Biokémia Szigorlat Klein Kristof /S1Z8HR/

1. A nukleinsavak épitdkovei és szerkezete. A nukleinsavak tipusai. A molekularis biol6gia

centralis dogmaja.

A nukleiunsavak monomer nukleotid lancbél alld makromolekulak. A biokémiaban ezek a
molekulak felelések a sejten bellli informéacié hordozasért. Leggyakoribb nukleinsavak a

dezoxiribonukleinsav (DNS) és a ribonukleinsav (RNS).

Egy nukleotid felépitése:
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DNS felépitése:

- a lancoknak irdnya van, konvencio: 5> —> 3’irany

- pH 7-en a foszfat csoportok ionizaltak, igy a DNS negativ téltési
- kémiailag sokkal stabilabb, mint az RNS

- kettés DNS komplementer szalak

- purin pirimidin parok, kéztik H-hidak ( A/T (2), G/C (3) )
-aDNS-benazA/T=1ésaC/G=1

- az A+T/G+C arany fajonként alland6

Szerkezete:

A cukor-foszfat vaz van kivil a bazisok
belll

A bazisok sikja kbzel merdleges a
tengelyre, egymassal pedig parhuzamos

Emelkedés / bazis = 3.4 A
10 bazis = egy fordulat (360°)
Atméré ~ 20 A

Minor groove (kis arok)

Major groove (nagy arok)

RNS szerkezete, tipusai:

- egyszalu molekula

- a lancoknak irdnya van, konvencioé: 5> —> 3’irany

- pH 7-en a foszfat csoportok ionizaltak, igy a DNS negativ téltési

Hirvivd RNS = mRNS (messenger RNA = mRNA) : genetikai informaci6 szallitasa a
fehérjék szintézisének helyére, a riboszomékhoz
pre-mRNS —> érett mRNS (intronok kivagédnak = splicing)

Transzfer RNS = tRNS (transfer RNA = tRNA) : szerepe az aminosavaknak a
riboszomakhoz val6 szallitadsa

Ribosz6ma RNS = rRNS (ribosomal RNA = rRNA) : fehérjeszintézis, a riboszomak
felépitésében vesznek részt

Mikro RNS = miRNS (micro RNA = miRNA) : RNS interferencia (RNAI) révén a
génexpresszio szabalyozasaban jatszanak szerepet
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Kis nuklearis RNS = snRNS (small nuclear RNA = snRNA): enzim komplexek része, a

splicing-ban jatszanak szerepet

Ribozim (ribozyme) : enzimatikus aktivitassal rendelkezd RNS
Centrélis dogma

Az informéci6 aramlas iranya makromolekulak kdzott

replikacio 4 2 nszkripeio transzlacio
@ ONS —— RNS ———> fehérje
reverz
transzkripci6é

transzkriptom proteom

genom —_— :
(transzkriptdma) (proteéma)

Replikacio:
A DNS megkett6z6dése DNS polimeraz enzimek segitségével

Transzkripcio:
RNS szintézise DNS templatrol az RNS polimeraz segitségével
Reverz transzkripcio:

bizonyos virusok genetikai anyaga egyszali RNS, amely a reverz transzkriptaz

enzim segitségével irodik at DNS-sé
Transzlacio:
A fehérje szintézise RNS templéatrol a riboszomakon.
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2. Az aminosavak felépitése és csoportositasa. A fehérjék szerkezete és miikddése. Az
enzimek midkodése: a Michaelis-Menten egyenlet.

Az aminosavak (mas néven amino-karbonsavak) olyan szerves vegylletek, amelyek
molekulajaban aminocsoport (-NHz) és karboxilcsoport (-COOH) egyarant el6éfordul.
Az aminocsoportnak a karboxilcsoporthoz viszonyitott helyzete alapjan a-, B-, y- stb.
aminosavakrél beszeélink. Az a-aminosavak a fehérjemolekulak épitokovei (molekulaikban
egy aminocsoport €s egy karboxilcsoport kapcsolddik ugyanahhoz a szénatomhoz)

- mindegyik fehérjealkot6 aminosav L konfiguracioju, oxdaltvég
kivéve a Glycine (optikailag inaktiv, nem kiralis, COOH
mivel R =H) :

H,N=—G—=H
L Left” é
R
L-aminosav

Az aminosavak ikerionos szerkezetlek, azaz nem egyszerd aminocsoportot és
karboxilcsoportot tartalmaznak (1. kép), hanem pozitiv téltésii ammobnium- és negativ
toltésl karboxilatcsoportot, a savas karboxilcsoport és a bazikus aminocsoport
kblcsbnhatasa kovetkeztében (2. kép). Akarcsak az aminosavak, a peptidek és
fehérjelancok is ikerionos szerkezetiiek (3. kép).

(OR? @ = ® M I‘\
HN - ui 7| e .'1(_]- b HN S /-C\H
OH = | O * b \ 4 \;. -
R R |
R

A fehérjéket 20 standard DNS/RNS altal kédolt aminosv alkotja (+2 szeleno-cisztein és
pirrolizin). Csoportositas oldallancok fajtai szerint:

o] CH, O 0
; ) H,C
hidroféb : \I)J\OH H,CJW/MOH H’N\/\/ﬁ)kw
NH, NH, NH,
Alanin Valin Lysin
o] o} CH, O NH
s H,C HC A )k
H,e” \/Y‘LOH 3 MOH 3 \/YLOH H N N OH
NH, CH; NH, NH, NH,
Methionin Leucin Isoleucin Arginin
(o] o} 0 (o]
OH | OH OH </ | OH
NH N NH, NH, NH,
Prolin H Tryptophan Phenylalanin Histidin
polaris semleges 9 OH 0 o} [o}
OH Hac/kl/tk WOH HOWOH
NH, savas NH,
Glutamin Glutaminsiure
o] 0 o]
HN HO
OH HO OH HS OH OH OH
NH, NH, NH, O NH, O NH, 4 of 28
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Néhany kilénleges aminosav:

glicin (glycine) Gly G hisztidin (histidine) His H
Q s ‘:,(u " P:‘(u
HN A, g
* nem kiréalis o N

* pK, ~ 6.5 (fligg a kérnyezettdl)
« kicsi (nincs oldallanc)
+ semleges és protonalt formaja is el6fordul fehérjékben
* nehezen helyettesitheté mas aminosavval fehérjékben
+ gyakran talalhat6é enzimek aktiv centruméaban (protontranszfer)

cisztein (cysteine) Cys C

« diszulfidhidakat képezhet

O
HoN. L , | |
- OH - nehezen helyettesitheté mas aminosavval fehérjékben

N
SH H
NH
RO Sy
H
cisztin (cystine) C-SS-C z
H
poszt-transzlaciés modositas > 0
HoN
OH 11

Esszencidlis aminosavak az ember szamara - lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val
Az aminosavak peptidkétéssel kapcsolddnak egymashoz, vizkilépés kdzben.

az 1-1 alfaC atomok egy sikban vannak
- a kétés transz konfiguracioja stabilabb, ez jellemzé a

