10. gyakorlat

Fehérje vizsgalat

1.Mi a kilonbség a fluoreszcencia és a foszforeszcencia k6zott?

Fluoreszcencia esetén a Hund szabaly nem sériil gerjesztés hatasara (szingulett allapot),
és azonnali az abszorpcio6 utan a fénykibocsatas , mig foszforeszcencia esetén sériil a
Hund szabaly és |étrejon az ugynevezett triplett allapot, az abszorpcio utan késleltetett a
fénykibocsatas.

Foszforeszcencia esetén, a fluoreszcenciaval ellentétben, a molekula szerkezeti adottsagai
(példaul racshiba) miatt a gerjesztett elektron csapdaba esik, kiesik a vezetési savjabdl. Egy
id6 utan kiszabadul, és fényt fog emittalni. De el6fordulhat, hogy Ujra csapdaba esik. Ezaltal
foszforeszcencia esetén a gerjesztés megsziinése utan napokkal vagy akar egy évvel

késaobb is emittalhat fényt a molekula a fluoreszcencidval ellentétben, ahol a gerjesztés
megsziinése egyben az fényemittalas megsziinését is eredményezi.

2.Magyarazd el a GFP példajan a Stoke-eltolddas jelenségét!

Réviden a Stoke-eltolédas (Stoke's shift) akkor jon létre, amikor egy fluoreszcens
molekulat adott hullamhosszu fénnyel gerjesztiink, a molekula pedig egy nagyobb
hullamhosszu fényt bocsat ki (emittal) magabdl.

395nm-es gerjesztési spektrum hatasara a TYR66 hidroxil-csoportja (OH) atalakul fenoxid
(fenolat) csoporttd, ahol egy magasabb gerjesztési érték mellett (470nm) 500 nm Kkortiili
csucsértékkel fog a GFP molekula fényt emittalni

3.Mit neveziink hosszu Stoke-eltolédasnak?

Gerjesztési és emittalasi spektrumok egymastdl jelentds tavolsagra helyezkednek el.

4.Mit mond ki a Kasha-szabaly?

Ez alapjan a létrejovo fluoreszcens emisszio kizarélagosan az S1- illetve T1- allapotokbdl,
azaz a legalacsonyabb energiaju gerjesztett allapotbol keletkezhet.



5.A lumineszcencia melyik tipusa okozhatta a képen lathaté jelenséget?
Indokold meg!

Egyik valasz: Foszforeszcencia. Ebben az esetben a gerjesztés megsziinése utan is sokaig
képes fényt kibocsatani az adott anyag

Mdsik valasz: A képen egy radium oéra Iathat6. Radiolumineszcencia okozhatta (az a
jelenség, amikor egy anyagot ionizalé sugarzas ér, és ennek hatasara fényt bocsat ki). Az
50-es években radium és rézzel szennyezett cink-szulfid keveréket haszndltak analég
miiszerek skalajanak a festésére, amely zélden vilagité szint adott.

6.A lumineszcencia melyik tipusa okozhatta a képen lathato jelenséget?
Indokold meg!

https://en.wikipedia.org/wiki/Luminous_paint (kép forrasa)

Foszforeszcencia: a masodik képen is lathato részeket foszforeszkalo festékkel vontak be.
Ebben az esetben a gerjesztés megsziinése utan is sokaig képes fényt kibocsatani az adott
anyag.



https://en.wikipedia.org/wiki/Luminous_paint

7.Mi a kiilonbség a GFP (green fluoreszcens protein) és az RFP (red
fluoreszcens protein) kozott lumineszcencia szempontjabol?

amugy én ide vagy azt irnam, hogy mast szint bocsatanak ki, vagy azt, hogy az RFP sokkal
magasabb hullamhosszon gerjesztheté (558 nm mig a GFP 395 nm)

8.Mi az a kvencselés?

A fluoreszcencia elfedése (valamilyen anyag hozzdadasaval)

9.Mely aminosavak képesek a fluoreszcencia jelenségét létrehozni?
Miért? Ez mennyiben miikodik GFP esetén?

