, ha a kappa értéke 1, akkor az atmeneti allapot kizarolag
termék iranyba alakul at.

k'=kv (9.11)

Az egyszeriiség kedvéért vegyiik azt az esetet, amikor az atviteli egytitthato értéke 1. A kotés rezgésének energidja

crer

v=— (9.12)

Az egyenletben E a rezg6 kotés energiajat, 4 a Planck allandot jelzi. Az egyenletben szerepld energia ugyanakkor
egy masik modon is felirhato a 9.13 egyenlet szerint, amelyben 4;, a Boltzmann allandot, T pedig a Kelvin skalan
vett hdmérsékletet jelzi.

E=kT (9.13)
A 9.11-9.13 egyenleteket kombinalva, és az atviteli egytitthatd értékét 1-nek tekintve kapjuk a 9.14 egyenletet.

k,T

k=t (9.14)

A 9.4,9.10 és a 9.14 egyenletek kombinalasaval kapjuk a 9.15 illetve 9.16 egyenleteket, amik kifejtik, hogy végiil
is mitdl fiigg egy nem katalizalt kémiai reakciod sebessége.

—_AG*

k=Rl hr (9.15)
—AG*

V:kBTTe KT [ A][B] (9.16)

Mint lathato, a reakcio k sebességi allanddja forditottan aranyos a reakciora jellemzo aktivalasi szabadentalpiaval,
és Osszetett modon fiigg a hdémérséklettdl. Ez utdbbi mind a pre-exponencidlis szorzotényezében, mind pedig az
exponencialis tag kitevéjének nevezdjében is szerepel. Mindkét tag jelzi, hogy a hémérséklet emelése noveli a
reakcio sebességi allandodjat. A pre-exponencialis tagban, amely a k’ sebességi allandot fejti ki, a homérsékletemelés
noveli az elbomld kotés rezgési frekvencidjat, mig az exponencialis tagban a hdmérsékletemelés noveli azon
iitkozések aranyat, amelyek atmeneti allapotot eredményeznek.

Maga a reakcidsebesség a 9.4 egyenletben leirtak szerint a k sebességi allandon kiviil egyenesen aranyos a reakcioba

s

A kémiai reakciok sebességére vonatkozo termodinamikai modellt a 9.1. abra szemlélteti.
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Atmeneti dllapot (¥)

AG P—>A+B

Szubsztrat(ok) l AR

alapallapotban 00— — — —— — -

Reakcio szabadentalpiaja, G

Termék(ek)
alapallapotban

Reakciokoordinata
9.1. dbra. A kémiai reakciok sebességére vonatkozo termodinamikai model.

Az abra azt is mutatja, hogy a reakcid egyensulyi allapotaban kialakuld reagens aranyok, amelyeket a kémiai
reakciét kiséré standard szabadentalpia valtozas (AG’°) értéke jelez, tokéletesen fiiggetlenek a reakcid sebességétol,
amit az aktivalasi szabadentalpia (AG*) értéke jellemez.

A kémiai reakcidk sebességének termodinamikai leirasa egyértelmiien megmutatja, hogy az enzimek milyen médon
novelik a kémiai reakciod sebességét: az enzimek csokkentik a reakcio aktivalasi szabadentalpiajat (9.2. abra).

Atmeneti allapot (*)

*

AG S—P

nem katalizalt

TAG*H,

———————— = _J: 35’; latalizalt
P

Az egyensulyra jellemzd AG'° és a reakciosebességre
jellemzé AG aktivalasi energia teljesen fliggetlenek!

Reakcio szabadentalpidja, G

Reakciokoordinata
9.2. abra. Az enzimek csokkentik a reakcid aktivalasi szabadentalpigjat.

A kérdés, hogy alapvetéen milyen modokon csdkkentheté a AG*. Ennek megvalaszolasahoz idézziik fel, hogy a
szabadentalpia valtozas minden esetben, igy az aktivalasi szabadentalpia esetében is, felbonthato egy entalpiaval
kapcsolatos és egy entropikus tagra a 9.17 egyenlet szerint.

AG* = AH *~TAS * (9.17)

A reakciosebesség szempontjabdl kedvezotlen, azt csokkenté magas AH* tag azt jelenti, hogy az atmeneti allapothoz
(példaul egy energetikailag kedvezétlen elektroneloszlas miatt) magas energiaszint tartozik, ami egyben azt is
jelenti, hogy az atmeneti allapot nagyon alacsony aranyban jelenik meg. Az enzim azaltal csdkkenti az entalpia
tagot, hogy stabilizalja az atmeneti allapotot, tehat vonzo kolcsonhatasokat alakit ki az atmeneti allapottal. Az
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enzimek tehat olyan kotozsebbel rendelkeznek, amely komplementer az altaluk katalizalt kémiai reakci6 atmeneti
allapotaval. Erdemes megjegyezni, hogy azt, hogy az enzimek a kémiai reakciot az atmeneti allapot stabilizalasan
keresztiil gyorsitjak, els6ként Linus Pauling javasolta.

A reakcidsebesség szempontjabdl kedvezdtlen negativ AS*, tag azt jelzi, hogy az atmeneti allapot 1ényegesen
rendezettebb, mint a kiindulasi allapot. A rendez6dés miatt az atmeneti allapot 1étrejottének magas, entrdpiaval
kapcsolatos (-T AS* formaban kifejezett) energetikai ara van. Az enzim entropikus szempontbdl oly modon
gyorsithatja a kémiai reakciot, hogy a kotdzsebe egymdshoz éppen megfeleld tavolsagba és orientacidba hozza,
tehat rendezi az egymassal reakcioba 1€p6 molekulakat.

9.2. A Michaelis-Menten kinetika

A termodinamikai értelmezés utan attériink az enzimkinetika alapvetd osszefliggéseinek leirasara. Mivel itt mar
az enzimatikus reakciora fokuszalunk, a kiindulasi anyagunkat szubsztratnak nevezziik majd, és S jeloléssel
hivatkozunk ré. A terméket tovabbra is P betil jelzi. A korabbi A + B — P sémaval szemben a lehetd legegyszertibb,
S — P esettel foglalkozunk.

Az enzimkinetika tudomanyag kialakuladsanak hajnalan az enzimek fizikai mibenlétérdl, a sebességndvelés lehetséges
mechanizmusair6l még szinte semmit nem tudtak.

A legegyszeriibb elsorendii kémiai reakcional a fenti jeloléseket hasznalva a nem katalizalt S—P reakcio sebessége

»veégtelenségig” novelhetd, annak csak S oldhatosaga szabna gatat.
Amennyiben egy enzim katalizdlja az atalakulast, a reakcid nagysdgrendekkel gyorsabban zajlik, ugyanakkor
jellegzetesen eltéré az [S]-V fiiggvény. Alland6 [E] esetén kis [S] értékeknél az [S] novelésével a V reakcidsebesség

kozel egyenes aranyban, tehat linearisan novekedik, de egyre nagyobb kiindulasi [S] esetén a V egyre kevésbé
novekedik, és egy maximalis érték felé tart (9.3. abra).

Kezdeti [S,]-hez tartozo

= egyensulyi [P,] érték o | Maximalis kezdeti sebesség, V, .
e, o~

- -l ST O S R S R e e A A L b
Ne) -
‘0 [Sd &
i a
z 51 8

Qo Q

v v

3 [S.)] 5
~ )
x X

E 5] ¢

- .
R

1d6 (t) Kiindulasi szubsztratkoncentracio, [S]

9.3. ébra. Enzimkinetikai kezdeti sebesség gorbék.

Az elsé kinetikai modell, amely sikeresen magyarazta a fenti jelenséget, Leonor Michaelis és Maud Menten nevéhez
flizédik, és azon a ma mar trivialisnak tiing feltételezésen alapult, hogy az enzim és a szubsztrat kozott fizikai
kapcsolat jon 1étre, ami egy atmeneti komplexet eredményez. Ezt a sémat a 9.18 egyenlet mutatja, ahol ES jel6li
a ma mar Michaelis nevével fémjelzett komplexet.

Ks Kea

E+SSES—E+P (9.18)
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A fenti, legegyszertibb séma a kdvetkez6 feltételezéseken alapul. Az enzim és a szubsztrat kozott pillanatszeriien
gyors reakcioban kialakul az ES komplex, ezért ennek a részreakcionak a sebességi allandoéival a modell nem is
foglalkozik. Ezek helyett csak az egyensulyi allandot (Kg) (nem-kovalens E-S kolcsonhatas esetén ez egy
disszociacios allando) definialjak a 9.19 egyenlet szerint.

[£]s]
Ky == 9.19
A modell szerint az ES komplex termékké bomlasanak iiteme, a katalitikus sebességi allandd, amelynek jeldlése
keat» 1ényegesen alacsonyabb értékil, mint az egyensilyi allandoban rejlo sebességi allandok. E szerint a modell
szerint a termék iranyu bomlas olyan alacsony iitemil, hogy (a mérés soran) praktikusan nem befolyésolja az [E],
[S] és [ES] egyensulyi koncentracidkat.

Vezessiik le, hogy a fenti reakcio séma, €s kiindulasi feltételek esetén milyen fiiggvény szerint fliggne a kezdeti
sebesség a szubsztrat koncentraciojatol.

A 9.18 egyenletben szerepld sémabdl kovetkezik a reakciosebességnek a 9.20 egyenlete, amely egy elsérendii
kémiai reakciodt tiikroz, amelyben a termékkeletkezés sebessége kizardlag egyfajta anyagnak, az ES komplexnek

srr

Vy =k, |ES] (9.20)

A séma nem szamol azzal, hogy az enzimbdl és a termékbdl a forditott iranyu reakciobol szintén ES johet 1étre,
mondvan a reakcio legelejét vizsgaljuk, amikor még nem keletkezett termék. Ezért is fontos hangstlyozni, hogy
az igy definialt sebesség kezdeti, nulla idépillanathoz tartozo reakcidsebesség.

Ahhoz, hogy olyan egyenlethez jussunk, amely ES nem ismert koncentracioja helyett ismert enzim €s szubsztrat-
koncentracidkat tartalmaz, a 9.19 egyenletet felhasznalva ki kell fejezniink az ES koncentraciot a kisérletben
beallitott, tehat ismert koncentracidkkal.

Ehhez vegyiik figyelembe, hogy a szabad enzimkoncentracio, a teljes enzimkoncentracio, és az ES komplexben
1év6 enzimkoncentracio kozott a 9.21 egyenletben felirt, egyszerti dsszefiiggés all fenn:

[£]=[£], -[E5] (9:21)
A 9.21 egyenletet a 9.19 egyenlettel kombinalva kapjuk a 9.22 egyenletet:

x. - [EIS]_ (&) —[EsD[s] _[EL[S]-[ES]S]

TSl [T [BS] 0-22)
Mindkét oldalt megszorozva az ES koncentrécioval a 9.23 egyenletet kapjuk.
K [ES]=[E],[S]-[ES]S] (9.23)
A 9.24 egyenletben az ES tartalmi tagokat egymas mellé rendezziik,
K [ES]+[ES|s]=[E],[S] (9.24)
majd a 9.25 egyenletben kiemeljiik az [ES]-t a szorzatok Ssszeaddsabol:
[ES|(K +[S) =[E],[S] (9.25)

Végiil mindkét oldalalt elosztjuk [ES] szorzdjaval, igy a 9.26 egyenlethez jutunk:
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[ES] [E][S]

(K +[5) ©-26)

Ezzel az ismeretlen ES koncentraciot az ismert teljes enzimkoncentracid, a szabad szubsztrat koncentracio, és az
egyensulyi allandd segitségével fejeztiik ki.

Amennyiben olyan kiindulési koriilményt teremtiink, amelyben a teljes szubsztrat koncentracio nagysagrendekkel
meghaladja a teljes enzimkoncentraciot, gy az a szubsztrat mennyiség, amely ES komplexbe keriil, elhanyagolhato
lesz az Osszes szubsztrat mennyiségéhez képest. (Ez a kisérletek soran rendszerint konnyen biztosithato, de érdemes
megjegyezni, hogy az él61ényekben zajlo valds folyamatokban az esetek jo részében nem teljesiil). Emiatt a szabad
szubsztrat koncentracio (a reakcio elején) praktikusan megegyezik majd a teljes szubsztrat koncentracioval, tehat
mind az [Et], mind az [S] kisérletesen meghatarozott, ismert értékii adat.

A kovetkezd 1épésben a 9.20 egyenlet alapjan mindkét oldalt megszorozzuk a k., sebességi allanddéval, ami a
kezdeti sebességet fogja megadni a 9.27 egyenlet szerint.

, i s]e felELS)

0 = (K, + [S]) 9.27)

Vegyiik észre, hogy az elérhetd legmagasabb, tehat maximalis sebességi értéket, amelynek jelolése V .y, akkor
kapjuk, ha az &sszes enzim ES komplexben van. Ebben az esetben a szubsztrat teliti az oldatban jelenlévd enzim
molekulakat. Ekkor tehat [ES] = [Et]. A 9.27 egyenlet jobboldalan a szamlaloban szerepld k.,; Et szorzat tehat
nem mas, mint maga a V... Ennek figyelembevételével kapjuk a 9.28 egyenletet, ami a legegyszeriibb, eddig
targyalt enzimkinetikai modell végs6 egyenlete:

Voar [S]

max

T (K, +[sD 029

Ez az egyenlet egy derékszdgii hiperbola fiiggvény, amelynek altalanos felirasa: Y=P;X/(P,+X), ahol X a fiiggetlen
valtozo, jelen esetben a szubsztrat koncentracid, Y a fliggd valtozo, jelen esetben a kezdeti sebesség, a Py és P,
pedig a fiiggvény paraméterei, jelen esetben a két allando, a V., és a Kg. A Py egyben a hiperbola vizszintes
aszimptotdja is, vagyis az a maximalis Y érték, amelyet novekvd X érték (szubsztrat koncentracio) esetén a
fiiggvényérték tetszéleges mértékben megkdzelithet, de el nem érhet. A P, paraméter a Kg.

Vegyiik észre, hogy ez az egyenlet kivaldé 6sszhangban van a mar emlitett, a 9.3. dbran is bemutatott tapasztalati
[S]-V, Osszefiiggéssel az alabbiak szerint. Amikor [S]<<Kg, akkor [S] a nevezdben elhanyagolhato, és a 9.29
egyenlethez jutunk:

”
V — max S
0 —Ks [S] (9.29)

A 9.29 egyenletben a szubsztrat koncentracio szorzdja két alland6 hanyadosa, amely hdnyados maga is allandé.
A K értékéhez képest elhanyagolhatéan alacsony szubsztrat koncentracié tartomanyban tehat a kezdeti sebesség
— a tapasztalattal egyezden -, linedris fiiggvénye a szubsztrat koncentracionak.

Amikor [S]>>Kg, akkor a 9.28 egyenletben éppenséggel a Kg lesz elhanyagolhato az [S] értékéhez képest a
nevezében. Az elhanyagolast elvégezve a 9.30 egyenlethez jutunk:

v|s
W= [SE ]=Vmax (9.30)

Amikor tehat a szubsztrat koncentracidja nagymértékben meghaladja a Kg értékét, a szubsztrat teliti az enzimet,
minden enzim ES komplexbe keriil, a kezdeti sebesség eléri a maximalisan elérhetd értéket, tovabbi szubsztrat
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koncentracio novelésével a sebesség mar nem ndvelhetd. Ebben a szubsztrat koncentracio tartomanyban a kezdeti
sebesség tehat mar gyakorlatilag nem fiigg a szubsztrat koncentracidjatol. A 9.3. abran szerepld grafikont emiatt
telitési gorbének, vagy szubsztrat-telitési gorbének is szokas nevezni.

Amikor a szubsztrat koncentracioja éppen megegyezik a Kg szamértékével, akkor a reakcid kezdeti sebessége
éppen a V., érték fele. Az itt levezetett 9.28 egyenlet tehat leird értelemben jol hasznalhatd. Ugyanakkor mégis
alapvet6 problémakat vet fel. Minél hatékonyabb egy enzim, annal inkabb tarthatatlan az a kiindulasi feltételezés,
hogy az enzimkatalizis soran a nagysebességgel zajlo szubsztrat fogyas ne mozditana be az enzim, a szubsztrat és
az ES komplex kozott — az eredeti feltételezés szerint pillanatszertien gyorsan - kialakuld egyensulyt. A fenti leiras
tehat éppen a leghatékonyabb enzimek jellemzésére a legkevésbé alkalmas.

A masik probléma az, hogy a fenti modell ellentmondésban van a termodinamikai bevezetében leirtakkal is. A Kg
egy disszociacids allando, ami mint ilyen, kdtéserdsség, mas szoval affinitas jellemzésére is alkalmas. A Kg ebben
a modellben megadja, hogy az enzim mennyire stabil kdlcsonhatast 1étesit a szubsztrattal, milyen ,,er6sen” koti
azt. A modell szerint minél alacsonyabb a Kg, annal hatékonyabb az enzim, hiszen annal alacsonyabb szubsztrat
koncentracion éri el a reakcio sebessége V . értékének a felét. Csakhogy a valdsagban minél stabilabb kolcsonhatast
1étesit az enzim a szubsztrattal, annal lassabbnak kell lennie a reakcionak, hiszen az enzim éppenséggel stabilizalna
a szubsztratot. Az enzimnek természetesen meg kell kdtnie a szubsztratot, de igazan hatékonyan a rendkiviil instabil
atmeneti allapottal kell kdlcsonhatast 1étesitenie, azt kell stabilizalnia.

A fentiek miatt az enzimkinetikai modellt tovabb kellett fejleszteni az alabbiak szerint.

A tovabbfejlesztett séma mar szamol az enzim és a szubsztrat ES komplexhez vezetd reakcidjanak sebességi
allanddjaval (jelolése k), valamint az ES komplex enzimre és szubsztratra torténd visszaalakuldsanak sebességi
allanddjaval (jelolése k_;). A sémat a 9.31 egyenlet mutatja.

k, k,
E+S%ES"E+P 9.31)

A modell szerint az enzim és a szubsztrat oldatanak dsszekeverésekor nem egy dinamikus egyensuly, hanem egy
stacionarius allapot (angolul steady state) all be szinte pillanatszerii gyorsasaggal. A stacionarius allapotban a
koriilményektdl fliggéen akar hosszi ideig allando lehet az ES komplex koncentracidja. (Pontosabban
megfogalmazva az ES koncentracidja a pillanatszeri emelkedés utan folyamatosan csokken, de ez a csdkkenés
joval kisebb iitemi{i, mint a szusztrat fogyasanak, vagy a termék keletkezésének az {iteme, és a modellben
elhanyagolhat6.) Ehhez az kell, hogy az ES komplex kialakulasanak k; sebességi allanddoval jellemzett iiteme
éppen megegyezzen az ES komplex elbomlasanak iitemével. Ezt a 9.4. abra szemlélteti. A reakcidt szubsztrat
hozzaadasaval inditjuk. (Az abra aranyai csalnak, hogy egyetlen oldalon be lehessen mutatni a lényeget. A
stacionarius szakasz valdjaban mar néhany ezredmasodperc alatt kialakul, és akar percekig is fennmaradhat. A
valésagban az [S] sokkal magasabbrodl indul, hiszen [S] >>> [E].
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[S0]

Termodinamikai
egyensuly

Koncentracio

Stacionarius
szakasz

[E] d[ES]/dt =~ 0

E s

[P.]

Ids

Stacionarius allapot elotti Stacionarius allapot (stedy state)
helyzet (pre-stedy state)

9.4. abra. A stacionarius allapot.

A bomlas egyrészt végbemehet a termék kialakuldsanak iranyaban k, sebességi allandoval, illetve ezzel ellentétes
iranyban, szabad enzimet és szubsztratot eredményezve k-1 sebességi allandoval. A stacionarius allapot kialakulasat
a 9.4. abra illusztralja, annak fent koriilirt feltételét pedig a 9.32 egyenlet irja le.

AES]_ [e]s) -, [E5)- klzs]=o ©32)

Ezt a feltételezést els6ként G.E. Briggs és James B.S. Haldane javasolta, ennek ellenére az alabbiakban kifejtett,
tovabbfejlesztett modellt Michaelis-Menten kinetikanak, és az abbol fakadé egyenletet Michaelis-Menten egyenletnek
hivjuk. Az egyenletben k;[E][S] sebességgel keletkezik az ES komplex, amely visszafelé k-;[ES] sebességgel,
termék iranyban pedig k,[ES] sebességgel bomlik. A keletkezés és a kétiranyl elbomlas eredd sebessége, vagyis

crer

A kovetkezokben a 9.32 egyenletet rendezziik at tobb 1épésben gy, hogy ismét a mérhetd, illetve kisérletesen
megszabott [E] és [S] koncentraciok szerepeljenck a végsé egyenletben. Ez a tovabbfejlesztett modell is
alapfeltételként szabja meg, hogy a szubsztrat koncentracidja nagysagrendekkel haladja meg az enzimkoncentraciot.
A termékkeletkezés liteme itt is egyszeriien megadhato a 9.33 egyenlet szerint, amely analog az els6 modell 9.20
egyenletével.

V, =k,|ES] (9.33)

A korabbi modellben k. néven jelzett sebességi allandd helyett a tovabbfejlesztett sémabol szarmazo k, megnevezést
alkalmazzuk.

A 9.32 egyenletet atrendezve kapjuk a 9.34 egyenletet.

k[E]S]=k_[ES]+k,[ES] (9.34)

ey

kiilonbségeként fejezziik ki a 9.35 egyenlet szerint.
k(E], ~[ESDIS]=k ,[ES]+ & [ES] (9.35)

Az egyenletben egyszerli algebrai atalakitassal felbontjuk a zardjeles tagot, igy a 9.36 egyenletet kapjuk.
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k[E] [S]-k[ES]S]= (k. +k,)[ES] (9.36)
Ezutan az [ES] tagot tartalmaz6 részeket azonos oldalra rendezve adodik a 9.37 egyenlet.

k[EL[S]= (k. +k)ES]+ K [ES]S] (9.37)
Ebbdl az egyenletbdl kiemeljiik az [ES] szorzdt, igy a 9.38 egyenlethez jutunk.

ky [E]T[S]=(k—l +k, +k [S])[ES] (9.38)
A 9.39 egyenletben az [ES] tagot baloldalra rendezziik.

[Es]- k[E][S]

k., +k,+k [S] (©.39)

A jobb oldalon a szamlalot és a nevezdt is elosztjuk a k; sebességi allandoval, ami a 9.40 egyenlethez vezet.

5]~ (k_l[f %[)sl 5] (9.40)
k

A nevezdben megjelend tortre a 9.41 egyenletben definicioként bevezetjiik a Michaelis alland6 (Michaelis konstans)
elnevezést, amelynek roviditése Ky.

(k, +k,)

=K 9.41
K M (941)

Mint lathato a Ky azt mutatja meg, hogy milyen aranyban van az ES komplex kétiranyt elbomlasanak és egyiranyt
keletkezésének az liteme. Mas szoval azt jelzi, hogy mennyire bomlékony az ES komplex.

A 9.41 egyenletet a 9.40 egyenletbe épitve a 9.42 egyenletet kapjuk.

£} 5]
ES|=—L
[£5] X, +[5] (9.42)
A 9.33 egyenlet és a 9.42 egyenlet kombinalasa a 9.43 egyenlethez vezet.
k[E][S]
V, =k,|ES|=—2—L 9.43
o =hlESl= s 04

Ahogy az egyszeriibb modell 9.27 egyenlete nyoman mar jeleztiik, az elérhetd legmagasabb, V ., sebességi értéket
akkor kapjuk, ha az 6sszes enzim ES komplexben van, vagyis [ES] = [Et]. A 9.43 egyenletben szerepld k,Et
szorzat tehat nem mas, mint a V... Ennek figyelembevételével kapjuk a 9.44 szamu Michaelis-Menten egyenletet,
ami a tovabbfejlesztett enzimkinetikai modell végsd egyenlete:

AN

max

ST ) o

Vegyiik észre, hogy ez az egyenlet formailag megegyezik a korabbi modell 9.28 egyenletével, ezért a 9.29 és 9.31
egyenletben ismertetettek szerint ez az egyenlet is dsszhangban van a tapasztalattal. Abban a szubsztrat koncentracio
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tartomanyban, ahol [S]<<Ky,, a V linearisan fiigg [S] értékétdl, mig abban a tartomanyban, ahol [S|>>Ky,, a
reakcid mar nem fligg az [S] értékétdl, €s a maximalis, V ,,, sebességgel zajlik.

Amennyiben az [S] értéke éppen megegyezik a Ky, szdmértékével, akkor a reakcid a V,,, felének megfeleld
sebességgel zajlik.

Formailag tehat sok a hasonldsag, de az értelmezésben 1ényegi kiilonbségek vannak. Vegyiik észre, hogy az egyszerii
modell Kg allandoja, és a tovabbfejlesztett modell Ky allandoja nem ugyanazt fejezik ki. A 9.45 egyenlet mutatja,
hogy a disszociacios allando jellegli Kg egyensulyi allando hogyan szarmaztathato a k; és k_; sebességi allandokbol.

Ky=""L (9.45)

Mint azt mar irtuk, a Kg egyfajta affinitési jellemz6, amely jelzi, hogy az enzim milyen erdsen koti a szubsztratot.
A 9.45 és a 9.41 egyenlet Osszehasonlitasabol lathatd, hogy a Ky csak akkor lenne egyenértékii a Kg allanddval,
ha igaz lenne, hogy k, <<<k_;, azaz ha az ES komplex termék iranyu atalakulasanak az iiteme sokkal alacsonyabb
lenne, mint a szubsztrat iranyu visszabomlasanak az iiteme. Marpedig minél hatékonyabb egy enzim, annal inkabb
forditott a helyzet, annal inkabb igaz, hogy k, >>>k ;.

Tehat minél hatékonyabb az enzim, annal kevésbé tekinthetd a Ky egyfajta enzim-szubsztrat affinitasi jellemzdének.
Ez a fajta értelmezés, mint mar emlitettiik, amutgy is ellentmondana az enzimkatalizis termodinamikai leirasanak.

Mig a Ky és a Kg nem feleltethetd meg egymasnak, a tovabbfejlesztett modellben szerepld k, sebességi allando,
amennyiben az ES komplex valoban egyetlen 1épésben bomlik enzimre és termékre, megfelel az egyszeriibb
modellben bevezetett k,; sebességi allandonak. (Tobb atmeneti allapoton keresztiil zajlo, dsszetettebb katalizis
mechanizmus esetén a k.,; sebességi allandot olyan egyenlet adja meg, amelyben minden egyes 1épés sebességi
allandoja szerepel). A kg, tulajdonképpen az enzimnek, mint kémiai katalizatornak a hatékonysagat jellemzi attol
az allapottol kezdve, amikor az ES komplex mar kialakult.

Vizsgéljuk meg, hogy a 9.46 és 9.47 egyenletek szerint mi a k,; sebességi allando fizikai jelentése.

d[P]j
V. =— =k _|E
max [ df _ car[ ]T (946)
&
dr ) (9.47)
k‘m‘ S
“ [E)

Mint lattuk, a maximalis sebesség a k.,; €s a teljes enzimkoncentracid szorzata. A 9.47 egyenlethez gy jutunk,
hogy elosztjuk a termék koncentraciovaltozasanak 9.46 egyenletben kifejtett sebességét a teljes enzim
koncentracioval. Mivel a termék és az enzim azonos oldattérfogatban vannak, az arany mennyiségek hanyadosa
lesz. Azt adja meg, hogy egyetlen enzimmolekula idéegységenként hany termék molekula keletkezését katalizalja.

A k., sebességi allandot emiatt atviteli szamnak is nevezik, dimenzioja 1/t, ahol t az 1d6t jeloli. Természetesen
minél magasabb a k,; értéke, annal hatékonyabb az enzimreakcio. Vegyiik €szre, hogy a tovabbfejlesztett modellben,
amennyiben a k., =k, ez a sebességi dllando a Ky, allandot definidlo tortben is szerepel, mégpedig a szamlaloban.
A magas k., érték tehat noveli a Ky allandot. Ugyanakkor az is belathatd, hogy minél alacsonyabb a Ky értéke,
annal hatékonyabb az enzim, annal alacsonyabb szubsztrat koncentracion éri el a fél-maximalis sebességet a reakcio.
Mindezek alapjan kérdés, hogyan jellemezhet6 legjobban az enzim hatékonysaga?

A leghatékonyabb enzimtdl azt varjuk, hogy mar nagyon alacsony szubsztrat koncentracion is magas sebességgel
dolgozik, és magas az atviteli szama is. Mint mar kifejtettiik, olyan alacsony szubsztrat koncentracio tartomanyban,
ahol [S]<<Ky, a reakcidsebesség linedrisan fiigg a szubsztrat koncentracidjatol. Ezt mutatja a 9.48 egyenlet.
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Koy
v, = K‘—“[E][S] (9.48)

M

Az egyenletben szerepld k.,/Ky hanyados egy masodrendii reakcié sebességi allanddja. Ez a hanyados mutatja
meg, hogy a ,,legnehezebb” szitudcioban, amikor a szubsztrat koncentracioja nagyon alacsony, mennyire hatékony
az enzim. A k.,/Kys hanyadost emiatt , katalitikus hatékonysagnak” is szoktak nevezni. Ugyanez a hanyados azt
is megmutatja, hogy az enzim milyen mértékben szelektiv egy szubsztraton. Egy olyan oldatban, ahol azonos,
alacsony koncentracidoban tobbféle szubsztrat is jelen van, az enzim ezeket a rajuk vonatkozo k.,/Kyy értékek
aranyaban fogja atalakitani. A k_,/Ky; hanyadost ezért ,,specifitasi allandonak™ is szoktak nevezni.

Nézziik meg, hogy a modelliink szerint mi szab hatart a katalitikus hatékonysagnak, mi jellemzd a lehetd
leghatékonyabb enzimekre. A 9.49 egyenletsorban 9.48 egyenletben szerepld k., illetve Ky allandokba helyettesitsiik
be a modellbdl, illetve a definiciobol adodo sebességi allandokat.

k, _ kK ~
- @[E][S] == o E [£]s]~ k[£]s] (9.49)
k

1

Az egyenletrendszer jobboldali része szerint akkor, és csak akkor, ha a k, >>> k|, a nevezében a k_; tag
elhanyagolhato lesz, és a k, taggal egyszerisiteni lehet. A k, >>> k_; koriilmény azt jelenti, hogy az ES komplex
szinte kizarolag termék iranyba bomlik, a forditott iranyban nem. A reakcio k, /Ky értéke ekkor jo kozelitéssel
megegyezik k; értékével. Ez tehat azt jelenti, hogy ekkor kizardlag az enzim és szubsztrat ES komplexhez vezetd
talalkozasanak iiteme szabja meg a reakcio sebességét. Magatol értetddd, hogy ennél gyorsabb a reakcioé nem is
lehet, hiszen nem keletkezhet nagyobb litemben termék, mint amilyen iitemben ES komplex keletkezik az enzimbdl
és a szubsztratbol.

Els6 megkdzelitésben a leghatékonyabb enzimek mitkddésének tehat a diffuzio szab hatart, amely megszabja,
hogy milyen gyakran taldlkozhat az enzim és a szubsztrat. A diffizié sebessége jol szamolhat6 a diffundalo
molekulak méretének és az oldat viszkozitasanak ismeretében.

Egyes enzimreakciok esetében azonban kidertilt, hogy azok nagyobb sebességgel zajlanak, mint a szamolt diffizio
sebessége. Legalabb két olyan koriilmény ismert, amely ilyen jelenséget eredményezhet. Egyes szubsztratok
jelentds toltéssel birnak. Amennyiben az enzim szubsztratk6t6 felszine szintén jelentds, a szubsztratéval ellentétes
toltéssel bir, tigy a viszonylag tavolra hato elektrosztatikus kdlcsonhatas, és annak orientald jellege miatt az enzim
szubsztratkoto helye és a szubsztrat hatékonyabban talal egymasra, mint azt az egyszeri difftizio lehetdvé tenné.

A masik jellegzetes lehetdséget arra, hogy a szubsztrat ne egyszeru diffuzioval talalkozzon az enzimmel, a multi-
enzim komplexek szolgaltatjak. Az anyagcsere folyamatok soran rendszerint szamos koztes terméken keresztiil
alakul at egy-egy kiindulasi anyag végso termékké. Az egyik 1épést katalizald enzim terméke ilyenkor a soron
kovetkezo 1épést katalizald enzim szubsztratja. Amennyiben ezek az enzimek egy nagyobb multi-enzim komplex
alegységei, tigy a keletkez6 koztes termékek enzimrél enzimre ,,adogatddhatnak™ anélkiil, hogy az oldatba keriilve
diffazioval jutnanak a soron kovetkez6 enzimhez.