Q\ "Q‘ 5 fehérjékben

O A fehérjék polipeptidek, a szekvencianak van iranya
( konvenci6: N-termindlis —> C-terminalis)

H * - a peptidk6tés planaris, tehat az OCNH atomok illetve

A fehérjék szerkezeti szintjei:
ElsGdleges szerkezet - szekvencia (kovalens)
Masodlagos szerkezet - lanckonformacié (a-hélix, B-lemez , turn, stb.)
Harmadlagos szerkezet - térszerkezet = fold, (beleértve a tavoli kélcsdénhatasokat)
Negyedleges szerkezet - fehérje-fehérje kbélcsdnhatasok (t6bb alegységbél allo
fehérjék, ill. komplexek szerkezete)
Folding - fehérjék feltekeredése, Anfinsen kisérlete megmutatta, hogy a denaturalt fehérjék
spontan feltekerednek —> szekvencia hatarozza meg a szerkezetet
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Az enzimek mikddése:
- az enzimek pontos térbeli kapcsolatot képesek kialakitani a szubsztrattal (ES
komplex), k6zben mddosulhat az enzim és/vagy a szubtsztrat térszerkezete

1, kulcs-zar illeszkedés - az enzim aktiv centruma akapcsolat Iétrejotte el6tt is
megfelel a szubsztrat alakjanak, a kapcsoloédas soran az enzim geometriaja nem valtozik
2, indukalt illeszkedés - ha a S és az E aktiv centruma nem illeszkedik, akkor

az E S-koétbhelye és/vagy a S térszerkezete valtozhat és igy kialakul az ES komplex
3, konformaciods szelekciod

' - N /9

N %OQO
Py, +# L P, L W %
1 K1 1 /d
4 —
Pre-equilibrium T* fl Conformational
change
e Kz
( +d
(@)
o’)/o t P? + L P 2 L
5, N
‘9/,% ' -
g — A
C‘//-
%
Enzim mikoddése:
- holoenzim (teljes aktiv forma) = apoenzim + kofaktor
kofaktor nélkuli funkcionalisan reverzibilisen k6t6do kis szerves
inaktiv fehérje molekula, funkcionalis csoport

szukséges az aktivalédashoz

- prosztetikus csoport —> olyan koenzim, ami erésen (olykor kovalensen) van kétve
az enzimhez, arr6l nem tavozik el a reakcié soran

elemi I1épés - egy vagy tdbb részecske kdzvetlenll reagalva, egyetlen reakcidlépésben egy
atmeneti allapoton keresztll alakul at termékké

mechanizmus - elemi reakcidk |épésenkénti sorozata, melyek 6sszegeként a bruttd kémiai
atalakulas végbemegy
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Reakcio egyenlet: E+ S=E +P

(1) Mechanizmus:
(az elemi lépések!)

K,

E+S<ES—E+P

Ky

ko

V = d[P)/dt = k,[ES]

d[ES)/dt = k,[E][S] -

(k4 + ko)[ES]

(4)

d[ES]/dt = 0

—> st-st kdzelités —> MM egyenlet alapja

ki[E][S] = (k1+ ko)[ES]

[EISVIES] = (K4+ Ko)/ks

Kw = (k1* ko) k4

— Ky : Michaelis-konstans (dimenzié: koncentracio, M)

[ES] = [E][SVKy | ® [E] = [E]; - [ES]
[ES] = [ELISV([S] + Ky)
AG=AH-T*AS
G —> szabadentalpia
H —> entalpia
S —> entropia
Egyensuly esetén AG =0 AGo =- R-TIn K

(10)

Vo = ko [ER[SI([S] + Ky) | (12
Ha[S]>> K, 2> [V, =K [Elf | (13
V naxlS
VO max[ ]
K, + [S]

AGT : aktivacios energia (az a minimalis energia, mely egy kémiai folyamat mikédéséhez

szlkséges)
/
T v /‘ Visax
max

>
% $
>
54 nulladrendi
o eakcid
§ Vm.sx/2 Y : :

|
2 |
b .
= | latszolagos elsérendii
[3} | 3 A 2
° - reakcié (V=k[S])
g 1 K

b
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Free energy —

Transition state, S%
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for the
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3, A glikolizis és a citrat kér

Glikolizis - izmokban az ATP mellett az energia kOzvetitésére szolgal (gyors ATP
szintézisre alkalmas)

- glukdz molekula két piruvatta oxidalddik

- anaerob kérilmények kdzétt is 2 ATP-t termel, aerob esetén még tébbet

- citoplazmaban megy végbe

3 fazis:
( STAGE 1 Glucose Glucose
Glucose
‘ s STAGE 2 F-1,6-BP F-1,6-8P
F-1,6-BP
b 4 v v
v v’ DHAP » GAP DHAP € » GAP
DHAP b GAP
STAGE 3 2
5 NADF
f
> Al
2% < 2% <
2% < \ <
- PEP PEP
PEP
Al

&

Py T;/atc \. Pyruvate . Pyruvate
Lépések:

1, glik6z —> glikoz-6-foszfat (G-6P), ATP-fogyasztd 1épés, irreverzibilis

enzim: hexokinaz
2, glukéz-6-foszfat (G-6P) —> frukt6z-6-foszfat (F-6P), izomerizacio, reverzibilis,
energetikailag kb. semleges

enzim: foszfoglikdz izomeraz
3, frukt6z-6-foszfat (F-6P) —> frukt6z-1,6-bisz-foszfat (F-1,6-BP), ATP-fogyaszt6
lépés, irreverzibilis, kulcs 1épés!

enzim: foszfo-frukto-kinaz
4, frukt6z-1,6-bisz-foszfat (F-1,6-BP) —> gliceraldehid-3-foszfat (GAP) és dihidroxi
aceton-foszfat (DHAP), aldol hasadas

enzim: aldolaz
5, dihidroxiaceton-foszfat (DHAP) —> gliceraldehid-3-foszfat (GAP), izomeriz&cio,
Ujra 6sszeér a reakcidut

enzim: tridz-foszfat-izomeraz

Eddig: glukéz —> 2db GAP

6, gliceraldehid-3-foszfat (GAP) —> 1,3-bisz-foszfo-glicerat (1,3-BPG), oxidacid és
foszforilacié egyben

enzim: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH)
7, 1,3-bisz-foszfo-glicerat (1,3-BPG) —> 3-foszfo-glicerat (3-PG), ATP keletkezik,
visszanyeri a szervezet a glikolizis elején felhasznalt ATP molekulakat, “szubsztrat
szintl foszforilacio”

enzim: foszfo-glicerat-kinaz (PGK)
8, 3-foszfo-glicerat (3-PG) —> 2-foszfo-glicerat (2-PG), izomerizacio: foszforil
atrendezddés

enzim: foszfo-glicerat-mutéaz

8 of 28



CHy

Biokémia Szigorlat Klein Kristof /S1Z8HR/

9, 2-foszfo-glicerat (2-PG) —> foszfo-enol-piruvat, vizelvonas

enzim: enolaz
10, foszfo-enol-piruvat —> piruvat (a piroszéldsav sdja, ill. ionos formaja), ATP
keletkezik

