06.
Fehérje-vizsgalati modszerek:

SDS-PAGE, kromatografia, szekvenalas,
szintézis, NMR, krisztallografia stb.
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SDS-PAGE: a leggyakrabban hasznalt modszer

SDS: natrium-dodecil-szulfat
PA: poli-akrilamid /
GE: gél-elektroforézis

(Y] (B)
i hTa o? 5 ’Mixcuru of
27 5 age—| macromolecules
e ] e d
Electropharesis 1]
Direction of —_— et

- Porous gel

Figure 4.7. Polyacrylamide Gel Electrophoresis. (A) Gel electrophoresis apparatus. Typically, several samples
undergo electrophoresis on one flat polyacrylamide gel. A microliter pipette is used to place solutions of proteins in th
wells of the slab. A cover is then placed over the gel chamber and voltage is applied. The negatively charged SID8
(sodium dodecyl sulfate)-protein complexes migrate in the direction of the anode, at the bottom of the gel. (B) The
sieving action of a porous polyacrylamide gel separates proteins according to size, with the smallest moving most
rapidly.

)
?
; /
>
/

Sodium dodecyl sulfate

Mit csinal az SDS a fehérjékkel? (S05)

2015 - PPKE ITBK - Molekularis bionika szak - Biokémia eldadas- Dobd Jozsef




SDS-PAGE

nem redukalt mintak redukalt mintak

97

66

45

30

20

14

Festés:
coomassie
brilliant
blue
festékkel

A latszélagos
(korulbellli) moléris
tomeg
meghatarozhato

Redukal6 szer hatasara a fenti fehérje két savot ad. Mire lehet ebbdl kovetkeztetni?

Mi a Da, ill. kDa?
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MS: a molaris tomeg pontos meghatarozasa

MS: tomegspektrometria (mass spectrometry)

példa: MALDI-TOF = matrix-assisted laser-desorption-ionization time-of-flight

MS

A matrixanyag kozremikodéseével lézer hatdsara kdvetkezik be az ionizécio és a

gaz fazisba kerulés.
time of flight: repulési idd

F=ma=E.-q=E-z-e

(E: elektromos térer6, e: elektron toltése, z: toltésszam)

gyorsulds: a=E -e -z/Im (atdmeg-toltés aranytélfigg)d=%-a-

A repulési idé (1), a térerd (E), és a detektortavolsag (d) alapjan a tomeg/toltés

(m/z) kiszamolhato.
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A ! Beam splitter

m
Protein
sample is
ionized

@
Electrical field
accelerates ions

(4)
Laser triggers

&

Lightest ions
arrive at the

Laser detector first

beam

Matrix

Sample Protein

Figure 4.16. MALDI-TOT Mass Spectrometry. (1) The protein sample, embedded in an appropriate matrix, is ionized
by the application of a laser beam. (2) An electrical field accelerates the ions formed through the flight tube toward the
detector. (3) The lightest ions arrive first. (4) The ionizing laser pulse also triggers a clock that measures the time of
flight (TOF) for the ions. [After J. T. Watson, Introduction to Mass Spectrometry, 3d ed. (Lippincott-Raven, 1997), p.

279.]
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Végeredmeény: tomegspektrum (m/z szerinti eloszlas)

Insulin
(1 + H)' = 57339
=
i
;
2+
Lot f-Lactoglobulin
(L+H) =18364
2+ :
R Tt W F
A
| | ] |
0 5,000 10,000 15,000 20,000
Mass/charge
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A feheérjék tisztitasa:

%

000 000000

Protein
sample

Molecular
excusion

gel

00000 O

kromatografia

Gélsz(rés

Carbohydrate (
polymer bead ™

Small molecules
enter the
aqueous spaces
within beads

1

Large
maolecules
cannot enter
beads

Mi eluélodik elészor: egy fehérje, vagy egy kis molekula (pl. glikoz)?
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A fehérjék tisztitasa:

C = )
-;P_J Positively charged "
s . protein binds to
0 negatively charged

bead

Negatively charged
protein flows

Figure 4.4. Ion-Exchange Chromatography.

ioncsere kromatografia

m lea | on | oo |a | e
£ E]

| s | o | man Lz e onr Jwns | o | o | we
3 [

Egymastol kis mértékben eltéré fehérjék is szétvalaszthatok ezzel a

maodszerrel !
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|Izoelektromos pont meghatarozasa — izoelektromos fokuszalas
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2D-elektroforézis: nagyon nagy felbontas
= Majdnem egy
o teljes proteom
vizsgéalhato.
i “ Tobb ezer
potty !
g
= A proteomika
i elterjedt
modszere.
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Kinetikai vizsgalatok: UV-VIS spektrofotometria

, .0
Példa: 0. .0
Lactate
dehydrogenase
H+Nm+$l + NADH + H'
CHs 0 CHs
Lactate Pyruvate

340 nm-en csak a NADH-nak van elnyelése, igy a reakcio
elérehaladasa kovethetd

Lambert-Beer torvény: A = g-C:|

Mit jelentenek a betik ?