9.3. A kezdeti sebesség értékek és a fo kinetikai
paraméterek meghatarozasa

A kinetikai mérések soran rendkiviil fontos, hogy a hdmérsékletet allando értéken tartsuk, és ez az érték lehetdleg
legyen kozel a vizsgalt enzim homérséklet optimumahoz. A reakcié soran a pH értékét is allandoan kell tartani
megfeleld pufferek alkalmazasaval. Minden enzimreakciohoz tartozik egy optimalis pH érték, érdemes az ennek
megfelel6 pH értéket beallitani. Olyan puffert kell valasztani, amely dnmagaban nem befolyasolja a vizsgalt kémiai
reakcidt, illetve a detektalast. Az ATP-azok aktivitdsat példaul gyakran a keletkezd foszfat mérésén keresztiil
vizsgaljak. Ilyen esetben természetesen nem lehet foszfat puffert alkalmazni.
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Amint az a fejezetben mar tobbszor emlitésre keriilt, egy altalanosan ,,P”-vel jelzett terméket eredményezo
id6beni valtozasa: V, = d[P]/dt. Egy altalanosan felirt S—P reakcio esetén az elézdvel egyenértékli sebesség
definici6 az, amely a szubsztrat koncentracio ([S]) csokkenését veszi figyelembe: V(= —d[S]/dt. A V méréséhez

ey

A kémiai atalakulds minden esetben elektronszerkezet-valtozassal jar. A megvaltozott elektronszerkezet megvaltozott
fény altali gerjeszthetdséget is jelent, ami az esetek egy részében spektroszkopiai modszerekkel jol mérhetd.
Legegyszertibb esetben a termék optikai tulajdonsagai, fényelnyelési, esetleg fluoreszcencia spektruma mérhetéen
eltérnek a szubsztrat (és minden mas oldatkomponens) emlitett paramétereitdl. llyen esetben a termék keletkezése,
illetve a szubsztrat fogyasa folyamataban kovethetd. Megfeleld koncentraciotartomanyban (ldsd 4. fejezet) a
fényelnyelés (abszorbancia) mértéke, fluoreszcencia esetén pedig a kibocsajtott fény intenzitasa egyenesen aranyos

srr

crer

Amennyiben sem a termék, sem a szubsztrat nem rendelkezik jol mérheté optikai tulajdonsagokkal, akkor is
lehet6ség nyilhat spektroszkopiai mérésre, amennyiben a keletkezett terméket egy specifikus, pillanatszeriien
lejatsz6d6 kémiai reakcioba lehet vinni, amelynek eredményeként optikailag aktiv (fényelnyeld, illetve fluoreszkalo)
molekula keletkezik. Ha ez a masodik reakcié olyan koriilmények kozott zajlik, amely 0sszeegyeztethetd az
enzimatikus reakcio soran alkalmazando oldatkoriilményekkel (pH, hdmérséklet) akkor az ilyen tipust mérés is
lehet folyamatos. Ha azonban ez a masodik reakci6 csak az enzimreakcioval 6ssze nem egyeztethetd koriilmények
kozott megy végbe (példaul extrém pH értéken, vagy magas homérsékleten), akkor a kinetikai mérést csak
szakaszosan lehet elvégezni. Ilyenkor abbdl az oldatbol, amelyben az enzimreakciot elinditottuk, kiilonbozo
id6pillanatokban mintat vesziink, az enzimet az oldatosszetétel megfeleld, gyors megvaltoztatasaval inaktivaljuk,
és elvégezziik az optikai jelet generalé masodik reakciot. Erdemes megjegyezni, hogy olyan kémiai reakciokat,
amelyek proton felszabadulassal, vagy proton felvétellel jarnak, a pH-valtozason keresztiil is kdvetni lehet.
Pontosabban, az ilyen esetekben egy automata késziilék, az igynevezett pH-stat alkalmazasaval a pH-t allandéan
tartjak. A reakciot annak a meghatarozasan keresztiil kovetik, hogy az id6 fliggvényében a késziiléknek mennyi
savat vagy bazist kell a reakciotérbe adagolnia ahhoz, hogy a pH alland6é maradjon.

A kezdeti sebesség folyamatos méréssel torténd meghatarozasanak elvét a 9.3. abra baloldalon 1évé grafikonja
illusztralja. A reakciot vagy az enzim, vagy a szubsztrat bemérésével inditjuk, és az oldat gyors Osszekeverését
kovetden haladéktalanul elkezdjiik a mérést. A mérés soran természetesen csokken a szubsztrat koncentracioja.
Ezzel kapcsolatban arra kel torekedni, hogy ez a csdkkenés elhanyagolhatdé mértéki legyen, hiszen a csokkend
szubsztrat koncentracio csokkend sebességet eredményez, ahogy azt a 9.3. abra baloldalan 1év6 grafikonok is
mutatjak. Ennek a nem kivant effektusnak a mértéke raadasul fiigg a szubsztrat koncentraciojatol, ami a 9.3. abra
jobboldalon szerepld telitési gorbérdl is leolvashato. Joval a Ky, érték alatti szubsztrat koncentracié esetén az
[S]-V, fiiggvény jo kozelitéssel linearis, mig joval a Ky, érték feletti szubsztrat koncentracid tartomanyban a V,
csaknem fiiggetlen az [S] értékétol. Ebbol kovetkezik, hogy minél alacsonyabb szubsztrat koncentracion dolgozunk,
aranyaiban annal nagyobb sebességcsokkenést okoz azonos arany (pl. 10%-nyi) szubsztrat koncentracio csokkenés.
Joval a Ky érték alatti szubsztrat koncentracio tartomanyban 10 %-os [S] csokkenés ~ 10%-o0s V csokkenést
eredményez, mig joval a Ky, érték feletti tartomanyban ennél Iényegesen kisebb mértékii a V) csdkkenés. Altaldnosan
elfogadott javaslat, hogy a kezdeti sebességet olyan modon kell megmérni, hogy a mérés idétartama alatt a szubsztrat
koncentracioja 10%-nal kisebb mértékben csdkkenjen. Ilyen feltétel mellett a mért kezdeti sebesség értéke 10 %
alatti hibaval lesz meghatarozva.

A 16 kinetikai paraméterek, tehat a V., és a Ky értékek, meghatarozasdhoz kiillonbdz6 kezdeti szubsztrat
koncentraciokon ([S]) mérjiik meg a kezdeti sebesség értékeket. Amennyiben megfeleléen valasztottuk meg a
szubsztrat koncentracio tartomanyt, ugy a kezdeti sebesség értékeket a szubsztrat koncentracid fiiggvényében
abrazolva a mérési pontok egy telitési gorbére illeszkednek, ahogy azt a 9.3. abra jobboldalon szerepld grafikonja
illusztralja.

A kinetikai paraméterek minél pontosabb meghatarozasdhoz a kezdeti szubsztrat koncentraciot széles hatarok
kozott érdemes valtoztatni. Az [S] értékével érdemes a ~ 0,2 Ky; — 5 Ky tartomanyt legalabb 8 mérési ponttal
lefedni. Azt, hogy pontosan milyen koncentracio tartomanyban kell mérni, természetesen csak eldzetes probalkozasok
alapjan lehet kideriteni, amelyek soran becslést adhatunk a Ky értékére.
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Miutan a fent emlitett 5sszefliggések figyelembevételével meghataroztunk egy sereg [S] értékhez tartozo V) értéket,
minden informécié rendelkezésiinkre all ahhoz, hogy ezeknek az elsddleges mérési adatoknak az alapjan
meghatarozzuk a 6 kinetikai paramétereket, azaz a V. a k¢, €s a Ky értéket.

Az els6 kinetikai vizsgalatokra még olyan korszakban keriilt sor, amikor nem léteztek szamitogépek, igy az
adatsorok kiértékelése 1ényegesen nagyobb problémat jelentett. A 9.3. abra jobboldalan lathat6 grafikon esetében
az [S] - V, fiiggvény egy telitési gorbe. Pusztan vizualis kiértékeléssel természetesen nem lehet megallapitani,
hogy ez az érték milyen maximalis, tehat V. értékhez tart. Ugyanilyen okbol azt sem lehet ilyen modon
megallapitani, hogy a V,,,,./2 értékhez tartozo szubsztrat koncentracio, amely megegyezik a Ky, értékével, mekkora.
Szamitogépek hidnyaban a hiperbolahoz valé illesztés igen nehézkes volt.

Az ilyen nem linearis dsszefiiggések kiértékelésére, tipikus megoldasként a kdvetkezo eljarast vezették be. A mért
adatokra vonatkozo Gsszefiiggés egyenletét gy alakitottak (transzformaltak) at, hogy annak formaja linearis legyen,
vagyis a szarmaztatott adatok grafikus abrazolasakor a pontok egyenesre essenek. igy a probléma leegyszertisodott
egy egyenes illesztési feladatra, amelyet szamitogép nélkiil is el lehetett végezni. A kinetikai paraméterek
meghatarozasara ma mar nem ezt a modszert alkalmazzak, mégis fennmaradt ez az eljaras, mert mint a késébbiekben
latni fogjuk, enzim gatlasok esetén a linearizalt egyenletek grafikonjai vilagosan megmutatjak, hogy a vizsgalt
inhibitor milyen mechanizmussal gatolja az enzimet.

A Michaelis-Menten kinetika 9.44 szam alatt szerepl6 egyenletének legelterjedtebb linearizalasat Hans Lineweaver
¢és Dean Burk vezette be. Az altaluk javasolt transzformalas a réluk elnevezett Lineweaver-Burk egyenlethez vezet
(9.52 egyenlet). A transzformalas a kovetkez6képpen torténik.

Vessziik a 9.44 egyenlet mindkét oldalanak reciprokat, ami a 9.50 egyenlethez vezet.

1
A O30
A 9.51 egyenletet tigy kapjuk, hogy felbontjuk a 9.50 egyenlet jobboldalan szerepld tort szamlalojat.
KM

Vi: N V[SES] (9.51)

max max

Ekkora 9.51 egyenlet jobboldalan 1év6 masodik tagban szerepld tortet egyszertsiteni lehet, ami a 9.52 egyenlethez
vezet.

= +— 9.52
] (9.52)

Az ehhez az egyenlethez tartoz6 grafikon nem mas, mint a 9.3. abra jobboldali részén talalhaté grafikon ,kettGs
reciprok” formaja. Mig ott a V, értékeket abrazoltuk az [S] fliggvényében, itt az 1/V, értékeket abrazoljuk a 1/[S]
fiiggvényében. Mint ahogy azt a 9.5. abra is illusztralja, a 9.52 egyenlet grafikonja egy egyenes.
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1V

meredekség = K/,

nax

1K, 0 1/[S]
9.5. abra. Lineweaver-Burk féle kettés reciprok abrazolas.

Az egyenes altalanos egyenlete, Y=a*X+b szerint itt Y=1/Vy; X=1/[S]; a=Ky/Vax €5 b=1/V.x. Az egyenes
meredeksége, ,,a” (ami nem mas, mint az egyenes X-tengellyel bezart szogének tangense) tehat megadja a Kyy/V pax
értéket, az Y tengely metszete (ahol X, tehat 1/[S] értéke 0) megadja az 1/V ,,, értéket, mig az X-tengely metszete,
(ahol Y, tehat 1/V gsc 0) megadja a —1/Kyy értéket.

A meredekség, és barmelyik tengelymetszet alapjan tehat mind a V ,,,, mind a Ky, érték meghatarozhat6. Ez a
megoldas ugyan elegansan egyszerl, de az ezzel az eljarassal torténd kiértékelés komoly hibakhoz vezethet. A
kettds reciprok abrazolasban a legkisebb szubsztrat koncentraciokhoz tartozé legkisebb, ezért ohatatlanul a
legnagyobb mérési hibaval meghatarozott, kezdeti sebességadatok reciprokai lesznek a legnagyobb szamértékii
mérési adatok. Igy ezek befolyasoljak legnagyobb mértékben az illesztett egyenes paramétereit. Emiatt mind a
Ky, mind pedig a V., igy meghatarozott értéke pontatlan lehet.

A szamitogépek elterjedésével 4j megoldas sziiletett az adatok kiértékelésére. Ez a nem-linearis regresszid. Ennek
soran az elsddleges, [S] - V( adatsorhoz illesztiink megfeleld szoftver alkalmazésaval a 9.44 egyenletnek megfelelden
derékszogii hiperbolat. A program egy algoritmus alapjan iterativ moédon megkeresi azt a V,,,,; Ky adatpart,
amelyek 9.44 egyenletbe torténd behelyettesitésével kapott fiiggvényre a mérési pontok a legkisebb eltéréssel
illeszkednek.

A legtobb kiértékeld program igényli, hogy megadjunk egy-egy V.. illetve Ky, értéket, amellyel elinditja az
iterativ optimumkeresést. Amennyiben tudjuk, hogy a mérés soran mekkora volt a bemért enzim [E]t koncentracioja,
ugy a kiértékelés soran kapott V., érték ismeretében a 9.43 egyenlet alapjan a Vmax értéket az [E]r értékével
elosztva megkapjuk az atviteli szamot, vagyis a k., értékét is.

Erdemes megjegyezni, hogy amennyiben csak a k,/Ky; hanyadost, tehat a katalitikus hatékonysagot kivanjuk
megmérni, ugy az kdzvetleniil, akar egyetlen méréssel is meghatarozhat6. A 9.48 egyenlethez vezetd gondolatmenet
alapjan amennyiben a V értéket a Ky értékénél nagysagrendekkel alacsonyabb szubsztrat koncentracion hatdrozzuk
meg ismert [E]t bemérési enzim koncentracion, tigy a 9.48 egyenlet alapjan a k,/Ky; hanyados kozvetleniil
meghatarozhato. Ezt a fajta mérést azonban csak olyan enzim-szubsztrat paroknal lehet elvégezni, amelyeknél a
keletkez6 termék nagyon nagy érzékenységgel mérhetd, hiszen nagyon alacsony szubsztrat koncentracion mérve
nagyon alacsony termék koncentraciokat kell pontosan meghataroznunk az id6 fiiggvényében.

9.4. Enzimgatlasi tipusok

Az enzimek kozponti szerepet jatszanak az életfolyamatokban. A legtobb enzim esetében igaz, hogy annak
miikddésére csak bizonyos koriilmények kdzott van sziikség, és amikor ezek a koriilmények megsziinnek az enzim
aktivitasa felesleges, vagy akar karos is lehet. Ennek megfelelden a legtdbb enzim aktivitasa szabalyozas alatt all.
Ez a szabalyozas rendkiviil sok szinten megtorténhet, kezdve az enzim génjének transzkripcids szabalyozasatol
egészen az enzim szabalyozott lebontasaig. Ebben a fejezetben kizarélag olyan reverzibilis, nem kovalensen k6t6d6
inhibitorok eseteit vessziik sorra, amelyek az enzimnek a szubsztrat kotését és/vagy katalitikus apparatusanak
miikddését gatoljak. Az ilyen gatldoszerek mechanizmusa harom f6 csoportba oszthatd: kompetitiv, unkompetitiv
és kevert tipus. Az utdbbi tovabbi két altipusra, a nonkompetitiv és vegyes tipusu gatlasokra oszthato.
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Azt, hogy egy adott gatloszer melyik tipusba tartozik, kinetikai mérésekkel meg lehet hatarozni.

Az ilyen méréseknél a leggyakrabban ugy jarunk el, hogy kiilonb6z6, egy-egy kisérletben allanddan tartott bemérési
inhibitor koncentracié mellett a 9.3 fejezetben leirt médon meghatarozzuk a V., és K,,, kinetikai paramétereket.
Amennyiben a mérési adatokat a Lineweaver-Burk féle kettds reciprok abrazolasban értékeljiik ki, a kapott
egyeneseknek a gatolatlan reakciora vonatkozoé egyenestdl valo eltérése fényt derit arra, hogy az inhibitor melyik
gatlasi tipus szerint miikodik.

9.4.1. Kompetitiv gatlas

A kompetitiv (verseng0) inhibitorok versengenek a szubsztrattal az enzim szubsztratk6td helyéért, mivel az inhibitor
¢és a szubsztrat egymassal atfed6 (részben, vagy egészben megegyezd) kotéhelyre kotédnek. Harmas komplex,
tehat olyan, amelyben az enzimhez egyidejlileg a gatloszer és a szubsztrat is kotddne, nem johet 1étre. A kompetitiv
inhibitorral éppen komplexet alkotd enzim tehat tokéletesen inaktiv.

Egyfajta koznyelvi kifejezéssel élve a kompetitiv inhibitorok esetében gyakran ugy fogalmaznak, hogy azok
mintegy ,,leszoritjak”, vagy ,.kiszoritjak” a szubsztratot az enzim kot6helyérdl. Ezek a szemléletesnek szant
kifejezések sajnos éppenséggel félrevezetdek. Szo sincs ugyanis arrdl, hogy az inhibitor az ES komplexhez kétédve
valamilyen modon aktivan ,.kitirnd” a szubsztratot az enzim kotézsebébdl. Ez mar csak azért sem lehetséges, mert
harmas komplex, mint emlitettiik, itt nem alakul ki. Pusztan arrél van sz6, hogy két kotési egyensuly alakul ki
parhuzamosan. A koncentracioviszonyoknak megfelelden az oldatban kialakul egy enzim — inhibitor kotdédésre
vonatkozo egyensuly, valamint egy enzim — szubsztrat k6tddésre vonatkozo egyensuly. (Ez utobbi a szubsztrat
atalakitasa miatt nem valodi egyensuly, hanem helyesebben megnevezve egy stacionarius allapot, lasd 9-4. abra).

Az enzim ¢€s az inhibitor kozott kialakulo egyenstlyt a 9.53 egyenlet irja le, ahol a K; egy disszociacids allandonak
felel meg.

K, =% (9.53)

A két egyenstily egymastdl nem fiiggetlen, hiszen az azokban kialakul6 ES és EI komplexek ugyanazzal a szabad
E enzimmel tartanak egyensulyt. Az inhibitor koncentracié novelésével az EI koncentracié novekedése csak az
ES koncentracié csokkenésével valosulhat meg, és forditva, a szubsztrat koncentracio novelése csak az EI komplex

--------

E+S—ES—E+P

- @ ®
& @

9.6. abra. A kompetitiv gatlas sémaja.

A Michaelis — Menten egyenlet levezetésénél felhasznaltuk azt a tényt, hogy a teljes enzimkoncentracio felirhatd
osszegeként: [E]t=[E]+[ES]. Kompetitiv inhibitor jelenlétében azonban [E]=[E]+[ES]+[EI]. Amennyiben ennek
az eltérésnek a figyelembevételével vezetjiik le a Michaelis - Menten egyenletet, ugy egy itt részleteiben nem
bemutatott levezetés végén a 9.54 egyenlethez jutunk.
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" (aK, +[S) '
A 9.54 egyenletben szerepld a jelentését a 9.55 egyenlet tartalmazza.
[/]
o=1+-— (9.55)

Jol 1athato, hogy inhibitor hidnyaban az a értéke 1, tehat visszakapjuk az eredeti egyenletet, mig inhibitor jelenlétében
az o értéke egy egynél nagyobb szdm. Minél nagyobb mértékben haladja meg az inhibitor koncentracidja a K;
disszociacios allando értékét, annal nagyobb az o értéke. A 9.54 egyenlet vildgosan jelzi, hogy amennyiben a
kinetikai paramétereket kompetitiv inhibitor jelenlétében hatarozzuk meg, gy az igy kapott Vmax érték megegyezik
majd az inhibitor tavollétében zajlo kisérletekbdl kapott értékkel, mig a Ky, értéke magasabb lesz, mint inhibitor
hianyaban. Mivel ennél a gatlasi tipusndl az inhibitor verseng a szubsztrattal, intuitiven belathatd, hogy kelléen
magas, ,,végtelen” szubsztrat koncentracion az inhibitor jelenléte elhanyagolhato lesz, tehat a V. érték nem
madosul, ugyanakkor a fél-maximalis sebességhez tartozo szubsztrat koncentracid, amely megadja a Ky, szamértékeét,
magasabb lesz, mint inhibitor hidnyaban. A 9.54 egyenlet éppen ezt fejezi ki.

Amennyiben a ketts reciprok abrazolashoz atrendezziik a 9.54 egyenletet, a 9.52 egyenlet parjaként a 9.56
egyenlethez jutunk.

T (9.56)
VO Vmax [S] Vi

max

Az ehhez tartozd, a 9.7. abran bemutatott grafikon vilagosan mutatja, hogy inhibitor jelenlétében a kettds reciprok
abrazolasban a gatolatlan esethez képest nagyobb meredekségili egyeneseket kapunk, de az Y-tengely metszete
nem valtozik. A grafikon jol mutatja a kettds reciprok abrazolas elényét abban, hogy latvanyosan jelzi, milyen
gatlasi mechanizmusba tartozik az inhibitor.

/¥,

novekvd

[1]

o=1
nincs inhibitor

meredekség = aK,/V .

27 [1]
////// o= 1+Tl

/oK, 0 1/[S]
9.7. abra. Kompetitiv gatlas Lineweaver-Burk féle kettds reciprok abrazolasa.

Mivel azonos kotohelyért versenyeznek, nem meglepd, hogy a kompetitiv inhibitorok szerkezetiikben, polaritas
mintdzatukban rendszerint hasonlitanak a szubsztrathoz. Ezen tulajdonsaguk miatt kivaléan alkalmasak az enzim
szubsztratkotd mechanizmusanak vizsgéalatdra. Szdmos kompetitiv inhibitor és a szubsztrat szerkezetének
Osszehasonlitdsaval gyakran kikovetkeztethetd, hogy az enzim a szubsztratnak mely csoportjain keresztiil 1étesit
az ES komplexben kapcsolatot. Ez az indirekt megkozelités azért relevans, mert a csak rovid ideig 1étezd, a&tmeneti
jellegli ES komplex térszerkezetét igen nehéz kozvetleniil meghatarozni.
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Erdekességként megemlitendd, hogy metanol mérgezés esetén azért adnak a paciensnek etanolt, mert az etanol
egyfajta kompetitiv inhibitorként (pontosabban versengé szubsztratként) miikodik. Az alkohol dehidrogenaz
enzimnek mindkét alkohol a szubsztratja. Az enzimreakcio soran a metanolbol formaldehid keletkezik, ami a
metanolnal 1ényegesen mérgez6bb. Az etanol jobb szubsztratja az enzimnek, igy metanol adasaval az érhetd el,
hogy id6egység alatt kevesebb metanol alakuljon formaldehiddé. A szervezet igy idot nyer arra, hogy a metanol
egy rész¢ét még annak atalakulasa elott kivalaszthassa.

9.4.2. Unkompetitiv gatlas

Olyan inhibitorok is ismertek, amelyek kizardlag az ES komplexhez k6tddnek, a szabad enzimhez nem. Ezt a
kolcsonhatési sémat a 9.8. abra mutatja.

E+S~——ES—E+P

&2

ESI

9.8. abra. Az unkompetitiv gatlas sémaja.

Ennél a gatlasi tipusnal a kinetikai egyenlet a 9.57 egyenlet szerint modosul.

— VIT\HX [S]
0 X, +0('[S]) (9.57)
A kolcsonhatasi sémaban jelzett K;” jelentését a 9.58 egyenlet mutatja.
[Es]/]
K' =
I [E S]] (9.58)

A 9.57 egyenletben szerepld o’ jelentése a 9.55 egyenletben szerepldvel analog, és a 9.59 egyenlet mutatja.

a'=1+—+= 9.59
K (9.59)

o
= +— (9.60)

A 9.60 egyenlethez tartozo grafikon a 9-9. abran szerepel.
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1 (KM) 1 o
a I/max [S] I/max

Vy

9.9. abra. Unkompetitiv gatlas Lineweaver-Burk féle kettds reciprok abrazolasa.

A grafikon elemz¢sébdl lathatd, hogy mind a Ky, mind a V,,,, értékek el vannak osztva o’ értékével (tehat a
reciprokok meg van szorozva o’ értékével). Ez azt jelenti, hogy az inhibitor jelenlétében — szemben a kompetitiv
inhibitorokkal -, az eredetinél alacsonyabb maximalis sebesség érhetd el, és amilyen aranyban csdkken ez a V..
érték, ugyanolyan aranyban csokken a fél-maximalis sebességhez tartozo szubsztrat koncentracio, azaz a Ky, értéke
is. Mivel mindkét kinetikai paraméter azonos aranyban csokken, a hanyadosuk értéke, tehat az egyenesek
meredeksége nem valtozik. Megemlitendd, hogy, bar ez a gatlas is reverzibilis, az unkompetitiv gatlészer hatasa
nem fiiggeszthetd fel a szubsztrat-koncentracié novelésével.

9.4.3. Vegyes tipusu gatlas

A két emlitett gatlasi tipus egyfajta kombinaciojaként olyan gatloszerek is 1éteznek, amik mind a szabad enzimhez,
mind pedig az ES komplexhez képesek kotddni. Ennek a kevert tipust gatlasnak az altalanosabb alesete a vegyes
tipusu gatlas. Ennek sémadjat a 9.10. abra mutatja.

E+S—— ES —E+P
+ +

.11.";541;‘.“ @iQ@

@ @

¢.-&:

9.10. abra. Vegyes tipusu gatlas sémaja.
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Ahogy azt a kolcsonhatasi séma mutatja, a gatléoszer nem azonos affinitassal kotddik a szabad, illetve az ES
komplexben 1év6 enzimhez.

Az ebbdl a sémabdl eredd egyenletek is a kordbbi sémak kombinacidjaként kovetkeznek. A kinetikai egyenletet
a 9.61 egyenlet mutatja.

_— VI]]&X [S] 9 61
’ (aK,, +a’[S]) ©-61)
Ennek kettds reciprok atalakitasa a 9.62 egyenletet eredményezi.
1 oK, N a' 0.6
4 0 Vmax [S] V;nax ( . )

Az a és o’ jelentése megegyezik azzal, amit a kompetitiv illetve az unkompetitiv inhibitoroknal lattunk.
A kettds reciprok fiiggvényhez tartozo grafikus abrazolast a 9.11. abra illusztralja.
!
I (aKM\ 1«
Vo Wl IS] Vi
1/V,

[1]

™\

ak,, nincs inhibitor

1/[S]
9.11. ébra. Vegyes tipusu gatlas Lineweaver-Burk féle kettds reciprok abrazolasa.
Kettds reciprok abrazolasban tehat mindharom gatlasi tipushoz jellegzetesen eltérd grafikon tartozik.

Megjegyzendd, hogy a kevert tipusu gatlas egy — inkabb csak elméletben 1étez6 variansa a non-kompetitiv gatlas.
Ez egy olyan eset, amikor az inhibitor azonos affinitassal kotddik a szabad enzimhez és az ES komplexhez. Ekkor
kétféle a érték helyett is csak egyetlen szerepel, igy belathato, hogy a 9-11. abran szerepl6 grafikon ugy modosul,
hogy a kiilonb6z6 inhibitor koncentracidkhoz tartozo egyenesek az X-tengelyt mind egy pontban metszik (hiszen
a —1/Ky; szorzdja a./ 0=1), mig az Y-tengely metszetek rendre az o / Vmax értékekre esnek.

Az egyes tipusok esetében az a, illetve o’ értékek természetesen az egyenletek, illetve grafikonok alapjan
meghatarozhatok, és ezeken keresztiil a megfeleld gatlasi allandok is kiszamithatoak.
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10. fejezet - Géntechnolégia

szerz6: Kovacs Mihaly

10.1. Rekombinans DNS technikak
(géntechnologia) és molekularis klénozas

A rekombinans DNS (molekularis klénozasi) technikak modot adnak adott DNS-szakaszok (pl. gének) mennyiségi

V4

illetve az altaluk kodolt termékek (RNS-molekuldk, fehérjék) kifejezésére, eldallitasara, vizsgalatara. A DNS-
molekulak felszaporitasa (amplifikacioja) alapveten kétféle modon torténhet:

a) Rekombinans DNS-konstrukciok eldallitasaval, amelyek lehet6vé teszik a klonozott DNS-szakasz valamely
gazdaszervezetben torténd in vivo felszaporitasat. A klonozas folyamata sordn egy sejt altal felvett egyetlen (vagy
kis szam) DNS-molekula felszaporitasa torténik a sejtek szaporitasa (osztodasa) révén. A rekombinans DNS-
konstrukcidk a klonozni kivant DNS-szakasz (inszert) és a valasztott gazdaszervezetben torténd felszaporitashoz
sziikséges vektor (hordozo) DNS 6sszekapcsolasaval jonnek 1étre. Az alabbi (10.2-10.6) fejezetek a rekombinans

crer

crer

révén. A PCR leirdséara a 10.7 fejezetben kertil sor.

A rekombinans DNS technikak a korszerii bioldgiai és orvostudomanyi kutatas, valamint a biotechnologian alapuld
ipar szinte valamennyi agazataban nélkiilozhetetlenek. Az alabbiakban felsorolunk néhany példat e technikak
felhasznalasi teriileteire.

a) DNS- vagy RNS-molekuldk, gének illetve teljes genomok szekvencidjanak, szervezddésének vizsgalata,
modositasa;

b) A gének altal kodolt fehérjemolekulak (kbzvetve az azok altal Iétrehozott anyagcsere-termékek) szerkezetének,
szekvenciajanak és funkcidjanak vizsgalata és modositasa (fehérjemérndkség, fehérjetervezés, protein engineering);

¢) Génkifejez6dési mintazatok térbeli (sejt-specifikus és szovet-specifikus) és idobeli vizsgalata;

d) Jelatviteli folyamatok, rakos (malignus) transzformacio, élettani folyamatok, 6rokletes és fertéz6 betegségek
mechanizmusanak felderitése, diagnosztikaja;

e) Fejlddésbiologiai, evoluciobiologiai, 6kologiai, kdrnyezettudomanyi kutatasok;
f) Mez6gazdasagi, energiaipari alkalmazasok;

g) Fehérjék, gyogyszerek, vakcinak, hormonok ipari 1éptékii eldallitasa;

h) Transzgénikus €l61ények elballitasa kutatasi vagy ipari célokra;

i) Génterapia (kiesett génfunkciok helyreallitasa);

j) Minta-, eredet- és egyedazonositas, torvényszéki vizsgalatok.

10.2. Plazmid vektorok

A plazmidok szamos baktériumfajban megtalalhatd, extrakromoszomalis, kétszala, gytiriibe zar6do (cirkularis)
DNS-molekulak. Eredeti formajukban méretiik 1 és 200 kilobazispar (kbp) kozott van. A plazmidok gyakran
tartalmaznak olyan géneket, amelyek a gazdasejt szamara valamilyen szelekcios elonyt biztositd enzimeket kddolnak.
Ilyen el6ny lehet egyes antibiotikumok elleni rezisztencia; mas esetekben éppen specialis antibiotikumok, esetleg
kiilonbdzo toxinok szintézise. Egyes restrikcidos-modifikacios rendszerek enzimei szintén plazmidban kddoltak.
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A rekombinans DNS technikakban leggyakrabban az Escherichia coli-t (E. coli) hasznaljak gazdasejtként, ezért
a tovabbiakban csak az E. coli-ban el6fordulo, illetve abban fenntarthat6 plazmidokkal foglalkozunk.

A plazmidok replikaciojat a baktérium kromoszdémajanak replikéacidjakor is felhasznalt enzimek egy része végzi
(pl. DNS polimeraz I, DNS polimeraz III). A replikacié kezddpontjat a replikacios origd jeloli ki. A replikacios
origd kornyékén talalhatd szekvenciak szabalyozzak a plazmid sejtenkénti kdpiaszamat. Ezt a régiot a replikacios
origdval egylitt replikonnak nevezziik. A ma hasznalatos plazmid vektorok replikacidja fiiggetlen a sejtosztodastol,
un. relaxalt kontroll alatt all. Ezt példaul a pMB1 plazmidban megtalalhato pMB1 replikon képes biztositani. Az
eredeti szekvenciaju pMB1 replikont tartalmazo vektorok kopiaszama sejtenként 15-20.

Az E. coli-ban tobb kiilonbozé replikon-szekvenciat is talaltak (pl. ColEl, p15A, pSC101). Két kiilonb6z6
szekvenciaju, kiillonbozo tipusu replikont tartalmazo (kompatibilis) plazmid egymas mellett stabilan fenntarthato
ugyanabban a sejtben. Az azonos replikacios origét hordozo plazmidok azonban egymassal inkompatibilisak:
ezekbdl csak egyféle tarthato fenn egy adott sejtben.

sz

sejtben), a gazdasejt fehérjeszintézisének kloramfenikollal torténd gatlasaval el lehet érni, hogy a sejt ne legyen
képes a kromoszomalis DNS-ét replikalni, de a plazmid szintézise tovabb folyjék. Ezzel az eljarassal tovabb
ndvelhetd a plazmidok sejtenkénti kopiaszama.