Aromas gydiriivel, tobbszorosen konjugalt kett6s kotés( (egyszeres és kétszeres ktések
egymas utdn kovetkeznek a molekuldban, most: szénatomok kozott) rendszerrel, valamint
merev, sik szerkezettel rendelkez6 aminosavak hozzak létre. — triptofan, a tirozin és a
fenilalanin (benzolgy(ir()

GFP esete: Fluoreszcens tulajdonsagat 3 aminosavnak kdszonheti. Ezek koziil csak az egyik
rendelkezik aromas gydiriis szerkezettel (Tyr66), a masik ketté (Ser65 és Gly67) nem.
Ezeknek is fontos szerepiik van!

A hisztidin is képes fluoreszenciara, hiszen imidazol gyiiriije aromas. (pl. BSA-ban van
fluoreszcens tulajdonséaga)

10.Az 6sszes GFP egyetlen él6lénybdl (Aequorea victoria)szarmazik,
minden GFP-szarmazék egy allatra eredeztetheté vissza. Igaz-e a fenti
allitas? Indokold meg!

NEM. El6szor a csalanozok (Cnidaria) torzsébe tartozd Aequorea victoria fajban mutattak ki

a 20. szazad masodik felében. De késébb egy masik csalanozé fajban is felfedezték, a
Renilla reniformis-ban.



11.Hany gerjesztési csticsa van a (Aequorea victoria) GFP-nek? Ezt
lehet befolyasolni? Hogyan?

2 gerjesztési csucsa van, mivel a tirozin aminosav két forma felvételére is képes: Fenoxid és
hidroxil csoporttal is tud rendelkezni. EI6bbirél a 470 nm kortili, mig utobbirdl a 395 nm
kordli gerjesztés esetén beszélhetink.

GFP fehérje els6dleges szerkezetét megvaltoztatva tobbféle, eltéré szinspektrumokban
gerjeszthetd fehérjéket lehet létrehozni, ezeket kinyerték élélényekbdl, amelyek a
legkiilonfélébb szinspektrumokban emittaljak a fényt.

GFP fluoreszcencidja megvaltoztathato vagy eltiintethet6. A GFP elsédleges szerkezete
megvaltozik — az egyik, vagy a mdsik cstcs elttinik.

1. Két cisztein (Cys48 és Cys70) nem alkot kénhidat — ha alkotndnak, a fluoreszcencia sériilne.
2. A GFP fehérjeldanc N terminalisanak kezd6 metioninjanal tobb torl6dik, vagy a C-terminalistol
szamitott 7 aminosavnal tobb torlédik — fluoreszcencia megsziinik.

A foszforeszcencia fliggetlen a gerjeszt6 fénytél. A GFP nem tud foszforerszenciat mutatni,
csak fluoreseznciat.

13.Milyen fénnyel kell megvilagitani a GFP-t, hogy fluoreszcenciat
mutasson?

Kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel egyarant gerjeszthetd.

14.Milyen szintartomanyba esik a GFP emisszids csucsa?

509 nm az emisszios csucs, ami a lathato fény (alsd) zoéld tartomanyaba esik.

Fehérje denaturacio: a globularis fehérjék jellemzé térszerkezetének megvaltozasa a
konformaciot kialakité kotések atrendezédése miatt. A denaturacié kovetkeztében a
fehérje elveszti biokémiai hatasat.
Denaturaciot okozhatja:
e ahomérséklet emelkedése vagy csokkenése,
mechanikai hatés,
az ioner6sség,
pH megvaltozasa (kritikus pH 4 alatt és pH 10 felett)
alkohol,
nehézfémsdk,


https://hu.wikipedia.org/wiki/Nanom%C3%A9ter

e UV sugarzas,
e elektromos aram,
e akozeg koncentraciojanak ndvekedése.

Alkoholos denaturacié, ph megvaltoztatasa alkalmazhato (pl.) GFP esetén.