11
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e as .
Dializis

Dialysis bag ~_|

Concentrated —

solution

Buffer — |

At start of dialysis At equilibrium

12
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Ultracentrifugalas
Szedimentéacios (Ulepedési) koefficiens: Svedberg egység (S)
PIl. 30S és 50S E. coli riboszéma alegységek.

A teljes riboszéma 70S. Hogyan lehetséges ez?

Slrlség gradiens ultracentrifugalas:

Low-density High-density )
solution solution Separation by
sedimentation
coefficient Fractions

Layering of
WAL I
Rotor *

Centrifuge tube '
Density gradient

A Svedberg egység (nem SI) technikailag id6egység: 10713 s (=100 fs).

hole in bottom

/ collected through
of tube

I

s =v/a (itt: ,s" szedimentacios koeff., ,v' Ulepedési sebesség, ,a" centrifugdlis gyorsulas 13
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Edman lebontas
Fehérjék szekvencidjanak meghatarozdsa az N- terminalis feldl
15-30 aminosavig mikodik megbizhatdan.
r— HH
EDMAN DEGRADATION -y T 3 g 8 > _Asp-Phe-Arg—Cly
(_:_._ " H
00O - s 0
Phenyl isothiocyanate Ala Gly
|uoes
L First I““"”“
bired
P 1 H H
Illdem . 3 . /'-. N r-PheA Gl
Do 000067 Jo vt
Ilﬂbﬂins IRrI«w
| >-@-0-@-G sm
Ildcm St
"*-a“‘,_‘ '\“ ’
D>e / R oy T
| — \\ \"' o
PTH-alanine Peptide shortened by one residue
Hogyan lehet egy teljes fehérje szekvenciajat meghatarozni?
14
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N

Peptid szintézis [
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/ Q
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BOC C 2 NR?E E
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ELISA: detektalas antitestek segitsegével
enzyme-linked immunosorbent assay
(1) (2) (3) (4) (5)
. o
Y Y Y )
Példa: A ,Sandwich” ELISA Iépései
1. burkolas
2. antigén (mérendd anyag) kikotése
3. masodik antitest (erre is lehet kdtni az enzimet)
4. enzim-antitest konjugatum
5. detektalas enzimreakcio segitségeével (szines termek)
16
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NMR spektroszkopia

Bizonyos izotépok rendelkeznek magspinnel

A fehérje NMR szamara a legfontosabb izotopok:

izotop: H

spin: Y

15N 13C

Yo Yo

17
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NMR spektroszkopia
1 Magneses térben a kétféle
_;f,)aﬁ spin spinéllapot energiaja kilonbozik.
I ransitiol
T (‘" between
§“ e A 800 MHz-es NMR készulékben
. AL ol az 1H két allapota kozotti atmenet
?’ ) 800 MHz-es radio sugarzasnak felel
Magnetic field strength —> meg.
18
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NMR spektroszkopia
Kémiai eltolédas

CH,-CH,-OH

etanol Egy mag kémiai kdrnyezete

befolyasolja a lokalis magneses

/ CH, teret, de csak kis mértékben.
CH

2 ppm = parts per million

‘fH TMS ) ]
A TMS: tetrametil-szilan

S 40 a0 A o oo (referencia anyag > 0 ppm)
pRm

Rezonancia csak akkor jon létre, ha pontosan a helyi magneses mezének
megfelelé a radié sugarzas frekvenciaja.

(Régebbi készulékekben a magneses mezd erejét valtoztattak kis mértékben.)