A felhasznélds szempontjai szerint a vektorként (hordozé DNS-ként) alkalmazott plazmidokat két csoportra
oszthatjuk. Besz¢éliink klonozo és expresszids vektorokrol. A klonozd vektorok a beépitett idegen DNS-szakasz

sty

~~~~~~~~

A gyakorlatban felhasznalt els6, foként klonozasra hasznalt vektorok a pMB1 replikon mellett tobb szelekcios
markert tartalmaztak. Ilyen vektor példaul a pBR322, melyben ampicillin-rezisztenciagén és tetraciklin-
rezisztenciagén is talalhatd. A plazmid egyes szarmazékait még ma is gyakran hasznaljak. A plazmid konstrukcidja
soran elérték azt, hogy szamos, kereskedelmi forgalomban is kaphatd restrikcids endonukledz enzim felismerési
szekvenciaja csak egyszer forduljon el a molekulaban. fgy lehetdvé valt ezen enzimek hasznélata a fenti plazmidok
adott helyen torténd egyszeri hasitasara.

Az alabbiakban felsoroljuk a plazmid vektorok fejlesztése soran figyelembe vett legfontosabb szempontokat, illetve
a hatékony alkalmazasukat biztositd legfontosabb funkcionalis DNS-szakaszokat (10.1. abra).

a) A plazmid méretének csokkentése. Kisebb plazmidba nagyobb idegen DNS-szakaszok épithetok be. A
méretcsokkentés altalaban egyiitt jar egyes nem-esszencialis gének (pl. tobb antibiotikus-rezisztenciagén egyikének)
eliminalasaval.

b) A kdpiaszam novelése. A pMBI1 replikon szekvencidjanak modositasaval a kopiaszam 500-700-ra ndvekedett
(pl. pUC vektorcsalad).

c) Az inszert beépitése céljabol felhasznalhatod restrikcios hasitasi helyek szamanak novelése. Szintetikus
oligonukleotid-szakaszok, un. polilinkerek vagy mas néven poliklénozé helyek (MCS, multiple cloning site)
beépitésével egy rovid szekvencia-szakaszra hlisznal tobb kiilonb6z6 enzim felismeréhelyét vitték be a leglijabb
tipusu plazmidokba (pl. pBluescript, pPGEM).

d) Viralis, nagy hatékonysagi RNS-promoter-szekvenciak (pl. T3, T7, vagy az SP6 bakteriofagokbdl szarmazdkat)
bejpitése a poliklonozo hely két oldalan. Ez az elrendezés lehetévé teszi, hogy a klénozott DNS-szakaszrol in vitro
RNS-kopiat készitsiink.

e) A génkifejezddéshez és fehérje-termelddéhez sziikséges promoter, operator, represszor-kotohely, riboszoma-
kotohely illetve terminator szekvenciak beépitése az expresszids vektorokba.

f) Filamentes fagok (pl. M13) replikécios origéjat bejpitése, ami in vivo egyszala DNS-kdpia termelését teszi
lehetévé. Ezek az egyszalu DNS szekvenalashoz és iranyitott mutagenezishez hasznélhatok fel.

132

http://www.renderx.com/


http://www.renderx.com/
http://www.renderx.com/reference.html
http://www.renderx.com/tools/
http://www.renderx.com/

render

Géntechnologia

Az operator régidhoz két8dé Promoter és operator
represszort kddold gén régio (expresszids vektorokban)
(egyes expressziods vektorokban)

Riboszéma-kotShely
(expresszids vektorokban)

Replikacios origd o L
Transzkripcio terminacios
. - szekvencia

. > (expresszids vektorokban)

Antibiotikum-rezisztencia gén

10.1. abra. Plazmid vektor térképe.

10.3. Rekombinans DNS-konstrukciok
elkészitése

A rekombinans DNS-konstrukciok elkészitésének 1ényegi eleme a klonozni kivant DNS-szakasznak (inszert) a
vektor DNS-ébe torténd beépitése. A klonozni kivant inszert leggyakrabban valamely vizsgalt szervezet genomi
DNS-énck adott szakasza, vagy a vizsgalt szervezet RNS-molekulair6l reverz transzkripcioval atirt cDNS
(complementary DNA). A klonozni kivant genomi DNS-szakaszt sok esetben a szervezet genomi DNS-ének
restrikcios endonukleazokkal torténd fragmentalasa és a fragmentumok izolalasa révén allitjak el6. cDNS klonozésa
esetén is gyakran sziikség van annak restrikcids enzimekkel torténd hasitasara (lasd alabb).

A vektor DNS a rekombinéns konstrukci6 gazdasejtben torténd replikaciojat teszi lehetové. Megjegyzendo, hogy
a 10.2 fejezetben bemutatott plazmid vektorokon kiviil mas eredetli vektorok (pl. viralis vektorok, mesterséges
kromoszémak) is hasznalatosak, amelyekkel a jelen fejezet keretei kozott nem foglalkozunk.

Az inszert és vektor DNS-molekuldk megfelel6 0sszekapcsoldsara leggyakrabban restrikcios endonukledzok altali
enzimatikus hasitast, majd DNS-ligazzal tortén6 6sszekapcsolast alkalmaznak (10.2. abra).
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Klénozo vagy expresszios Eukaridta kromoszéma
vektor (plazmid)

Felnyitas restrikcids /
endonukleazzal Klénozni kivant DNS
: fragmentum kivagasa

Ligalas

\

Rekombinans plazmid

10.2. 4bra. Inszert beépitése plazmid vektorba.

A restrikcids endonukleaz enzimek koziil a klonozasi miiveletekhez a II. tipusu enzimek a legalkalmasabbak,
amelyek rovid (altalaban 4-8 bazispar (bp)) és specifikus felismerdhellyel rendelkeznek, és a felismerdhelyen beliil
vagy annak kozelében, specifikus helyen hasitjak a DNS-szalakat. A 10.3. abran megfigyelhet6, hogy egyes
enzimek 5’-, masok 3’- egyszali DNS-en tilnytl6 végeket (overhang) generalnak, mig megint mas enzimek tompa
(blunt) DNS-végeket hoznak létre.

Endonukleaz Hasitasi termekek
BamHI 5 GG %T cCE 3 G 3 STGATEC
AT C C?Ti\GG 5 CCTAG Y 3G

Hagitas helye Tulnyulo veég
EcoRI 5 GAATTC 3 G3’ STAATTC
Palindrom szel;venm T\'l\ |A G 5 CTTAAS 3G
Szimmetria-koézéppontja
Haelll 5 GaGljce 3 GG3 5 €T
37 C C%} G 5 38 3" GG
Tompaveg

Hhal ar ?C\g} c 3° GCay S
3 CIGCG ¥ ¢y 3 GCG
Xhol 5 C‘h‘(ﬁ?\(:}AG ¥ c3 5 TCGAG
3’ CAG‘CT|C 5’ CAGCT & 3°C

10.3. abra. Restrikcios endonukleazok felismer6- és hasitohelyei.
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Két, egymassal komplementer DNS-tilnyulast (un. ,,ragados végeket”, sticky ends) tartalmazé DNS-szakasz végei
egymassal bazisparosodasokat képesek alkotni. Az ilyen tilnytlasokat kompatibilis végeknek nevezziik. Az igy
Osszeallt végek DNS-ligdz enzim segitségével Osszekapcsolhatok (10.2. abra). A DNS-ligdz enzim kovalens
kapcsolatot alakit ki az egyik DNS-vég dezoxiriboz-egységének 3°-OH csoportja és a szomszédos DNS-molekula
5’-végének foszfatcsoportja kozott. A ragados végekhez hasonléan két tompa DNS-vég is dsszekapcsolhato a
DNS-ligaz enzim segitségével, igy ezek is kompatibilis végeknek tekinthetok.

A fenti mdédon az egymassal kompatibilis végeket tartalmazo inszert és vektor DNS-fragmentumok
Osszekapcsolasaval eldall a rekombinans DNS konstrukei6 (10.2. dbra). Ha a vektor fragmentum két vége egymassal
kompatibilis, akkor autoligacio révén ,.lires” (inszertet nem tartalmazd), nem-rekombindns cirkularis vektormolekulak
is létrejohetnek. Az ilyen molekuldk képzddése (azaz az autoligacio) megeldzhetd azzal, ha a felnyitott és izolalt
vektor-molekuldkat a ligacios reakciot megeldzden foszfataz enzimmel kezeljik, igy eltdvolitva azok 5°-
foszfatcsoportjait. E csoportok hijan a ligdz enzim nem lesz képes 0sszekapcsolni egymassal a vektor-DNS végeit.

10.4. A rekombinans DNS sejtbe juttatasa és a
rekombinans koléniak azonositasa

Laboratoriumi koriilmények kozott az izolalt plazmidokat a transzformacionak nevezett folyamat soran juttatjuk
be a baktériumsejtekbe (10.4. abra). A kisérletileg megfelel transzformacios hatékonysag elérésére alapvetden
kétféle modszer egyikét szokas alkalmazni:

a) A baktériumsejtek a transzformaciot megel6zéen kétértékii kationok oldataval torténd mosas utjan "kompetenssé"”
tehetdk. A plazmidokat ezek utan a sejtekkel torténd inkubalas és hésokk alkalmazasa révén juttatjak be a sejtekbe.

b) A plazmidok elektroporacioval is bejuttathatok a sejtekbe. E miivelet soran rovid ideig elektrosokknak teszik
ki a plazmiddal egyiitt inkubalt sejteket.

A kompetencia — adott kortiilmények kozott definidlhatd — mértékét a transzformaciot kovetden felndvo, plazmidot
tartalmazo6 sejtkolonidk (cfu, colony forming unit) szamaval szokas jellemezni, amelyet a transzformacié soran
felhasznalt plazmid tomegegységére adunk meg (jellemzden cfu/pg plazmid mértékegységben).
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10.4. dbra. Plazmidok sejtbe juttatdsa és felszaporitésa.

A transzformaciot elésegité fenti eljarasok alkalmazasa mellett is fennall, hogy a baktérium-populacionak csak
egy elhanyagolhatoan csekély hanyada vesz fel stabilan plazmidot. A transzformalt, azaz plazmidot tartalmazo
sejtek azonositasat a plazmidon talalhato szelekcios markergének teszik lehetové (10.5. abra). A leggyakrabban
hasznalt szelekcios markerek antibiotikum-rezisztenciat biztositanak. A legelterjedtebben hasznalt antibiotikumok
¢és az azokat inaktivald enzimek a kovetkezok:

a) Ampicillin: penicillin-szarmazék, amely a sejtfal bioszintézisét végzé egyik enzimet gatolja. Az ampicillin-
rezisztenciat (amp") a p-laktamaznak nevezett, az E. coli periplazmajaban lokalizalt enzim idézi el8. Az enzim a
penicillin laktam gytiriijét hidrolizalja. A hidrolizalt penicillin hatastalan.

........

és igy a transzlaciot. A tetraciklin-rezisztenciagén (tef") egy 399 aminosavbol all6 membranfehérjét kodol, mely
megakadalyozza azt, hogy az antibiotikum bejusson a sejtbe.

¢) Kloramfenikol: az 50S riboszomalis alegységhez kotddik és igy gatolja a fehérjeszintézist. A kloramfenikol-
rezisztencia-gén (cm") a kloramfenikol-acetiltranszferaz enzimet (caf) kodolja. Az enzim a citoplazmaban talalhato,
és acetil-koenzim A segitségével acetilalja a kloramfenikolt. A modositott kloramfenikol nem kotédik a
riboszémahoz.

A transzformalt baktériumokat a plazmid rezisztencia génjétdl fiiggden antibiotikumot tartalmazoé agarlemezekre
szélesztik. Az agarlemezen csak a vektort felvevd, rezisztens baktériumok képesek kindni. Idealis esetben az
agarlemezen baktérium-koloniakat figyelhetiink meg: teoretikusan egy koloniaban egy — a vektort felvevé —
baktériumsejt leszarmazottai (klonjai) talalhatdak meg.
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10.5. abra. Plazmidot tartalmazo baktérium-kolonidk antibiotikum-tartalmu agarlemezen.

A plazmidot tartalmaz6 baktériumsejtek szelekciojat kovetd 1épés a rekombindns, azaz az inszertet tartalmazd
plazmidot hordoz6 sejtkolonidk azonositasa. Ennek legelterjedtebb modozatai a kdvetkezok:

a) Inszercids inaktivacio: ha az idegen DNS-szakaszt (inszertet) az antibiotikum-rezisztenciagénbe illesztjiik, akkor
a sikeres inszerci6 a megfeleld rezisztencia elvesztését eredményezi. A rekombinans sejtklonok azonositasa ezzel
a modszerrel kissé nehézkes, mert az csak replika technika alkalmazasaval valosithatd meg.

b) a-komplementacio (,,kék-fehér szelekcid™): Szamos vektor tartalmazza az E. coli lac operonjanak egy szakaszat,
amely az operator régiobol és a B-galaktozidaz enzim els6 kb. szaz aminosavat (az tin. a-peptidet) kodold részbdl
tevddik dssze. Az enzimnek ez a szakasza, amelynek szintézisét izopropil-tio-8-D-galaktoziddal (IPTG) indukalni
lehet, képes a gazdasejt genomjaban 1év0, els6 szdz aminosavatol megfosztott B-galaktozidaz enzim aktivitasanak
intraallélikus (o-) komplementalasara. A modositatlan vektort tartalmazé baktériumsejtek IPTG-indukcei6 hatasara
az enzim mindkét fragmentumat szintetizaljak, ami azt eredményezi, hogy 5-brém-4-klor-3-indolil-B-D-galaktozid
(X-gal) kromogén szubsztrat jelenlétében kék szinli telepeket adnak. Az a-komplementaciora alkalmas vektorokba
a poliklonozo helyet az a-peptidet kodolo régioba épitették be. Idegen DNS-szakasz (inszert) bevitele igy elrontja
az a-peptidet kodolo részt, és megsziinteti az o-komplementaciot. A rekombinans plazmidot tartalmazo sejtek igy
fehér koloniadkat adnak, mig az inszertet nem tartalmazo plazmidot hordozo sejtek kék szinii telepeket alkotnak.

¢) A plazmidot tartalmazé kolonidkat DNS-szintézis templatként hasznalva polimeraz lancreakcio6 (10.7 fejezet)
segitségével is azonosithatok a rekombinans baktérium-koloniak.

d) A koloéniakbol izolalt plazmid DNS restrikcidos emésztéses mintazatanak DNS agaroz gélelektroforézises
vizsgélata révén az inszert beépiilése a vektorba szintén egyszeriien ellendrizhetd.

e) Az inszert beépiilése a koloniakbdl izolalt plazmid DNS szekvenalasaval is vizsgalhato.

10.5. Plazmid DNS izolalasa

A kiilonbozo plazmid DNS-izolalasi technikak harom alapvetd munkafazisra oszthatok:
a) A baktérium-tenyészet novesztése,
b) a baktériumsejtek dsszegyljtése és lizise,

c¢) a plazmid DNS tisztitasa.

amely az E. coli K12 torzsbdl kifejlesztett, plazmidokkal rendkiviil jol transzformalhat6, az a-komplementacios
analizist lehetové tevd, a filamentes fagok altal is fertdzhetd sejtvonal. Az izolalni kivant DNS mennyiségétol
fiiggben kiilonbozo tapoldat-térfogatban noveszthetdk fel a baktériumsejtek, razatott kultiraban, a megfelel6
szelekciot biztositd antibiotikum jelenlétében. A leggyakrabban alkalmazott un. ,,miniprep” plazmid-izolalasi
eljarasokkal 3-5 ml sejtszuszpenziobol 1-10 pg izolalt plazmid allithaté eld.
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A kultura felndvesztését kovetden a baktériumsejteket mikrocentrifugaléssal iilepitjiikk. A tapoldatot tartalmazo
feliiluszo ledntése utan a plazmid-izolalas alapvetden kétféle modon folytathato:

a) ,,Hagyomdnyos” modon, amelynek soran a plazmid-oldatbdl a fehérjéket fenol-kloroform eleggyel tavolitjuk
el, és az oldatbodl a plazmidot alkohollal csapjuk ki.

b) Plazmid-izolalo kittel, amely esetben a plazmid tisztitasa miniatiir kromatografias oszlopon torténik.
A hagyomanyos modon torténd plazmid-izolalas 1épései a kovetkezok:

a) A baktérium-iiledék reszuszpendalasa izotonias oldatban. Ebben az oldatban a sejtek lizise még nem torténik
meg. Az oldatban talalhaté etilén-diamin-tetraacetat (EDTA) a Mg2+-i0nok komplexbe vitelével a sejt nukleaz
enzimeinek aktivitasat gatolja. Néhany régebbi eljaras ennél a 1épésnél lizozimet is hasznalt a sejtfal lebontasa
céljabol. A reszuszpenzidhoz hasznalt oldat a fentieken kiviil DNaz-mentes RNaz enzimet is tartalmazhat a
ribonukleinsavak lebontasanak céljabol.

b) A sejtek alkalikus lizise ligos Na-dodecilszulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) oldat segitségével, amely
dezintegralja a membranok lipidszerkezetét. Emellett ez a kezelés a fehérjéket és a DNS-t is denaturalja, és denaturalt
formaban oldatban tartja.

¢) A szolubilizalt fehérjék, membrantdrmelékek és a hozzajuk kapcsolodo genomialis DNS kicsapasa savanyu K-
acetat oldat segitségével. A dodecilszulfat kaliumsoja is oldhatatlan, igy az is a csapadékba kertil. A plazmid DNS
ennél a 1épésnél is az oldatban marad.

d) A kicsapott komponensek iilepitése centrifugalassal. A tiszta feliilluszo tartalmazza a plazmid DNS-t.

e) A plazmid DNS tisztitasa fenol-kloroform keverék alkalmazasaval. A fehérjék nukleinsav-preparatumbol torténd
eltavolitasahoz gyakran hasznalnak egy olyan elegyet, mely 1:1 aranyban tartalmaz fenolt és kloroformot, ehhez
képest 24:1 aranyban tartalmaz izoamilalkoholt, és telitve van pH 8.0 TE (Trisz-hidroximetil-aminometan puffert
és EDTA-t tartalmazo) oldattal. A fenol denaturalja a fehérjéket, a kloroform pedig kitlinéen oldja a vizben
kismértékben oldodo fenolt. Ha a nukleinsav-preparatumot a fenti oldattal alaposan 6sszerazzuk, majd centrifugaljuk,
a denaturalt fehérjék a fels6 vizes és az alsd (nagyobb siirliségil) fenol-kloroform fazis hataran gytilnek Gssze,
illetve részben oldodnak az alsé szerves fazisban. Az izoamilalkohol csokkenti a szeparalast kisérd habzast.

f) A plazmid DNS-t tartalmazo vizes fazishoz etanol adunk, ami a plazmid DNS kicsapodasat eredményezi. A
plazmid DNS igy centrifugalassal iilepitheto.

g) A plazmidot tartalmazé csapadékot 70%-os etanollal mossuk a sok eltavolitasanak céljabol.

h) Az ismételt centrifugalassal iilepitett plazmid DNS-t TE oldatban (lasd fentebb az ¢) pontban) oldjuk fel, és
jégen vagy fagyasztoban taroljuk. A TE oldat DNaz-mentes RN4zt is tartalmazhat a ribonukleinsavak lebontasa
céljabol.

A kittel torténd plazmid-izolalas (10.6. abra) soran a reszuszpenzid, az alkalikus lizis, a savanyu K-acetatos
kicsapas ¢€s az azt kovetd centrifugélasos iilepités 1épései (fenti a)-d) 1épések) a klasszikus modszernél leirtakhoz
hasonldan toérténnek azzal a kiilonbséggel, hogy ezekhez a kit szallitdja altal biztositott oldatokat hasznaljuk. Az
e 1épések nyoman keletkezd, a plazmid DNS-t tartalmaz6 feliilluszot ezutan szilikatalapti membrant tartalmazo
minioszlopra vissziik, majd centrifugalas segitségével kotjiik az oszlopra. Az oszlop magas ionerésség mellett
megkoti a 100 bazispar-10 kilobazispar méreti DNS-molekulakat. Az oszlopot ezutan mosopufferrel, valamint
magas etanol-tartalmt oldattal mossuk, majd az etanolt tobbszori centrifugalas segitségével tavolitjuk el. A plazmid
DNS-t végiil TE (vagy hasonl6 6sszetételil), alacsony ionerdsségli tarolopufferrel eluljuk az oszloprol.
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sejtek 6sszegyljtése, lizise; sejttormelékek, fehérjék, genomi DNS kicsapasa

centrifugalas ‘?’
centrifugalas \?y

\ ellcid (alacsony

mosas (nagy ionerésségd,
etanolos oldatban)

ionerésség(i oldatban)

centrifugalas Qg’

10.6. abra. Plazmid DNS izolalasa DNS-ko6t6 gyantat tartalmazo minioszlop segitségével.

10.6. Plazmid DNS analizise agaro6z
gélelektroforézissel

A tobb szaz bazispar méretii illetve ennél nagyobb DNS-molekuldk — igy tobbek kdzott a plazmid DNS — méret
(és alak) szerinti szeparalasara és analizisére az agardz gélelektroforézis terjedt el (10.7. abra). Az agar6z a
vorosalgék sejtfalabol kivont agar egyik f6 komponense, amely galaktoz- és anhidro-galaktoz-egységekbdl felépiild
linearis poliszacharid. Az agar6zgél szamos, az elektroforézis szempontjabol elényos tulajdonsaggal rendelkezik.
A gél hidrofil, kémiailag inert, stabil, és nem koti meg azokat a festékeket, amelyeket a benne elvalasztando DNS-
molekulak festésére hasznalunk. Az agar6zgélben a poliszacharid-egységek kozott 1étrejovo masodlagos kotések
alakitjak ki a térhalos szerkezetet.

Mivel az agar6zgél szerkezetét nem-kovalens kotések tartjak ossze, a gél magas hdmérsékleten fazisatalakulason
megy keresztiil, és folyadékszerti (szol) allapotba keriil. A gélt gy hozzuk 1étre, hogy agardz port keveriink 6ssze
a futtat6 pufferrel, magas homérsékleten 1étrehozzuk a szol allapotot, majd megfelel6 formaba toltve a hOmérséklet
csokkentésével alakitjuk ki a gél végs6 formajat.

A kialakulo gél porusmérete az agar6z koncentraciojatol fiigg. A poérusméret donti el, hogy a gél milyen méretii
agar6zt hasznalunk. E koncentracio-tartomany also értékeit kisebb, mig a magasabb koncentraciokat nagyobb
DNS-molekulak elvalasztasahoz alkalmazzuk.

A DNS negativ toltésti molekula, ezért az elektroforézis soran alkalmazott elektromos térerd hatasara az anod
(pozitiv polus) felé vandorol. A gélt ezért olyan orientacioban helyezziik az elektroforézis-tankba, hogy a DNS-
mintak betdltése céljabol kialakitott ,,zsebek™ a gél katdd (negativ polus) feldli oldalan helyezkedjenek el (1asd 10-
7. abra).
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Tapegyseég

= Negativ pélus

Pozitiv pblus

10.7. abra. Gélelektroforézis-késziilék.

A plazmid-mintakat a gélbe torténd betoltés elott mintafelvivo pufferrel kezeljiik. A mintafelvivo puffer a felvitt
minta viszkozitdsdnak és stirliségének novelése (és igy a hatékony betdltés) céljabdl glicerint vagy nagy
molekulastlyt poliszacharidokat tartalmaz. E puffer jelzéfestéket (leggyakrabban bromfenolkéket) is tartalmaz,
amely az elvélasztani kivaint DNS-molekuldkénal némileg magasabb mobilitassal rendelkezik, igy eldsegiti az
elektroforetikus futtatas optimalis leallitasi idejének megallapitasat.

A mintafelvivo pufferrel kezelt mintakat a gél zsebeibe rétegezziik a tankpuffer folyadékfelszine ala (10.8. abra).
A vizsgalni kivant mintdk mellett altalaban DNS molekulasuly-markert is alkalmazunk az elektroforézis soran,
amely ismert méretli linearis DNS-molekulakat tartalmaz.

bl ]}

10.8. abra. Mintak felvitele agaroz gélre.

A DNS-molekulak gélben torténd kimutatasahoz hagyomanyosan hasznalt DNS-festék, az etidium-bromid (10.9.
abra) mutagén hatast ennélfogva hasznalata soran koriiltekintden kell eljarni. Az etidium-bromid gytris vegyiilet,
amelynek molekulaja képes a DNS-kettdsspiralban a bazisok kozé beékelddni (interkalalodni). A replikacio soran
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ezért inszerciot vagy deléciot okozhat, tehat a leolvasasi keret eltolodasat eredményezheti. A SYBR Safe festék
ezzel szemben nem toxikus. Mindkét festékre igaz, hogy DNS-sel alkotott komplexiik ultraibolya fénnyel
megvilagitva narancsszinli fényt kibocsdjtva fluoreszkal: ez az alapja a DNS gélben torténd kimutatasanak. A
festett mintakat tartalmazo gélt UV-transzilluminator késziilékben fényképezziik le.

MNH,,

LBr
I

10.9. abra. Etidium-bromid.

A DNS-molekuldk elektroforetikus mobilitasat — méretiilk mellett — alakjuk is jelentésen befolyasolja. A
szuperhelikalis formaba feltekeredett cirkuléris plazmid DNS kompakt szerkezetii, és hidrodinamikai mérete joval
kisebb — elektroforetikus mobilitasa pedig nagyobb —, mint a vele azonos méretli linearis DNS-molekulaké, amelyek
szabad mozgasu entropikus lancot alkotnak (10.10. abra). Ha a szuperhelikalis plazmid DNS egyik szala elhasad,
akkor un. relaxalt kor forma keletkezik, amelynek mobilitdsa még a linearis formaénal is kisebb. E jelenségek jol
megfigyelhetok a 10-10. dbran lathato elektroforetikus felvételen. A bal oldali savban futtatott plazmid preparatumban
megjelend két csik mobilitasabol és intenzitasabol megallapithatd, hogy a preparatumban a plazmid DNS nagyrészt
a sejtekben jellemzden el6forduld szuperhelikalis formaban, kisebb részben relaxalt kor formaban van jelen. A
tobbi mintaban egy, a plazmid DNS-t egyetlen helyiitt hasito restrikcios endonukledz enzimmel végzett kezelés
hatasara megjelenik a kdzepes mobilitast, mindkét szalan hasitott linearis kettésszalt DNS-forma.

kezelés id6tartama

relaxalt kor forma [\ /.
(kis mobilitas) '
DNS
mozgasi

iranya linearizalt forma

(kbzepes mobilitas)
szuperhelikalis
Y forma

(nagy mobilitas)

10.10. abra. Plazmid DNS gélelektroforetikus képe.
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10.7. Polimeraz lancreakci6 (PCR)

A polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction, PCR) segitségével egyetlen vagy kis szamt DNS-molekula
meghatarozott szakasza (célszekvencia, amplikon) amplifikalhato in vitro enzimatikus reakcié révén, gazdaszervezet
igénybevétele nélkiil. A reakcio soran amplifikalt DNS-szakasz mérete jellemzden a 100 bazispar és 10 kilobazispar
kozotti tartomanyba esik.

A PCR elve a kovetkezkben vazolt és a 10.11. abran bemutatott reakcidoséman alapszik. Valamely DNS-
célszekvencia (templat, ,,a” panel) hdindukalt denaturacidja (azaz a komplementer szalak szétvalasa) utan a
célszekvencia két oldalan elhelyezkedd (hatarold) szekvencidkkal komplementer rovid egyszala DNS-molekulak
(oligonukleotidok, primerek) az oldat lehiitésekor bazisparosodas révén illeszkedni (anellalni) képesek a hatarold
szekvenciakhoz (,,b” panel). Az anellalt primerek 3’ végétdl indulva a DNS-polimeraz enzim DNS-szalhosszabbitd
aktivitasa (szintézis, elongacio) révén a célszekvenciakkal komplementer 11j szalak (un. primer extenzios termékek)
keletkeznek (,,c” panel). Ujabb hédenaturacidt és lehiitést kovetden a primerek az eredetileg jelenlévé DNS-
molekulakon kiviil a primer extenzids termékekhez is képesek anellalni (,,d” panel). Ez esetben a keletkez6 DNS-
szal hosszat a masolasi mintaként (templatként) szolgald primer extenzids termék hossza limitalja. Az igy keletkezd
,végtermék-szalak ezért a célszekvencia és a hatarold primerek szekvenciai altal meghatarozott szakaszt fogjak
tartalmazni (,,e” panel). A tovabbi denaturacio-anellacio-szintézis ciklusokban a végtermék-szalak tovabbi végtermék-
szalak szintézisének templatjaul is szolgalnak, ezért ezek mennyisége a ciklusok szamanak ndvelésével exponencialis
itemben novekszik (,,f” panel). A reakcio végeredményeképpen tehat nagy mennyiségben, exponencialisan
keletkeznek a hasznalt primerek altal kozrefogott DNS-szakaszt tartalmazo molekuldk. A PCR-technika egyik
sarkalatos el6nye tehat, hogy a templat DNS amplifikalni kivant szakasza a primerek tervezése révén — adott
korlatok kozott — tetsz6legesen megvalaszthato.
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termekek
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l DNS szintézis
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.
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DNS hodenaturacioja
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I
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Tovabbi ciklusok

10.11. abra. Polimeraz lancreakcio (PCR).
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A fent vazolt reakcio hatékony lebonyolitasahoz az alabbi oldat-Osszetevok jelenlétére van sziikség:

a) A reakci6 templatjaul szolgalé DNS-molekuldk. A templat mennyisége rendkiviil alacsony lehet, a reakcid
elvben egyetlen templat-molekulardl is indulhat. A PCR tovabbi elénye, hogy heterogén dsszetételiit DNS-mintakbol
is képes a kivant szakasz szelektiv amplifikalasara.

b) Primerként szolgald oligonukleotid-par, amelyek 3’-végei a templat egyik illetve masik szalaihoz anellalni
képesek. A PCR tovabbi elénye, hogy a hasznalt primerek 5°-vége tartalmazhat az eredeti templathoz nem anellalo
szakaszokat (vagy jel6lt molekularészeket) is, amelyek a végtermékben jelen lesznek, és megkonnyithetik annak
tovabbi analizisét vagy feldolgozasat (pl. restrikcids hasitohelyek épithetdk be a PCR-termék klonozasa céljabol).

c) A DNS-szintézist végz6 DNS-polimeraz enzim. Mivel az ismétlddé ciklusok mindegyikében sziikség van a

DNS-polimerazokat (pl. Thermus aquaticus (Taq) vagy Pyrococcus furiosus (Pfu) DNS-polimerazt) hasznalnak.

d) A szintetizaland6 DNS-szélak épitdkoveiként szolgald dezoxiribonukleotid-trifoszfat (INTP) molekuldk (azaz
dATP (dezoxiadenozin-trifoszfat), dGTP (dezoxiguanozin-trifoszfat), dTTP (dezoxitimidin-trifoszfat) és dCTP
(dezoxicitidin-trifoszfat) elegye).

e) A DNS-polimeraz optimalis miikddését biztositd puffer, amely tobbek kozott kétértéki kationokat (pl. Mg2+
vagy Mn?* ionokat) is tartalmaz.

A hatékony polimeraz lancreakcidohoz az oldat hdmérsékletének széles tartomanyban torténd, gyors, ciklikus
valtoztatasa sziikséges (lasd alabb), ami Peltier-cellas termoblokkot tartalmazo6 programozhatd miiszer segitségével