enzim: piruvat-kinaz

s

Attekintés: glik6z + 2ADP + 2P + 2NAD+ —> 2piruvat + 2ATP + 2 H20 + 2NADH (+2H+

A piruvat sorsa
Tejsav keletkezése az izmokban

[, Pyruvate ]
" o ;0 4 0 ?
v H NAD* C y \
\ / glikoz + 2 P, + 2 ADP > / NADH
e HO——C— - CO N » CO,
N 2 laktét + 2 ATP + 2 H,0 : § > ot _
Lactate LAcetaldehyde ] L Lactate | L Acetyl CoA )
NADH
Alkoholos erjedés @ww NAD* {,
[‘ Ethanol ] Further
\ ) oxidation
0 0 * .”‘ w’\n' H oM )
N/ . Y N/ glikéz + 2 P,+ 2 ADP + 2 H* >
CHy CHy
Acetaldehyde Ethanol 2 EtOH +2 CO,+ 2 ATP + 2 H,0 X
\ : Aerob koriilmények
Anaerob koriimények kozott kozott a glikoz teljes
sziikséges a NAD* visszapétlasa oxidacioja kévetkezik b
a glikolizis tovabbviteléhez. (a NADH is oxidalodik).
Mas cukrok belépése: lakt6z, galaktodz, frukiéz .
: g fruktéz + ATP
) 3 enzim )
jalakiéz + ATP * glukéz-1-foszfat + ADP + H*
hexokinaz

gluk6z-6-foszfat

v

frukt6z-6-foszfat + ADP

Szabalyozas:
- foszfo-frukto-kindz (PFK) enzim kulcsszerepe
- ha magas a sejt energiatdltdttsége (sok ATP) a glikolizis lassul, a glikolizis akkor
megy gyorsan ha relative kevés az ATP és sok a tapanyag
- allosztéria —> a szabalyoz6 molekula nem a katalitikus helyhez két, hanem
tavolabb (3. Iépésnél az ATP ko-szubsztrat és allosztérikus gatldszer is egyben)

Irreverzibilis 1épések: 1, 3, 10

Glukoéneogenezis:
- glukdz szintézise nem cukor prekurzorbol, szénhidrat hianya esetén is el kell 1atni
az agyat glukozzal!
- nem a glikolizis megforditdsa, de vannak kbzo6s lépések
- egymassal ellentétes szabalyzas
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Forditott irany 1 Forditott irany 2 Forditott irény 3
Glikolizis: Glikoneogenezis: ~ Glikolizis: Gliikoneogenezis: oot s
foszto-enol-piruvat + ADP plruvét + ATP + CO, + H20
gliikéz +ATP glikoz-6-P frukt6z-6P +ATP frukt6z-1,6-BP pinuvAtkinaz pirwvat-karboxilaz
foszfo-frukto-kinaz fruktéz-1,6-biszfoszfataz p«ruv;l +ATP oxalo-acetét + ADP + P+2H
hexokinaz gliik6z-6-foszfataz
oxalo-acetat + GTP
fruktéz-1,6-BP + ADP fruktéz-6P + P, _
gliik6z-6-P + ADP gliikéz + P, PEP-karboxi-kinaz
foszfo-enol-piruvat + GDP + CO,
A glikolitikus l1épés sorén 1 ATP ,agll genezis
A Az ATP-t nem kapjuk visszal Iépésel sordn 1 ATP és 1 GTP fogy
Az ATP-t nem kapjuk vissza!
Citromsav ciklus:
pyruvate 3C
NAD* 1 8
& N +
NADH +H < > CO, L
acetyl CoA  2€ Iepes
" oxaloacetate 40
NADH + H
NAD* citrate 8C
; piruvat
fumarate isocitrate  6C
FADH; NAD*
NADH + H*
succinate 4C
sl a-ketoglutarate SC ACCOA

" commited step

GTP
succincyl CoA 4C NADH + H* . —
> (»elkOvetett Iépés”)
v €00~ g
Succinate

- mitokondrium matrixaban megy végbe
- az oxidativ foszforilaciéval egybekdtve a szervezet f6 energia forrasa
- nem igényel oxigént, de csak aerob kdrilmények kdz6tt mikodik, mivel a
szlikséges reaktansokat (NAD+, FAD) csak az aerob kérilmények kézdtt mikédo
oxidativ foszforilacioé tudja pétolni
- fontos intermediereket is szolgaltat

A piruvat oxidativ dekarboxilezése —> glikolizist és a citromsav ciklust 6sszek6to I€pés
- irreverzibilis, allatokban az AcCoA nem alakithatd vissza piruvatta
- piruvatehidrogenaz muikddéséhez 5 féle koenzimre van sziikség (NAD+, COA,
TPP, FAD, Liponsav)

Lépések:
1, az acetil csoport belépése a ciklusba, az AcCoA acetil csoportja oxalacetattal
citratta kondenzalddik
enzim: citrat-szintaz
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2, izomerizacio, a szimmetrikus citrat molekula aszimmetrikusan viselkedik az
izocitrat keletkezése soran
enzim: akonitaz
3, oxidativ dekarboxilezés, alfa-ketoglutarsav keletkezik
enzim: izocitrat dehidrogenaz
4, oxidativ dekarboxilezés, z a-ketoglutarat dehidrogenaz komplex pont ugy
mukodik, mint a piruvat dehidrogenaz komplex
enzim: a-ketoglutarat dehidrogenaz komplex
5, GTP szintézis egy reaktiv kétés hidrolizise révén, szukcinil-CoA nagyenergiaju
vegyulet a szukcinat (bkésav) és CoA felszabadulasakor GDP-bdl GTP keletkezik
enzim: szukcinil-CoA szintetaz
6, oxidacid, a szukcinat telitetlen fumaratta alakul, a reakcié6 malonsavval gatolhat6
(kompetitiv gatlas)
enzim: szukcinat dehidrogenaz
7, viz addicio, telitetlen fumarat viz addiviéval malatta (almasav) alakul
enzim:fumaraz
8, oxidacio, visszanyerjik a kiindulasi vegyuletet, az oxalecetsacavt
enzim: malat dehidrogenaz

Acetil-CoA + 3 NAD* + FAD + GDP + P, + 2 H,0 > AlaTkernemcsak ehelglatonTigio Tolyama, Randim szdmos
vegyllet szintézisének kiindulasaként szolgal

- 2CO, + CoA + 3 NADH + 3 H*+ FADH, + GTP ot Pyruvate
“Tiﬂf?,;;!,"" Actliok
pynmidines
-
1 NADH ~ 2.5 ATP (2 késébb) T .
"= Fatty aclids,
sterols
1 FADH, ~ 1.5 ATP (= késébb) t
Purines
RSumnw o-Ketoglutarate
o " w2 . o S b am'?l:g'c'ds
1 AcCoA végiil ~10 ATP/GTP szintézisét teszi lehetévé Ll -
Szabalyzas:

A piruvat dehidrogenaz komplex szabalyozasa
foszforilacioé révén

A foszforilacio / defoszforilacié az allosztéria mellett enzimek
szabalyozasanak masik fontos médija

