2015 Gyakorlé feladatok

Mi a szammal (1, 2, 3) jelzett folyamatok neve? A HIV virus életciklusa:
Milyen enzim katalizalja az egyes reakcidkat? HIV Life Cycle

Milyen épitékovekre van sziikség az egyes reakciokhoz?

1) reverz transzkripcio

enzim: reverz transzkriptaz

épit6kovek: nukleotidok (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
2) transzkripcid

enzim: RNS polimeraz

épitékovek: nukleotidok(dATP, dGTP, dCTP, dUTP)
3) transzlacio

enzim: riboszéma (azon beliil is: ribozim)

épit6kovek: aminosavak (+ tRNS, transzlacios faktor,
ATP, tRNS-aminoacil szintetizal6 enzim)

HIV DNA

Egy enzimreakcioban csak atermék nyel el 410 nm-en. A termék esetén e410= 25 000 M'em?, az abszorbancia areakcio kezdetén
0.002-t valtozik masodpercenként 2 mm-eskiivettaban. Mennyi akezdeti reakciosebesség (Vo) ?

Lambert-Beer torvény
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Mi aMichaelis-Menten modell (amechanizmust leiré reakcidegyenlet)?
Mit jelent ebben a modellben az egyensulyi allapoton alapulo (steady-state) kozelités ?

Az enzim és a szubsztrat egyideji jelenlétébdl kiindul6 reakcio végallapotaban az enzim és a
produktum talalhato meg. Ez a reakci6 két elemi lépésen keresztiil jatszodik le:

K, k,
E+S =—=ES—E+ P
k

1
Ebbdl a reakciosebesség egyenld a koncentraciovaltozassal, vagyis

d
V = [P] = k[ES]

d
3¢ [ES] = K [E][S] = (k- + ko) [ES]

A reakci06 soran az enzim-szubsztrat komplex koncentracidja idében valtozik, azonban egy
bizonyos (kozbiils6) szakaszon allandonak tekinthetd. Ezen a szakaszon tehat Z[E‘S] =0,
ami steady-state kozelités, és ez a modell alapja.

[ES]

! steady state |

Teljes levezetés (szerintem csak a szines képleteket kell tudni/érteni):

v=L1P) = ky - [ES]

dt
%[ES] =ky - [E]"[S] — (ky + k_1) - [ES] = 0 K Steady — state feltevés
ky+k_
by [E]-[S] = Uz + k_y) - [ES] > [E] - [S] = Z— [ES]
o = 2 81151 = kg - [ES)
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[E]lr = [E] + [ES] (Ahol [E]y az enzim kiindulasi koncentracidja)
> [E] = [E]lr — [ES]
([Elr — [ESD - [S] = kn - [ES]
[Elr - [S] = [ES] - [S] = ka - [ES]
[E]lr - [S]
ky + [S]
Ha [S] > ky,vagyis nagy szubsztratfelesleg esetén:
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Ha [S] < ky,vagyis kynél joval kisebb szubsztrat koncentracié esetén:
~kn

vagyis: vy =

vy - [E]r[S] > linearis kozelités kis szubsztrat koncentraciora

Ha pedig[S| = ky, akkor vy = Vpay/2

Mi aMichaelis-Menten egyenlet? Mit jelentenek az allandok? Mikor lesz areakcidsebesség a maximalis sebesség fele?

(5]

o= B Rt B

ahol:

Vo a kezdeti sebesség [%]

Vinax @ kezdeti reakcidsebességek maximuma

K, a Michaelis-konstans [M] mely a fenti reakciéegyenlet dllandoibol: Ky, = %

[S] a szubsztratkoncentracid [M]

A reakcidésebesség akkor lesz a maximalis
sebesség fele, ha [S] = ky



Az alabbi adatokat kaptuk 1 cm-esSkiivettaban:

[S] =20 uM > dA/dt = 0.00118 s*

[S] = 40 uM > dA/dt = 0.00223 s*

[S] = 60 uM > dA/dt = 0.00335 s*

termék: £410= 25 000 M 'cm’™

enzim: 1 pg/mL, MW= 25kDa ( MW = molaris tomeg >> 25 kDa = 25 000 g/mol)
Kwm>> [S] feltételezéssel élve mennyi a kea/Km ? Szamoljuk ki a standard deviaciot is.

Keat g katalitikus hatékonysag, esetiinkben ez: et = X2
kv km
Lambert-Beer: A=¢-¢c-l > %A = %(e c-)=¢-1 -%c = g+l vy (mivel ¢ és | konstansok)
i i L R B £ N - LR I ._Is]
Lambert-Beer + Michaelis-Menten: SA=erl (vmax kM+[s]) ésky [Elr = Vpax > ZA=elk [E]+ s
ettt Al d [s] k2 k2 i
Ky >> [S] feltételezéssel élve: EA =¢c-l-k,- [E]T-aze-l-[S] -[E]T-a > o = 1S

€410= 25 000M em?, p, =1 pg/mL, [ =1lcm >> mértékegységek atvaltasara figyelni kell!!!
Azt hiszem a kovetkezé mértékegységekre kell atvaltani: cm, g, g/mol, M (vagyis mol/dm?), Mcm™