érhetd el. A polimeraz lancreakciot a hatékony hdcsere érdekében vékonyfali milanyag mikrocsovekben végzik,
jellemzdéen 10-200 pl reakciotérfogatban. A csovek tetejét flitott tetoblokk segitségével tartjak magas homérsékleten,

a reakcioelegy tetejére rétegzett olaj vagy viasz segitségével keriilhetd el.

A PCR-reakcid programozott hdprofilja altalaban a kdvetkezd 1épésekbdl all:

a) A templat kezdeti denaturacidja magas homérsékleten (95°C koriil).

A kovetkezd, b)-d) 1épésekbdl allo ciklust alkalmazastol fliggben 20-35-szor ismétlik:

b) Denaturacio: a kétszali DNS-molekulak szalainak szétvalasztdsa magas hdmérsékleten (95°C koriil).

¢) Anellacio: a reakcioelegy lehiitése 45-65°C hdmérsékletre a primerek templathoz torténd anellalasanak elsegitése
érdekében.

d) DNS-szintézis: a DNS-polimeraz hdoptimuma (jellemzdéen 72°C) koriili hémérsékleten, az amplifikalando
szakasz hossza altal megkivant ideig.

e) Végsé DNS-szintézis 1épés: a ciklusok befejeztével a d) 1épéssel azonos homérsékleten, hogy a fennmaradé
egyszali DNS-molekuldk mindegyikérdl szalmasolat késziilhessen.

A PCR-reakciot a bioldgia és az orvostudomany sok kiilonbo6z6 teriiletén alkalmazzak, amelyek koziil az alabb
felsoroljuk a legjellemzdbbeket.

a) Klonozas, rekombinans DNS-konstrukciok és hibridizacios probak eléallitasa, mutagenezis, szekvenalas;
b) Gének funkciojanak és kifejezodésének vizsgalata;
¢) Orvosi diagnosztika: genotipusok, 6roklott rendellenességek, korokozok kimutatasa;

d) Torvényszéki vizsgalatok: egyének, mintak azonositasa ,,DNS-ujjlenyomatok” (egyedi DNS-szekvenciak)
alapjan;

e) Evoluciokutatas: molekularis evolucio, filogenetikai vizsgalatok, fosszilis mintak vizsgalata.
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10.8. Iranyitott in vitro mutagenezis

A kiilonféle genetikai, biokémiai és molekularis sejtbioldgiai vizsgalatok gyakran megkdvetelik, hogy adott DNS-
szakaszok informaciotartalmat tervezetten, iranyitottan megvaltoztassuk. A valtoztatas folyamatat mutagenezisnek
mutagenezis célja a célzott gének mikodésének vagy adott gének altal kodolt RNS-molekulak illetve fehérjék
szekvenciajanak, sajatsagainak modositdsa. A DNS-en torténd valtoztatasokat harom csoportra oszthatjuk:

a) delécio: egy adott DNS-szakaszbol tetszdleges szamil nukleotid eltavolitasa;
b) inszercio: egy adott DNS-szakaszba nukleotidok beillesztése;

¢) szubsztitiicio: egy adott DNS-szakaszban nukletotidok masik nukleotidra vald lecserélése anélkiil, hogy a szakasz
hossza valtozna.

Az in vitro mutagenezis elvégzésére nagyszamu technika all rendelkezésiinkre. Az alabbiakban két lehetséges
modszert mutatunk be:

a) Iranyitott mutagenezis PCR segitségével (10.12. Abra): A mddszer segitségével mutaciét hordozo linearis DNS-
szakaszok hozhatok létre. A mutagenezis PCR technika segitségével torténik. A primereket ugy tervezik meg,
hogy az egyik primer a felsokszorozni és mutélni kivant DNS-szakasz végéhez illeszkedjék, mig a masik primer,
amely tartalmazza a mutans szekvenciat, magahoz a mutalni kivant régiohoz hibridizaljon. A PCR reakcio soran
olyan termékek keletkeznek, melyek tartalmazzak a primerek szekvenciajat, azaz a mutaciot is. Azonban e termékek
az eredeti DNS-nek csak a primerek k6zé es6 részét hordozzak. Amennyiben sziikséges, a tovabbiakban elvégezhetd
egy Ujabb PCR reakcio is, amelyben egyik primerként az el6z6 PCR reakcid termékét hasznaljak, a masik primert
pedig a fennmarado felszaporitani kivant DNS-régi6 végéhez illesztik. A kapott DNS-szakaszokat vektorba illesztik
és baktériumsejtekbe transzformaljak. A plazmidot tartalmazo6 baktérium-koloniakat szelekcios eljarassal izolaljak.
A kiilonallo koloniakbol a plazmidokat ujra izolaljak és DNS-szekvenalas segitségével azonositjak a mutans
szekvenciat hordozokat.
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10.12. &bra. Iranyitott mutagenezis PCR segitségével.

b) Szelektiv templat-lebontdsos modszer (10.13. abra): E mddszer segitségével plazmidba illesztett DNS-
szakaszokon végezhetiink mutagenezist. A modszer kivitelezésének eléfeltétele, hogy a hasznalni kivant plazmid
guanin bazisai metilaltak legyenek. E feltétel teljesitése érdekében a plazmidokat olyan bakteridlis térzsben
szaporitjak fel, amely a DNS-t metildlja. A mutagenezis eljaras PCR technika segitségével torténik, azonban a
klasszikus PCR eljarassal szemben olyan primert part alkalmaznak, amely ugyanazon DNS-szakasz két szalahoz
hibridizal és tartalmazza a kivant mutaciot (tehat a primerek egymassal komplementer szekvenciajuak). A PCR-t
ezekkel a primerekkel olyan beallitasok mellett végzik, hogy a teljes plazmid masolasa megtorténjék. A reakcid
plazmidok is. A tovabbiakban a PCR-termékhez egy specialis endonukledz enzimet adnak (Dpnl endonukleaz),
mely csak a metilalt DNS hasitasara képes. Az endonukleaz enzimaktivitdsanak koszonhetden az eredeti plazmid
fragmentumokra emésztddik, azonban a PCR-reakcioban keletkezett, mutaciot hordozé plazmidok intaktak
maradnak. A mutans plazmidokat végiil baktériumtdrzsbe (leggyakrabban E. coli-ba) transzformaljak. A felszaporitott
plazmidokat végiil 10.4-10.6 fejezetekben leirtak szerint izolaljak és analizaljak.
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10.13. abra. Szelektiv templat-lebontasos mutagenezis.
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10.9. DNS-szekvenalas

Szamos esetben sziikséges a DNS-molekula bazissorrendjének meghatarozasa (DNS-szekvenalas). Az alabbiakban
bemutatjuk a DNS-szekvenalas modszertanat.

A lancterminacios DNS-szekvenalas elvi hattere: A Sanger-Coulson-féle DNS-szekvenalas elvét az 1970-es évek
végeén dolgoztak ki annak érdekében, hogy konnyen kivitelezhetd, a korabbi eljarasokhoz képest gyorsabb és —
nem utolsd sorban — olcsobb modon lehessen DNS-molekuldk bazissorrendjét meghatarozni. Az eljaras soran a
szekvenalni kivant kett6szala DNS szalait magas homérsékleten denaturaljak, majd a szétvalo szalak koziil az
egyikhez az 5’-iranyba leolvasni kivant szakasz elé komplementer, rovid egyszalu DNS-szalat (primert, szekvenalo
oligonukleotidot) parositanak. Ezutan négy parhuzamos szekvenalo reakciot allitanak 6ssze. Minden reakcioelegybe
keriil templat DNS és szekvenald primer, polimeraz enzim €s azonos mennyiségben négyféle dezoxinukleotid-
trifoszfat (ANTP). A négy parhuzamos reakcié mindegyikéhez négy kiilonféle didezoxinukleotid-trifoszfat (ddNTP)
molekula koziil egyfeélét kevernek. A ddNTP-k riboz gytriijének —szemben a ANTP-molekulédkkal — 3’-szénatomjéhoz
az -OH csoport helyett -H atom kapcsolodik (10.14. abra). Példaként vegyiik a reakciot, mely ddATP-t tartalmaz.
A polimeraz enzim a primer 3’-végét6l indulva megkezdi a komplementer DNS-szal szintézisét, felhasznalva
egyarant a ANTP- és ddATP-molekulakat. A leolvasni kivant DNS-szakaszban talalhaté timin bazisokkal szemben
valdsziniiségekkel). Amennyiben dATP épiil be, a szalszintézis folytatddik; viszont ha ddATP épiil be, az 0j szal
szintézise leall a reaktiv 3’~-OH-csoport hianya miatt. A reakcio soran tehat kiilonb6z6 hosszisagi j DNS-szakaszok
A ddGTP-vel, ddCTP-vel illetve ddTTP-vel végzett parhuzamos reakcidk esetében a szintetizalt szalak hossza
rendre a citozin, guanin és adenin bazisok pozicigjatol fiigg.

Didezoxi nukleotid trifoszfat
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10.14. abra. A didezoxi-nukleotid-trifoszfatok szerkezete.
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Templat DNS 3
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10.15. abra. Lancterminacios DNS-szekvenalas.

A DNS-lancok méret szerinti elvalasztdasa poliakrilamid gélen: A négy kiillonb6z0 szekvenalo reakcid soran keletkez6
1j DNS-1ancok méreteinek ismeretében a templat DNS-szal bazissorrendjét meg lehet hatarozni. A 10.6 fejezetben
bemutatasra keriilt az agaréz géleketroforézis technika. Az agaréz gélelektroforézis csak nagyméretii (tdbbnyire
kétszali) DNS-lancok esetében hasznalhatd; a technika a legalabb 100 nukleotid hossznyi eltérések kimutatasara
alkalmas. A rovidebb, egyszalu DNS-lancok nagy felbontast, méret szerinti elvalasztasara az urea-denaturaciot
alkalmazo poliakrilamid gélelektroforézis (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) eljarast dolgoztak ki. Az
agar6z gélektroforézishez hasonldan az eljaras szintén a negativ t6ltéssel rendelkezé DNS-molekulak elektromos
térben zajlo, az andd felé iranyuld vandorlasat hasznalja ki. A vandorlds azonban az agar6z gélnél kisebb
poérusmérettel rendelkez6 poliakrilamid gélben torténik, lehetévé téve ezaltal kisebb (akar egyetlen nukleotid-
egységnyi) méretbeli kiillonbségek elkiilonitését is. A poliakrilamid gélek szintetikusan el6allitott akrilamid és
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biszakrilamid (N,N'-metilén-biszakrilamid) keverékébdl késziilnek. Az akrilamid vizes kdzegben képes gyokds
polimerizaciora, amely soran kiilonféle méretii linedris poliakrilamid-szalak jonnek 1étre. A biszakrilamid egy
keresztkoto reagens, amely képes dsszekapesolni a kiilonallo poliakrilamid-szalakat. A keresztkotés soran térhalos
gélmatrix alakul ki. Az akrilamid polimerizacidjanak és a keresztkotések képzodésének a sebességét a szabadgyokok
jelenléte megndveli, ezért a gél készitéséhez szabadgydk képz6 ammonium-perszulfaltot (APS) és a szabadgyokoket
stabilizalo tetrametilén-diamint (TEMED) hasznalnak. A poliakrilamid gélek porusméretét — és ezaltal a gél
elvalaszto-képességet — az akrilamid és biszakrilamid koncentracidja hatarozza meg. A szekvenalo gélek esetében
az akrilamid koncentracioja 4-8 vegyes%, mig a biszakrilamid koncentracidja 0,2 vegyes%. Ebben a koncentracio-
tartomanyban a primer méretétol kdzel 600 bazisig egyetlen bazis felbontassal elvalaszthatéoak egymastol az
egyszala DNS-lancok. Mivel az egyszali DNS-lancok esetében felmeriil a lehet6ség, hogy komplementer régidikkal
egymassal vagy onmagukkal kapcsolddjanak és kiilonféle masodlagos szerkezettel rendelkezd strukturakat
alakitsanak ki, a gélbe 7 M koncentracioban ureat tesznek. Az urea a DNS-re nézve denaturaloszer, jelenlétében
szétvalnak parosodott bazisok, ezzel biztositva, hogy a gélben valo futas soran tisztan egyszall, linearis DNS-
lancok vandoroljanak.

A szekvenalo géleket rendszerint vertikalis iranyban futtatjak: a gél also része a pozitiv toltésti anod, mig felsd
része a negativ toltési katdod felé iranyul (10.16. abra). A gél felsd részén mintat6ltd zsebek vannak kialakitva. A
szekvenalasi reakcioban keletkez6 mintakhoz felvitel eldtt kezeldoldatot adnak, amely jelzéfestékeket
(bromfenolkéket és xylénkéket), valamint formamidot tartalmaz. A formamid szerves olddszer, amely képes
denaturalni a szekvenal6 reakcidban résztvevo polimeraz enzimet, ezaltal leallitva a reakciot. Mivel a mintaban
az ujonnan keletkezett DNS-lancok a templat DNS-hez parosodva vannak, futtatas el6tt ezeket szét kell valasztani.
A futtatni kivant mintat ezért tobb percen keresztiil 95°C-on hédenaturaljak — a formamid jelenléte a kettdsszala
DNS hdstabilitasat jelentdsen lecsokkenti, segitve ezzel a denaturacidt és meggatolva a szalak ujraparosodasat
alacsonyabb hémérsékleten. A négy parhuzamos, kiilonb6zé ddNTP tartalmazo szekvenald reakciobol szarmazo
kezelt mintat négy egymas melletti gélzsebbe toltik pipetta segitségével. A betdltés utan a gélt TBE (TRIS (trisz-
hidrolximetil-aminometan), borat, EDTA (etiléndiamin-tetraacetat)) pufferben 50°C homérsékleten magas elektromos
térerdsség mellett (5-20 V/cm) futtatjak. A gélben a kisméretli DNS-lancok haladnak a leggyorsabban; a méret
novekedésével a vandorlasi sebesség csokken. A gélt addig futtatjdk, mig a bromfenolkék festék el nem éri a gél
alsé részét.

10.16. abra. Poliakrilamid gélelektroforézis.
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A DNS detektalasa, a bazissorrend leolvasasa: A szekvenalogélben a DNS érzékeny kimutatasa radiometrikus
modszerrel torténik. A szekvenalési reakcié sordn a DNS-lancokat o->2P-dATP (a-3ZP-dezoxiadenozin-trifoszfait)
hasznalataval jelolik. A gélt futtatas utan kiszaritjak, majd fotopapirra helyezik. A 32p B-bomlo radioaktiv izotop:
a B-bomlas soran elektron tavozik az izotop atommagjabol. Ahol az elektronok kdlcsonhatasba 1épnek a fotopapirral,
ott a papir filmrétege megfeketedik, ezaltal a DNS-lancok ,,lenyomata” lathatova valik a papiron (10.17. abra).
Manapsag a fotopapir helyett ugynevezett phosphorimager késziiléket hasznalnak, mely a fotdpapirral ellentétben
ujrahaszndlhat6 és nagyobb érzékenységgel rendelkezik. A radioaktiv izotdpot alkalmazo technikak elénye — az
alacsony koltségek mellet — a nagyon magas érzékenység, azonban alkalmazéasuk potencialis veszélyességiik
(sugarterhelés illetve karcinogén hatas) miatt kiilonds odafigyelést és szdmos, a felhasznald védelmét szolgald
szabaly és feltétel betartasat igényli.

ddNTP a reakcidban

Futas iranya a gélben

10.17. abra. A bazissorrend leolvasasa.

A DNS detektalasara tovabbi lehetdséget nyujt, ha a szekvenalo reakcidhoz hasznalt primer 5°-végére fluoreszcens
festek van kovalensen kapcsolva. A fluoreszcens festékek (fluoroforok), amennyiben egy, a festékre jellemzo,
adott hullamhosszt fénnyel kertilnek megvilagitasra, gerjesztett allapotba keriilnek. A gerjesztett allapotd molekulak
a gerjesztés utan visszatérnek alapallapotukba, mikdzben magukbdl fényt bocsatanak ki — ez az alapja a
fluoreszcencia jelenségének. A kibocsatott fény hulldimhossza magasabb (energiaja alacsonyabb), mint a gerjesztd
fényé. Amennyiben a gélt a hasznalt festéktdl fiiggd gerjesztési hullamhosszal megvilagitjuk, a DNS-lancokat
tartalmazo helyeken fluoreszcenciat tapasztalunk.
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Automatizalt szekvendlas (10.18. abra): A manapsag legelterjedtebb modszer soran a primer helyett a ddNTP-
molekulakhoz kapcsolnak fluoreszcens festékeket, oly modon, hogy az jelentdsen ne befolyasolja a jeldlt dANTP-
nek a szintetizalddo lancba vald beépiilését. A négy kiilonbdz6 ddNTP-hez négy egymastol kiilonbozé fluorofort
kapcsolnak, amelyek gerjesztési €s kibocsatott fény-hullamhossza eltéré. E modszer feleslegessé teszi, hogy négy
parhuzamos szekvenald reakciot kelljen futtatnunk. A mintdkhoz egyszerre adjak hozza a négy jelolt ddNTP-
molekulat. A polimeraz reakcio lezajlasa utan a mintat egy gél zsebbe toltik. A gélelektroforézis utan a gélt olyan
leolvasoba teszik, mely képes mind a négy fluorofor kiilonallo detektalasara. A gél aljatol a teteje felé haladva a
templat DNS-szal bazissorrendje meghatarozhaté annak ismeretében, hogy az adott csikban mely fluorofort
detektaltuk.

5 Templat DNS 3
3’ 5
DNS hédenaturacidja
. Primerhozziadasa
Primer 3 OH
Fluoreszcens ddNTP-k
Polimeraz B ddTTP
W ddCTP
W ddGTP
B JNTP @ JdJATP
Polimeraz reakcid
l, Termékek

'...Hmn

10.18. abra. Automatizalt szekvenalas fluoreszcensen jelolt dANTP-k felhasznalasaval.

A fluoreszcens ddNTP-k hasznalata lehet6vé tette a szekvenalas folyamatanak teljes automatizalasat. A szekvenalasi
reakcidban létrejové DNS-lancokat az automatizalt eljaras sordn a ,,lap” kiviteltl gélelektroforézis helyett kapillaris
gélelektroforézissel valasztjak el (10.19. abra). A kapillaris gélelektroforézis soran egy 50-70 cm hosszu, 50-100
um belsé atmérdvel rendelkez6 kapillarisban talalhato a térhalds gélmatrix. A futtatni kivant mintat a kapillarisba
toltik, majd a kapillaris végeire elektromos fesziiltséget kapcsolnak, igy a DNS az andd fel¢ fog vandorolni. A
vandorlas kozben érvényesiil a gélmatrix szlir6hatasa, igy a kisméretli molekulédk haladnak a leggyorsabban. A
kapillaris anod feldli végén folyamatosan torténik a négyféle dideoxinukleotidhoz kotdtt fluoreszcencia-jel
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detektalasa, amelyet szamitogép rogzit. A folyamatos detektalas eredménye egy kromatogram lesz, melyen idében
lathatjuk, hogy adott id6pillanatban mely fluorofor haladt 4t a detektor eldtt, igy meghatarozhatjuk a templat DNS
szekvenciajat (10.20. abra).

Kapillaris
96‘5\530‘

Katéd Minta

10.19. abra. Kapillaris gélelektroforézis.

8L i

%0 100
ATGCGGTACTTCGCAACTGTAAG

10.20. abra. Kapillaris gélelektroforézisbél szarmazod kromatogram.

Masodik generdcios szekvendlasi modszerek: Az automatizalt eljaras segitségével egy reakcio elvégzésekor a
leolvashato DNS-szakasz maximalis hossza nagyjabol 1000 bazis. Egy teljes kapacitassal miikodoé automatizalt
berendezéssel (amely altalaban 96 parhuzamos reakciot futtatasara képes) egy nap alatt kozel 5 millié bazis
leolvasasa lehetséges. Az emberi genom mérete kozel 3,2 milliard bazispar — idealis esetben, ha egyetlen szekvenator
iizemidejével szamolunk, kozel harom évig tartana az emberi genom egyszeri leolvasasa. Az elmult évek soran
megjelentek az igynevezett masodik generacids szekvenalasi technikak, amelyek nagy elorelépést jelentettek a
genomszekvenalas teriiletén azaltal, hogy lehetové tették egy kisérletben akar 10°-10° kiilsnbdzé6 DNS-minta
parhuzamos ¢s gyors, automatizalt leolvasasat. Ezen eljarasok soran nincs sziikség a DNS-lancok idéigényes,
méret szerinti elvalasztasara. A masodik generacios szekvenatorok gyartasa €s fejlesztése kiilonallo iparagga nétte
ki magat. Szamos biotechnologiai cég kinal egymastol eltéré modszereken alapuld szekvenatorokat.
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11. fejezet - Bioinformatika

szerz6: Nyitray Laszlo

11.1. Bevezetés

Az utolso tiz évben nagyobb mennyiségli bioldgiai ismeret halmozddott fel, mint a tudomanytorténet elmult két
és fél ezer éve alatt 6sszesen. Ez az 4j keletdi informacid nagyobbrészt nukleinsav- és fehérjeszekvenciakat jelent,
koszonhetden elsdsorban annak a ténynek, hogy a ,,géntechnoldgiai forradalom” jovoltabol a DNS szekvenalas
rutin eljarassa valt. A hatalmas mennyiségii szekvencia tarolasara és feldolgozasara sziiletett meg a 1980-as évek
kozepén az informatika és a molekularis biologia hatarmezsgyéjén egy 0j tudomanyag, a bioinformatika (in silico
molekularis biolégia). A mai értelemben hasznalt definicié szerint a bioinformatika mindazon matematikai
algoritmusok és maddszerek in silico, azaz szamitdogépes alkalmazasa, amelyek segitségével kisérleti adatokbol
kiindulva biologia problémakra kivanunk valaszt kapni. Szélesebb értelemben barmilyen biologiai vonatkozast
adat szamitogépes feldolgozasa a targykorébe tartozik, mig a molekularis biologia szemszdgébdl nézve elsdsorban
a nukleinsav- és az altaluk kodolt aminosav-szekvenciak tarolasat, elohivasat és analizisét értjiik alatt. Vannak
specializaltabb részteriiletei is, példaul a makromolekulak térszerkezetével a szerkezeti bioinformatika foglalkozik.
A szekvenaldson kiviill ma mar szamos mas, un. nagy ateresztOképességli (HTP: high-throughput) modszerrel
eloallitott adat is csak a bioinformatika segitségével kezelhetd. Ide tartoznak tobbek kozott a génexpresszios,
elektroforetikus, tomegspektrometriai adatok, és az ezek segitségével létrehozott genetikai, anyagcsere, jelatviteli,
fehérje-fehérje kolesonhatasokat leird Gtvonalak, halozatok.

A Dbioinformatika a molekularis bioldgian tul az egyik f6 eszkdztarat biztositja a sziiletofélben 1évo
rendszerbiolégianak is. Ez a diszciplina a természettudomany hagyomanyos redukcionista megkozelitését kiegészito,
tobbek kozott a HTP modszerekkel hatalmas mennyiségben eléallitott és feldolgozhatd informéaciéra alapozva
holisztikus kérdésfelvetéseket is lehetdvé tesz. A rendszerbiologia részét képezik az ,,omika” tudomanyok, amely
a genomikaval (a genom, azaz egy organizmus teljes genetikai allomanyanak vizsgalata) indult, majd ennek a
kifejezésnek a mintajara sziiletett meg a proteomika (a proteom, egy faj vagy példaul egy sejttipus Osszes
az interaktomika (egy faj vagy sejtipus Osszes fehérje-fehérje kolcsonhatasat, az interaktomot feltaro kutatasi
teriilet). De folytathat6 a sor, hiszen vizsgalhatjuk az anyagcserében résztvevd Osszes metabolitot (metabolom),
az Osszes bioldgia szereppel bir6 lipidet (lipidom), az 6sszes szénhidratot (glikom), az 6sszes protein-kindz enzimet
(kinom) és igy tovabb.

Ebben a fejezetben bemutatjuk a nukleinasav és fehérje szekvencidkat valamint a térszerkezeteket tartalmazo, Gin.
elsddleges adatbazisokat. Utana roviden 6sszefoglaljuk a szekvenciaelemzés alapjait. A géntechnoldgiai kisérleteknél,
a molekularis klonozas soran felmertil6 bioinformatikai feladatokat (restrikcios helyek térképezése, oligonukleotid
primerek tervezése) roviden érintjiik, tovabbi részletekkel a Géntechnologia e-jegyzet foglalkozik. A
szekvenciaelemzés elsé 1épései a hasonlosdgvizsgalat és a szekvenciaillesztés. Az utdbbibol mar molekularis
evolucios kovetkeztetéseket is le lehet vonni (példéul filogenetikai elemzés). A nukleotid és aminosav szekvenciakbol
predikcios (joslo) eljarasokkal a nukleinsavak és fehérjék szerkezeti és funkcionalis elemeire lehet kovetkeztetni.
Ne feledjiik, ezek az in silico eredmények csak eldrejelzések, amelyeket késdbb kisérletesen is igazolni kell! Elvileg
az aminosavak sorrendje meghatdrozza az adott fehérje térszerkezetét is (14sd az ezt bizonyité Anfinsen-kisérletet),
de ezt az informaciot bioinformatikai modszerekkel ma még csak korlatozottan lehet kinyerni, a fehérjék
térszerkezetét modellezni. Ezzel szemben egyszerti szerkezeti bioinformatikai feladat a fehérjék térszerkezetének
abrazoldsa. Ha az altalunk abrazolni kivant fehérje térszerkezetét valamilyen kisérletes vagy in silico modszerrel
(rontgenkrisztallografia, NMR spektroszkdpia, homologia modellezés) mar meghataroztak, akkor a vizualizacidhoz
minddssze az adott fehérje térszerkezeti koordinatait standardizalt forméban tartalmazé féjlra és egy molekularis
grafikai programra van sziikségiink. Ezek rovid bemutatasaval zarul a fejezet.

11.2. Szekvencia és térszerkezeti adatbazisok

Egy biologus szamara a leggyakoribb bioinformatikai alkalmazas az interneten szabadon hozzaférhet6 un. elsddleges
adatbazisokban valo keresés. Ebbe a kategoriaba elsGsorban a szekvencia és térszerkezeti adatbazisok tartoznak,
de ide sorolhatok az ,,omika” tudomanyok kisérleteken alapuld adatait tarold adatbazisok is (példaul az Gsszes
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ismert fehérje-fehérje kdlcsonhatast, az 6sszes lipidet, szénhidratot vagy a metabolitokat tartalmazo6 adatbazisok).
A DNS-szekvenciak legfontosabb adatbazisa, a GenBank, amely az Entrez bioinformatikai portal része. A
legismertebb fehérjeszekvencia adatbazis az UniProt, amely az ExXPASy portal része. A polipeptidlancok aminosav
szekvenciajat dontd tobbségében a nukleinsavak szekvenalasaval (és nem a technikailag joval nehezebb fehérje
szekvenalassal), bioinformatikai uton, a genetikai kodszotar ismeretében in silico transzlacioval hatarozzak meg.
Ugyanakkor megemlitendd, hogy a kisérletes fehérjeszintli szekvenalds is egy elérhetd lehetdség (pl. egy
tomegspektroszkopian alapuld szekvenalasos modszerrel vagy Edman degradacié révén). A makromolekulak
(fehérjék, nukleinsavak és komplexeik) kisérletesen meghatarozott térszerkezeti adatainak kizarélagos tarhelye a
Protein Data Bank (PDB). A szekvencia és/vagy térszerkezeti informacié feldolgozasabol szarmazo6 adatokat
tartalmaznak a masodlagos adatbazisok, amelyek koziil néhanyat szintén réviden targyalunk. A bioinformatika
altal vizsgalt szekvenciak/szerkezetek és az adatbazisok dsszefiiggését a 11-1. abra foglalja 6ssze.

genom F% DNS ‘—> GenBank

—

transzkriptom}é mRNS ‘—> dbEST

proteom J<——4‘ protein ‘*3- UniProt

- o

PDB

11.1. &bra. Az informacidhordozé makromolekulak és az els6dleges adatbazisok Gsszefiiggése.

11.2.1. Genbank

A GenBank (ncbi.nlm.nih.gov/genbank) DNS szekvencia adatbazis, amelyet az USA Nemzeti Egészségiigyi
Hivatalahoz (NIH: National Institutes of Health) tartoz6 NCBI (National Center for Biotechnology Information)
tart fenn. A GenBank jelenleg ~150 Gbp (milliard bazispar) szekvenciat tartalmaz (2012 6sz). Redundans adatbazis,
tehat egy-egy DNS szekvencia tobbszor is megtalalhatdé benne (pl. egyedi klonozas vagy genom szekvenalas
keretében is meghataroztak). A DNS szekvencia adatbazisok méretét manapsag elsGsorban a genom projektek
(egy organizmus teljes DNS allomanyanak szekvenalasa) névelik. Jelenleg mar tobb mint ezer faj teljes genomjat
ismerjik, koztik a sajat fajunkét is. 2003-ben fejez6édott be a Human Genom Program
(www.ornl.gov/Human_Genome), azaz a 3,2 Gbp méretli emberi genom szekvenalasa (pontosabban csak a genom
~90%-at kitevd, génekben gazdag eukromatint szekvenaltak), amely a GenBank-ben és mas publikus adatbazisokon
keresztiil mindenki szamara szabadon hozzaférhet6. A GenBank annotalt adatbazis, ami az jelenti, hogy a ,,nyers”
szekvencia adatokhoz hozzarendelt informaciodkat is tartalmaz (a szekvencia forrasa, a szekvencidval kapcsolatos
tudomanyos kozlemények, gének illetve kodold szekvencidk). Nukleinsav szekvencidkat €s a bioinformatikai
analizislikbol levont kovetkeztetéseket csak a GenBank-be torténd feltoltésiik, azaz a tudomanyos kdzosség szamara
torténd szabad hozzaférés biztositasa utan szabad tudomanyos kozleményben megjelentetni. Az NCBI honlap
fooldalat a 11.2. abra, egy GenBank f3jlt (a Taq polimeraz gén szekvenciajat tartalmazo fajl egy részlete) pedig
a 11.3. abra mutat be. Ismeretlen nukleinsav szekvencia azonositasara vagy hasonlosagvizsgalatara (a késébbiekben
ismertetett BLAST programmal) leggyakrabban a GenBank adatbazist hasznaljuk, s az eredmények az adatbazisban
talalhato szekvencia fajlok lesznek, amelyeket egy hozzaférési koddal (accession number) azonosituk (pl. D32013
a 11.3. abran).
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11.2. abra. Az NCBI honlapja (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Megjeldltiink a szovegben szereplé néhany adatbazist
illetve programot.
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Thermus aquaticus gene for DNA polymerase, complete cds
GenBank: D32013.1

LoCcus
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VERSION
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REFERENCE
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TITLE