Ca*?
P,
P, H,0 # Pyruvate
A CoA + NADH + H*
> . > ‘ /

’ ’ b S
‘ e ‘ X

&j >y .\j »

: B 7 NAD"
Pyruvate c T Pyruvate COy*

dehydrogenase v dehydrogenase Acetyl

inactive ADP — active C;Ay
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4, Az oxidativ foszforilacié és a kemiozmotikus elmélet

- eukariotakban az oxidativ foszforilaci®6 a mitokondriumokban, azon belil a belsd
membranon térténik
- lényege: H*

++++

ADP
Matrix +p
Membrane
- Negy komplex felelds a NADH és FADH2 oxidacibjaért
Komplex | —> NADH-Q oxidoreduktaz
- Komplex Il —> szukcinat-Q reduktaz
- Komplex lll —> Q-citokrom ¢ oxidoreduktaz
- Komplex IV —> citokrdm c oxidaz (itt Iép be az oxigén)
A redox reakciokkal egyidejlileg a komplex I, Ill és IV protonokat pumpal a

matrixbdl az intermembran térbe
- Koenzim Q = ubikinon - kbézds komponens, szabadon mozog a membranban,
protonokat is szallit

4H*

Komplex |.

A komplex | katalizalja a NADH = ComplexI l:;iﬁsr:iz:}ne
oxidacibjat. Tébb Iépésben, FMN és vas-kén }”E?Q____,
centrumokon keresztll redukalodik az ubikinon ny i

IR

mikézben 4 proton kerul ki az intermembran
térbe

~ Matrix (N side)

Komplex IlI.

Nem szallit protonokat, a citromsavciklus
és a légzési lanc ezen a ponton kdzvetlenul
Osszekapcsolodik a szukcinat dehidrogenaz
enzim a komplex Il része
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Komplex lI.

A Q ciklus, citokrbm ¢ —> Kicsi v
periféridlis membranfehérje, a kulsé oldalon Mﬁyl
talalhato, kénnyen oldatba vihetd, fajok kozott ‘2";1.%‘;:‘ .
meglehet6sen konzervalt :

KompleX IV 1. Blectron transfer to Cuy 2. Blectron transfer to Fe 3. Both Cuy and Fe 4, Binding of O,
- in heme oy in heme o in
o m— reduced state

®, - |®
o
el Qo
- ~
. ¥ l

8. Redoase of water 7. Reduction of the 6. Cloavage of 5. Formation of
fern group 0-0 bond peroxide bridge

Alégzési lanc és az ATP szintézis kapcsolata
a légzési lanc mikoédése soran protonok pumoalédnak a matrixbdl az
intermembran térbe, igy kémiai és elektromos potencial alakul ki, a protonok szamara a
membran nem atjarhatd
visszaaramlasuk csak az FOF1
ATP szintaz komplexen

keresztll térténhet 41 A
1 A Cyte
A 2 S + Y. ) Intermembrane
el ol : 7 l \ W) ¢+ , space
( Y Q ) | ,‘/ ) b
, L IR ¢
h A P b . X
B : S +
1 /\4 _ I /“‘n 0 re .
\ Fumarate 1,0, + 2H* - : x
Succinate : ¢ 5 '
NADH +« H* NAD* e C O T,
Matrix F; ( ;
ATP 1
' 1 H
Chemical ‘ ATP | Electrical
potential synthesis | potential \
ApH * driven by ( Ay _
(inside proton-motive |  (inside
alkaline) . force negative)

az elektron transzport lanc mikdédését z ADP szabdlyozza, ADP jelenlétében nagy
intenzitassal megy az ox. foszf. Az ADP konc. cstkkenésével az elektron transzport 1anc
nem mukddik feleslegesen, ezt a szabalyozast akceptor kontrolinak nevezzik
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Kemiozmotikus hipotézis isérleti igazolasa

Az elképzelés szerint ahogy az elektronok széllitbdnak a belsé mitokondrialis
membranban levd elektrontranszfer rendszeren at, a hidrogénatomokbdl eredd
hidrogénionok (protonok) aktivan transzportalédnak a két mitokondrialis membran kozo6tti
térbe (protonpumpdk altal); igy a két membran kozétti térben sokkal magasabb a protonok
koncentracibja, mint a belsé membranon bellli alapallomanyban. Ez Iétrehozza a protonok
elektrokémiai gradiensét (potencialis energiajat)

Bacteriorhodopsin in
synthetic vesicle  H*

A kemiozmotikus hipotézis igazoldsa
rekonstrudlt membrén
vezikulumokon, melyekbe
bakteriorodopszint €s mitokondridlis
ATPazt épitettek be. Fény hatdsdra a
bakteriorodopszin protonokat pumpal
a vezikulum belsejébe, a kialakul6
protongradiens miikodteti az ATP
szintetizalé komplexet.

Mitochondrial

ADP + P;
ATPase <
ATP
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5, Prokari6ta replikacio

A replikacié az a folyamat, amelynek soran az eredeti DNS molekula
megkett6zOdik, és két, az eredetivel azonos masolat keletkezik. A replikacio folyamataban
az élélény (vagy virus) telies DNS allomanya masolasra kerdl.

A DNS replikaci6 szemikonzervativ, tehat a replikaci6 eredménye két olyan
duplaszalu DNS, amelyben az egyik szal telies egészében az el6z6 generaciobol
szarmazik, mig a masik szal ujonnan keletkezik.

A folyamat egyetlen ponton indul el, nem akéarhol kezdédhet, ez az egyetlen hely a
bakteridlis kromoszémanak (kromofér) egy szigordan meghatarozott helye, amit
replikaciéos origénak
nevezunk. Itt a két szilbi
szal felnyilik, mindkét szal

mentén zajlik az Uj szalak - a replikacios villa
szintézise egyidoben. Az itt e L \
kialakul6  struktarat N

nevezzik replikaciés 3

villanak. Kétiranyu

(bidirekcionalis) replikacié

az altalanos.

Enzimkatalizalt DNS szintézishez az enzimen kival harom alapveté dolog
sziikséges: templat DNS szal (aminek a komplementere szintetizalodik), szabad 3’-OH
vég, amit a templat szalhoz hibridizalt DNS, vagy RNS, a ,primer” biztosit, 5'-dNTP, vagyis
dezoxiribonukleotid-trifoszfatok (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

A kémiai mechanizmus mindig 5’—3’ irdnyban zajlik, igy csak az egyik Uj szal
szintetizalodik folyamatosan, ezt veztd szalnak nevezzik. A masik szal novekedése
ellentétes iranyu a replikaciés
vila haladasaval, ez csak
rovidebb  darabokban Yo
keletkezhet, midnig ujra,

meg UGjra el kell kezdeni \

szintetizalni. Ezek a darabok

(Okazaki-fragmentumok) a replikicios villa 3.\\ .
késbbb kapcsolddnak dssze  haladisinak iranya . 3
egyetlen folyamatos szalla, Okazak ‘//

ez a kdveto szal. fragmencumok g, 3"

(eukariotakban a /

fragmentumok kisebbek,
100-200bp, prokariotaknal
1000 is lehet)

Replikacidés enzimek:
- DNS polimeraz: szintézis
- Topoizomerazok: a kitekert DNS-ben levd feszlltség oldasa Helikaz: a kettés szal
kitekerése
- SSBP: az egyszalu DNS stabilizalasa (single-stranded DNA binding protein)
- Priméaz: RNS primer biztositasa
- Ligaz: a szalak 6sszekapcsolasa
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DNS polimerazok altalanos miikodése

neraz dgTp dTTP
. gotp TP T T

i j szal e T

(= kezdd) O

templat (= egyszalid DNS minta) \/

A DNS polimerazok az egyes szalu DNS templatra (minta) azt kiegészitd
(komplementer) szalat szintetizalnak a rendelkezésre allé nukleotid trifoszfatokbél. A szalat
azonban elkezdeni nem tudjak, csak hosszabbitani. A kezdéshez egy révid kezdd (primer)
szakaszra van szukséguk.