Magasabb hémérséklet alacsony pH-érték mellett jobban gyengiti a fluoreszcens jelet.
Magas homérséklet utani a megel6z6 homérsékletre valé visszatérés altali renaturacié
esetén a fluoreszcens jel gyengébb lesz, mint az volt megel6z6en azonos hémérsékleten

1.Ha a benne talalhatd két cisztein aminosav kdzétt létrejon kénhid, akkor nincs
fluoreszcencia.

2. A GFP fehérjelanc N terminalisanak kezdé metioninjanal tobb torlédik, vagy a C-
terminalistol szamitott 7 aminosavnal tobb torl6dik — fluoreszcencia megsziinik.

17.Befolyasolhaté-e a GFP denaturacio altali lumineszcenciaja? Mondj

ra egy példat!

Igen, befolydsolhatd, pl. pH-érték valtoztatasaval.
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GFP esetében a masod- vagy harmadlagos szerkezet ad magyarazatot a molekula fluoreszcens
képességére. A fehérjék harmad- illetve negyedleges szerkezete kiilonféle kémiai behatasok
altal megvaltozhat. Illyen kémiai behatdas a pH-érték megvaltozasa, a magas hémérséklet, az

alkoholos denaturacié vagy a nehézfémsok jelenléte.

A GFP, érzékeny a pH-kdzeg valtozasaira, Iéteznek azonban olyan fluoreszcens GFP-k, melyek

tobbé-kevésbé jobban viselik a savas k6zeget (pl. Gamillus).

475 nm - kék
vagy semmilyet??



19.Mi az a pHluorin? Miért hasznos a biolégia szamara?

A pHluorin egy pH-érzékeny GFP, mely fuzionalasa kiilonféle szinaptikus vezikula fehérjékkel
lehetévé tette a szinaptikus vezikulak Ujrahasznositasanak valés idében torténé
tanulmanyozasat.

Amikor a vezikula még nem flizionalt az axon preszinaptikus membranjaval, a belsé pH-ja 5.5
korili, megsziinteti a fluoreszcens fehérje fluoreszcenciajat. Amikor azonban a vezikula a
membranhoz kotédik (neurotranszmitter-leadas), a pH-értéke felugrik 7.4-re, visszatér a
fluoreszcens képesség. Kovetni lehet a vezikulak iiriilését - a kilirilé vezikula
elszintelenedik.

20.Denaturalhaté-e a BSA? Indokold meg!

Ahogy minden fehérje, igy a BSA is érzékeny a pH-valtozas okozta denaturaciodra.
A BSA fehérje denaturdcidja azonban nem fogja a fluoreszcencia kioltoddsat okozni.

21.Hany alakot képes kialakitani a BSA eltér6 pH-szintek esetén?

A BSA egy dinamikus fehérje, ami azt jelenti, hogy eltéré pH-szintek mellett 5 kiilonb6z6,
reverzibilis konformaciét képes felvenni.
1. pH 4,3-8,0 N (hormal)-forma
pH 2,7-4,3 F (fast)-forma
pH x - 2,7 E (expanded)-forma
pH 8,0-10,0 B (basic)-forma
pH 10,0- x A (aged)-forma

ok w0

A foszforeszcencia fliggetlen a gerjeszt6 fényt6l. BSA nem foszforeszens fehérje?

23.Milyen fénnyel kell megvilagitani a BSA-t, hogy fluoreszcenciat
mutasson?

270-280nm ultraibolya spektrumu fénnyel gerjeszthet6, emisszios csticsa 360 nm.



700 nm - voros

25.Milyen szintartomanyba esik a BSA emisszids csucsa?

360 nm - ibolya

26.Miért hasznos a kinin az orvostudomany szamara?

A malaria mellett alkalmas egy, a kullancsok altal terjesztett betegség, a babéziozis
kezelésére is. Ezen kivil lupus kezelésére is hasznaltak.

27.Miért alkalmazzak vizes oldatban a kinin-szulfatot kinin helyett?