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CRIGIN
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o=

121
181
241
301

A GenBank az Entrez portal (www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery) része, amely egy olyan integralt, adatbazisokat
Osszefogod keresdfeliilet, ahonnan a molekularis bioldgiaval kapcsolatos szinte Osszes informacié valamilyen
formaban elérhetd. Ide tartozik a PubMed (ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) publikéciés adatbazis is, amelyen keresztiil
a biomedicina targykorébe tartozo (a biokémia és a molekularis szintl biologia szinte dsszes folyoiratat lefedd)
>20 milli6é tudomanyos cikk bibliografiai adatai és dsszefoglaldja (abstract) olvashato. Egyre tobb esetben, tobbek
kozott az un. nyilt hozzaférésii (open access) folyodiratoknal, a teljes kozlemények is ingyenesen olvashatok vagy
letolthet6k pdf formatumban. A Bookshelf online konyvtarban szamos tankonyv (bar nem minden esetben a
legtijabb kiadas) teljes terjedelmében hozzaférhetd (pl. Stryer: Biochemistry, Lodish et al.: Molecular Cell Biology,
Alberts et al.: Molecular Biology of the Cell). A portalon elérhet6 adatbazisok keresdoldalat a 11.4. abra mutatja

TTHDNAP 3026 bp DNA linear BCT Z26-JAN-2008
Thermus agquaticus gens for DNR polymerass, complste cds.

D32013

D32013.1 ©I:507890

Thermus acguaticus

rmus acuaticus

Bacteria; Deinococcus-Thermus; Deinccocci; Thermales; Thermacsas;
Thermus.

T

Ishino,¥., Uenc,T., Mivagi,M., Usmori,T., Imamura,M., Tsunasawa,S.
and Kato,I.

Overproduction of Thermus aquaticus DNA polymerase and its
structural analysis by ion-spray mass spectrometry

J. Biochem. 116 (5}, 1019-1024 (19594)

7896728

1..2499

/EC_number="2.7.7.7"

/db_xref="GI:507891"
/translation="MRGMLPLFEPRGRVLLVDGHHLAYRTFHALKGLTTSRGEPVOAV
¥YGFAKSLLEALREDGDAVIVVEDARAPSFRHEAYGCYKAGRAPTPEDFPROLALIREL
VDLLGLARLEVPGYEADDVLASLARKRAERKEGYEVRILTADKDLYQLLSDRTHALHPEG

YLITPAWLWERYGLRPDOWADYRALTGDESDNLPGVKGIGERTARKLLEERGSLEALL
ENLDRLRKPAIRERILAHMDDLXLSWDLAKVRTDLELEVDFAKRREFDRERLRAFLERL
EFGSLLHEFGLLESPRALEEAPWEPPEGAFVGEVLSRREPMWADLLALARARCCRVHR
APEPYRALRDLKEARGLLARDLSVLALREGLGLPPGDDPMLLAY LLOPSNTTPEGVAR
RYGGEWTEEAGERAALSERLFANLWCRLEGEERLLWLYREVERPLSAVLABMEATGVR.
LDVAYLRALSLEVAEEIARLEARVFRLACGHPFNLNSRDOLERVLEDELGLPAIGKTER
TGRRSTSAAVLEALREAHPIVERILOYRELTRLKSTY IDPLPDLIHPRTGRLHTREFNQ
TATATGRLSSSDPNLONI PVRTPLGORTRRAFIAEEGWLLVALDYSQIELRVLAELSG
DENLIRVFQEGRDIHTETASWMEFGVPREAVDPLMRRARKTINFGVLY GMSAHRLEQEL
ATPYEEAQAFTERYFOSFPRVRAWIERTLEEGRRRGYVETLFGRRRYVPDLEARVESYV
RERAERMAFNMPVQGTAADIMRKLAMVELFPRLEEMGARMLLOVHDELVLEAPKERAEL
VARLAKEVMEGVYPLAVPLEVEVGIGEDWLSAKE"

atgaggggga tgctgcocccocct cottgagoco aagggcococggyg tooctcctggt ggacggocoac
cacctggcct accgecacctt ccacgoccotg aagggcoctca cocaccagccg gggggagocyg
gtgcaggcgg tctacggoctt cgccaagage ctoctcaagy coctcaagga ggacggggac
gcggtgateg tggtoctttga cgccaaggcco coctcottbco gocacgaggce ctacgggggag
tacaaggcgg gocgggoccc cacgcoggag gactitcoccco ggoaactcgo cotcatcaag

gagctggtgg acctcectggg gctggegege ctcgaggtcoe cggogctacga ggcggacgac

11.3. abra. Példa egy GenBank féjlra.

be.
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Global Cross-database NCBI Search

Search NCBI databases

Literature
[ PubMed : scientific & medical abstracts/citations ] MeSH : ontology used for PubMed indexing
PubMed Central : full-text journal articles LBooks : books and reports
NLM Catalog : books, journals and more in the NLM Collections Site Search : NCBI web and FTP site index
Health
PubMed Health : clinical effectiveness, disease and drug reports ClinVar : human variations of clinical significance
MedGen : medical genetics literature and links [OMIM : online mendelian inheritance in man ]
GTR : genetic testing registry OMIA : online mendelian inheritance in animals

dbGaP : genotype/phenotype interaction studies

11.4. abra. Az Entrez portal adatbazis keres6 oldala (kiemelve azok, amelyek a szovegben emlitésre keriilnek).

Az Entrez portalon keresztiil elérhetd adatbazisok koziil megemlitjiik a Genome adatbazist, amely teljes genom
szekvenciakat tartalmaz; a dbEST (Expressed Sequence Tag) adatbazist, amely cDNS szekvencia részleteket, azaz
transzkriptumokat, a génekrol atirt szekvenciakat tartalmaz; s végiil az OMIM (Online Mendelian Inheretance in
Man) adatbazist, amely az 6sszes, human betegségekkel kapcsolatba hozhatd génrdl tartalmaz részletes genetikai
¢és biokémiai informaciokat. Genom szekvenciakat tarol az Ensembl (http://www.ensembl.org) adatbazis is, amelyet
az Eurépai Molekularis Bioldgiai Laboratéoriumhoz (EMBL) tartoz6é Eurdpai Bioinformatikai Intézet (EBI,
http://www.ebi.ac.uk/) és a brit non-profit kutatdintézet, a Wellcome Trust Sanger Intézet tart fenn. Az EMBL egy
nukleotid szekvencia adatbazist is fenntart, amely a GenBank-kel azonos adatokat tartalmaz.

11.2.2. UniProt

Az UniProt (uniprot.org) annotalt, nem-redundéans, aminosav szekvencia adatbazis, amely két részadatbazisbol
épiil fel. A Swiss-Prot adatbazis kizarolag kisérletesen is igazolt, fehérjékre vonatkozd, manualisan annotalt,
szakmai hivatkozasokbol dsszegyijtott informaciot (jelenleg >500.000 annotalt fajlban ~200 milli6 aminosav), a
TrEMBL pedig az EMBL DNS adatbazisabol automatikus transzlacioval generalt polipeptidlanc szekvenciakat
(jelenleg ~8 milliard aminosav 24 milli6 szekvenciaban) tartalmaz. Az annotacio tartalmazza az adott fehérje
alternativ valtozatait (amelyek alternativ splicing-gal jonnek létre), a szekvencia varidciokat, a fehérjecsaladra
vonatkozé informéaciokat, szerkezeti és funkciondlis elemeket, poszt-transzlaciéos modositasokat,
kereszthivatkozasokat nukleotid, szerkezeti és masodlagos adatbazisokra, szakirodalmi hivatkozasokat. Fontos
annotacié az Un. gén ontoloégia (GO: Gene Ontology), a génekre és géntermékekre vonatkozo standardizalt
funkcionalis ,,szotar”, amely az adott fehérje biologiai szerepét (Biological process), molekularis funkcidjat
(Molecular function) és lokalizacidjat (Cellular component) irja le. Egy UniProt mintafajlt (human véazizom o-
aktin, UniProt kod: P68133) a 11.5. és 11.6. abra mutat be. Tudomanyos kézleményekben a fehérjék szekvenciaira
az UniProt kodjuk (6 alfanumerikus karakter) vagy a GenBank elérési kodjuk (1 betii és 5 szam vagy 2 betili és 6
szam) alapjan szokas hivatkozni. Az adatbazis hasznalatat a honlapjan elérhetd angol nyelvii animalt oktatéprogram
segitségével konnyen megérthetjiik.
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P68133 (ACTS_HUMAN)  Reviewed, UniProtKB/Swiss-Prot cOgmo:z'ewi
Last modfied October;3; 2012. Version 95: 6l Hisiopy < Afehérje UniProt kédja: P68133 Bead Coprenains (0) ot ac your cwn

= 4 Clusters with 100%, 90%, 50% identity | . | Documents (6) | |4 Third-party data

Names and origin

Protein names 'Recommended name:
Actin alphaiskeletal muscie: <«—————— Afehérje neve: vazizom a-aktin
Alternative name(s).
Alpha-actin-1
CRISIRSs Name: ~ ACTA1 <——  Agén hivatalos neve: ACTA1
SynonymsACTA
Organism Homo sapiens (Human) [Reference proteome] <——— Afaj amibél szarmazik: human
Taxonomic identifier 9606 [NCBI]
Taxonomic lineage Eukaryota » Metazoa > Chordata » Craniata » Veertebrata » Euteleostomi » Mammalia > Eutheria » Euarchontoglires > Primates » Haplorrhini » Catarrhini » Hominidae » Homo  €—————  Taxonomia

Protein attributes

Sequence length 377AA <«———————— Aszekvencia hossza: 377 aminosav
Sequence status Complete.
Sequence processing The displayed sequence is further processed into a mature form
Protein existence Evidence at protein level
Annotacio: fehérje funkcidja, alegységszerkezete, sejten
General annotation (Comments) «— beliili lokalizici6ja, betegségekkel valé kapcsolata stb.
Function Actins are highly conserved proteins that are involved in various types of cell motility and are ubiquitously expressed in all eukaryotic cells.
Subunit structure Polymerization of globular actin (G-actin) leads to a structural filament (F-actin) in the form of a two-stranded helix. Each actin can bind to 4 others. Interacts with TTID. Interacts (via its C-terminus) with USP25; the interaction occurs

for all USP25 isoforms but is strongest for isoform USP25m in muscle differentiating cells.
Subcellular location Cytoplasm > cytoskeleton
Post-translational modification Oxidation of Met-46 by MICALs (MICAL1, MICAL2 or MICALS3) to form methionine sulfoxide promotes actin filament depolymerization. Methionine sulfoxide is produced stereospecifically, but it is not known whether the (S)-S-oxide

Involvement in disease Defects in ACTA1 are the cause of nemaline myopathy type 3 (NEM3) [MIM:161800]. A form of nemaline myopathy. Nemaline myopathies are muscular disorders characterized by muscle weakness of varying severity and onset,
and abnormal thread-or rod-fike structures in muscle fibers on histologic examination. The phenotype at histological level s variable. Some patients present areas devoid of oxidative activity containg (cores) within myofibers. Core
lesions are unstructured and poorly circumscribed. 12

11.5. abra. Egy UniProt fehérje szekvencia mintaféjl (név, altalanos annotacio).

Secondary structure

Helix Strand | Turn

Details.
A human vazizom aktin masodlagos szerkezete
Sequences
Sequence Length Mass (Da) Tools
P68133 [UniParc]. FASTA 377 42051 Blast +[ go

Last modified July 21, 1986. Version 1
Checksum: DF2A3A046346A179

10 20 30 40 50 60 P pnd Tz PR " .
MCDEDETTAL VCDNGSGLVK AGFAGDDAPR AVFPSIVGRP RHQGVMVGMG QKDSYVGDEA A P68133 elérési kddi human vazizom aktin (ai-aktin)
70 s s0 100 110 120 szekvenciaja . 377 aminosavbol dll, molekulatomege
QSKRGILTLK YPIEHGIITN WDDMEKIWHH TFYNELRVAP EEHPTLLTEA PLNPKANREK 42 051 Dalton
140 150 160 170 180

MTQIMFETFN VPAMYVAIQA VLSLYASGRT TGIVLDSGDG VTHNVPIYEG YALPHAIMRL

190 200 210 220 230 240
DLAGRDLTDY LMKILTERGY SFVTTAEREI VRDIKEKLCY VALDFENEMA TAASSSSLEK

250 260 270 280 290 300
SYELPDGQVI TIGNERFRCP ETLFQPSFIG MESAGIHETT YNSIMKCDID IRKDLYANNV

310 320 330 340 350 360
MSGGTTMYPG IADRMQKEIT ALAPSTMKIK IIAPPERKYS VWIGGSILAS LSTFQQOMWIT

KQEYDEAGPS IVHRKCF

11.6. abra. Egy UniProt fehérje szekvencia mintaféjl (szekvencia, masodlagos szerkezet).

Az UniProt adatbazis az ExXPASy (Expert Protein Analysis System; expasy.org/) portalhoz kapcsolddik, amelyen
keresztiil szamos proteomikai adatbazist, masodlagos adatbazisokat és online bioinformatikai programot
(DNS—fehérje transzlacio, molekulatomeg és izoelektromos pont szamolas, szerkezeti és funkcionalis motivum,
poszt-transzlaciés modositasok keresése, szerkezeti predikciok stb.) lehet elérni. A portal egy részletét a 11.7.
abran mutatjuk be (adatbazisok és szekvencia analizis programok kereséfeliilete).
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Visual Guidance

proteomics
protein sequences and identification
mass spectrometry and 2-DE data
protein characterisation and function
families, patterns and profiles
post-translational modfication
protein structure
protein-protein interaction
similarity search/alignment
genomics
structural bicinformatics
systems biology
phylogeny/evolution
population genetics
transcriptomics
biophysics

imaging

ExXPASyY

Bioinformatics Resource Portal

Home About

| Query all databases ] I

& SIB resources
External resources - (No support from the ExPASy Team)

Databases

& neXtProt + human proteins * [more]
& PROSITE * protein domains and families « [more]
& STRING + protein-protein interactions * [more]

“ SWISS-MODEL Repository * protein structure homology
models + [more]

& UniProtKB « functional information on proteins + [more]
& UniProtkB/Swiss-Prot « protein sequence database * [more]
H ViralZone « portal to viral UniProtKB entries * [more]

& EMBnet services * bioinformatics tools, databases and
courses * [more]

& ENZYME + enzyme nomenclature « [more]

& GlycoSuiteDB * glycan database * [more]

&3 GPSDB * gene and protein synonyms * [more]

“ HAMAP « UniProtKB family classification and annotation < [more]
B MetaNetX « Metabolic Network Repository & Analysis « [more]
& MIAPEGeIDB + MIAPE document edition * [more]

x search help

Tools

& SWISS-MODEL Workspace * structure homology-modeling * [more]
& SwissDock * protein ligand docking server * [more]

2ZIP + Prediction of leucine zipper domains + [more]
30f5 -« find user-defined patterns in protein sequences * [more]
“ AACompldent « protein identification by aa composition * [more]
“ AACompSim « amino acid composition comparison * [more]
Agadir « Prediction of the helical content of peptides « [more]
& ALF « simulation of genome evolution « [more]
! Alignment tools + Four tools for multiple alignments « [more]
& AlIAIl + protein sequences comparisons * [more]
APSSP + Advanced Protein Secondary Structure Prediction « [more]
! Ascalaph * Molecular modeling software + [more]
big-PI « predict GPI modification sites « [more]
& Biochemical Pathways * Biochemical Pathways * [more]
& BLAST - sequence similarity search « [more]
& BLAST (UniProt) « BLAST search on the UniProt web site * [more]

EN MvHits « protein domains database and tools « [morel

11.7. abra. Az ExPASy bioinformatikai portal egy részlete.

11.2.3. Protein Data Bank (PDB)

A PDB (www.rcsb.org/pdb) adatbazisban jelenleg 75.000 rontgen-krisztallografiai és kozel 10.000 NMR szerkezetet
tarolnak (ezzel a két modszerrel lehet a makromolekulak térszerkezetét atomi felbontasban meghatarozni). Az
annotalt fajlok a térszerkezeti koordinata adatokon kiviil szamos tovabbi informaciot is tartalmaznak. Az adatbazis
kezddoldalat és egy szerkezeti fajl részletét a 11.8. és 11.9. abra mutatja be. Az egyes térszerkezeteket egy szambol
¢és harom betiib6l allo kod alapjan lehet azonositani (pl. 1GFL a GFP fehérje egyik térszerkezeti modellje). A
szerkezeti modelleket online a Jmol elnevezésii kisalkalmazassal (applet) vagy a koordinata fajlok letdltése utan
egyéb molekularis grafikai programokkal lehet vizualizalni. A PDB f6oldalarol érhet6 el a ,,Honap molekulaja”
oldal (Molecule of the Month), amely egy-egy biologiai szempontbdl izgalmas fehérje szerkezetét és miikodését
mutatja be roviden és kdzérthetéen. Kitling oktatasi segédanyagok is elérheték a PDB honlapon keresztiil, mint
példaul az a poszter (Tour of the Protein Data Bank), amely tobb tucat fontos fehérje (enzimek, motor-, membran-
és DNS-kot6 fehérjék, fehérjekomplexek) térszerkezetét abrazolja, méretaranyosan. Az oktatasi anyagok a PDB-
101 weboldalon talalhatok (An Educational Resource for Exploring a Structural View of Biology).

A memeer or e SIPDB
An Information Portal to Biological Macromolecular Structures
As of Tuesday Oct 09, 2012 at 5 PM PDT there are 85212 Structures | PDB Statistics = 04 0) @ &

1% -
CPDEB . e
PROTEIN DATA BANK

All Categories Author i Macromolecule ¥ Sequence tigand @

Search | Al categories: e.g., PDB ID, molecule name, author Q| & Browse @ Advanced
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Available on the
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£ % Biological ", Advanced Search:
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Structural View of Biology
Understanding PDB Data
Molecule of the Month
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Author Profiles

Molecule of the Month

Citric Add Cyde Website Release Archive: ~
The citric acid cycle, also known as the Krebs cycle or the tricarboxylic acid cycle, is at the center of cellular metabolism, playing a starring role in both the process of =

energy production and biosynthesis. It finishes the sugar-breaking job started in glycolysis and fuels the production of ATP in the process. It is also a central hub in

biosynthetic reactions, providing intermediates that are used to build amino acids and other molecules.
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1 MyPDB Hide 3 RCSB PDB News  Hide
Login to your Account
Register a New Account

s some _isae | €y

News & Publications Sageds
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Deposition Policies

¥
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Contact Us
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Protein Structure Initiative Featured System

Bacterial Phosphotransferase System
Bacteria are thrifty cells. They often live in inhospitable environments, and many live in places with no oxygen, so their options for generating energy are limited. So, bacteria
have developed many clever ways of living off of whatever is available, and exploiting these resources to their best advantage. The bacterial phosphotransferase system,
often abbreviated as "PTS", is a perfect example of both the opportunistic nature of bacterial life, and their thrifty use of resources.
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11.8. abra. A PDB adatbazis (dinamikusan valtozd) honlapja.
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11.9. abra. A PDB adatbazisbdl egy mintafajl (GFP) részlete.

11.3. Bevezetés a szekvenciak bioinformatikai
analizisébe

11.3.1. Bioinformatikai feladatok a molekularis klonozas
soran

Egy rekombinans DNS konstrukci6 (lasd 10. fejezet) megtervezése soran a vektorban illetve az inszertben talalhatd
potencidlis restrikcids endonukledz felismeréhelyeket ismerniink kell. Megtalalasuk, amely a restrikcios térképezés
része, a legegyszeribben online elérhetd programokkal lehetséges. Erre példak a NEBCutter vagy a
RestrictionMapper programok. Célszert a késziild rekombindns DNS konstrukciorol géntérképet rajzolni, amely
célra szintén szamos letolthetd vagy online program alkalmas (pl. pPDRAW, BioEdit). Egy masik gyakori
bioinformatikia feladat példaul a PCR reakcidkhoz, in vitro mutagenezishez vagy szekvenalashoz oligonukleotid
primereket tervezni. Ezt a feladatot is konnyen megoldhatjuk online elérhetd programok segitségével (pl. Primer3,
Oligo). A polimeraz lancreakciok és szamos mas géntechnoldgiai feladat (szekvenalas, hely-specifikus mutagenezis,
génkiiités, géncsendesités stb.) kivitelezése el6tt sokszor magunknak kell megtervezniink a kisérlethez sziikséges
oligonukleotid primereket. Erre a célra is szdmos szintén vagy letdltheté vagy online elérhetd program all
rendelkezésiinkre (pl. Primer3, OligoCalc).

11.3.2. Hasonlésagvizsgalat és szekvencia-illesztés

A DNS szekvenciak hasonldsagvizsgalata segitségével megtudhatjuk, hogy példaul az altalunk szekvenalt DNS
megtalalhatd-e mar az adatbazisokban, masrészt hogy milyen szekvenciakkal all evoliicios rokonsagban (homolégia
vizsgalat). Az egyszeri hasonlosagvizsgalatnal egyetlen szekvenciat hasonlitunk 6ssze egy teljes szekvencia
adatbazissal (1asd BLAST program), mig a homoldgia vizsgalatara a tobbszords szekvencia-illesztés modszer a
legalkalmasabb (lasd ClustalW program). Akar nukleotid, akar aminosav szekvencidkat hasonlitunk Ossze, a
kiilonbozo fajokban talalhatd, azonos funkcidjt DNS/RNS vagy fehérjelanc egymas ortologja, egy fajon beliil
génduplikacioval keletkezd, hasonld funkcidji gének és géntermékek pedig paralégok. Evolucios torzsfak
készitésével ebben a jegyzetben nem foglalkozunk, azokkal bioinformatikai kurzusokon ismerkedhetnek meg.

11.3.2.1. A BLAST program

Egy ismeretlen nukleotid-, vagy aminosav szekvencia azonositasat hasonlosagvizsgalattal kezdjiik. Az interneten
hozzaférheto programok koziil a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) nevii programot ismertetjiik, s ezt
fogjak hasznalni a gyakorlaton is (az NCBI BLAST programja itt érhetd el: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi,
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de szamos mas bioinformatikai szerver is tartalmazza). Ez a program egy un. heurisztikus algoritmust hasznal,
ami lehetdvé teszi, hogy egy altalunk megadott un. keresé (,,query" vagy ,target”) szekvenciat a hatalmas mérett
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 adatbazisbol, majd egy pontozasi tablazat segitségével a legrelevansabb talalatok illesztését
terjeszti ki mindkét irdnyban. Fontos, hogy a kereso szekvenciat az in. FASTA formatumban (11.10. abra) kell
bevinni a keresOprogramba.

>gi| 5524211 |gb|AAD44166.1| cytochrome b [Elephas maximus maximus]

(az elséd sor kimaradhat)
LCLYTHIGRNIYYGSYLYSETWNTGIMLLLITMATAFMGYVLPWGOMSFWGATVITNLFSAIPYIGTNLV
EWIWGGFSVDKATLNRFFAFHFILPFTMVALAGVHLTFLHETGSNNPLGLTSDSDKIPFHPYYTIKDFLG
LLILILLLLLLALLSPDMLGDPDNHMPAD PLNTPLHIKPEWYFLFAYAILRSVPNKLGGVLALFLSIVIL
GLMPFLHTSKHRSMMLRPLSQALFWTLTMDLLTLTWIGSQPVEYPYTIIGOMASILYFSIILAFLPIAGX
IENY

11.10. abra. A FASTA szekvencia formatum.

Amennyiben nukleotidszekvencidval kerestink, akkor a BLASTN alprogramot kell haszndlnunk. Ha
proteinszekvencidnk van, akkor a BLASTP alprogrammal fehérje adatbazisokban kereshetiink. A BLASTX
alprogram a keresé nukleinsav szekvencidt mind a hat leolvasasi keretben leforditja és ezzel keres a fehérje
adatbazisban. A TBLAST alprogramok segitségével leforditott nukleinsav adatbazisokban kereshetiink fehérje-
(TBLASTN) vagy leforditott nukleinsav szekvencidkkal (TBLASTX). A keresési lehetdségeket az alabbi tablazat
foglalja &ssze:

Program Keresd szekvencia Célszekvencia
BLASTN | Nukleotid Nukleotid
BLASTP Protein Protein
BLASTX | Nukleotid, 6 leolvasasi keretben | Protein
TBLASTN | Protein Nukleotid, 6 leolvasasi keretben
TBLASTX | Nukleotid, 6 leolvasasi keretben | Nukleotid, 6 leolvasasi keretben

11.1. tablazat: A BLAST részprogramjai.

A BLAST futés eredményeként olyan talalatokat kapunk, amelyek az adatbazisban tarolt szekvenciak koziil
szignifikdns hasonldsagot mutatnak a célszekvenciaval. A program sorba allitja ezeket a szekvenciaparokat, kezdve
a legnagyobb hasonlosagot mutatoval. A szignifikancidt egy E-vel jelolt, a véletlen hasonlosag mértékéhez
viszonyitott varhato érték (expectation) jelzi, valamint egy ,,score” érték, ami az azonos, hasonl6 és ,,rés” (gap)
pozicidkat szdmolja egy nukleotid vagy aminosav hasonldsagi matrix alapjan. Ezek koziil leggyakrabban az un.
BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) matrixokat hasznaljak. Ha E < 0,01, akkor a két szekvencia minden
bizonnyal homoldg (azaz evolicids rokonsagot mutat, kdzos 6sbol szarmazik). A nagy hasonlosagot mutatd
szekvenciak azonosit6 kodjuk (accession number) alapjan megkereshetok az annotalt adatbazisokban. A BLAST
eredmény oldalarol kdzvetlen linkekkel is eljuthatunk a GenBank adatbazisba, ahol az adott fajl annotacigjabol
mar sokat megtudhatunk a keresett génrdl, cDNS-rdl és az altala kodolt fehérjérdl. Tovabbi informaciohoz jutunk,
ha az eddig fellelt adatok alapjan megkeressiik a fehérjénket az UniProt adatbazisban, ahonnan linkeken keresztiil
még szamos adatbazist is felkereshetiink. Egy BLAST futtatas eredményét (részlet) a 11.11. dbra mutatja be (a
BALSTP programmal UniProt fehérje adatbazison futtattuk le a human vazizom aktin szekvenciajat).
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Alignments Entry Entry name Status Protein names Organism Length Identity Score E-value Gene names

Actin, alpha skeletal Chelonia mydas (Green sea-turtle)

| © M7AKZ6 M7AKZ6_CHEMY 377 100.0% 1,975 0.0 UY3_17810

muscle (Chelonia agassizi)
€ L7MZF2  L7MZF2 ANOCA Uncharacterized Anolis carolinensis (Green anole) 377 100.0% 1.975 0.0 ACTA1
d = protein (American chameleon) e :
© KIF4l9  KTF4I9 PELSI Uncharacterized Pelodiscus sinensis (Chinese softshell 377 100.0% 1.975 0.0 ACTA1
- = protein turtle) (Trionyx sinensis) Y ' -
© J3SBR4 J3SBR4_CROAD Actin, alpha skeletal C_rotalus adamanteus (Eastern 377 100.0% 1975 0.0
muscle diamondback rattlesnake)
. N Spermophilus tridecemlineatus
© I13N266 I3N266_SPETR ool (Thirt lined ground squirrel) (Ictidomys 377 100.0% 1,975 0.0 ACTA1
P tridecemlineatus)
© HOVGS3 HOVGS3_CAVPO :;':"i:;’“'e"l"d Cavia porcellus (Guinea pig) 377 100.0% 1,975 00  LOC100716933
o Uncharacterized Otolemur garnettii (Small-eared galago) "
€ HOXEGO HOXEGO_OTOGA protein (Gamett's greater bushbaby) 377 100.0% 1,975 0.0 ACTA1
P Uncharacterized Sarcophilus harrisii (Tasmanian devil) -
© G3WM41 G3WM41_SARHA protein (Sarcophilus laniarius) 377 100.0% 1,975 0.0 ACTA1
© G3SXX7 G3SXX7_LOXAF :)’r':)‘;:;l'ac'e"”d Loxodonta africana (African elephant) 377 100.0% 1975 0.0 LOC100661558
© F7THWM15 F7HM15_MACMU ;’r’:’ct:;"’“e"ze" Macaca mulatta (Rhesus macaque) 377 100.0% 1,975 0.0 ACTA1
© F7C792 F7CZ92_HORSE uncharactorized Equus caballus (Horse) 377 100.0% 1,975 0.0 ACTA1

protein

11.11. abra. BLAST programmal térténd szekvencia hasonlésdgvizsgalat eredménye (részlet).

Fontos megjegyezni, hogy a térszerkezetek dsszehasonlitasa alapjan konnyebb a tavolabbi fehérje rokonsagokat
feltarni, mint a szekvenciak vizsgalatabol (bar mint 1attuk, sokkal tobb szekvencia, mint térszerkezeti informéacidval
rendelkeziink, tehat a fehérje evolucio kutatoi tobbet foglalkoznak az elsédleges szekvencidk 6sszehasonlitasaval).
A térszerkezeti hasonlosag vizsgalataval mesterszintii bioinformatikai kurzusokon ismerkedhetnek meg.

11.3.2.2. Tobbszoros szekvencia-illesztés

A hasonlésagvizsgalat ,kifinomultabb” modja, ha tobb nukleinsav vagy fehérje szekvenciat megprobalunk ugy
egymas ala illeszteni, hogy a lehet6 legtobb pozicidban azonos vagy egymashoz hasonl6 nukleotidok/aminosavak
legyenek. Az optimalis illesztés érdekében megengediink az egymas alatti sorokban ,,szokézoket” is (gap).
Amennyiben konzervativ régid(ka)t talalunk a szekvencian beliil, azok jo eséllyel valamilyen szerkezeti elem vagy
funkcionalis motivum jelenlétére utalnak. A tobbszords illesztésre leggyakrabban a ClustalW programot és
szarmazékait hasznaljuk, amely elérhetd az ExPASy portalon (embnet.vital-it.ch/software/Clustal W.html) vagy
az Europai Bioinformatikai Intézet portaljan keresztiil (ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). A 11.12. 4bran a human
hemoglobin alfa és béta alegységeit €s a mioglobin szekvenciajat illesztettiik a ClustalW program segitségével. A
szekvenciaillesztés legalsé soraban a csillag azonos (invarians) aminosavakat jeldl az adott pozicidban, mig a
kettéspont erdsebben, a egyszeres pont pedig gyengébben konzervativ poziciokat jelol. Az illesztésen belill a
kotjelek a ,,rések”, amelyeket a program az optimalis illesztés érdekében szirt be a szekvenciakba.