/E. coli DNS polimeréazok/

—> DNS polimeraz Ill végzi a pol | pol Il
s s . s 5’ - 3’ polimerizacié + +
replikacios szintézist
. , , . 3’ - 5’ exonukleaz (hibajavitas) + +
—> DNS polimeraz | elemészti
az RNS primereket és befejzei |5 > 3’ exonukieaz + .
a lemarado szal szintézisét molekula/sejt 400 10

Hibajavitd (proofreading) mechanizmus, ha hibas bazis épul be az nagyobb
valoszintséggel valik le a polimeraz egységrdl és vagddik ki, a munka nagy részét a DNS
polimeraz Il holoenzim végzi.

Kévetd szal befejezése 5

régi szal
—> Az Okazaki fragmentumok elkészllte utan a 1., sane T
DNS polimeraz | kitélti a réseket RS prenes
—> A DNS polimeraz | 53’ nukledz komponense 2. e——mr—u_
eltavolitja az RNS primereke A
—> A ligaz 6sszekapcsolja a fragmentumokat WONS " fragment

f ’
3 oy N\-/,AS' 3

eany
et

4_, _/\I{_‘-—g'

ligalas
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6, Prokariéta transzkripcio

A génexpresszidé szabalyozasa els6sorban a transzkripcid szabalyozasa révén valdsul
meg! Az RNS szintézis Iényege prokaridtakban és eukariotakban hasonlé.
- prokariotakban az RNS szintézis és a transzlacio egy térrészben megy végbe
- eukariétdkban bonyolultabb szabalyozas és processzéalas megy végbe, a
transzkripci6 és a transzlacié elkuléndl

(A)

Nucleus

Primary
transcript

5
Cytosol

Ribosome :
Ribosome
Nascent

protein Nascent

protein

PROKARYOTE EUKARYOTE

Transzkripci6 fazisai:
kezdés (iniciacié) —> lancndvekedés (elongacio) —> befejezés (terminacio)

RNS polimeraz feladatai:
- promoterek felismerése
ftranszkripcié kezdetét felismerd DNS szakasz/
- DNS egy szakaszanak kitekerése
- katalizis(azNTP-kdsszekapcsolasaatemplatnakmegfelel6en)
- terminécio
- transzkripciés faktorokkal valé kdlcsdnhatas (foleg eukariétakban)

Prokaridta “konszenzus” promoter:

=35 -10 +1
S«~~TTGACA TATAATwStart
site

—> A -10 szekvencia (Pribnow-box) hasonl6 az eukariétakban levé TATA boxhoz,
a promoter er0ssége megszabja a keletkezett géntermék (RNS fehérje)
mennyiségét
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RNS szintézis
- a szintézis 5’ —> 3’ iranyba halad, de nem kell primer
- transzkripcids buborék /RNS szintézis helye a DNS-en/

/ RNA polymerase
Rewinding ‘ Template strand /Coding strand Unwinding
Q. \ Kascaiit RNA—?\N;{\ hybrid EIon_gation, N
BNA elix site
5 R
' ppp Movement

of polymerase

A terminécio lehet
- fehérjétdl fuggetlen, ekkor ‘hajtl’ terminacios
szignal alakul ki a keletkez6 RNS molekulan!!

—U—A—A—U—C—C—C—A—C—A

5

\

()

/
(o]

2%, =
N,

[ e
(3]

No—A—n—o—n—n—>—0
A—O—O—O—O—O0—C—0,

/
>
|
c
|
c
|
c
|
e
|
Q

- fehérjétol fuggé a p fehérje rokon A p fehérje tjan torténd terminacié mechanizmusa

az ATP szintaz fehérjével

- az RNS levalasztasahoz ATP
hidrolizise szolgaltatia az energiat,
ATP hidrolizis csak a megfelel6
szignal elérésekor térténik

- a termindcids szignal a keletkez6 H,0

) |1 ||Rho(p)
RNS-en van \ /| protein

ADP ;»,,,,‘v 4
&
P ,
: ppPpP 5

RNA polymerase

Prokariétdkban az mRNS nem mddosul a transzkripcié utan, viszont a rRNS-ek és tRNS-

ek primer transzkriptumai igen, az mRNS rdgtdn atirodik.

A tRNS-ek modositott rib6zt és mddositott bazisokat tartalmaznak tébb helyen

—> poszttranszkripcios bazis modositasok
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7, Prokariéta transzlacio
Transzlacié /forditas/ - nukleinsavak —> fehérjék

A genetikai kdd redundans (degeneralt), azaz egy aminosavat tébbféle bazis triplett
(kodon) is kodolhat. Start kodon - AUG (Met), Stop kodon - UAA, UAG, UGA

A fehérjék szintézise a riboszdmakon tdérténik, prokariétakban egy térrészben az
RNS szintézissel. A riboszoma egy RNS enzim (ribozim), gyakorlatilag egy RNS-fehérje
komlex.

A fehérjeszintézis lépései, enzimek + faktorok: aminoacil-tRNS-ek szintézise
(aatRNS szintetaz) —> iniciacié (iniciacios faktorok /IF/, riboszbma)—> elongacié (EF) —>
terminacié (release factors /RF/)

A peptidlanc épitbkdvei az aminosavak, melyek az aatRNS-ek segitségével aktivaldédnak.
Az antikodon 3. bazisa t6bbféle kodonnal

képezhet par - 16tydgési elmélet, igy nem tRNA

kell annyi féle tRNS tipus, ahany kodon 0

van, de legaldbb annyi féle kell, ahany _© ¢
aminosav van! OO\
Az aminoacil-tRNS szintetazok a gentikai 2 vagy 3’ kapcsolédés
kod valédi felismerdi. Egy adott fajban 9 OH

legalabb annyiféle aatRNS szintetdzra van L ésaterkdtés
szukség, ahany féle aminosav van! R—

Ezek a szintetazok az antikodont, vagy az

antikodont és a tRNS egyéb részeit is Aminoacyl-tRNA

felismerik, rendelkeznek hibajavito

mechanizmussal is.

adenine

Iniciacio prokariotakban - a Shine-Dalgarno szekvencia a 16S RNS-el képez
komplementer péart, az ehhez legkdzelebb levé AUG (ritkdin GUG) lesz a transzlacio
kezdete
UAACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAGACA Qg phage replicase
UCCUAGGAGGUUUGAC CUAUGCGAGCUUUU R17 phage A protein

AUGUACUAAGGAGGUUGUAUGGAACAACGC i phage cro
L J L J
Pairs with Pairs with
16S rRNA initiator tRNA

A riboszéman harom kétéhely van - A (aminoacil-tRNS), P (peptidil-tRNS), E (exit). A
polipeptid egy csatornan keresztul Iép ki a riboszomabadl.

