Spektrofotometria 2 (fehérjék abszorbanciajanak pH fiiggése)

1. Mit neveziink kromofor csoportnak? (rovid leiras)

A fény elnyeléséért felel6s molekularész, amely az anyag szinét adja. Ez viszonylag konnyen
atbillenthet6é egy magasabb energiaju allapotba.

EGFP esetén a béta-redokbdl allé hordo-szerii szerkezet belsejében 1évs, harom moédosult
aminosavbol (Thr-Tyr-Gly)l all6 szekvencia, mely aromas gytiriiket tartamaz.

2. A gyakorlaton milyen kromofor csoportot vizsgalunk? Mely aminosavak teszik ki
ezt a csoportot? (rovid leiras)

EGFP esetében harom moédosult aminosavbol 6sszedlld, aromas gydrlket tartalmazé kromofor
csoport a Thr-Tyr-Gly szekvencia; a GFP esetében ez Ser-Tyr-Gly. A hdrom aminosavbdl spontan
gytiriivé zarédas altal egy nagy delokalizalt elektronrendszer jén létre.

3. Mi az a tautomerizacié? irjon példat! (rovid leiras, 1 példa, ami nem a vizsgalatunk
targya)

Konstitticids (szerkezeti) izoméria egyik fajtaja. Konnyen végbemend (kis aktivalasi energiat
igénylé) reverzibilis izomerizacié, azaz két vegyilet akkor tautomer, ha szabadon
atalakulhatnak egymasba. A tautomer egyensulyi helyzet a kémiai szerkezet, a h6mérséklet
és a halmazallapot fliggvénye; oldatban fligg az oldészer minéségétél, a pH-tol.

Pl. prop-1-én-2-ol és propanon (aceton), keto-enol

4. Mit valtoztat a pH az altalunk vizsgalt molekulan? (rovid leiras, 1 kulcsszé)

Az EGFPnek két hullamhosszon is megfigyelhet6 egy lokalis maximum, azonban a pH
valtoztatasaval eltoladik, hogy melyik a magasabb. Ennek oka a kromoférban talalhato tirozin
OH csoportjanak tautomerizaciés allapota. Elnyelési cstcs valtozik, ami befolyasolja az
ebbdl szamitott koncentracié becsléseket.

5. Mit minek a fiiggvényében szeretnénk abrazolni? (2 abra tengelyei)
abszorbancia - hulldmhossz (nm) fliggvényében - (6sszes pH-n mért)
abszorbancia (490 nm-en mért) - pH fliggvényében

6. Melyik két elnyelési értékre vagyunk kivancsiak? Miért? (2 érték, és mik azok)
(280 nm és 490 nm kortdili (egyes eszkozokon 488 nm, masokon 495 nm). A 280 nm az aromas
gytiriik elnyelési maximuma - fehérjékre jellemzé érték - . A 490 nm korili érték pedig
specialisan az EGFP-re jellemz6 érték, 7,4-es pH-n (amelyen a legtobb kisérletiink zajlik) ez
mar jelentés mértékben megjelenik. Jol becsiilhetjiik az oldatban talalhato EGFP és mas
fehérjék aranyat ezen két érték segitségével.)

490 nm-en tapasztalt elnyelési érték, itt van a nativ EGFP fehérje kromofor csoportjabol
adodo elnyelési maximum hely, és 395 nm-en tapasztalt elnyelési érték, itt a pH okozta
tautomerizacio miatt megvaltozott kromofor csoportok (tirozin) elnyelési helye talalhaté.



7. Mire kell figyelniink az altalunk alkalmazott spektrofotométer esetében, ami
hibalehetéséget okoz? Gondoljunk az eszkoz korabban megismert jellemzéire,
amiben eltér a tobbi, laborban alkalmazott fotométertél! (1 dolog)

Az lres lemez abszorbancia értékeit le kell mérnink, hogy annak az elnyelését is
ismerhessiik, mivel a TECAN az egész lemezt vizsgdlja a lemezen athaladé fény befolyasolja
a mérést.

8. Mit jelent az EGFP esetében a fehérje maturacioja?

EGFP esetében egy médositott Thr-Tyr-Gly szekvenciabdl all a kromofor csoport, e harom
aminosavbdl spontan gydriivé zarédas altal egy nagy delokalizalt elektronrendszer jon létre
— ez a fehérje érése, maturacié.

Ezek a delokalizalt elektronok gerjesztédnek 490 nm kdrnyékén - nativ fehérje elnyelési max.

9. Mi a GFP és az EGFP? Mi koztiik a kiilonbség? (rovidités jelentése és leiras, elég
konkrétumok nélkiil)

GFP: Green Fluorescent Protein, vagyis zolden fluoreszkalé fehérje

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein (GFP valtozata, eml6sdkben, baktériumokban jo)
Kiilonbség: a kromofér csoport az EGFP esetében egy madositott Thr-Tyr-Gly szekvenciabdl, a
GFP esetében ez Ser-Tyr-Gly szekvenciabdl all.

10.Milyen oldatok a pufferoldatok? Mi az a legfontosabb tulajdonsaguk, ami miatt
hasznaljuk 6ket? Mit mutat meg a pufferkapacitas? (rovid leiras)

A pufferoldatok gyenge savnak/bazisnak és annak egy erés savval vagy bazissal alkotott
sojanak oldata, ami allandé pH-értéket biztosit egy rendszerben.
A puffer kapacitasan egy erés sav (HCI) vagy erés bazis (NaOH) azon mennyiségét értjik
mol-ban kifejezve, mely egy egységgel valtoztatja meg 1 liter puffer pH-jat.
Szerepe: pH stabilitds, kompenzalas, kiegyenlités a kiilsé hatasokkal szemben — imidazol-
tartalom az IMAC elucids pufferben példaul magasabbra tolja a pH-t.

11.Hogyan tudod megmérni egy oldat pH-jat, milyen eszk6zok sziikségesek hozza? Mik
azok a savak, mi jellemz6 rajuk (Lewis-sav definicidja)? (1 kulcsszo)

A pH értékét indikatorokkal vagy digitalis ph-mérével lehet meghatarozni.

Lewis-sav definicié: sav az az anyag, ami elektronpar-akceptor, vagyis elektronpar
felvételére képes. A bazisok elektronpar-donorok vagyis elektronpar leadasara képesek.

12.El6fordulhat, hogy valamilyen pH-n eltiinik a z6ld szin, és ezzel egyiitt a 490-es

cstics. Ez mivel magyarazhat6? (GoRdOljURKiSSZalaira,mit(nem)Istiunk aziSDST

Az EGFP kromofér csoportjanak protonaltsagi allapotatol fiiggéen 490 nm mellett 395 nm-
en is megjelenik elnyelési maximum. A pH valtozasaval az, hogy melyik magasabb eltolédik.
Alacsony pH-n a 395 nm iranyaba tolédik el az elnyelési maximum. Ennek oka a kromofdrban
talalhato tirozin OH csoportjanak tautometrizacios allapota. A kromofér csoport
megvaltozasa okozza a z6ld szin eltlinését. (?)



