Spektrofotometria

1. Mely aminosavak adjak a spektrofotometrias mérés alapjat altalaban fehérjék
esetében? Milyen hullamhosszon nyelnek el? (1 szam, 1 magyarazat)

Aromas aminosavak, ezek kozul is a triptofan és a tirozin, amelyeknek 280 nm kornyékén
erds elnyelési csucsa van.

2. Az EGFP esetében nem ezt a ,,szokasos” hullamhosszt fogjuk alkalmazni.
Hany nm-en mérunk helyette és miért alkalmazhatjuk ezt ennél a molekulanal?

(1 szam, 1 ok)

495 nm-en is mérunk az EGFP esetében, mivel ennek a 280 nm-es jellemzd
elnyelési csucsa mellett 495 nm-en is specialis elnyelési csucsa van.

Gerjesztése 488 nm-en van, emisszio pedig 509 nm-en.

3. irja fel a Lambert-Beer torvény egyenletét, feltiintetve az egyes valtozék
jelentését és mértékegységét!

A =logl/logl=¢gcL

e A: abszorbancia (vagy E mint extinkcid) [nincs R —
mértékegység] T g I,

e |o: fény kezdeti intenzitasa

e |: fény intenzitasa, miutan athaladt az anyagon ]

€: extinkciés vagy abszorpcios koefficiens — anyagra
jellemzd allando [dm3mol™-cm™] [M?* cm™]

c: anyag koncentracioja [mol/dm?3][M]

e L: aréteg vastagsaga, amelyen a fény athaladt [cm]

4. irja fel a fehérjemennyiségek tomegére alkalmazott, Lambert-Beer térvényen
alapulé egyenletet!

c=A/(eL) atrendezése:
A280/ ((¢(Micm™)/ m(Da)) x L(cm)) = c(mg/ml)
A gyakorlaton ezt 495-re alkalmazzuk.

5. Milyen spektrofotométerekkel talalkoztunk a laborban eddig? (2+1)



1. Thermo Scientific NanoDrop 2000
2. TECAN SPARK 20M
3. Jasco V-730 kuvettas spektrofotométer (ezt nem is hasznaituk még??)

6. Mi a leglényegesebb elénye a fehérjék spektrofotometrias koncentracio-
meghatarozasanak az 1. gyakorlaton hasznalt kromogén médszerhez képest?
(1 kulcsmondat)

Elénye: gyors, egyszerl. Mivel nem kell a méréshez a fehérjéket kémiai
reakciéba vinni — fehérjék ill. peptidek kromatografias elvalasztasanak folyamatos
kovetése

7. Mi a leglényegesebb hatranya a fehérjék spektrofotometrias koncentracio-
meghatarozasanak az 1. gyakon hasznalt kromogén moédszerhez képest? (1
kulcsszd)

Hatranya: az egyes fehérjék kiilonb6z6 aranyban tartalmaznak aromas
aminosavakat - inkabb csak ugyanazon fehérje kiilonb6z6 oldatainak
osszevetésére alkalmas, nem abszolut modszer.

A meérést emellett zavarja minden 280 nm-es elnyelést mutaté anyag, illetve
nukleinsavak is.(260nm-nél van elnyelésiik)

8. Melyik valtozé6 az a Lambert-Beer egyenletben, ami eltér az altalunk
alkalmazott spektrofotométerek esetében?

Az EGFP elnyelési csucsa nem teljesen egyezik a gerjesztési maximummal, 495
nm-en megfigyelheté. Az elnyelési jellemzdi fiiggenek az olddszer jellemzéitél is, pl.
pH. Az egyszerliség kedvéert ezeket vegylik elhanyagolhatonak, és szamoljunk € =
55000 Micm? értékkel, és a Jasco esetében 488, a NanoDropos méréseknél
pedig 495-0s elnyelési csucs értékével.

9. Soroljon fel harom példat olyan lIépésekre, amelyek a tisztitasi folyamat soran
anyagveszteséget okozhatnak!

IMAC soran:
e Nem kot meg az 6sszes fehérje az IMAC-gyongyon (letort rola a His-
tag, elmutalodott).
e Az IMAC gyongy is ,szokik”, ezaltal a megkotott fehérjébdl is veszitiink
a gyongyokkel egyutt.
A frakcié begyijtése sosem tokéletes. SEC-nél is!
Az id6 elteltével folyamatos a degradacié. SEC-nél is!

SEC tisztitasa soran:




o Az el6készité lépésben (tomeényités/koncentralas) a minta egy része
kitapadhat a sziirére.

e Egyik tarolébdél a masikba athelyezés soran elkerulhetetlenek az
anyagveszteségek.
A frakcio begyiijtése sosem tokéletes. IMAC-nal is!
Az ido elteltével folyamatos a degradacié. IMAC-nal is!

10. Milyen tisztitasi modszereket alkalmaztunk az ultratiszta minta eléallitasara?
(2 betiisz6 és annak jelentése)

IMAC - Immobilized Metal Affinity Chromatography
SEC - Size-Exclusion Chromatography