Elongacio lényege:

5 et g

P_A
i Aminoacyl-tRNA T Peptide-bond
308 binding formation

- —
tRNA
dissociation
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A peptidkotés képzbdése ,aktivalt” aminosavakbél energetikailag kedvezd spontan
folyamat. A katalizis l1ényege az épitdkdvek térbeli orientalasa, az atmeneti allapot
stabilizalasa, és a viz kizarasa!

A szintézishez rengeteg komponens kelll Irdnya az mRNS-en 5° —> 3. A
peptidlanc az amino (N-) terminalis felél a karboxi (C-) terminalis iranyba szintetizalodik.

Prokariétakban a transzlacié a transzkripcioval egy idében is végbemehet, sét egy
MRNS-rél tébb riboszéman is térténhet egyszerre a fehérjeszintézis. A riboszoman mar
csak a kodon-antikodon kdlcsOnhatas szamit. Mesterséges aminoacil-tRNS-ekkel akar
nem természetes aminosavak is beépitheték in vitro transzlaciéval.

Iniciacios faktorok: IF1 , IF2 |, IF3
Elongacios faktorok: EF-Tu, EF-Ts, EF-G
Terminacios (release) faktorok: RF1, RF2, RF3

Molekularis mimikri: az EF-G szerkezete az EF-Tu aminoacil-tRNS komplexére hasonlit.
Az EF-Tu széllitia az aminoacil-tRNS-eket a riboszOmahoz. Az EF-G a transzlokacidért
felelds.

mimikri =
alcazas,
utanzas

Terminacio:

Az RF1 és RF2 a stop kodonokat ismeri fel. Hasonlitanak a tRNS szerkezetéhez! Uj
aminosav helyett vizmolekulat visznek a szintézis helyére, ezzel szabadda valik a
polipeptid lanc.

/A fehérjeszintézis eukaridtdkban féleg az iniciacioban kulénbdzik a prokariétaktédl. Az 5’

Cap hasonl6 szerepet t6lt be, mint a Shine-Dalgarno szekvencia prokaridtakban. A
szintézis az els6 AUG kodonnal kezdddik./
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8, A biol6giai membranok komponensei és felépitése. A membranfehérjék tipusai és
funkcioi.

Biol6giai membranok jellemzéi:
- sejtalkotok hatéra, elvalaszt a kérnyezettol
- szelektiv atereszt6épesség, transzportfolyamatok
- asszimetria, polarizacié (membranpotencial)
- ~ 50% fehérjetartalom, folyékony mozaik modell - hémérséklet befolyasolja

Alapszerkezetét kettds foszfolipid réteg adja, lipidek (fluiditas) és koleszterin (merevség)
alkotja. Hidroféb apolaros kiilsé és hidrofil polaros belsé

outerface hydrophilic (polar) head

.y hydrophobic
. .o of phosphelipid (nonpolar)
sugar side chain §, ¢ fatty acid tail
P _of phospholipid
+ L2 % }
P

u >-§ o ast:
,4_’V"-_‘

Tl LA N ‘%‘::‘g&
;;’50-« i \_i ..3,‘*

integral (intrinsic) proteins peripheral (extrinsic) protein

inner face © 2007 Encyclopadia Britannica, Inc.

Foszfolipidekbdl és glikolipidekbdl kénnyen a membranokat imitalo liposzémak készitheték

Foszfolipidekbdl:
Zsirsavak s6ibol: liposzéma

micella

Inner aqueous
compartment

A @R

Bilayer membrane

\ﬁ\

A membranok ionok és nagyobb molekuldk szamara gyakorlatilag atjarhatatlan. Megoldas:
csatornak, pumpak, transzporterek.

Membranfehérjék tipusai: integrans, periférias és transzmembran fehérjék. Bizonyos
membranfehérjékhez kovalensen hosszu hidroféb molekula két hozza, és a fehérje ezzel a
horgonnyal kapcsolédik a membranhoz. (Ezek is integrans membranfehérjéknek
tekinthetok.)
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A lipid kettésrétegbe beéplld, a membrant ativeld, integrans (transzmembran) fehérjék
funkcidi

- csatornaképzOk (viz és ionok szamara transzportut)

- szallitbmolekulak (karrierek)

- ligandko6té receptorok (sejtek kdzotti informacidatvitel)

- periférias fehérjékkel kapcsolddd proteinek

- a citoszkeleton és az extracellularis matrix k6z6tt kapcsolatot biztosité fehérjék
A lipid kettdsréteg kiilsé vagy belsé felszinével kapcsolatba 1€p6, de a lipid rétegbe csak
részlegesen benyomuld periférias fehériék a sejten bellli jelatviteli mechanizmusban
jatszanak fontos szerepet.

Membrandiffuzid
- lateralis (oldaliranyu), gyors folyamat
- transzverzalis (flip-flop), lassu folyamat
- a membrandiffaziét leird egyenlet: s=(4 x D x t)(1/2)
s: az atlagosan megtett tavolsag,
D: lateralis diffuziés allando, lipidekre ~1 um2/s t: id6
Egy lipid molekula masodpercenként kb. 2 um-t tesz meg.

Hidrofil és ionos anyagok transzportja:
- pumpak: aktiv transzport, energia-befektetést igényel (pl. ATP, fény)
- kotranszporterek: aktiv transzport, két anyag egyuttes transzportja, ezek kézll az
egyik a koncentraci6é gradiens irdnyaba, a masik annak ellenében vandorol
- csatornak: passziv transzport, a koncentracidé gradiens iranyaba térténik, viszont
szelektiv
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9, A Na+/K+ pumpa, a Na+ csatorna és K+ csatorna mikddése. Az akciods potencial és az
ingeriletvezetés. Ligandum- és feszlltségfliggd csatornak.

Hidrofil és ionos anyagok transzportja:
- pumpak: aktiv transzport, energia-befektetést igényel (pl. ATP, fény)
- kotranszporterek: aktiv transzport, két anyag egyuttes transzportja, ezek kézll az
egyik a koncentracid gradiens irdnyaba, a masik annak ellenében vandorol
- csatornak: passziv transzport, a koncentracidé gradiens iranyaba térténik, viszont

szelektiv
Membranpotencial: Na® et
- A membranpotenciadl az kulsé térben levé enyhe o @ o @
pozitiv (Na+, Ca2+) iontdbbletbél adodik, a = FiEceiiar ,@C‘ &9_ ot
membranfehériek, lipidek eltérd toltdttsége is ® 0 o,
hozzajarul. (F6 oka: Na+/K+ pumpa) Plasma RACRNRRATN
- A membranpotencial értéke nyugalmi allapotban kb >OCACIVGVIIVIID

-50...60 mV Cytosol &Yy A < @ & PO

P tipusu ATPazok (Pumpak)
- SR Caion ATPaz
- Flippazok (transverzalis diffuzio)

Na*-K+-pumpa
A Na*/K+-ATP-az hozzajarul a nyugalmi potencial fenntartdsahoz, transzportal, és

szabalyozza a sejttérfogatot.