19
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NMR spektroszkopia
900 MHz NMR Minta
A magnes erdssegének novelésével javul a felbontas és a jel/zaj viszony.
Miért ilyen nagy a fenti NMR készllék?
20
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NMR spektroszkopia

T 1 L ] I 1

I 1

Methyl

Hy. H. Hy cdike
PH—“
Aromatic
NH
VfiL‘_-[ 1 _.\ — 1 1 1 1 1 L B
8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chenmical shift (ppm)

Fehérje 1D proton NMR spektruma - rossz felbontas, korlatozott informacié
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NMR spektroszkopia

(A) (B)
= @
E 1
>
5
E @ ©
E
£
-
g
i o e
|
v

<— Proton chemical shift (ppm)

Figure 4,45, The Nuclear Overhauser Effect. The nuclear Overhauser effect {NOE) identifics pairs of protons that are
in close proximity. (A) Schematic representation of a polypeptide chain highlighting five particular protons. Protons 2
and 5 are in close proximity (~4 A apart), whereas other pairs are farther apart, (B) A highly simplified NOESY
spectrum, The diagonal shows five peaks corresponding to the five protons in part A, The peaks above the diagonal and

2D NMR - javul a felbontas

NOE: szekvencialisan tavoli, de térben kozeli kdlcsonhatasok detektalasa
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NMR spektroszképia

2D H->N HSQC: a leggyakrabban hasznalt technika fehérjek esetén

st 3 Heteronuclear Single
o - Quantum Correlation
- spectroscopy
N =
o " Az amid (NH) csoportokat
¢ o E detektaljuk vele.
1] % %a 176 -g &
] Lo @ =
5 107
& % s |9 Melyik aminosav nem latszik?
@ (Y &
- 8
LA 1
Y80 [ 23 . . . .
@ | e Asszignalas utan mire lehet
WG4 o~ , .
= hasznalni?
9.0 85 8.0 75
' (ppm)
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NMR spektroszkopia

Kis fehérjék szerkezetét meg lehet oldani > egy szerkezetsereget kapunk

24
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MRI = magnetic resonance imaging

Az NMR orvosi alkalmazasa képalkotasra.

25
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Rontgen krisztallografia (X-ray cristallography)

A rontgensugar az elektronokon szordodik - elektronsiriiség-térkép

26
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A rontgen-diffrakcio alapjelensége

A diffrakcio, mint tiikrozés?

2d sinf = n/

O L
@ L
Bragg egyenlet

A diffrakcio feltétele:

a parhuzamos racssikokrdl visszaverodo sugarmenetek utkiilonbsége
(AB +BC =2d sinB) a hullamhossz egész szam szorosa

P Az egykristaly diffrakcios képe diszkrét pontokbol all (,,reflexiok™)
P A reflexiok hozzarendelhetok a kristalyracs sikseregeihez

27
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Hogyan néz ki egy fehérjekristaly?
el t | -
(NH.504 e
° o
° e
2
Myoglobin in Myoglobin crystals
dilute buffer 3 M (NH4),50,, pH 7
Figure 4.50. Crystallization of Myoglobin.
molekula elemi cella kristaly
kristalyracs pontjai
28
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Hogyan néz ki egy fehérjekristaly?

29

2015 - PPKE ITBK - Molekularis bionika szak - Biokeémia eldadas- Dobd Jozsef

A mérés menete
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Végeredmeény: elektronsiriiség-térkép, atomi szerkezet

S

P4 Fa
- o
8 v Al W

X }:&r_fa-" N

31

2015 - PPKE ITBK - Molekularis bionika szak - Biokeémia eldadas- Dobd Jozsef

Amit tudni illik

A Fehérje vizsgalati médszerek témakorbdl
(kromatografia, szekvenalas, szintézis, NMR, krisztallografia stb.)

Fogalmak:
m/z (tbmeg/toltés), szedimentacioés koefficiens (S), kDa,
pl (izoelektromos pont)

Médszerek:
SDS-PAGE, MALDI-TOF, gélszlrés, ioncsere, 2D elektroforézis, Edman
lebontas, ELISA, NMR, rontgen krisztallografia

Egyenletek:
Bragg egyenlet: 2d sin®@ = nA
Lambert-Beer 6sszefliggés A = ¢-c-|

32
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Kapcsolodo konyvfejezetek:

J.M. Berg, J.L. Tymoczko, L. Stryer: Biochemistry 5  th edition
W.H. Freeman and Co.

4. Exploring proteins

33
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Folyt. kov. ...
Szénhidratok, lipidek, vitaminok
T Inner aqueous
\K /) compartment
T.? §
/i\j Bilayer membrane
34
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