A szulfat rész miatt jobban oldédik a vizben mint a kinin (> kénsav hozzaaddsaval lehet
vizoldékonyabba tenni)

28.A BSA-hoz és a GFP-hez képest hogyan denaturalédik a kinin savas
kozegben?

A halogénsavak (HCI, HBr, HI) kioltjak a kinin fluoreszcenciajat. (kivéve HF)

29.Mit nevezlnk statikus kvencselésnek?

Statikus kvencselésrdl akkor beszéllink, amikor egy olyan komplex jon létre, még a
gerjesztés el6tt, mely mar nem képes a fluoreszcenciara.

30.Mit neveziink dinamikus kvencselésnek?

Dinamikusrol kvencselésrol akkor beszélhetiink, ha egy donor és egy akceptor molekula, a
kett6 kozott pedig atadodik a gerjesztés altal Iétrehozott energia, ahol az akceptor vagy
teljesen kvencseli a fluoreszcenciat, vagy egy alacsonyabb energiat fog emittalni.

31.Mit neveziink kinolin gydriinek?

Heterociklusos aromas szerves vegyiilet, képlete: CoH;N
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A kinolin gylrd

32.Latunk-e fluoreszcenciat a kinin-szulfat oldatban, ha a megfelel6
fénnyel val6 gerjesztést megel6z8en az oldathoz HF-t adunk? Milyen
hullamhosszu fény lehet az emlitett megfelel6 gerjesztés?

Igen, mert bar halogenidek, igy a halogénsavak is kioltjak a molekula fluoreszcenciajat, de
ez alél a HF (hidrogén-fluorid) kivétel.
A gerjesztés 250 nm vagy 350 nm lehet. (emisszids cslcs 450nm)

33.Latunk-e foszforeszcenciat a kinin-szulfat oldatban, ha a megfelel6
fénnyel gerjesztjik?

Nem, mert nem tud az elektron csapdaba esni.

34 Kioltja-e a kaliumion a kinin-szulfat fluoreszcenciajat? Mely pozitiv
toltésd ionok oltjak ki?

Nem, mert pozitiv toltésii.
Az Ag ion kvencsel6 hatasu.

35.Mely vegyiiletcsoportbdl szarmazo anionok kvencselik a kinin-szulfat
fluoreszcenciajat? Melyik ion kvencsel ezek kozlil a leginkabb?

A halogenid ionok.
Jodid ion jelenlétében a legerésebb a fluoreszcens jel kioltédasa.
(fluorid ion esetében a legkisebb)



36.Mi okozhatja a BSA 279 nm-es gerjesztési és 360-as emittalasi
csucsait? Hol lehetnek még esetleg kisebb csucsok?

A BSA fehérje denaturacidja nem fogja a fluoreszcencia kioltodasat okozni. Tehat nem a
fehérje masod- vagy harmadlagos szerkezete, hanem az elsédleges szerkezete ad
magyarazatot a molekula fluoreszcens képességére.

Kecskeméti Nelli:

A 66 fluoreszcens aminosav miatt:

~360nm: 17 hisztidin -360 nm

~279nm: 27 fenilalanin — 282 nm

20 tirozin — 303 nm

2 triptofan — 348 nm

kisebb cstcsok: 20 tirozin — 303 nm, 2 triptofdn — 348 nm

37.Gerjeszthet6-e a BSA 220 nm hulldmhosszu fénnyel? Miért?

Igen a benne |évé hisztidin is fluoreszcens aminosav, 220 nm csucson gerjesztheté.
Emisszidja 448 nm.

38.Mi torténik a hig kénsavban oldott kinin-szulfat fluoreszcenciajaval,
ha H,COs-at vegyitiink hozza?

Megkiilonboztetlink gerjesztési és emisszios fluoreszcencia spektrumokat.
Az emisszios intenzitas érzékenyen reagal az oldészer pH-jara is. Mivel
kinin és kénsav oldasa soran viz is keletkezett a szénsav azzal reagal. Mind
savas, mind bazikus iranyba el tudja tolni, de altalaban egyenstlyban
marad. igy valészin(ileg nem fog a fluoreszcencia valtozni.