Nyugalmi potencial:

A sejt membranpotencialjanak szinten tartdsahoz, a sejtek a bennik [évd natrium-ion
3 natrium-iont pumpal ki a sejtbél, mig 2 kalium-iont juttat be, eggyel csékkentve a sejtben
lévé pozitiv tOltések szamat.

Nemcsak a natrium-kalium pumpa aktivitasa az egyetlen mechanizmus, amely hozzajarul
a nyugalmi potencial fenntartasahoz, fontos szerepet jatszik a sejtmembran szelektiv
ateresztbképessége is.

A natrium-kalium pumpa masik fontos feladata a szamos szallitdé folyamat altal hasznalt
Nat*-gradiens biztositdsa. Példaul a vékonybél hamjaban talalhatd Na+*-gliko6z-
kotranszporter lehetdvé teszi a glik6z koncentracio-gradienssel szembeni felszivodasat (a
hasznalva, a natrium-ionokat a glik6zzal egyutt a sejtbe juttatia — gyorsabb felszivddast
biztositva az egyszerd diffaziénal.

A Na*-K+-pumpa diszfunkcidja a sejtek duzzanatahoz vezethet. A sejt ozmotikus nyomasa
a benne lévo kil6énbdzd ionok, fehériék és mas szerves vegylletek koncentracidinak
Osszessége. Amennyiben ez meghaladja a sejten kivali tér ozmotikus nyomasat, viz
aramlik a sejtbe, a sejt megduzzad, esetleg annak sejtmembranja szét is szakadhat.
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. ATP megkdtésére a pumpa natrium-kétdé helyei megnyilnak, 3 intracellularis Nat-ion

kotbdését lehetdvé téve.[1]

. ATP hidrolizisével, annak termindlis foszfatcsoportja az alfa-alegység aszpartatjara kerdl,

és ADP formajaban levalik az enzimrdl.

. Konformécios valtozassal a natrium-ionok kétéhelye kifelé nyilik, s mivel a foszforilalt enzim
affinitasa csdkken, az immar sejten kivili natrium-ionok levalnak a pumparol.
. 2 extracellularis K+ion koétédésével a pumpa defoszforilalodik, igy Ujabb konformacio-
valtozassal a kalium-ionok a sejtbe transzportalodnak. Mivel a defoszforilalt pumpa kalium-

affinitdsa csdkken, levalnak a kalium-ionok.
. ATP kotésével a folyamat kezdédik elérol.

Az akcibs potencial gérbéje 5 szakaszbdl all:

. nyugalmi potencial — a membranra még nem  i3omv | @D7\® s
hatott ingeriilet; W o | iy

- depolarizaci6 — a Na+ ionok aramlasa o s || e
megkezdédik; - [© :

. csucs potencial — az aramlas mértéke a h \I {9 hr | Rsedm
legnagyobb; L | | S :

. repolarizaci6 — megindulnak visszaaramlani az _Sva_:\,ﬁmm__ﬁ!. ; \ o
ionok a kezdeti helyre; .Y el (©

* hiperpolarizaci6 — a membran belsé fele egy " @) T\ o o~

A e > Nat Nat K

révidebb ideig negativabb lesz, mint a nyugalmi 0mv F
potencialkor. Ez azért van, hogy az ideg ne
legyen régton ingerelhetd (refrakter allapot).

A gbrbe magassaga mindig ugyanolyan, vagyis érvényes a ,minden vagy semmi” térvénye, ha az
inger eléri az ingerklszdbét, kialakul az akcids potencial, és a tovabbiakban barmennyire nagy
inger éri nem valtozik meg a magassaga, ha viszont nem éri el az ingerkiszdbét, semmi sem
térténik. Ha nagyobb volt az inger, a hullamok sirin vannak. Tehat a hullam frekvenciaja mutatja

az erdsséget, nem a hullam magasséaga.

Ingerulet terjedése:
A membran felszinén az ingerlletvezetés a potencialkilénbségeken

alapszik. gy halad az ingerillet. Ez minden sejtre jellemzé, csak mas
szdvet sejtjeinél a potencialkulénbség nem tul nagy, igy nem vezeti,
kivétel az idegsejt és az izomsejt, ezért csakis ezek a sejtek
ingerelhetéek. A sejtmembran kilsé és belsd felén kuloénbdzé egy
vegyértékl ionok vannak. A kilsé feléen Na+ nagy mennyiségben, és
CI- kis mennyiségben, tehat a sejtmembran kiilsé fele pozitiv téltés.
Bels§ felén: K+ és nagy mennyiségben fehérje negativ téltési
anionok vannak, ezért a bels6 fele negativ t6ltési lesz. Ezeket a
membranokat polarizalt membrannak nevezzik. Nagy az elektromos
potencialkulénbség, —-90 mV (nyugalmi feszlltség). Ha inger éri a
membrant, akkor egy révid idére megvéltozik a fesziltség. Ez azért
alakul ki, mert az inger hatasara a membran ateresztévé valik a Na*-
mal és nagy mennyiségii Na+ aramlik be az idegsejtbe. igy egy révid
idére a belseje valik pozitivwva és a kilseje lesz negativ. Ezt
depolarizacidbnak nevezzik. Ez az akciéspotencial-hullamként halad
végig a membranon, végll visszaall az eredetire.

Csatornak:
- gyors, de szelektiv transzport
- passziv folyamat

veloshiively

akcids potencil

toltéskiegyenlitodés

7E

+4
depolarizicié —

LJJ++

- nyitott és zart allapot, nyitds médja lehet ligand, vagy feszultségfiiggd

- altalaban spontan zarédik
Ligand fuggé ioncsatornak
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A ligand-vezérelt ioncsatornak (LGICs) integralt transzmembran fehérjék. Nem
feszlltségfiggd csatornak. Olyan transzmembran ioncsatornat tartalmaznak, ami ligand (pl.
neurotranszmitter) hatasara nyilik meg, esetleg zarédik be. Nagy szdmban talalhatdk az idegsejtek
membranjan a szinapszisokban, mind pre- és posztszinaptikus komponenseken.

Legjobban ismert —> acetil-kolin receptor, megnyilasa a membran depolariziciojat
eredményezi

Feszultségfliggd ioncsatornak
Legfébb szerep —> akcios potencial tovabbvitele (Na+, K+ csatornak)
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10, Fehérjevizsgalati médszerek

SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
Semleges pH-n a fehériek az elsddleges szerkezetiktél fuggben negativ vagy pozitiv

toltéssel rendelkeznek. Oldatban taldlhat6 makromolekulak elektromos erétér hatasara elektromos
toltésliknek, méretiknek és alakjuknak megfeleléen vandorolnak. Ezt a folyamatot nevezik
elektroforézisnek.