P69905 (HBB_HUMAN) MV-LSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF-DLSH-----— GsS 53
P68871 (HBB_HUMAN) MVHLTPEEKSAVTALWGKV--NVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGN 58
P02144 (MYG_HUMAN) -MGLSDGEWQLVLNVWGKVEADIPGHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKAS 59

L H * *kk Kk * x k.. * * * * *

P69905 (HBB_HUMAN) AQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAH 113
P68871 (HBB_HUMAN) PKVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHH 118
P02144 (MYG_HUMAN) EDLKKHGATVLTALGGILKKKGHHEAEIKPLAQSHATKHKIPVKYLEFISECIIQVLQOSK 119

sk kk kK, . c ks ok k. . *
P69905 (HBB_HUMAN) LPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR------= 142
P68871 (HBB_HUMAN) FGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH------ 147
P02144 (MYG_HUMAN) HPGDFGADAQGAMNKALELFRKDMASNYKELGFQG 154
% . . .« % .. P 3

11.12. dbra. A globin csaladba tartozé harom fehérjelanc ClustalW programmal t6rténd szekvencia illesztésének
eredménye.

11.3.3. Fehérjeszekvenciak analizise

A fehérjeszekvenciakkal végezhetd bioinformatikai elemzések lehetdségeit vazlatosan a 11.13. abra foglalja 6ssze
(a legtobb analizist nukleinsav szekvencidkkal is el lehet végezni). Egyrészt a szekvencidkat egymassal és az
adatbazisokban megtalalhat6 szekvenciakkal hasonlithatjuk 6ssze, masrészt a polipeptidlanc fizikai és szerkezeti
(valamint a beldle kdvetkez6 funkcionalis) tulajdonsagaira nézve tehetlink joslasokat. Az 6sszehasonlitdsokkal az
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el6z6 fejezetben foglalkoztunk (BLAST ¢és ClustalW programok). Az un. profil analizis soran a vizsgalando
szekvenciankat olyan masodlagos adatbazisokkal hasonlitjuk 0ssze, amelyekben a fehérjecsaladokra, szerkezeti
¢és funkcionalis doménekre, modulokra, foszforilacios, glikolizacios és egyéb poszttranszlacios modosulasok
konszenzus szekvencidira vonatkozo informaciokat és szekvenciakat tarolnak. Erre a célra is szamos online program
alkalmas, amelyeket a korabban ismertetett bioinformatikai portdlokon lehet elérni. Példaul az EBI portalon
keresztiil elérheté InterPro masodlagos adatbazis (valdjaban szamos masodlagos adatbazist Osszefogod
»szuperadatbazis”) az InterProScan programmal végezhetd profil analizis, a PhosSitePlus adatbazisban pedig
poszttranszlaciés modositasok (foszforilacio, acetilacid) potencialis helyei kereshetdk az analizalandé szekvenciaban.

[ Protein szekvencia ’
| |

1 1
[ Osszehasonlitas J ‘ Predikcié J
L 1
1 1 N 1
Homologia Profil Fizikai Szerkezeti
; (motivum, domén ; ; ' ;
kereseés srallas tulajdonsagok/ tulajdonsagok
| pl. foszforilacids, pl. pl.
BLpA.ST glikolizacios hely, molekulatomeg, membran hélixek,
kotémotivumok, izoelektromos coiled-coil szerkezet,
ClustalW sl pont 3D szerkezet j6slas
(homoldgia modell)

11.13. abra. Fehérje szekvenciak bioinformatikai vizsgalatanak lehet6ségei.

11.4. Fehérjék térszerkezetének molekularis
grafikai abrazolasa

11.4.1. RasMol

A RasMol egy ingyenes, ,,standalone” molekularis grafikai program. Segitségével egy atomi koordinatakat tartalmazo
térszerkezeti f4jl tartalma vizualizalhat6 (rendering). Két ablakbol all. Az egyikben a modellezett fehérjeszerkezet
jelenik meg, a masik az Un. parancsablak. A beolvasandé fajlnak megfeleld, pl. pdb formatumban kell lennie, amit
a PDB adatbazisbol tolthetiink le. Az elészor megjelend abrazolas a makromolekula szerkezetét ,,drot” modellként
mutatja. Attekinthetébb a szerkezet, ha a , display” meniib6] a ,,backbone” (polipeptid gerinc) dbrazolast valasztjuk.
Valaszthato még a térkitolto (,,spacefill”), palcika (,,stick™). golyd-palcika (,,ball & stick™) vagy a szalagabrazolas
(,,ribbon”, ,,cartoon”) is. Az utobbinal az a-hélixeket szalag, mig a B-lanc masodlagos szerkezeti egységeket lapos
nyil reprezentalja.

A modellt szinezhetjiik a standard CPK atomszinekkel, az egyes lancokat kiilon szinnel (,,chain”), az aminosavakat
tulajdonsaguk alapjan (,,shapely™), a kristalyon beliili mozgékonysaguk alapjan (,,temperature”) stb jelolhetjiik. A
CPK szinskalaban (az ezt kitalalo harom kutat6 nevének elsd beti1jébol szarmazik az elnevezés) a hidrogén atomok
fehérek, a szén atomok feketék (sziirkék), a nitrogén atomok kékek és az oxigén atomok piros szintiek.

A molekulat kiilonb6z6 sikokban el lehet vagni (,,slab” mod), szteredban dbrazolni, a kristalyban egyébként nem
lathato H-atomokat abrazolni.

Az egér bal gombbal a molekula az °x’ és ’y’ tengely mentén forgathato, a jobb gombbal balra-jobbra tologathato.
A bal-shift gombbal nagyithatd, kicsinyithetd. a jobb-shifttel a *z’ tengely mentén forgathat6. A lanc barmely
részletére rakattintva az egérrel, a parancsablakban megjelenik a kérdéses aminosav sorszdma az adott lancon
beliil, illetve az aminosav maradék atomtipusa és az atom sorszama. Molekularészek kijeldlése a parancsablakbol
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lehetséges. Az aminosavakat vagy sorszamukkal (pl ,,select 25A”, a 25. aminosav az,,A” lancban) vagy az aminosav
névvel egyiitt lehetséges. Lancrészletet kotdjellel jeloliink ki (pl ,,select 1-33”: a polipeptidlanc els6 33 aminosavat
jeloli ki). Amennyiben a fehérje a polipeptidlancon kiviil ligandumot is tartalmaz (koenzim, szubsztrat, fémion),
az ,.hetero” néven vagy a roviditett nevével szelektalhato (pl. ,,ca” = Ca2+). A nevet a ligandumra kattintva
megtudhatjuk. A meniiben talalhatoé és a parbeszédablakban kiadhaté parancsok mindig az utoljara szelektalt
molekularészre vonatkoznak. Szinezni a ,,color” paranccsal €s az utana irt szinnel (pl. ,,red”, ,,green”, ,,magenta”
stb.) lehet. A hatteret a ,,background color” paranccsal lehet atszinezni. Molekularészletek eltiintethetdk a ,,restrict”
parancs kiadasaval: ,restrict 1-56” az 56-os aminosavtol eltlintet mindent. A megvaltoztatott modellt a ,,write
script” paranccsal és egy fajlnév megadasaval egy in. script-fajlban el lehet menteni. Ez utobbi a parancsablakba
beirt ,,script” és fajlnév paranccsal olvastathato be.

A ,Help” meniibdl tovabbi részletek tudhatok meg az abrazolasokrol, modositasokrol és a lehetséges szerkezeti
analizisekrdl. A RasMol egy sokat tudd program! Minden tulajdonsagét kihasznalni csak hosszasabb tanulassal
lehet. Megjegyzendd, hogy szerkezeti modellezésre (homologia modellek készitése, mutaciok szerkezeti hatdsainak
vizsgélata, energia-minimalizalas, molekularis dinamikai szamitasok) NEM alkalmas, arra mas (altaldban nem
ingyenes) programok ill. programcsomagok szolgélnak. Tovabbi segitséget a Rasmol hasznalatardl az olvaso itt
talal: http://www.openrasmol.org/doc/. A 11.14. és 11.15. abran mutatunk be két RasMol programmal késziilt
molekularis grafikai képet. Az els6n a kalmodulin EF-kéz Ca®*kotd doménjét abrazoltuk (az a-hélixek magenta
szintiek, egy rovid B-lemez a Ca®"-kot6 hurok elején sarga, a Ca2+kék, az ion koordinalasaban résztvevo oldallancokat
golyo-palcika modellel dbrazoltuk), a masodikon a mioglobin fehérje térszerkezetét szalagmodellel (,,cartoon”)
abrazoltuk (o-hélix: piros, hurok: sarga, hem: golydspalcika abrazolassal kék, a F e?" térkitoltd magenta).

11.14. abra. Kalmodulin EF-kéz motivum RasMol abrazolasa.
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11.15. dbra. Mioglobin RasMol ébrazolasa.

11.4.2. PyMOL

A PyMOL szintén nyilt forraskodi molekularis grafikai program, amelyet jelenleg a leggyakrabban hasznalnak
tudomanyos publikaciokban makromolekula térszerkezetek abrazolasara. Egyetemi hallgatok regisztracid utan
ingyenesen letolthetik és hasznalhatjak (a molekularis modellez6 funkciokat kivéve). A RasMol-hoz képest nagy
elénye, hogy az elkészitett szerkezeti abrakat kdzvetleniil el lehet menteni nyomdai minéségii grafikai fajlokba.
A 11.16. abran egy ilyen ,,publikdciés mindségli” szerkezeti modellt mutatunk be (egy gerinces-specifikus
homodimer Ca*"-kot6 fehérje, az S100A4 és egy miozin fragmentum komplexét abrazoltuk szalagmodellel). A
11.17. abran a hemoglobin térszerkezetét haromféle abrazolasban tiintettiik fel. A bal oldali modell a polipeptidlanc
Osszes atomjat palcika abrazolasban, mig a nem-kovalens modon kotott négy hem prosztetikus csoport atomjait
térkitoltd modon (narancs szinnel) mutatja. A kdzépsé modell a négy alegységet szalagmodellel (és négyféle
szinnel) jeleniti meg, mig a jobb oldali modell a fehérje felszinét abrazolja (a két ,,kilatsz6™ hem palcika abrazolassal
késziilt).

A program részletes hasznalatat a mesterszakos képzés soran ismerhetik meg.
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11.16. abra. Az S100A4 Ca®-k6t8 fehérje és egy miozin peptid (kék) komplexének térszerkezete, PyMOL
abrazolassal. (CaZJr ionok sziirke golyokkal, az S100A4 dimer két alegysége pedig sarga €s bibor szinekkel vannak
abrazolva.

11.17. abra. A dezoxi-hemoglobin térszerkezete, tobbféle PyMOL abrazolassal: a négy alegység kiilon szinnel
palcika modellként, a hemek goly6 modellként abrazolva (bal oldal); a négy polipeptidlanc kiilonbozé szinekkel
szalag modell abrazolassal (k6zépen); a fehérje felszini abrazolassal (van der Waals-felszin), a hemek palcika
abrazolassal latszanak (jobb oldal).
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11.4.3. Jmol

A Jmol is egy szabadon fejleszthetd, Java programozasi nyelven irodott molekularis grafikai, bongészé program
un. kisalkalmazas (applet), amely azonban letdltheté programként (,,standalone” alkalmazas) is hasznalhato.
Bemeneti adatként a PDB f4jl formatumon kiviil szdmos mas, a szerkezeti biologiaban és a szerves kémiaban
hasznalatos, atomi koordinatakat tartalmazo6 formatumot elfogad. A térszerkezetek molekularis vizualizaciojahoz
sziikséges parancsok a RasMol programhoz hasonléak, ugyanazt a ,logikat” kovetik. Egyszeriibb
molekulamodellezési feladatokat is el lehet végezni vele (atomok hozzaadésa, torlése stb.) A parancsablakot a jobb
egér gombbal lehet megnyitni. A kozelmultban elkésziilt a magyar verzidja is. A Jmol-lal kapcsolatos nagyon sok
hasznos informaci6 elérhet6é a Wiki oldalan.

A Jmol alkalmazéssal nagyon gyakran taldlkozhatunk oktatasi céllal késziilt szakmai honlapokon, de a PDB
adatbazisban talalhato 0sszes szerkezetet is interaktiv modon dbrazolni lehet vele. A 11.18. abran a hemoglobin
miikddését és a sarlosejtes vérszegénységet okozo hemoglobin mutaciot €s hatasat bemutatd angol nyelvii interaktiv
oktatasi segédanyag egy kimerevitett abraja lathato. Ez az interaktiv molekularis grafikai animaci6 az interneten
itt érhetd el: http:/molviz.orgf A 11.19. dbran Jmol programmal abrazolt B-DNS részletet és a harom lancbol allo
kollagén-hélixet mutatjuk be.

11.18. abra. A hemoglobin mitkodését bemutatd animacio részlete (alegység felszinek kdzotti kdlesonhatas). Az
alegység felszinek kozotti kdlesonhatas és a golyd modellként kiemelt aminosav oldallancok szerepét az eredeti
animacid tanulmanyozasaval lehet megérteni.

11.19. abra. A B-DNS (bal) és kollagén (jobb) térszerkezete Jmol programmal abrazolva.
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12. fejezet - Szamolasi és
problémamegoldo feladatok

szerzO: Radnai Laszlo

A feladatgylijtemény tagolddasat tekintve nagyrészt igazodik a jegyzet fejezeteihez. Minden fejezetcim utan
megtalalhaté néhany példa részletes levezetése, illetve megoldasa. Az ilyen feladatokat ,,(MINTAFELADAT)”
felirat jeloli. A ,,(*)” jelolést, szamitasokat igényld példak megoldasait elkiilonitve, a ,,Megoldasok™ fejezetben
talaljuk. Egyes kérdések nem kaptak semmilyen jelolést; ezek pusztan a tananyag atismétlésére, a tudas elmélyitésére
szolgalnak, igy a megoldas ,,megtalalasa” itt az olvasé feladata.

Néhany hasznos eléismeret:

I. Relativ molekulatomeg (M,) és Molaris tomeg (M):

A relativ molekulatdmeg (M, tulajdonképpen dimenzi6 nélkiili szam, mely megmutatja, hogy az adott molekula
tomege hanyszorosa a szén 12-es izotdp tomege 1/12-ed részének. Biokémidban elterjedt jeldlése a Dalton (Da),
vagy kilodalton (kDa).

* A molaris tdomeg (M) dimenzidja tdmeg / mol, és altalaban g/mol mértékegységben hasznalatos.

» Egy molekula daltonokban megadott relativ molekulatdmegének szamértéke megegyezik ugyanazon vegyiilet
g/mol mértékegységben kifejezett molaris tomegével.

II. Koncentraci6 dimenziok — szazalékok:

* Vegyes szazalék: hany g oldott anyag van a 100 ml végtérfogata oldatban?

+ Térfogat szazalék: hany ml adott folyadékot mértiink be a 100 ml végtérfogata oldatba?
» Tomeg szézalék: hany g oldott anyag van a 100 g-nyi oldatban?

III. Koncentracié dimenziok — molaritas: hany mol oldott anyag van 1 liter oldatban? (Mértékegysége: mol/dm?,
vagy masképp: M)

IV. Koncentracio dimenzidok — mg/ml: Gyakori ,,0nkényes” koncentracio a laborban. Vegylik észre, hogy ez azonos
a g/l kifejezéssel, hiszen 1 g/l = 1000 mg / 1000 ml = 1 mg/ml, tovabba, hogy azonos az SI rendszerben szerepeld
kg/m3 koncentracioval.

V. A biokémiaban gyakorta hasznalt nagysagrendek:

o milli... egy-ezred (jele: m) pl. | mM = 10° M

* mikro... egy milliomod (jele p), tehat pl. 1 mikroliter = 1/ 10% liter = 10°® liter
* nano... egy millidrdod (jele n), tehat pl. 1 nanométer = 10 méter

Mértékegységek és oldatok

1. Hany mol illetve hany mg natrium-klorid van 15ul 0,5 M natrium-klorid oldatban? (My,; = 58 g/mol)
(MINTAFELADAT)

Ha 11 oldatban 0,5 mol NaCl,
akkor 1ml-ben 0,5mmol NaCl,
illetve 1 pl-ben 0,5 pmol NaCl van.

Ha 1 pl-ben 0,5 pmol, akkor 15 pl-ben 15-szdr tobb, vagyis 7,5 pmol.
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Ez 7.5:10° mol.
A feladat megoldhat6 egyszerli aranyparral is:
1:0,5=1,5-10": x x = 7.5-10° mol
Ezutan a molaris tomeggel szorozva megkapjuk az NaCl mennyiségét grammban, amit atvaltunk mg-ra:

7,5-10° mol - 58 g/mol = 4,35-10"* g = 0.435 mg

. Egy fehérjeoldat koncentracidja 5 mg/ml, a fehérje molekulatémege 25000 Da. (A) Hany moélos [M] ez a fehérje

oldat? (B) Hany vegyes szazalékos ez az oldat? (MINTAFELADAT)

(A) Konnyen belathato, hogy Smg/ml = 5¢g/1, hiszen: 1g/l = 1000 mg/ 1000 ml = 1 mg/ml. Az egy liter (1 dm3)
oldatban talalhat6 5 g fehérje anyagmennyisége:

5/25000 = 2-10"* mol, vagyis a koncentracio 2- 10 mol/dm? (=2- 10 M)

Megforditva a logikat: a molaris tomeg 25000 g/mol, tehat 25000 g/1, azaz 25000 mg/ml lenne az 1 M-os oldat
koncentracioja. Akkor az 5 mg/ml-es oldaté hany M-os?

Egyszerti aranyparral szamolva:

IM-os 25000 mg/ml
x M-os 5 mg/ml
x = (5 mg/ml - 1 M) /25000 mg/ml =2:10* M

(B) Ha 1 g feloldott anyag van 100 ml oldatban, akkor az oldat 1 vegyes %-o0s. Esetiinkben az oldat 5 mg/ml-
es (=5 g/l), tehat 5 g feloldott anyag van 1000ml oldatban. Szaz milliliterben ennek a tizede, vagyis: 0,5 g. Az

oldat 0,5 vegyes %-o0s.

. Egy gomb alaktnak tekinthetd eukaridta sejt atmérdje 50 um. Egy atlagos méretii (kb. 40 kDa molekulatdmegii)

globularis fehérje atmérdje =3,6 nm. (A) Hany ilyen molekula férne el a sejtben, feltételezve, hogy nincs jelen
mas sejtalkotd komponens €s a rendelkezésre allo teret a lehetd legszorosabban toltjiik fel a kicsi, kozelitleg
gomb alaku fehérjemolekulakkal? (Ekkor a tér kb. 74%-4t toltenék ki a fehérjemolekulak, koztiik pedig kb.
26%-nyi ,,iires” hely maradna.) (B) A fenti feltételezett sejtben a gliikdz koncentracié 1mM (mmol/dm3),
Szamitsa ki, hogy hany darab gliikdz molekula van a sejtben. (C) A hexokinaz egy fontos enzim a gliikoz
anyagcseréjében, ennek koncentracidja a fenti sejtben 20 pM. Szamitsa ki, hogy hany gliik6z molekula all egy
hexokindz molekula rendelkezésére! (A gomb térfogata: 4r3n/3.) *)

. Az E. coli sejt rud alakd, 0,8 um atméréjii, 2 um magassagii hengernek tekinthetd. (A) Az E. coli sejt atlagos

striisége 1,1 ‘10° g/l. Mi a tomege egyetlen E. coli sejtnek? (B) Az E. coli sejt sejtfala 10 nm vastag. Hany
szazalékat teszi ki a sejtfal a sejt teljes térfogatanak? (C) Az E. coli sejtben intenziv fehérje szintézis folyik, ezt
sejtenként mintegy 15000 riboszoma teszi lehetévé. A riboszoma 18 nm atmérdjii gémb alakinak tekinthetd
sejtalkotd. A sejt térfogatanak hany szazalékat foglaljak el a riboszomak? (D) Az elébbi térfogatokat figyelembe
véve, tekintsiik az E. coli sejt fennmarado térfogatat vizes oldatnak, amelynek pH-ja pH=7, Hany darab H"
(H;0") van egyetlen E. coli sejtben? (E) Ha az E. coli sejtben egy adott fehérje molekulabol 2 db van, akkor
mi a molaris koncentracidja (mol/dm3) a fehérjének? (F) Hany E. coli sejt fér el egy ti hegyén? (A tithegy
atmérdje legyen 0,3 mm ¢és tekintsiik laposnak, azaz kor alakunak! A sejteket ,,allitva” pakoljuk a ti hegyére,
igy vetiiletiik kor lesz. Azonos korokkel a sikot hexagonalis elrendezésben lehet megtolteni ugy, hogy a lehetd
legkisebb hely maradjon a korokon kiviil. Ekkor a sik 90,69 %-at toltik ki a korok.) (*)

. Az E. coli sejtben egyetlen kor alaku kettés szalt DNS molekula talalhatd, ennek relativ molekulatomege 3,1- 10°

Da. A DNS kettds szalaban egyetlen nukleotid par atlagos molekulatomege 660 Da, és minden egyes nukleotid
par 0,34 nm-rel jarul hozza a DNS molekula hosszahoz. (A) Szamitsa ki az E. coli DNS hosszat! Hasonlitsa
0ssze a DNS hosszat az E. coli sejt dimenzidival! Hogyan fér bele a sejtbe a DNS molekula? (B) Tételezziik
fel, hogy az E. coli sejtben talalhatd fehérjék atlagosan 400 aminosavbdl épiilnek fel. Hany fehérje molekulat
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kodolhat az E. coli DNS, ha egyszeriiség kedvéért a szabalyozo szakaszokat nem vessziik figyelembe és teljes
DNS szalat kodol6 régionak tekintjiik? (*)

6. A mitokondrium 1,5um hossza 0,6 pm atmérdjii hengernek tekinthetd, térfogatanak 35%-at a membran rendszer
teszi ki, a maradék térfogatot tekintsiik vizes oldatnak. A mitokondriumokban az oxalecetsav koncentracio6 0,03
pM. Hany darab oxalecetsav molekula van a mitokondriumban? (Avogadro szam: 6,022+ 1023) *)

7. A tropomiozin egy 70 kDa molekulatomegii izomfehérje, amely két egymasra tekeredd a-helikalis 1ancbol épiil
fel, ezt nevezziik coiled-coil szerkezetnek. Az a-helix méretadatai (3,6 aminosav/fordulat; menetemelkedés:
5,4A) alapjan szamitsa ki a tropomiozin molekula hosszat! (Egy aminosav 4tlagos tomege: 110 Da) (*)

8. 0,35%-o0s tropomiozin oldat 1 ml-e 10'% latex szemcsét tartalmaz. Az oldat kis részét beszaritjuk ¢és
elektronmikroszkoppal vizsgaljuk. Adott teriileten 300 db fehérjemolekulat és 10 db latex szemecsét szamolunk
meg. Mennyi a tropomiozin molekulatdmege? (*)

9. 0,1 %-os miozin oldat 1 ml-e 10" latex részecskét tartalmaz. Az oldat kis részét beszaritjuk ¢és
elektronmikroszkoppal vizsgaljuk. Adott teriileten 120 db fehérje molekulat és 10 db latex szemcsét szamolunk
meg. Mennyi a miozin molekulatdmege? (*)

10. A haj novekedési sebessége 15-20 cm/év. A hajat felépit a-keratin szintézise a hajhagymak epidermalis
sejtjeiben torténik. Az a-keratin szerkezete a-hélix, amiben 3,6 aminosav alkot egy fordulatot és a menetemelkedés
5,4 A. Feltételezve, hogy a hajndvekedés sebesség-meghatarozo 1épése az a-keratin peptidlanc szintézisének
sebessége, szamitsa ki, hogy masodpercenként hany peptidkdtés jon 1étre a haj ndvekedése soran! (*)

11. Egy réztartalmu fehérje grammonként 320 pg rezet tartalmaz. Mi a fehérje molekulatomege, ha a fehérjében
egyetlen egy Cu**-ion van? (A rézatom tomege: 64 Da.) (*)

12. A ribonukledz aminosav analizise szerint 2,47% izoleucint és 1,65% leucint tartalmaz. Mindkét aminosav
molekulatdmege 131 Da. Mekkora a ribonukleaz (minimalis) molekulatomege? (*)

13. A citokrom-C 0,423% vasat tartalmaz (sily %). A vas atomtomege: 55,84. Mekkora a citokrom-C
molekulatomege? (Egy molekula citokrom-C-ben egy hem-csoporthoz kotétt vas talalhato.) (*)

14. Hany femtomol (meIZIO'15 mol) alanin van egy majsejtben, ha egy majsejt térfogata kereken 10® ml és az
alanin koncentracié 1 mM? Ha 1 g majszovet 10° majsejtet tartalmaz, szamitsa ki hany % (suly/stly) alanint
tartalmaz a maj! (Az alanin molekulatomege: 89 Da.) (*)

15. Egy ember 3g vasat tartalmaz, melynek 75%-a hemoglobinban talalhato. (A) Szémitsa ki a hemoglobin
mennyiségét! (B) Ez a hemoglobin mennyiség hany mol oxigént képes kotni? (C) Hany liter 25 °C-os, 1 atm
nyomasu levegd tartalmazza ezt az oxigén mennyiséget? (A hemoglobin tetramer, molekulatdmege: 68000 Da,
alegységenként tartalmaz egy hemhez kotott vasat és alegységenként képes 1 molekula O,-t megkotni. A vas
atomtomege 55,8, a levegd 20% (V/V) O,-t tartalmaz és a tokéletes gazok 1 molnyi mennyisége 1 atm nyomason
0 °C-on 22,4 liter.) (*)

rrrrrrrr

ami 20 uM-nak adodik. Mi az eredeti oldat koncentracidja, és milliliterenként hany umol anyagot tartalmaz?

*)

17. Egy C-vitamin tabletta 350 mg aszkorbinsavat tartalmaz. Az aszkorbinsav molekulatdmege 175 Da. 10 mM-os
aszkorbinsav oldatot kivanunk késziteni. Milyen térfogatu oldat készithet6 1 tabletta feloldasaval? (*)

18 Tegyiik fel, hogy egy 2 dl-es bogrébe két kockacukrot dobunk, majd teljesen feltoltjiik teaval. Egy fél kilos
dobozban 250 db kockacukor van. A szachar6z molekulatomege: 342 Da. (A) Mennyi a cukor koncentracidja
ateaban? (B) A jol ismert aszpartam édesitdszer az aszpartil-fenilalanin dipeptid metilészter szarmazéka. Rajzold
fel a dipeptidet! (C) Az aszpartam tomegegységre szamolva 180-szor édesebb a cukorndl. Hany mM a
koncentracidja abban a tedban, amely ugyanolyan édes, mint a fenti cukros tea? (Az aszpartdam molekulatomege:
294 Da.) (¥)

19. Egy fehérje molekulatomege 25000 Da. (A) Mekkora a molaris koncentracioja az 1 mg/ml-es oldatanak? (B)
Milyen vegyes-szazalékos ez az oldat? (*)
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20. ANADH molekulatdmege 709,43 Da. Hany ml 50 uM-os NADH oldat készitheté 1 mg NADH felhasznalasaval?
*)

21. Egy fehérje molekulatomege 50000 Da. (A) Mekkora a fehérje 40 uM-os oldatanak mg/ml-ben kifejezett
koncentracioja? (B) Milyen vegyes-szazalékos ez az oldat? (*)

2. Szamolja ki, hogyan készitene 100 ml-nyi, az alabbi végkoncentraciokkal jellemezhet6 oldatot: 20 mM kalium-
foszfat puffer, 150 mM NaCl, 50 uM szérumalbumin! Az oldatkészitéshez rendelkezésre allo anyagok: 1M
kaliumfoszfat puffer, szilard NaCl (molaris tomeg: 58,44 g/mol), 13 mg/ml szérumalbumin (65000 Da) és
desztillalt viz. (*)

23, Tejsav-dehidrogenaz enzim aktivitasat kivanjuk mérni. A meghatarozashoz 4 ml térfogata reakcio keverékre
van sziikségiink, amiben a komponensek koncentracigja a kovetkezd: 5 mM tejsav, 20 mM foszfat puffer, 0,5
mM NAD, 10 pM tejsav dehidrogenaz. A kovetkezo torzsoldatok allnak rendelkezésre: 0,1 M tejsav, 0,1 M
foszfat puffer, 0,1 M NAD. A tejsav-dehidrogendz (146 kDa) torzsoldat koncentracioja 0,544 ug/ml. Az egyes
komponensekbdl hany ml illetve pl bemérése sziikséges a fenti 6sszetételii €s térfogatli keverék elkészitéséhez?

(*)
Ionizaci6s egyensulyok

24 Mi a pH-ja a kdvetkez6 oldatoknak: (A) 0,35 M HCI; (B) 200 ml desztillalt viz + 50 ml 1 mM HCI; (C) 0,35
M ecetsav; (D) 0,035 M ecetsav? (Vegyiik figyelembe, hogy a sdsav erds sav, vizes oldataban gyakorlatilag
teljes a disszociacio, mig az ecetsav gyenge sav, disszociacios allandéja: K,=1,74- 107 ) MINTAFELADAT)

(A)

[H]= 0,35 mol/dm?

pH = -log0,35 = 0.46

(B)

250/50 = 5-sz06ros higitas
[H1=103/5=210*"M

pH = -log(2:10%) =37

©)

K,=1,74:107 = [H'][Ac)/[HAc] = [H1%(0,35-[H]) (hiszen ekkor [H ]=[Ac])
1,74:10° = [H'/(0,35-[H'])

[H'? +1,74:10°[H"] - 6,09-10° = 0

Masodfoku egyenlet. Egyik gyoke negativ, masik:
[H]=2,4610" mol/dm®

pH = -log(2,46:10%) = 2,61

(D)

A fenti logika szerint:

[H]=17,72-10"* mol/dm’

pH = -log(7,72:10%) = 3.11

25.50 ml 2.0 M K,HPO, és 25 ml 2.0 M KH,PO, oldatot &sszekeveriink, majd feltdltjiik 200 ml-re desztillalt
vizzel. Mi a pH-ja a kapott oldatnak? (pK, = 7,2) (A pK; és a pK; ismerete nem sziikséges, mert a teljesen
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V4

rendszerben.) (MINTAFELADAT)

K,HPO,: 200/50 = 4-szeres higitas, a végso koncentracio: 2/4 = 0,5 M
KH,POy: 200/25 = 8-szoros higitas, a végsé koncentracio: 2/8 = 0,25 M
pH = pK, + lg([HPO,>)/[ H,PO, 1) = 7,2 +1g(0,5/0,25) = 7.2 + g2 = 1.5

26. Mi a pH-ja a kovetkez6 puffer oldatoknak: (A) 0,5 M ecetsav + 0,1M nétrium-acetat; (B) 0,5 M ecetsav + 0,2
M natrium-acetat; (C) 0,5 M ecetsav + 0,4 M natrium-acetat? (K,=1,74- 10'5) @)

27. Hany gramm Na-H-szukcinat (molekulatomege 140 Da) és hany gramm Na,-szukcinat (molekulatomege 162
Da) sziikséges 1 liter oldathoz, amelyben a szukcinat koncentracié 50 mM és a pH=6,0? A borostyankdsav
masodik disszociacios allandoja Kd2=2,3x10'6. (A Ky; ismerete nem sziikséges, mert a teljesen protonalt

s

28. Hany ml 5M NaOH oldat sziikséges 100 ml 0,1 M foszforsavhoz, hogy az oldat pH-ja 4rdl 9-re emelkedjen?
(Foszforsav: pK;=2,15, pKy,= 7,2, pK5=12,37) (*)

29. Egy adott gyenge sav 0,02 M oldatanak pH-ja 4,6. (A) Mi az oldatban a [H']? Szamitsa ki: (B) a disszociacios
allandot és (C) a pK-t! (¥)

30. Az ecetsav savi disszociacios allandoja: K,= 1,74+ 107, (A) Mennyivel valtozik a pH-ja 10 ml1 0,05 M-os ecetsav
oldatnak, ha 4 ml 0,05 M-os NaOH oldatot 6ntiink hozza? (B) Hany ml 0,5 M-os Na-acetat oldatot kell a fenti
ecetsav oldathoz t6lteni, hogy a pH-ja éppen 1 egységgel valtozzon? (*)

31. Az ecetsav savi disszociacios allandoja: K,= 1,74+ 107, (A) Mennyivel valtozik a pH-ja 10 m1 0,05 M-os ecetsav
oldatnak, ha 40 ml 1,25-102 M-os Na-acetétot éntiink hozz4? (B) Hany ml 0,05 M-os NaOH oldatot kell a fenti
ecetsav oldathoz tolteni, hogy a pH-ja éppen 1 egységgel valtozzon? (*)

32. (A) Héany szazalékban protonalt az arginin oldallanca, ha a pH=11,5? (B) Mekkora tdltése van ekkor az arginin
oldallancanak? (pK,=12) (*)

33. (A) Hany szazalékban protonalt az tirozin oldallanca, ha a pH=10,5. (B) Mekkora t6ltése van ekkor a tirozin
oldallancanak? (pK,=10) (*)

34. Egy aminosav oldallanca pH=6.8-on 14%-ban protonalt. (A) Szamitsa ki az oldallancra jellemzo pK, értéket!
(B) Melyik fehérjealkot6 aminosav lehet ez? (*)

35. A szelenocisztein nevii aminosav oldallancanak toltése pH=6.5-6n -0,91. Szamitsa ki az oldallancra jellemzd
pK, értéket! (¥)

36. Hany ml 1,0 M NaOH-val lehet 50 m1 S0mM hisztidin oldat pH-jat pH=2-r61 pH=9-re titralni? (karboxil-csoport
pK=4, imidazol-csoport pK=6, amino-csoport pK=9) (*)

37. A glicin izoelektromos pontja éppen az amino- és karboxil-csoportok pK, értékeinek szamtani kdzepe. Bizonyitsuk