1ug/mL _ 0,000001 g/mL

[E]r = 35500 g/mol ~ 25000 g/mol — /025 mol/L

[S|=20uM > 2 4=000118s' >> Xz - 000118 = 9,44-1072
dt ky 25000-1-0,00002-0,025

[S|=40uM > L 4=000223s' > 2= 0.00223 = 8,92-102
dt ky 25000-1-0,00004 0,025

[S]=60uM > L A4=0003355" >> %2 = 000335 = 8,93-102
dt ky 25000-1-0,00006-0,025

Kapott eredmények szamtani atlaga: 9,06 - 1072

. . . .. _ inz_n'xe’%tlag
Ehhez képest a standard deviacio (tapasztalati szoras, korrigalt empirikus szoras): S = — 1 - 9,83-1073

A foszfo-glicerat kinaz altal katalizalt reakcié: BPG+ADP2PG+ATP

Az ATP hidrolizis standard szabadentalpia valtozasa: AG°= - 30.5kJmol  >> reakcidegyenlet: ATP 2 ADP + P
A BPG hidrolizis standard szabadentalpia valtozasa: AG®= - 49 kJ¥mol >> reakcidegyenlet: BPG 2 PG+P

R=8.31J/ (mol-K), PG: 3-foszfo-glicerat, BPG: 1,3-bisz-foszfo-glicerat

Mennyi aBPG + ADP « PG + ATP reakci6 standard szabadentalpia valtozasa?
0.1 mol/l BPG és 0.1 mol/l ADP &sszekeverése esetén mi lesz areaktansok és atermékek egyensulyi koncentraciéja 37 °C-on ?

BPG + ADP 2 PG + ATP
Kiindulasi allapot 0,1M 0,1M 0 0

Végallapot 0,1M -Xx 0,1M -x X X

AG® = —AGRrp nigrotizis T AGcp higrotizis = —18,5 kJ /mol

megjegyzés: AG srp nidrolizis €l6tt azért van negativ eldjel, mert nekiink a masik irany kell, nem a hidrolizis
AG® = —R - T - In(K) =-18 500 Jmol

megjegyzés: fontos az atvaltas!!
—R - T - In(K) = —18500]J/mol képletbdl kiszamolhato: K = 1310,21.

[PG][ATP] x? 3 X \?
[BDG][ADP] ~ (0,1 —x)? (0,1 - x) '

Tudjuk: K =

amibél: x = [PG] = [ATP] = 0,097 és (0,1 — x) = [BPG] = [ADP] = 0,0026

Vagyis 1ényegében tokéletesen végbemegy a reakcio.



Proton motive force (PMF): AG® = —R -

N
T-ln(wjﬂ)+z-F-AU

[ kiilsé

AG = —8,314 - 310 - In(26) + 1 - 96 485 - (—0,15) = —22 869,97 |

—22869,97]

0,7 = 0,34
—a7000] /TRt >

3 db proton visszajutisa fedezi egy ATP szintézisét.

Egy 5 kbp méretii plazmidon talalhato gént szeretnénk PCR segitségével felszaporitani. Osszesen 80 pg plazmidunk van. A gén
mérete 1000 bp. (pg = pikogramm, 1pg = 1-10712 g, bp = bazispar, kbp = kilobazispar)

Hany PCR ciklusravan sziikség legalabb 1 pg DNS el6allitasahoz az adott génbdl, ha feltételezziik, hogy a PCR hatasfoka minden

ciklusban 100%7?
Milyen anyagokra van sziikségiink a PCR reakciéhoz?

1000
Mgen = 80- 1072 g- —— =16+ 10" g

5000

Mmpys = 1ug=1-10"%g=16-10"12g-2* >» x=log, (

16- 1012 g

1-107°
9 > =15,93

100% — os hatasfok mellett 16 PCR ciklusra van sziikség 1ug DNS elballitasahoz

ARn

a) Becsiilje meg az 1-es és 2-es PCR reakcid ciklusszamat akiiszob értéknél.
b) 100% PCR hatékonyséagot feltételezve hanyszor tobb anyag volt az 1-eSmintaban?
) 94% PCR hatékonysagot feltételezve hanyszor tébb anyag volt az 1-es mintaban?
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a) 1. minta >> 26 ciklus, 2. minta >> 33 ciklus (a piros vonal és a gérbék metszéspontjanak helye az x tengelyen)

x-2%  x 233 x _ x x
b)1=_26=_.%=_- 33 26:—-27=—-128
y.2 y 2 y y y

x-1,94%

C) ugyanez 94%-os hatasfok mellett: 1 =

y .1,9426

>  y = x-128, vagyis 128 — szor tobb anyag volt az 1 — es mintiban

== § -1,947 = g -103,42 >» 103,42 — szer tobb anyag volt az 1 — es mintaban



Az alabbi plazmidot vetjiik ala restrikcios emésztésnek és agaroz gélelektroforézissel analizaljuk az emésztett DNS-eket. Szamolja ki
afragmentumok méretét és jelolje be aDNS markerhez viszonyitva. (3-féle emésztés!)

EcoRl

Marker EcoRl Pvull

Hincll
43611

4361 bp| 2066 bp
2b

EcoRI - 4359 - G'AATT_C

Pyull - 2066 - CAG'CTG

A membrandiffuzidt leird egyenlet: s=(4 x D x )2

s: atlagosan megtett tavolsag, D=1 um%s (diffazios allando), t:idé

Atlagosan mennyi id6 sziikséges egy 3 pm atmérdjii sejt esetén egy lipid molekulanak, hogy a sejt egyik végérdl atérjen a sejt
ellentétes oldalara? Tételezziik fel, hogy a sejt gdmb alaku.

d=3um=3-10"%m>» r=15-10"%m

1
As=r-m=(4-D-t)2

5551055

4-D

t=

5,55 - 10765 sziikséges egy lipid molekulanak,

hogy a sejt egyik végérdl atérjen az atellenes oldalra