az allitast!

Biomolekulik spektrofotometridja

38. Az LDH (laktat-dehidrogenaz) enzim molekulatomege: 140 kDa; molaris extinkcids koefficiense €,5=1 ,6x10°

M lem™. Egy LDH oldat fényelnyelése 280 nm-en E,¢,=0,8. (A) Adja meg az oldat molaris koncentraciojat
(UM egységben)! (B) Szamitsa ki a koncentraciot vegyes %-ban,; illetve (C) mg/ml ben is! (MINTAFELADAT)

(A)
E=¢cl c=E/e=0,8/(1,6-10°) c=5-10° M =5 uM

®)
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100 ml-ben: 0,1-5- 10°=5-10"7 mol LDH
Ez 140000-5-107 = 0,07 g

0,07 v%

©

1 literben: 10-0,07=0,7 g

g/l = mg/ml

0.7 mg/ml

39. Hany széazaléka redukalédott a NAD -nak abban az oldatban, amelynek abszorbanciaja a redukcié elétt 260
nm-en 0,9, a reakci6é utan 340 nm-en 0,11 volt? (A NAD" molaris extinkcids koefficiense: E(0=18000,
E;40=elhanyagolhatd. A NADH moléaris extinkcids koefficiense: E,qy=18000, E54,=6200.) (MINTAFELADAT)

260 nm:

¢=E/e=0,9/18000=5-10" M (a NAD" teljes mennyisége)

340 nm:

c=E/e=0,11/6200=1,77-10" M (ennyi NAD" alakult NADH-v4)

(1,77-10°°/5-10°)-100 = 35.5%

40. Irja fel és értelmezze a Lambert-Beer egyenletet! Egy spektrofotometrias analizisnél mit hatarozunk meg, mikor
,spektrumot vesziink fel”, és a kapott spektrumot mire lehet hasznalni?

41. Definialja az extinkci6 €s a transzmittancia fogalmat! Hogyan hatarozhaté meg, hogy egy DNS minta mennyire
szennyezett fehérjével? Ehhez milyen kiivettdban mériink és miért ilyenben?

4. A vazizom miozin SH-csoportjainak szamat Ellmann-reagenssel (ditionitrobenzoesav, DTNB) hatarozzuk meg.
Az SH csoport reakcidja soran felszabaduld tionitrobenzoat 412 nm nél mért molaris extinkcios koefficiense,
eM=12000 M'em™. A miozinbél 0,3 ml-t, foszfatpufferbdl 2,6 ml-t, mig a reagensbdl 0,1 ml-t mériink a
meg. Eygonm=0,2; €%=8 (vegyes szazalékos extinkcios koefficiens). Mennyi reaktiv ciszteint tartalmaz az 5- 10°
Da molekulatomegii enzim? (*)

4. Egy 50 kDa molekulatomegii fehérje reaktiv Lys oldalldncait danzil-kloriddal modositjuk. 1 ml térfogatban
zajlik a reakcio, amibe 0,1 ml fehérjét mériink egy térzsoldatbdl. A mddositott lizin szarmazék fényelnyelését
335 nm-en mérjik; Es335,,=0,48. A lizin szarmazék (danzil-lizin) molaris extinkcids koefficiense
hataroztuk meg; Es40,,=0,25. 1E megfelel 4 mg/ml fehérjekoncentracionak. Mekkora a jelolés mértéke (mol
Lys/mol fehérje). (*)

1

44. A mioglobin molaris abszorbcids koefficiense €5gp,m = 1,5 10* M em™!, vastartalma 0,33%. Szamitsa ki, hogy

s

V4

fehérjeoldatot mériink. AE=0,4. A kalibral6 egyenes egyenlete: y=2x (mg/teszt). (A) Mennyi a torzsoldat
koncentracioja? (B) A fenti fehérje térzsoldatot négyszeresre higitjuk desztillalt vizzel, és megmérjiik az
elnyelését 280 nm-nél. A kapott értek 0,5. A fehérje szekvencidjanak ismeretében tudjuk, hogy 2 triptofant
tartalmaz, és nincs benne sem tirozin, sem fenilalanin. Mennyi a fehérje molekulatomege, ha a triptofan molaris
extinkcios koefficiense 5000 M~ 'em™. *

srer

0,2 ml, mig a teszt végtérfogata 1,0 ml. A reagens kontroll elnyelése: E = 0,1, az ismeretlent tartalmazé mintaé
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E =0,54. A reagens kontrollal korrigalt kalibral6 egyenes egyenlete: y (A) = 0,5x (mg). (A) Mennyi az ismeretlen
higitjuk desztillalt vizzel, és megmérjiik az elnyelését 280 nm nél. A kapott értek E = 0,25. Ismerjiik a fehérje
szekvenciajat, igy tudjuk, hogy 2 db triptofant tartalmaz, és nincsen benne sem tirozin, sem fenilalanin. Mennyi
a fehérje molekulatomege, ha a triptofan molaris extinkcios koefficiense 5000 M lem! és feltételezziik, hogy
a fehérjében ez a koefficiens nem valtozik? (*)

41. A vazopresszin nevil peptid hormon szekvenciaja a kdvetkezd: Asp Tyr Phe Glu Asn Cys Pro Lys Gly. (A)

Szamitsa ki kozelitleg a peptid molekulatomegét! (B) A 280 nm-nél mérhetd fényelnyelése az aromas
aminosavak fényelnyelésébol adodik. Mekkora a vazopresszin moldaris extinkcios koefficiense (g,g0), ha a tirozin
molaris extinkcios koefficiense 1,2-10%, a fenilalanin extinkcios koefficiense pedig 1,1- 1022 (C) Egy vazopresszin

s

koncentracidja mg/ml-ben megadva? (*)

48 Egy fehérje molekulatomege 40000 Dalton. Aminosav analizis alapjan a fehérje mélonként 16 mol tirozint

tartalmaz. Mivel a fehérje triptofant nem tartalmaz a 280 nm nél mérheto fényelnyelése gyakorlatilag a tirozin
oldallancok fényelnyelésének tulajdonithato, eltekintve az egyéb kromoférok jelentéktelen elnyelésétol. A
tirozin aminosav molaris abszorptivitdsa vagy molaris extinkcios koefficiense €559 = 1,5x10° M 'em . (A) Mi
a fehérje molaris abszorptivitasa (e,55)? (B) A fenti fehérje hig oldatat mérjikk 280 nm-nél, a mért abszorbancia

s

49. A metilvords probat mikrobiologusok hasznaljak annak eldontésére, hogy egy vizsgalt baktérium erdsen vagy

gyengén savtermeld-e. A baktérium tiszta tenyészetével be kell oltani egy gliikoztartalmu levestaptalajt, majd
a megfeleld inkubacio utan a taptalajhoz néhany csepp metilvords indikatort adni. Ha a baktérium erésen
savtermeld, akkor az indikator piros szint mutat. A metilvords (MV) tulajdonképpen egy szerves sav, melynek
pKa értéke: 5,1. A savforma (HMV) molaris tomege 269 g/mol, mig a metilvoros natriumsojanak (NaMV)
molaris tomege 291 g/mol. A metilvords szines anyag, pH indikatorként azért hasznalhatjuk, mert szine (elnyelési
spektuma) fligg a protonaltsagatol, vagyis a [H+]-tol. A protonalt forma elnyelési maximuma 520 nm-en van
(az oldat szine piros), mig a deprotonalt forma elnyelési maximuma 425 nm (az oldat szine sarga). 500 nm-en
mindkét forma elnyelést mutat. Ezen a hullamhosszon meghataroztuk a protonalt (HMV) és deprotonalt (MV-
) forma molaris extinkcios koefficiensét: egpry 500nm=260000 M lem™, EMV-,500nm=05000 Mlem™ (A) Hany
metilvords oldatnak 500 nm-en 5,8-as pH-n, lem-es kilvettaban mérve? (C) Rendelkezésiinkre all szilard por
formajaban metilvords (savforma, HMV) és a metilvoros natriumsoja (NaMV), tovabba desztillalt viz. Ezekbdl
az anyagokbol a fenti paraméterekkel jellemezhet6 (cpy=10uM, pH=5,8), oldatot készitettiink. Hany ug HMV-
t és NaM V-t tartalmaz 100 ml ilyen oldat? (*)

Sejtek feltarasa és fehérjék izolalasa

50. Egy enzim preparaldsa soran el0szor a kiindulasi szovethomogenizatumbdl mérjiik az enzim aktivitasat: 0,2 ml

homogenizatum 5 perc alatt 0,15 pmol szubsztratot alakit at. A feldolgozand6 szévethomogenizatum térfogata
200 ml és Osszfehérje-tartalma 6 mg/ml. (Vigyazat! Ez nem a keresett enzim mennyisége!) Tobb tisztitasi 1épés
utan a homogén formaban izolalt enzimet tartalmazo oldat térfogata 0,5 ml és az enzim koncentracidja 2 mg/ml.
2 ul tisztitott enzim 5 perc alatt 0,18 pmol szubsztratot alakit at. Hanyszorosara tisztult a preparatum ¢és hany
%-os a kitermelés? (MINTAFELADAT)

Szévethomogenizatum:

200 ml, 6 mg/ml — 1200 mg fehérje

0,2 ml, 6 mg/ml — 1,2 mg fehérje

5 perc alatt 1,2 mg fehérje 0,15 pmol szubsztratot alakit at:
Specifikus aktivitas: 0,15/(1,2:5) = 0,025 umol S / mg Fehérje / min
Teljes aktivitas (1200 mg fehérje): 1200-0,025 =30 pmol S / min

Tiszta enzim:
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2 pl, 2 mg/ml — 0,004 mg fehérje

0,5 ml, 2 mg/ml — 1 mg fehérje

5 perc alatt 0,004 mg fehérje 0,18 pmol szubsztrat ot alakit at:
Specifikus aktivitas: 0,18/(0,004-5) =9 umol S / mg Fehérje / min
Teljes aktivitas (1 mg fehérje): 1:9 =9 pmol S / min

Specifikus aktivitas 360 szorosara nétt, tehat a preparatum 360-szorosara tisztult.

Kitermelés: 100-(9/30) = 30%-o0s (A teljes enzimaktivitas 70%-a elveszett.)
51. Mi a specifikus aktivitas?
52. Mii a kisozas elvi alapja és milyen mas modszerrel lehetne frakcionalni a mintankat?

53. Egy enzim tisztitdsa soran az alabbi tablazat szerint alakul a preparatum fehérje tartalma és enzimaktivitasa.
Szamitsa ki, hogyan valtozik a preparatum tisztulasat jelz6 specifikus aktivitas €s tisztitas soran a kitermelés!
Irja be a hianyz6 adatokat a tablazatba! (*)

Aktivitas alapjan Specifikus aktivita
Tisztitasi 1épés Fehérje (mg) szamitott enzim pee , |S axivitas Kitermelés (%)
, egység/mg fehérje
egység
Szovetkivonat 20000 4000000 100%
NH4SO, csapadék 5000 3000000
loncser€l 1500 1000000
kromatografia
Gélsziirés 500 750000
Affinitas
kromatografia 45 675000

4. Enzimpreparalas soran a kiindulasi szovethomogenizatumbdl is mértiink aktivitast. 0,25 ml homogenizatum
10 perc alatt 0,060 pumol szubsztratot alakitott 4t. A minta teljes térfogata 100 ml. A homogenizdtum
gorbe alapjan E=1 megfelel 2 mg/ml fehérje koncentracionak.) A tisztitasi eljardsok végén 0,5 ml enzimoldatunk
van, a koncentracioja 2 mg/ml. Aktivitdisméréshez ebbdl 30 pl-t hasznalunk fel. 3 perc alatt 0,16 umol szubsztrat
alakult at. Szamitsa ki a kiinduldsi homogenatum és a tisztitott enzim specifikus aktivitasat, a tisztulas mértékét
¢és a kitermelést (%-ban)! (*)

Peptidek és fehérjék

55. Mi kozelitdleg annak a fehérjének a molekulatdomege, ami 682 aminosavbdl allé egyetlen polipeptid lancbol
épiil fel? (MINTAFELADAT)

Egy aminosav atlagos molekulatomege 110 Da.
110 - 682 = 75020 Da
A fehérje molekulatomege kozelitéleg 75 kDa.

56. Egy peptid tripszines emésztése utan az alabbi peptidek voltak izolalhatok: Phe Arg / Ser Gly Val /
Pro Glu Ala Lys / Ala Gly Tyr Lys. Az eredeti peptid kimotripszines emésztése soran, pedig az alabbi harom
peptidet izolaltak: Arg Ala Gly Tyr / Lys Ser Gly Val / Pro Glu Ala Lys Phe. Mi a peptid teljes szekvenciaja?
(MINTAFELADAT)

A tripszin Arg és Lys, mig a kimotripszin Phe és Tyr utan tudta elhasitani ezt a peptidet.
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Atfedéseket keressiik a fragmentumok kozott, igy osszerakhatjuk a teljes szekvencit:

Tripszin: Pro-Glu-Ala-Lys/Phe-Arg/Ala-Gly-Tyr-Lys/Ser-Gly-

Val

Kimotripszin: Pro-Glu-Ala-Lys-Phe/Arg-Ala-Gly-Tyr/Lys-Ser-Gly-
Val

A keresett szekvencia: \P;(;—Glu—Ala—Lys-Phe—Arg—Ala-Gly-Tyr—Lys-Ser-Gly-

57. A tirozin aminosav nem tul j6l oldédik vizben neutralis koriilmények kozott. (A) Jobban vagy kevésbé oldodik
a (Tyr)s pentapeptid? (B) Javithato-e az oldékonysag a pH megvaltoztatasaval? (*)

58. A protein diszulfid-izomeraz (PDI) enzim igen gyorsan alakitja vissza az inaktiv denaturalt, redukalt ribonukleaz
enzimet aktiv enzimmé, ugyanakkor az inzulint a PDI irreverzibilisen inaktivalja. Milyen szerkezeti okokkal
magyarazhatjuk a fenti jelenséget?

59. A human inzulin és a kacsa inzulin szekvenciajaban az alabbi tablazatban feltiintetett 6 helyen van eltérés.
Melyik inzulin izoelektromos pontja magasabb? (*)

AA pozicio A8 A9 Al0 Bl B2 B27
Human Thr Ser Ile Phe Val Thr
Kacsa Glu Asn Pro Ala Ala Ser

60. Milyen célra hasznaljak a fehérjék szekvencia meghatarozasa soran az alabbi reagenseket: (A) CNBr, (B) urea,
(C) B-merkaptoetanol, (D) tripszin, (E) perhangyasav, (F) danzil-klorid, (G) 6N HCI, (H) ninhidrin, (I) fenil-
izotiocianat, (J) kimotripszin?

6l. Egy hexapeptid aminosav Osszetétele a kovetkezd: 2Arg, Ala, Ser, Val, Tyr. N terminalis meghatarozassal Ala
mutathato ki. Tripszines emésztéssel két peptid izolalhatd, ezek aminosav Osszetétele: Arg, Ala, Val és Arg,
Ser, Tyr. Kimotripszines emésztéssel szintén 2 peptid izolalhato, ezek aminosav Osszetétele: Arg, Ala, Tyr, Val
és Arg, Ser. Karboxipetidaz-A hatdsara nem szabadul fel aminosav. Mi a hexapeptid szekvenciaja? (*)

62. A human melanotropin hormon szekvencija a kdvetkezd: Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp Gly Lys Pro Val.
A disszociaciora képes csoportok pK, értékei a kdvetkezok: Asp, Glu és a C-terminalis karboxil-csoport: pK, = 4;
Lys és N-terminalis amino-csoport: pKa ~ 9; Arg: pKa ~ 12; His: pKa = 6; Tyr: pKa = 11. (A) Mi kdozelitleg
a netto toltése a molekulanak (tizednél kisebb toltésekkel nem kell szamolni), ha a kdzeg pH-ja 7 illetve 9?7 (B)
Hol van a molekula izoelektromos pontja pH=7 alatt vagy felett? (C) Hany peptid keletkezik beléle CNBr

kezelés utan? (D) Hany peptid keletkezik tripszines emésztés utan? (E) Hany peptid keletkezik kimotripszines
emésztés utan? (*)

63. Egy polipeptid 2-merkaptoetanol hatasara két peptidre esik szét:
A-lanc: Ala-Val-Cys-Arg-Thr-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Leu
B-lanc: Tyr-Lys-Cys-Phe-Arg-His-Thr-Lys-Cys-Ser
Az eredeti nem redukalt peptid tripszines emésztése soran az alabbi aminosav dsszetételll peptideket kapjuk:
1/ Lys, Tyr
2/ His, Lys, Thr
3/ Asn, Leu, Phe
4/ Ala, Arg, Cys,, Ser, Val

5/ Arg, Cys,, Gly, Lys, Thr, Phe
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Jelold be a diszulfid hidakat az intakt polipeptiden! (*)

64. Egy egyetlen diszulfid hidat tartalmazo fehérje génjében bekdvetkezé mutacié eredményeképpen egy harmadik
cisztein jelenik meg a primer szerkezetben. Milyen kisérletekkel tudné bizonyitani, hogy a mutans fehérjében
az eredeti diszulfid hid vagy egy 1j diszulfid kombinaci6 van jelen?

Kromatograifids médszerek

65. Egy tisztitott homogén fehérje molekulatomege gélsziiréses kromatografia alapjan 60 kDa-nak adodik. Ha a
kromatografiat 6M urea jelenlétében végezziik a molekulatomeg 30 kDa. Ha 6M urea és 10 nm merkaptoetanol
van jelen, akkor egyetlen 15 kDa molekulatomegii terméket tudunk detektalni. Milyen lehet a fehérjemolekula
szerkezete? (MINTAFELADAT)

Az urea denaturalja a fehérjeket, igy azok alegységeikre esnek szét.
A merkaptoetanol redukalja a diszulfid-hidakat.
A teljes fehérje egy diszulfid hidakkal 6sszetartott, 2-15 kDa dimer dimerje.

66. DEAE-csoportokat hordozo kromatografias oszlopon valasztjuk el a kdvetkez6 fehérje keveréket: fibronektin
(pI=5,8), hemoglobin (pI=7,1), lizozim (pI=11), RNaz (pI=7,8). A minta pH értékeét 8,5-re allitjuk, és az oszlopot
is ezzel a pufferrel hozzuk egyenstlyba. (A) Milyen jellegii toltet a DEAE? (B) Mi torténik a mintafelvitel

soran? (C) Milyen elvek alapjan elualhatjuk az oszlopra kotodott fehérjéket? (D) Az alkalmazott elvtdl fliggden
milyen elticios sorrendet varunk? (MINTAFELADAT)

(A) Anioncseréld, vagyis pozitiv toltéseket hordoz, tehat anionokat képes megkotni.

(B) A 8,5-0s pH-n a 8,5 alatti pl értékkel rendelkez6 fehérjék felkotédnek, az e felettiek atesnek. A lizozim
tehat az atfolyoba keriil.

(C) Alkalmazhatunk csokkend pH-t (pH gradiens) vagy ndvekvo ionerdt (,,ségradiens”)

(D) Csokkend pH esetén a fehérjék varhatdlag az egyre kisebb pl értékek sorrendjében eludlodnak, vagyis
el6szor az RNaz, és utoljra a fibronektin. Sogradiens esetén a sorrend kevésbé josolhatd, mert a kotddés fiigg
a fehérjén 1évo toltések szamatol és felszini eloszlasatol is.

67. Hogyan befolyasolja a gélszliréses kromatografiat (A) az oszlop hossza,(B) az atmérdje, (C) a toltet
szemcsemérete, (D) a poérusmérete, (E) a minta térfogata és (F) az eluens aramlasi sebessége?

68. Egy peptid keverékben az alabbi dsszetételli peptidek talalhatok:
1.25 % Ala, 10 % Gly, 10 % Ser, 10 % Ile, 10 % Leu, 5 % Glu, 5 % GlIn, 10 % Lys, 5% Phe, 10 % Val
2.20 % Ala, 30 % Gly, 10 % Ser, 10 % Asn, 5 % Glu, 10 % Gln, 10 % Lys 5 % Val
3.20 % Ala, 20 % Gly, 15 % Ser, 10 % Asn, 5 % Asp, 15 % Gln, 10 % Lys, 5 % Val

Mind a harom peptid mérete és izoelektromos pontja kozelit6leg azonos. Milyen szeparacidos modszert valasztana
az 1. peptid elvalasztasara a masik kett6tol? (*)

69. A marha szérum albumin kvantitativ aminosav analizise szerint 0,58% triptofant tartalmaz. A szérum albumin
molekulatomege gélfiltralas vagy gélelektroforézis adatokb6l meghatarozva 70000-nek adodik. Hany triptofant
tartalmaz a szérum albumin? (A triptofan molekulatomege 204 Da.) (*)

70. A Gly-Ala-Val-Gly-Tyr-Arg-Val-Lys-Ser-Ile szekvenciaju dekapeptidet tripszinnel emésztjiik. (A) Ioncseréld
vagy gélszliréses kromatografidval valasztand el a keletkezett termékeket? (B) Melyik kromatografids modszert
alkalmazna, ha az emésztést tripszin helyett kimotripszinnel végeznénk? (*)

71. HPLC-vel szeparalunk aminosavakat C18 reverz fazisu oszlopon. (A) Milyen sorrendben elualddhatnak a
kovetkezé aminosavak: Met, Phe, Ser. (B) Miért? (*)
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72. Karboximetil-celluloz oszlopon akarunk szeparalni BSA-t (pI=4,9) és mioglobint (pI=6,0). Megfelel6-e, ha a

kromatografiat pH=8,0-as pufferrel végezziik? Indokolja meg! (*)

73. Milyen eredménnyel jarna, ha tejsav-dehidrogenaz izoenzim keveréket az enzim méretének megfeleld porusméretii

Sephadex gélfiltracios oszlopra vinnénk fel? (*)

74. Milyen sorrendben elualodnak egy 8, 15, 54, és 62 kDa molekulatomegii fehérjét tartalmazo keverék komponensei

egy olyan gélfiltracios oszloprol, amely 5-20 kDa mérettartomanyban szeparal? (*)

75. Egy peptidkeverék az alabbi harom peptidet tartalmazza:

1. ValGluGluGluSerHisLysGlyTrpThr
2. ValGInGInGInSerHisLysGlyTrpThr
3. GluGluGluHisLys

(A) Rajzolja fel az Glu és az Gln aminosavak szerkezetét semleges pH-n! Kiilonbozik-e az elsé és a masodik
peptid tomege? Ha igen, mekkora az eltérés? (Szén: 12 Da, Oxigén: 16 Da, Kén: 32 Da, Nitrogén: 14 Da,
Hidrogén: 1 Da.)

(B) A peptidkeverék vizes oldatanak pH-jat 6,0-ra allitjuk. Mekkora toltése van (kozelitdleg) az egyes peptideknek
ebben az oldatban? (pK értékek: N-terminalis: 9, C terminalis: 2, lizin: 10, arginin 12, aszparaginsav: 3,
glutaminsav: 4, hisztidin: 6, cisztein: 8, tirozin: 10)

(C) Milyen eredményre szamithatunk, ha pH=6,0-on, anioncserélé oszlopon préobaljuk meg a peptideket
elvalasztani és az eluciot linedris sOkoncentracio-gradienssel valositjuk meg? Mi torténne, ha kationcseréld
oszlopot hasznalnank? Mi torténne ugyanezen a pH-n gélsziiré oszlopon? (Melyik peptid kotddik? Melyik esik
at? Elualodo anyagok sorrendje? Indoklas!)

(D) Dolgozzon ki olyan kromatografias eljarast, melynek segitségével mindharom peptidet el tudjuk valasztani
egymastol! (*)

76. Egy peptidkeverék az alabbi négy peptidet tartalmazza:

1. LysGluHisLeuAsnHisTyrGlyTrpThrAla

2. ValGInAlaGInSerHisLysGlyTrpThrLysArgArg

3. AsnGInGlyHisGInSerLysLysAlaThrSer

4. AlaValTyrGluGluHisLysAspAspGlu

(A) A peptidkeverék vizes oldatanak pH-jat 8,0-ra allitjuk. Mekkora tdltése van (kozelitdleg) az egyes peptideknek
ebben az oldatban? (pK értékek: N-terminalis: 9, C-termindlis: 2, lizin: 10, arginin 12, aszparaginsav: 3,

glutaminsav: 4, hisztidin: 6, cisztein: 8, tirozin: 10)

(B) Milyen eredményre szamithatunk, ha pH=8-as pufferben, kationcserélé oszlopon folyatjuk at a
peptidkeveréket?

(C) Végezzen kozelitd szamitast a k6tddott peptidek izoelektromos pontjanak meghatarozasara!

(D) Linearis pH-gradienssel szeretnénk az eliciot megvaldsitani. Milyen legyen ez és eldrelathatélag mi lesz
az eltciods sorrend? (*)

Elektroforézis technikak

77. SDS poliakrilamid gélelektroforézis soran egy 30 kDa és egy 92 kDa molekulatomegii fehérje relativ mobilitasa

0,80 illetve 0,41. Mi lehet a molekulatomege annak a fehérjének, aminek a relativ mobilitasa 0,62 a fenti gélben?
(MINTAFELADAT)
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A relativ mobilitas és a molekulatomeg logaritmusa kozott linedris dsszefliggés van.

Két pontra (x;=10g30000, y;=0,80) és (x,=10g92000, y,=0,41) fektetett egyenes (y=mx+b) meredeksége:
m = (y,-y)/(xp-X1) = (0,41-0,80)/(4,964-4,477) = -0,801

és tengelymetszete:

b=y;-mx; =439

Az egyenes egyenlete tehat: y = -0,801x+4,39

Az ismeretlen relativ mobilitasat behelyettesitve:

(0,62-b)/m = log(M,) = 4,702

M, = 10%7°% = 50320 Da

78. Gélszliréssel szeparalva a tropomiozin eldbb elualddik mint az aktin. Melyiknek lesz nagyobb a mobilitasa
SDS-PAGE-n és mi lehet a latszolagos ellentmondas magyarazata?

. (A) Milyen eldnyds tulajdonsdgokkal rendelkezik a poliakrilamid gél, ami miatt kiilondsen alkalmas
elektroforetikus alkalmazasra? (B) Milyen anionok vesznek részt az aram vezetésében a gyakorlaton alkalmazott
akrilamid gélben a nativ elektroforézis soran (pH=8,8)? Ird le a képletiiket pH 8,8-on!

&0. (A) Milyen paraméterektol fiigg a gélelektroforézis soran egy fehérje mobilitasa? (B) Hogyan befolyasolja a
minta mobilitasat az urea (karbamid) illetve a Na-dodecilszulfat (SDS)?

8l. Egy fehérje relativ mobilitasa SDS-PAGE-n jelentdsen nagyobb lesz merkaptoetanol jelenlétében, mint
merkaptoetanol nélkiil. Mi lehet a magyarazat?

82. SDS poliakrilamid gélelektroforezissel valasztunk el fehérjéket. Az elektroforézist alland6 150 V fesziiltség
mellett végezziik 90 percig. Az aramerdsség 100 mA a kisérlet soran. A gél hossza 10 cm, a front futasi tdvolsaga
9,1 cm. Egy 25 kDa ¢és egy 85 kDa molekulatomegi fehérje relativ mobilitasa 0,85-nek illetve 0,45-nek adodott
a kisérletben. (A) Mi lehet a molekulatomege annak a fehérjének aminek a relativ mobilitasa 0,7 a fenti gélben?
(B) Mekkora lenne egy olyan 60 kDa molekulatdmegti dimer fehérje relativ mobilitasa ezen a gélen, amelyben
a két azonos tomegli polipeptidlanc kozott egy diszulfid-hidat talalunk? (C) Mekkora lenne ugyanennek a
fehérjének a mobilitasa 2 merkaptoetanol jelenlétében, ugyanezen a gélen? (*)

&. Az enterokinaz nevii enzim aktiv tripszint hoz létre inaktiv tripszinogénbdl ugy, hogy lehasitja a tripszinogén
N-terminalisarol a kovetkez6 pentapeptidet: Asp Asp Asp Asp Lys . A pentapeptid lehasitasa nem okoz Iényeges
méretvaltozast. Tudjuk-e demonstralni az enterokinaz mitkodését nativ gélelektroforézis és Coomassie-festés
kombinalasaval? Indoklés is sziikséges!

&4. Elvalaszthato-e nativ gélelektroforézissel pH=8,8-on a vad tipusu enzimt6l egy olyan pontmutans, amely az
egyik Arg helyett His-t tartalmaz? (Arg: pK,=12,0, His: pK,=6,5)

Fehérje-ligandum kélcsénhatasok

85. A receptormolekulék hany szazaléka van komplexben, ha a szabad ligandum koncentracidja éppen a disszociacios
alland6 haromszorosa? (MINTAFELADAT)

Kq=[R][L}/[RL]
Kg = [R]3K/[RL]
1/3 = [RJ/[RL]
[RL] = 3[R]

Komplexben 1évé receptormolekulak aranya:
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[RLY[R]ssszes = [RLV(IRLI+R]) = 3[RI/4[R] = 3/4 = 0,75

Tehat a receptormolekuldk 75%-a van komplexben.

8. Mekkora a disszociacios allando, ha a receptormolekulak 67%-a van komplexben és a szabad ligandum
koncentracidja 5 uM? (*)

87. Egyszerl fehérje-ligandum kdlcsdnhatés esetén a disszociacios allando 3- 10 M. (A) Milyen a szabad fehérje:
kotott fehérje arany, ha az egyensulyi ligandum koncentraciéo 600nM? (B) Hany szazaléka van a fehérjének
ligand-kotott allapotban ekkor? (*)

8. (A) Szamitsa ki a disszociacios allandot, ha tudjuk, hogy egy oldatban a teljes receptor koncentracié 5 uM, a
szabad, egyensulyi ligandum koncentracio 10 pM és a receptormolekuldk 33%-a van komplexben! (B) Szamitsa
ki a teljes ligandum koncentraciot! (C) Szamitsa ki, hogy a ligandum molekuldk hany szazalé¢ka van komplexben!

*)

8. Egy fehérje komplexet alkot egy kisméretii ligandummal. A komplexben mindkett6bdl egyetlen molekula
talalhatd. A disszociacios allando6 2 uM. A komplex oldatabol, melyben a fehérje teljes koncentracidja 300 uM,
dializis zacskoba toltiink 1 ml-t, majd 99 ml foszfat pufferrel szemben dializaljuk. A dializisre hasznalt membran
a fehérjét nem engedi at, a ligandumot viszont igen. Az egyensuly bealltakor a kiils6 oldatban a ligandum
koncentracidja 5 uM. (A) A fehérjemolekulak hany szazaléka van komplexben ekkor? (B) Szamolja ki a dializis
elétti allapotra jellemz6 (molaris) ligandum: fehérje aranyt! (*)

9. Egy Eppendorf-csobe az alabbi oldatokat mérjiik be: 10 ul receptor (100 uM-os torzsoldat) 20 ul ligandum (200
uM-os torzsoldat) 70 pl pH=7.5-6s foszfat puffer. A receptor monomer; egyetlen ligandum molekula megkdotésére
képes. A disszociacios allando (Ky) 20 pM. Szamitsa ki az egyensulyi receptor, ligandum és receptor-ligandum
komplex koncentracidkat! (*)

Ol Egy fehérje komplexet alkot egy peptiddel. A komplexben mindkettdbdl egyetlen molekula talalhatd. A
disszociacios allanddé 30 uM. A fehérjemolekuldk hany szazaléka lesz peptid kotott allapotban, ha 10 pl 2mM-
os fehérjeoldathoz 10 pl 2,2 mM-os peptid oldatot keveriink? (*)

EnzimKkinetika

9. Milyen szubsztrat koncentracio esetén mérhetjiik egy enzim maximalis sebességének egy negyedét, ha a Ky, =
5-10? (MINTAFELADAT)

Vo = Vinax/4

A Michaelis-Menten egyenletbe behelyettesitve:
Vo = Vmax[SV(Ky+{S])

Vimax/4 = Vinax[SV(Km*S])

1/4 = [S]/(5-10°+[S])

[S]=1.67 mM

93. Egy enzimreakcio sebességét mérjiik fotometridsan a termék fényelnyelése alapjan. A reakciokeverék térfogata
2 em?, amely 5 pg enzimet tartalmaz. Az enzimreakcio linearis szakaszaban az 1 perc alatt mért fényelnyelés
valtozas AE = 0,15 (1 cm-es kiivettaban mérve). A termék molaris extinkcios koefficiense: =3- 10* Mtem™.

Az enzim molaris tomege: 50000 g/mol. Hany mol szubsztratot alakit at 1 perc alatt 1 mol enzim?

(MINTAFELADAT)
A Lambert-Beer torvény szerint: E = [Jcl
AE = Acll

ACermex = AEAT1)=0,15/(3-10* M lem™ 1 cm) = 5-10° M
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Cengim = Menzim/Menzim’V = 510 /50000 gmol /0,002 dm’= 5-10® M
atviteli szam = AC,erme/ (Cengim't) = 100 min’!

1 mol enzim 100 mol szubsztratot alakit at 1 perc alatt.

. (A) Rajzolja fel az egy-szubsztratos enzimreakcio altalanos sémajat. (B) Mit neveziink Michaelis-allandonak
(Knp)?

9. Az enzimek reakcié sebességét rendszerint a produktum mennyiségének mérése alapjan és nem a szubsztrat
fogyas alapjan hatarozzuk meg. Miért?

9. Mi a Kyy, @ vipay €8 a ke, dimenzidja? (*)

97.Egy enzim kinetikai paramétereit mérjiik. Sziikséges-e ismerniink az [E]p érékét a Ky a vipax €s a keg
meghatarozasahoz? (*)

98. Egy enzimreakcio méréséhez a kdvetkezo 0sszetételli reakcioelegyet kell 6sszemérni: 50 mM foszfat puffer, 2
mM NADH, 8 mM Na-piruvat, 5 pg/ml tejsav-dehidrogenaz. (A) Milyen koncentracioju térzsoldatokat készitene,
¢és ezekbdl mennyit mérne be a 2 ml térfogatu reakcidelegybe, hogy a fenti 6sszetétel alakuljon ki, és a bemérés
pontossaga miatt ne keljen 10 pl-nél kisebb térfogatokat bemérni? (Az egyes anyagok oldhatésaga: NADH:
~140 mM; Na-piruvat: ~910mM; foszfat puffer ~1M; tejsav dehidrogenaz ~10 mg/ml.) (B) Milyen modon
lehetne legegyszeriibben mérni a fenti enzim aktivitasat? (Emlékezziink a NAD/NADH spektrumara!) (*)

9. (A) Mi a vy/vp.y arany, ha az enzimreakcid mérése soran a szubsztrat koncentracio egyenlé a Ky, érték
haromszorosaval? (B) Ebben az esetben a bemért enzim mennyiség hany %-a van szubsztrattal telitve? (*)

1@ Egy enzim maximalis sebessége 100 pmol-dm‘s-s'] , a Ky pedig 2 mM. Mi a reakcio sebessége 20 mM szubsztrat
koncentracio esetén? (*)

0. Hany mol p-nitrofenil-pB-D-gliikozidot alakit at 1 mol gliikozidaz enzim 1 masodperc alatt (molaris aktivitas,
vagy atviteli szam), ha 2 ml térfogatli reakcid elegyben, ami 5 pg enzimet tartalmazott, 2 perc alatt a mért
extinkcio6 valtozas 0,63. A p-nitrofenol molaris extinkcids koefficiense €419 = 1,75- 10*Mem™, a gliikkozidaz
molekulatdmege: 350000 Da. (*)

12 Tejsav dehidrogenaz aktivitasat mérjiik spektrofotométer segitségével. A 3 ml-es tesztbe 0,1 ml LDH t6rzsoldatot
mériink, amelynek koncentracidja 1 uM, valamint megfelelé6 mennyiségi szubsztratokat. Az egyik szubsztrat
fogyasa alapjan kovetjiik a reakciot 340 nm-en. 5 perc alatt az extinkcidvaltozas 0,6. A szubsztrat molaris
extinkciés koefficiense 6:10° M'em’!, az enzim molekulatomege 10° Da. (A) Mennyi az LDH specifikus
aktivitasa (umol S/mg E/perc)? (B) Mennyi az enzim atviteli szama (k) (s 19 (Az enzim tetramer.) (C) Mik
a reakcio szubsztratjai? (¥)

1B A szénsav anhidratdz egyike a legnagyobb atviteli szammal rendelkez6 enzimeknek, Az enzim a CO, reverzibilis
anhidrataz enzim molekulatomege 3- 10* Da. 10pg tiszta szénsav anhidrataz 1 perc alatt 37 °C-on 0,7 g CO,
hidratalasat katalizalja. Szamitsa ki az enzim atviteli szamat (k,)! (*)

1Bt Egy enzimreakcio sebességét mérjiik fotometridsan a termék fényelnyelése alapjan. A reakcidkeverék térfogata
1 cm’, amely 1 pg enzimet tartalmaz. Az enzimreakcio linearis szakaszaban az 1 perc alatt mért fényelnyelés
valtozas 0,3 Ext. (Abs) 1 cm-es kiivettaban mérve. A termék molaris extinkcids koefficiense = 6- 10* M 'em™.

Az enzim molaris tomege 25000 g/mol. Hany mol szubsztratot alakit at 1 masodperc alatt 1 mol enzim? (*)

1 Tripszin aktivitast hatarozunk meg BAPNA szubsztrat segitségével. (A) Mi a keletkezd szines termék neve és
szerkezeti képlete? (B) A tripszin tdrzsoldat koncentracidja 0,02 mg/ml, az enzim molekulatémege 25000 Da.
Egy 2 ml-es tesztben 0,5 cm vastagsagu kiivettaban 20 pl-nyi tripszin torzsoldat bemérése mellett a szubsztrat
koncentracié novelésével legfeljebb AE = 0,4 min™! extinkeié véltozasi iitemet lehetett elérni. A termék molaris
extinkcids koefficiense g45 = 8000 Mlem™. Szamolja ki, hogy egyetlen tripszin molekula egyetlen masodperc
alatt legfeljebb hany BAPNA molekulat alakithat at. Minek nevezziik az igy kapott adatot? (*)
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16 A szintetaz reakciok soran keletkez6 pirofoszfat hidrolizise fontos termodinamikai hajt6 eré a bioszintetikus
reakciokban. Az E. coli pirofoszfataz enzime 120 kDa molekulatomegii és 6 azonos alegységbdl all. Aktivitasat
ugy definialjuk, hogy 1 enzim egység 10 pmol pirofoszfatot hidrolizal 15 perc alatt adott meghatarozasi feltételek
mellett. A tisztitott, homogén enzimpreparatum aktivitasa: v,,,= 2800 egység / mg enzim. (A) Hany mol
szubsztratot hidrolizal el 1mg enzim masodpercenként? (B) Hany mol szubsztratot hidrolizal el 1 mol enzim
masodpercenként? (C) Hany mol aktiv hely van 1 mg enzimben? (D) Mi az atviteli szdma az enzimnek? (*)

107 Egy enzim K, paraméterét kivanjuk meghatarozni. Ezért ndvekvd szubsztrat koncentracio fiiggvényében mérjiik
a kezdeti sebességeket. A mérés végén deriil ki, hogy a szubsztratunk egy adott koncentracié felett kezd
kicsapddni a reakcio koriilményei kozott. Hogyan befolyasolja ez a nem kivant esemény a mérésiink eredményét?

1B Egy enzim reakcio sebességét mérjiik a szubsztrat koncentracio fiiggvényében. Az enzim Ky, értéke 2uM. A
mérés soran az enzim koncentracio: 200nM, a szubsztrat koncentraciét pedig 0,1 pM -10 uM tartomanyban
kivanjuk valtoztatni. Miért rosszul tervezett ez a mérés és hogyan lehetne javitani rajta?

1® Penicillin rezisztens baktériumok penicillindz (mas néven p-laktamaz) enzimet tartalmaznak, ami a penicillin
hidrolizisét végzi. A Staphylococcus aureus penicillindz enzimének molekula stlya 19,6 kDa. Aktivitas mérése
soran 10'9g tisztitott penicillinazt hasznaltunk 10 ml térfogatu teszt oldatban. Az enzim 1 perc alatt mért aktivitasat
meértiik a szubsztrat koncentracio fiiggvényében, és feltételezziik, hogy szubsztrat koncentracio jelentdsen nem
valtozik a mérés soran. Az aktivitas adatokat az alabb lathato tablézat tartalmazza. (A) Allapitsa meg, hogy a
penicillinaz koveti-e Michaelis Menten kinetikat! (B) Ha igen akkor mi az enzim Ky és v,y érteke? (C) Mi
az enzim atviteli szama a mérés feltételei kozott? (*)

[penicillin] (uM) hidrolizalt penicillin mennyisége (nmol)
1 0,11
3 0,25
5 0,34
10 0,45
30 0,58
50 0,61

10 Egy enzim katalitikus sebességi allanddja (k.,) = 50 sT. Az 1ml végtérfogatl tesztben hdrom perc alatt mért
extinkcio-valtozas AE = 0,36. A termék molaris extinkcids koefficiense 8000 M lem™. (A) Mennyi enzimet
tartalmaz az oldat? (B) Mennyi szubsztratot kell bemérni a fenti tesztbe, ha azt akarjuk, hogy a kezdeti sebesség
mérésének feltétele teljestiljon? (*)

11l A -20°C-os hiit6ben talaltunk egy Eppendorf-csévet ,,hu 4, 03.07.28.” felirattal. Laborunkban ez csak tripszin
spektrofotometriasan hatarozzuk meg. Ehhez 10 szeresére higitjuk a tdrzsoldatot, és 280 nm en megmérjiik az
extinkciojat. A kapott eredmény E,g(,=0,2. Ezt kdvetden a tripszinoldat enzimatikus aktivitasat is megmérjiik.
1 ml végtérfogatba 10 pl 50-szeresre higitott enzimet és 10 pl 15 mM-os Z Gly Pro Arg p nitroanilin szubsztratot
mériink be. Mekkora hanyada aktiv az enzimnek, ha az id6gorbe linearis szakaszanak meredeksége 0,72 min!?
(A tripszin molaris extinkcios koefficiense £,50=40000 M™'cm!, a p-nitroanilin molaris extinkciés koefficiense
£€405=3000 M lem™. A fényit hossza mindkét esetben I=1 cm. A humén tripszin 4 kinetikai konstansai 37°C-
on megkozelitéleg k.,=300 s Ky=5- 10 M) (%)

12 Egy enzimreakcioban a K varhatolag 0,1-1 mM nagysagrendii. Mekkora térfogatokat mérnénk hat kiilonb6z6
torzsoldatokbol 2 ml végtérfogatu tesztekbe a Ky, meghatarozasdhoz (az enzim végkoncentracigja 10 pg/ml
legyen)? (*)

13 (A) Hogyan mérné a tripszin aktivitasat? (B) Hogyan valtozik a v,,,,, értéke kompetitiv inhibitor jelenlétében?
(C) Hogyan valtozik a Ky, és a vy, , ha irreverzibilisen gatoljuk az enzim molekuldk harmadat?

14 Egy enzimreakcio sebességét mérjiik kiilonboz6 szubsztratkoncentracioknal inhibitor jelenlétében és tavollétében.
Inhibitor jelenlétében minden szubsztrat koncentracional rendre kisebb sebességet mériink, mint az inhibitor
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tavollétében, mégis az extrapolalt v,,,, értéke inhibitor jelenlétében és tavollétében azonos érteknek adodik.
Ertelmezze az eredményt!

Géntechnolégia

15 Egy 20 bazispart tartalmazé DNS szegmensben 7 db guanint taldlunk. Hany adenin van a szegmensben?
(MINTAFELADAT)

20 bazispar — 40 bazis

C =G — G-bdl és C-bdl is 7-7 db-ot talalunk

A+T = 40-(C+G) = 40-(7+7) = 26 bazis (A és T 6sszesen)
A =T — 26/2=13 db Adenin

116 (A) frja fel azt a mRNS szekvenciat, ami az alabbi DNS szakaszrol irodik at! (B) frja fel azt az aminosav
szekvenciat, ami ennek az mRNS szakasznak felel meg, feltételezve, hogy a leolvasasi keretbe illeszkedik a
megadott mRNS szakasz! (*)

5’CATCCAATCACTAGGCAA 3°

117 Milyen szekvenciaju polipeptid keletkezik in vitro egy sejtmentes fehérje szintetizal6 rendszerben, ha poli(UUAC)
templatot adunk a rendszerhez? (*)

18 Egy diploid szervezetben a haploid genom mérete: 45000 kb. A genom 21% guanin bazist tartalmaz. Szamitsa
ki a mind a 4-féle bazis darabszamat a diploid genomban! (*)

19 irja fel azt a két 10-10 tagh primer szekvenciajat, aminek segitségével PCR reakcioban amplifikalhato az alabbi
DNS szegmens: (*)

ATAGGCATAGGCCCATATGGCATCTTTATAATATGCGATAGGCGCTGGTCA
Bioinformatika

M (A) Azonositsa a kovetkezd nukleotid szekvenciat a BLAST hasonlosag keres6 program
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) segitségével! (B) Forditsa le a szekvenciat a Tramslate program
(http://web.expasy.org/translate/) segitségével, majd azonositsa a fehérjeszekvenciat is a BLAST programmal!
(C) Keresse meg a fehérjét a Uniprot (http://www.uniprot.org/) adatbazisban! (D) A ProtParam program
(http://web.expasy.org/protparam/) segitségével hatarozza meg a fehérje elméleti izoelektromos pontjat és
molaris extinkcios koefficiensét!

TACGCAATGCGTATCATTCTGCTGGGCGCTCCGGGCGCAGGTAAAGGTACTCAGGCTCAATTCAT
CATGGAGAAATACGGCATTCCGCAAATCTCTACTGGTGACATGTTGCGCGCCGCTGTAAAAGCAG
GTTCTGAGTTAGGTCTGAAAGCAAAAGAAATTATGGATGCGGGCAAGTTGGTGACTGATGAGTTA
GTTATCGCATTACTCAAAGAACGTATCACACAGGAAGATTGCCGCGATGGTTTTCTGTTAGACGG
GTTCCCGCGTACCATTCCTCAGGCAGATGCCATGAAAGAAGCCGGTATCAAAGTTGATTATGTGC
TGGAGTTTGATGTTCCAGACGAGCTGATTGTTGAGCGCATTGTCGGCCGTCGGGTACATGCTGCT
TCAGGCCGTGTTTATCACGTTAAATTCAACCCACCTAAAGTTGAAGATAAAGATGATGTTACCGG
TGAAGAGCTGACTATTCGTAAAGATGATCAGGAAGCGACTGTCCGTAAGCGTCTTATCGAATATC
ATCAACAAACTGCACCATTGGTTTCTTACTATCATAAAGAAGCGGATGCAGGTAATACGCAATAT
TTTAAACTGGACGGAACCCGTAATGTAGCAGAAGTCAGTGCTGAACTGGCGACTATTCTCGGTTA
ATTCTGGATGGCCTTATAGCTAAGGCGGTTTAAGGCCGCCTTAGCTATTTCAAGTAAGAAGGGCG
TAGTACCTACAAAAGGAGATTTGGCATGATGCAAAGCAAACCCGGCGTATTAATGGTTAATTTGG
GGACACCAGATGCTCCAACGTCGAAAGCTATCAAGCGTTATTTAGCTGAGTTTTTGAGTGACCGC
CGGGTAGTTGATACTTCCCCATTGCTATGGTGGCCATTGCTGCATGGTGTTATTTTACCGCTTCG
GTCACCACGTGTAGCAAAACTTTATCAATCCGTTTGGATGGAAGAGGGCTCTCCTTTATTGGTTT
ATAGCCGCCGCCAGCAGAAAGCACTGGCAGCAAGAATGCCTGATATTCCTGTAGAATTAGGCATG
AGCTATGGTTCAC
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Dl Azonositsa az alabbi fehérjeszekvenciat a BLAST  hasonlosag keres6 program
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) segitségével! Vannak-e ortologjai?

MCDEDETTALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRG
ILTLKYPIEHGIITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFN
VPAMY VAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKIL
TERGYSFVTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCP
ETLFQPSFIGMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRKDLYANNVMSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPS
TMKIKIIAPPERKY SVWIGGSILASLSTFQQMWITKQEYDEAGPSIVHRKCF

2 Azonositsa az alabbi fehérjeszekvenciat a  BLAST  hasonldsag keres6 program
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) segitségével! Azonositsa fehérje egy human, egy archaea és egy névény
ortologjat is! Mekkorak a hasonlosagok?

APSRKFFVGGNWKMNGRKKNLGELITTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYIDFARQKLDPKIAVAAQN
CYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRHVFGESDELIGQKVAHALSEGLGVIACIGEK
LDEREAGITEKVVFEQTKVIADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSN
VSDAVAQSTRITYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ

12.1. Megoldasok

Mértékegységek és oldatok

1.
2.

3. (A) 1.98-10!% db

(B) 3.94-101% db

(C) 50 db
4. (A)L1:1012 ¢

(B) 5.36 %

(C) 4.56 %

(D) 54.54 db

(E) 3.32*10°2 mol/dm?®

(F) 127470 db

5. (A) 1,6 mm; Az E. coli sejt kb. 1 um, tehat a DNS sokkal hosszabb => §ssze van tekerve.
(B) 3914 db

6. 5db

7. 95.5 nm

8. 70257 Da
9. 501833 Da

10. 32-42 peptidkotés / s

11. 200000 Da
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12. 15879 Da
13.13201 Da

14. 0,089 %

15.(A) 1.01-10° mol / 685.48 g

(B) 4.03-10% mol

(C)4.931
16.1000 pmol/dm 3 , 1 pmol/ml
17.02 dm 3
18.(A) 5.85-10°2 mol/dm?

(B)

(C) 3.78:10"- mM

19.(A) 4:10° mol/dm?

(B) 0.1 vegyes %

20. 28,2 ml

21. (A) 2 mg/ml
(B) 0.2 vegyes %

2 Osszemérni: 2 ml kalium-foszfat puffer + 25 ml szérumalbumin + 0,877 g NaCl, majd vizzel feltdlteni 100 ml-
re.

23. tejsav: 0,2 ml (200 pl); foszfat puffer : 0.8 ml (800 ul); NAD: 0.02 ml (20 ul); tejsav dehidrogenaz: 0,011 ml
(11 pl)

Ionizaciés egvensulyok

4.
25.
2%.(A) 4.06
(B) 4.36
(C) 4.66
27. M\ Hoszukeinat = 2212 €5 MNa2_szukcingt = .05 ¢
2.1.97 ml

29, (A) 2.51-10° mol/dm?

(B) 3.16:103 M

O 15
30.(A) L55

(B) 0.19 ml
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3L.(A) L.73
(B) L.58 ml

32.(A) 76%
(B) +0,76

33.(A) 24%
(B)-0,76

H(A)6
(B) His

35.5.5

36.6.25 ml

37. Biomolekulik spektrofotometriija

3R

3.

40.

41.

4.6db

43. 8 (mol Lys/mol feh.)

4,044

45. (A) 4mg/ml
(B) 20000 Da

46. (A) 4.4 mg/ml
(B) 44000 Da

47.(A) 990 Da
(B) 1.31-10° M~'em
(C) 0,982 mg/ml

48 (A) 2.4-10* Mlem
(B) 1. mg/ml

49. (A) 16.6%
(B) 0.97

(C) 44.7 ug HMV és 242.6 ug NaMV

Sejtek feltiarasa és fehérjék izolalasa
50.
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SL
52

53. Specifikus aktivitas egység/mg fehérje: 200; 600; 666,6; 1500; 15000; Kitermelés (%): 100 %; 75 %; 25 %;
18,7 %; 16,8 %

. Specifikus aktivitds (homogenizatum): 6nmol/min/mg fehérje; specifikus aktivitds (tisztitott enzim):
0,88umol/min/mg fehérje; tisztulas: 148-szoros; kitermelés: 37%-os.

Peptidek és fehérjék
5.
6.
57. (A) kevésbé
(B) igen
8.
59. human
0.

6l. Ala-Val-Arg-Tyr-Ser-Arg

62. (A) pH=7 esetén: +1, pH=9 esetén: 0

(B) pI=9
(C) két peptid keletkezik
(D) harom peptid keletkezik
(E) négy peptid keletkezik

63. A lanc: Ala-Val-Cys-Arg-Thr-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Leu
B lanc: Tyr-Lys-Cys-Phe-Arg-His-Thr-Lys-Cys-Ser
Diszulfid-hidak: (A)Cys3-(B)Cys9 és (A)Cys7-(B)Cys3

64 Kromatografids médszerek

65.

0.

67.

68. Hidrofob kromatografia.

6.2 db

70. (A) Tripszines kezelés esetében mindkettére sziikség van.
(B) Kimotripszines kezelés esetén ioncsere.

71. (A) A sorrend: Ser, Met, Phe.

(B) A polaris molekulak kevésbé, az apolaris molekuldk jobban kdtédnek a reverz fazisu toltethez.
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72.Nem megfeleld, mert pH=8,0-on mind két fehérje negativ toltésli, ezért nem kotddik a negativ toltésh
karboximetil-cellul6zhoz.

73. Az izoenzim keveréket gélsziiréses kromatografiaval nem tudjuk elvalasztani, mert a négy alegységbol felépiild
tetramerek mérete gyakorlatilag azonos, csak a toltésiik kiilonbozik.

74. Els6ként az 54 és a 62 kDa molekulatomegii fehérje egylitt elualddik a kizarasi térfogatban; ezutan a 15kDa,
végiil a 8kDa molekulatomegii fehérje elualodik, feltéve, hogy alakjukban nincs nagy aszimmetria.

75. (A) A tomegek k6z6tt nincs kiilonbség.
B)1.:-1,5;2.:+1,5;3.:-1,5

(C) Anioncsere: 1. és 3. kotodik, 2. atesik (pozitiv); elacional 1. és 3. egy csucsot ad, mert a toltésiik megegyezik.
Kationcsere: 2. kotodik, 1. és 3. atesik (negativak), elticional 2. egy csticsot ad. Gélsziirés: nincs kiilonbség az
1. és 2. mérete kozott, ezek 1 csticsot adnak, a 3. mérete kisebb, ez egy kiilon csucsot ad, amelyhez nagyobb
elucios térfogat tartozik, mint az els6 csticshoz.

(D) PI. gélsziirés, majd 1.+2.-ra anioncsere.
76.(A)1.:0;2.:+4;3.:+2;4.: -4
(B) A 2. és a 3. peptid kotodik, a tobbi atesik.
(O) 2. pI=12; 3. pI=10
(D) Emelkedd pH gradiens: pH=8 => pH=13. Sorrend: 3., majd a 2. peptid.

Elektroforézis technikak

g 8 2 A

8. (A) 39559 Da
(B) 0.56
(©)0.79
&.
8. Fehérje-ligandum kélcsonhatasok
8.
8.2,5:10 * M
81.(A) [PY[PL] =5
(B) 16,67 %
& (A)2:10°M

(B) 1.165-10° M
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(C) 14.16 %

9. (A).71.43%

(B)2.38

90. [RL] = 6.28-10°® M; [R]=3.72-10°* M; [L]=3.372:10° M

91. 88%

EnzimKkinetika

r 8 S

9%.
%. [Kyml = mol‘dm's; [Vinax] = mol-dm‘3-s'1; [keatl = g
97. Kyt nem; vy, nem; ki igen

9. (A) Tejsav-dehidrogenaz: 0.5 mg/ml-es térzsoldatbol 20 ul-t; Na-piruvat: 400 mM-os torzsoldatbdl 40 pl-t;
NADH: 100 mM-os_torzsoldatbél 40 pl-t; foszfat puffer: 500 mM-os_torzsoldatbél 200 pl-t (SOK JO
MEGOLDAS LETEZIK!)

(B) Abszorbancia kovetése 340 nm-en.
9. (A) 3/4
(B) 75%
1® 90,9 umol~dm'3~s'1
0. 42 mol p-nitrofenil-B-D-gliikozidot alakit 4t 1 mol gliikozid4dz enzim 1 masodperc alatt.

12 (A)_6 pmol S/mg E/min

(B) 2.5 st
(C) piruvat és NADH, illetve laktat és NAD" (a reakci6 reverzibilis)
1B 795000 s =

18t 1 mol enzim 2.08 mol szubsztratot alakit 4t 1 s alatt.

1 (A) para-nitroanilin

(B) 1 tripszin molekula legfeljebb 208 BAPNA molekulat alakit 4t masodpercenként (atviteli szam

b (A)3.11 - I(FSmolPPi/s/m enzim

(B) 1 mol enzim masodpercenként 3732 mol szubsztratot hidrolizal.
(C) 5:10* mol
(D) 622 57

o

1
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1® (A) Koveti Michaelis-Menten kinetikat!

(B)K y =522:10 ® Miv . =114:10 7 Ms:

(Q)_k@ :22454;

10 (A) 5:10° mol/dm?®

(B)9- 104 M (minimalis bemért szubsztratkoncentracio)
11 66.7%

12 Enzim: 10 pl; 100mM-os szubsztrat: 200 ul, 100 pl, 20 pl; 10mM-os szubsztrat: 100 pl, 20 ul, 10 pl

3

14 Géntechnologia

15

II6 (A) 5’UUGCCUAGUGAUUGGAUG 3’
(B) Leu-Pro-Ser-Asp-Trp-Met

117 [Leu-Leu-Thr-Tyr],

I8 A, T=5.22-10%db; C, G =3.78-10Z db

19 Forward primer: 5° ATAGGCATAG 3’; Reverse primer: 5° TGACCAGCGC 3’
Bioinformatika
n

n
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13. fejezet - Utdszo

Az itt elsajatitott informaciok és képességek igazi probaja, ha azokat a hallgatok majd a biokémiai laboratoriumi
gyakorlatban valds problémak megoldasara is alkalmazni tudjak. A kurzus és a tananyag célja, hogy ebben a
komplex tanulasi folyamatban segitséget nyujtson a hallgatok szamara. Az alabbiakban 6sszefoglaljuk azokat a
fogalmakat és ismereteket, melyeket a kurzus soran targyaltunk. Ezek a szerzok véleménye és tapasztalata alapjan
fontosak lesznek majd a jovo biologus szakemberei szamara, s segitenek abban, hogy megalljak a helyiiket a
biokémiai mérések és kisérletek kivitelezése soran, akar az alap- vagy az alkalmazott kutatasok terén.

1. Biokémiai és molekularis biologiai eszkozok
milanyag és iiveg edények; pipettak; tomeg és pH mérés; biokémia gyakorlatban hasznalatos berendezések:
vizlagyito, centrifugak, spektrofotométerek, razok és inkubatorok; a molekularis bioldgia fontosabb eszkdzei: PCR

késziilék, elektroporator, homegenizalok, géldokumentacidés kamerak; steril munkaeszk6zok; bioldgiai mintak
tarolasa

2. Meértekegységek és oldatok

oldatok készitése, koncentraciok (mg/ml, vegyes %, molaritas), fehérjék és egyéb makromolekuldk molekulatomege,
kiilonboz6 mennyiségek kifejezésének lehetdségei (prefix, exponencialis, kerekités), dializis

3. Ionizacios egyensulyok

sav-bazis reakciok vizes kdzegben; a Henderson-Hasselbalch egyenlet; a pK, érték; pufferek, az ionizacié mértékét
befolyasold tényezok, a toltések becslése, pl (izoelektromos pont), a pH mérése

4. Spektrofotometria, fehérjekoncentrdcio mérése

transzmittancia és abszorbancia kapcsolata; a Lambert-Beer torvény; a fotométer miikddési elve; ATP, NAD" és
NADH, aminosavak, fehérjék, nukleotidok és DNS spektrumai; DNS és fehérje koncentracidé mérése és szamolasa
a gyakorlatban; a kalibral6 egyenes hasznalata

5. Sejtek feltarasa és fehérjék izoldalasa

biologiai mintak feltarasa makromolekulak tisztitdsahoz; egy fehérje tisztitasanak 1épései; enzimek stabilitdsa;
sejtfeltaras; differencial és striség gradiens centrifugalds; fehérjék oldhatosaga; a pl érték jelentdsége; durva
frakcionalasi modszerek: kis6zas, besozas, irreverzibilis kicsapas; dializis és ultrasziirés; liofilizalas

6. Kromatografias modszerek

gélsziirés, ioncsere, hidrofob kdlcsonhatason alapulo és affinitas kromatografia; egy kromatografias munkaallomas
felépitése; kromatografias oszlopok; allofazis és mozgo fazis fogalma; oszlopok felbontasa és kapacitasa;
kromatografias eljarasok tervezése és 1épései; FPLC és HPLC; egy oldhato fehérje izolalasanak sémaéja

7. Elektroforézis technikak

elektroforézis; gélelektroforetikus technikak: nativ és SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE), izoelektromos
fokuszalas, denaturaldo PAGE, 1D- és 2D-elektroforézis, agardz gélelektroforézis; detektalasi modszerek: festés,
lenyomat (blotting) technikak (Western-blott), enzimografiak

8. Fehérje-ligandum kolcsonhatdsok

a disszociacios allando (K,); a szabadentalpia valtozas és a kotési allando kozotti dsszefiigges; a kotési allando
kisérletes meghatarozasa: Scatchard plot; affinitas és specificitas; H-kotés, van der Waals- és ionos kotések, a
hidrofob effektus szerepe a molekularis felismerésben; kolcsonhato partnerek keresésére és a kotddés mérésére
alkalmas modszerek

9. Enzimkinetika
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Utoszo

a szubsztrat telitési hiperbola fiiggvény; kezdeti sebesség értékek kisérletes meghatarozasa; a Michaelis-Menten
egyenlet; Keai, Vinax » K » Keat/ Ky paraméterek jelentése €s értékiik meghatarozasi, kiszamitasi modjai.

10. Géntechnoldgia

rekombindns DNA és molekularis klonozas; polimeraz lancreakcidé (PCR); plazmid vektorok; restrikcids
endonukledzok; DNS-ligazok; a rekombinans DNS sejtbe juttatasa (transzformalas); plazmid izolalas és DNS
agar6z gélelektroforézis

11. Bioinformatika

DNS, fehérje szekvencia és térszerkezet adatbazisok (Genbank, UniProt, PDB); szekvenciak azonositasa és analizise
(BLAST); az adatbazisok hasznalata a biokémiai gyakorlatban; homoldg, ortoloég és paralég gének, fehérjék;
makromolekulak térszerkezete és molekularis grafika

Végezetiil egy csokorra valo, ,,az élet” valos problémait tiikkr6z6 feladvany keriil bemutatasra. Ezek megvitatasat
¢és atgondolasat csoportos munka keretében javasoljuk. Ezzel is kozelithetiink a valds helyzethez: a biokémiai
munka kutatocsoportokban zajlik, ahol a kutatok csapatban dolgoznak egy probléma megoldasan.

1. Tervezzen meg egy komplex kisérletet, melynek segitségével egy tjonnan izolalt proteaz enzim aktivitasanak
jellemzését hajthatja végre!

Milyen reagensekre van sziiksége, milyen kisérleteket hajtana végre? Hogyan valasztana szubsztratot? Hogyan
kovetné nyomon a szubsztrat fogyasat? Tételezziik fel, hogy az Gjonnan felfedezett proteazra es annak egy
szubsztratjara a Ky értéke varhatdlag 0.1-1 mM nagysagrendii. Kiilonboz6 kromatografias eljarasok alkalmazasan
keresztiil sikeriilt egy tiszta proteaz oldatot elallitani egy olyan szévetmintabol, amelyben ez a proteaz nagy
mennyiségben van jelen. Ennek az oldatnak a koncentracioja Biuret modszerrel megmérve - egy BSA standard-
oldat higitasi soranak felhasznalasa révén — 2 mg/ml-nek adodik. Legalabb, hany mérési pont sziikséges ahhoz,
hogy a Ky értéket kielégité pontossaggal tudja meghatarozni? Abrazolja sematikusan a véart szubsztrat-telitési
gorbét! Ebbdl a gorbébdl milyen modszerekkel tudja a Ky értékét meghatarozni? Mekkora térfogatokat mérne be
torzsoldatokbol, tovabba az 1M-os puffer torzsoldatabol, hogy az egyes mintdk Ossztérfogata 2 ml legyen?
(Természetesen elszor dontse el, hogy milyen koncentracioban fogja az enzimet, illetve a szubsztratot az egyes
oldatokba bemérni; a puffer koncentracidja 20 mM legyen. Készitsen tablazatot az elballitandd oldatok
komponenseinek és a bemért mennyiségek feltiintetésére!

2. Tervezzen meg egy kisérletet, melyben egy DNS-koto fehérje (pl. egy transzkripcios faktor) affinitasat
kivanja meghatarozni DNS-hez.

Milyen reagensekre van sziiksége, milyen kisérleteket hajtana végre? Hogyan kdvetné nyomon a fehérje kotédését
a DNS-hez? Tételezziik fel, hogy a fehérje-DNS komplex disszociacios allanddja 10 nM és 100 nM kozott van.
Legalabb, hany mérési pont sziikséges, hogy a K, értékét megbizhatdan tudjuk mérni? Hogyan allitand ossze a
sziikséges oldatokat? Rajzolja fel sematikus formaban a vart kotédési gorbét! Egy tovabbi kisérletben arra kivancsi,
hogy a transzkripcios faktor DNS-k&t6 felszinén elhelyezked6 aminosavak mutacioi, hogyan befolyasoljak a fehérje
DNS-hez val6 kotédésének energetikajat. Rekombinans DNS technoldgian alapuld technikak segitségével eldallit
2 db pontmutanst (m1, m2) és egy kettds pontmutans fehérjét (m3). (m1: T104A, m2: R321A, m3: T104A, R321A).
Ezek tisztitott formaban allnak rendelkezésre. Fenti kotédési esszével meghatarozza, hogy az m1-3 mutans fehérjék
mekkora affinitassal kotddnek a DNS-hez (vad-tipust fehérje: 20 nM, m1: 40 nM, m2: 200 nM, m3: 1 uM).
Rajzolja fel a négy fehérje DNS kolcsonhatasahoz tartozd szabadentalpia csokkenés mértékét egy energia
diagrammon! Mekkorak az egyes mutaciokhoz tartozdé AAG értékek? Gondolkodjon el, hogy az egyes mutansok
esetében milyen kolesdnhatasok hianya okozhatja az affinitdscsokkenést a DNS-hez? Mi lehet az oka, hogy az
m3-as kettés mutans ,,furcsan” viselkedik?

3. Cél a human novekedési faktor eldallitisa mg mennyiségben, homogén formaban. Hogyan csinalna?

4. Biokémiai kisérletek soran felmeriilt egy eddig ismeretlen enzim létezése, amely fontos funkciot latszik
betolteni kotészoveti sejtekben.

A feladat egy kutatasi terv elkészitése a kovetkezo célkitiizésekkel: az enzimaktivitas igazolasa, majd jellemzése,
az enzim azonositasa (amennyiben ismert mar ilyen, vagy hasonlé enzim), annak a lehetéségnek a megteremtése,
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hogy az enzim szerkezetét és miikodését lehessen tanulmanyozni (pl. irdnyitott mutagenezissel €s rontgen
krisztallografiaval). Allitsa 6ssze a kutatasi terv fobb pontjait azok modszertani oldalara helyezve a sulyt. Hasznalatuk
célszer(i sorrendjében adja meg milyen modszereket alkalmazna a kitlizott célok elérése érdekében.

5. Egy enzim szubsztrat-telitési gorbéjét akarjuk felvenni.

A reakcidhoz 2-30 pM koncentracid tartomanyban hasznaljuk a szubsztratot. A szubsztrat egy gyenge bazis tipusu
szerves molekula. Méltomege 310 g/mol és pK, értéke 6,8. Oldhatosaga pedig 10 pg/mL pH 8,0-on, ahol az
enzimaktivitdsnak maximuma mérhetd. Az enzimaktivitds mérését 1 mL végtérfogatban végezziik, aminek soran
a maximalisan adhatd szubsztrat torzsoldat térfogat 30 pL lehet. Milyen toménységii térzsoldatot kellene késziteni
a szubsztratbdl, és milyen mddon lehet azt megtenni?

6. Hogyan hatarozna meg, hogy egy DNS minta milyen mértékben szennyezett fehérjével?
7. A laborban két plazmid DNS mintait véletleniil 6sszekevert.

Egyik egy ,,A” fehérje vad tipusu DNS-ét, mig a masik egy ,,B” fehérje mutans DNS-ét tartalmazza. Hogyan tudna
menteni a helyzetet és megallapitani, hogy melyik minta melyik plazmid DNS-t tartalmazza?

8. Egy inhibitor egy kindz enzimet kompetitiv moédon gatol.

Hogyan hatarozna meg az inhibitor k6tddési affinitasat az enzimhez (K4)? Hova kotddhet az inhibitor?

Eredményes tanulast és feladatmegoldast kivan az ELTE Biokémiai Tanszék szerz6i munkakozossége!
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