(Sodium Dodecyl Sulphate- PolyAcrylamide Gel Electroforesis) esetén a vandorlas egy
er6sen hidratalt poliakrilamid gélben torténik, amelynek porusatmérdje szabalyozhaté. Az SDS hé
hatasara a fehérjék hidroféb részeihez kotédik és negativ téltést kdlcséndz nekik.

Az elektorforézis soran a fehérjéket egy térhaldés szerkezetli gélben futtatjuk. A relativ
toltések kildbnbségén alapuld szeparalassal egy idében a gélben a molekulak méret és alak szerint
is elvalnak egymastol, a gél molekulaszlroéként viselkedik. Ezt a molekulasz(iré hatast a gél
atlagos porusmérete szabja meg.

Ezutan megfestjik a mintat, A gélfestés minden egyes lépését szobahémérsékleten, enyhe
razogatas kozben, egy erre alkalmas tartalyban végezzik. (festék aaltalaban Coomassie Blue)

MS (mass spectrometry) - MALDI-TOF

Moléris tbmeg pontos meghatarozasa, matrix-assisted laser-desorption-ionization time-of-
flight - matrix kbzvetitésével végzett 1ézer deszorpcios ionizacié, TOF - repulési ido

Ez a “fotoionizaciés” megoldas jél kézben
tartahat6 ionizaciot biztosit és lehetévé teszi
termikusan igen érzékeny, anyagok, pl. enzimek,
hormonok, vagy akar tébb szazezres dalton témegl
biomolekulak, fehérje szekvenciak, stb.
tdmegspektrometrias vizsgalatat. A jo0l szabalyozhatd

Mintatarto

lézer forrasbdl szarmaz6 gerjesztd energiat egy
matrix veszi fel és kdzvetiti a vizsgalandé molekulak
felé. A matrix megfelel6 megvéalasztasaval kimeletes
energia atadas érhetd el a kondenzalt fazisban Iévé

> &
><€

molekulara nézve. A keletkezett ionokat azutan egy :U""“”'“‘
nagy térereju gyorsitd rendszer (60-100 kV) kiszivja, anibrbsdstonoritiia Repiilési csé
deszorbedlja a kondenzalt fazisbdl, s tébbnyire egy (gyorsitas)

gyors analizatorhoz illesztve (TOF) mérhet6vé valnak
az egészen nagy témegl (akar 105-106 dalton) ionok
is.

Kromatogréfia
A technika lényege egy az Un. mozgé fazisban oldott keveréknek egy allo fazison vald

athajtasa, melynek soran a vizsgalandé anyag elvalik az elegyben talalhat6 tovabbi molekulaktél.

Oszlopkromatografia - Oszlopkromatografias elvalasztasi technika esetén az alléfazis egy
csbben talalhatd. A szilard alléfazis szemcséi vagy a hordozoéra felvitt folyékony alléfazis a csé
telies térfogatdt megtdltheti (t6Itétt oszlop) vagy a csé fala mentén koncentralodhat nyitott,
akadalymentes utat hagyva a mozg6 fazisnak a csé kdzépsd részén (nyitott csé oszlop). A
kbézegen val6 athaladas sebesség kilénbségét a minta kilénbdzd retencids ideibdl szamoljuk.

loncserés kromatografia (JEC) - loncserés kromatografia esetén a retencié a téltéssel
rendelkezd ionok vagy molekulak (akar aminosavak, peptidek és fehérjelfehérjék) és az allé
fazishoz kotott toltéssel rendelkezdé helyek kozott Iétrejovd kolcsdnhatason alapszik. Az
elvalasztast altaladban kolonnan végzik. A hagyomanyos modszereknél az alléfazis toltott funkcids
csoportokat hordozé ioncseréld gyanta. Az ioncserés kromatografiat altalanosan hasznaljdk
fehérjek tisztitasara.
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Méretkizarasos kromatografia (SEC), vagy gélsziiréses kromatografiaként is emlitenek,
méret (vagy pontosabban hidrodinamikai atmérdjik vagy hidrodinamikai térfogatuk) alapjan
valasztja el a részecskéket. A kisebb molekulak képesek belépni az allofazis poérusaiba, igy
lassabban elualodnak, mig a nagyobb molekulak ki vannak zarva a pérusokbdl igy elucidjuk
gyorsabb. Altalaban csak kis felbontas érhetd el vele, ezért altaldban csak a tisztitas utolso
lépéseként hasznaljdk. Hasznos még tisztitott fehérjék harmadlagos vagy negyedleges
szerkezetének meghatarozasidban. Az eljarast széleskérlien alkalmazzak poliszacharidok
molekulatbmegének meghatarozasara.

UV-VIS spektrofotometria
A spektrofotométer abszorbancia mérésére alkalmas miszer, amely egy altalunk

meghatarozott hullamhosszisagu fényt allit el6, a mintara irdnyitja (amely Aaltaldban oldott
allapotban egy kuvettaban van), és megméri az atjuté fénysugar intenzitasat. UV-VIS —> UV és
lathat6 fénnyel is dolgozik.

Edman degradéacié
A fehérjék szekvenalasara hasznalt klasszikus modszer, lényege, hogy a fehérjék amino-

terminalis részéhez gyengén bazikus koéraimények kozott specifikusan kapcsolhato fenil-
izotiocianat. Savas koérnyezetben, melegités hatdsara a kétések elektronszerkezete atalakul, és az
elébb felkapcsolddott csoport az els6 aminosavval egyitt lehasad a fehérjérél. A kapott vegyllet
szerves oldoszerekkel extrahalhaté, majd savas kezelés utdn valamilyen kromatogréafias
mobdszerrel azonosithaté. A reakci6 hatasfoka nem 100%-0s, gyakorlatban minddssze 30
aminosav hosszusagig szoktak elvégezni a fehérje szekvenalasat.

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

Detektalas antitestek segitségével, a kimutatds alapja a sejtekben Iévé DNS altal kodolt
genetikai informéci6 alapjan képz6dott fehérje és specifikus antitest reakcidja.
Lépései:

1. burkolas

2. antigén(mérenddanyag)kikotése

3. masodikantitest(erreislehetkétniazenzimet)

4. enzim-antitestkonjugatum

5. detektalasenzimreakciosegitségével(szinestermeék)
Elény: gyors egyszer(i, nem igényel komoly laboratériumi hatteret, hatrany: a fehérje h6érzékeny,
ez befolyasolja a kimutatas érzékenységét és megbizhatdésagat

NMR - spektroszkopia
Az atommagok magneses tulajdonsagaira épuld jelenséget magneses magrezonancianak

(Nuclear Magnetic Resonance, NMR) nevezzilk. A jelenség alapja a magneses térbe helyezett
minta altal t6rténd, rezonanciaabszorpcid jellegi elektromagnesesenergia-elnyelés. Eldidézése a
radiofrekvencids tartomanyba tartoz6 elektromagneses sugarzas hasznalatat igényli, ezért a
vonatkoz6 fizikai vizsgalé modszereket 6sszefoglald néven radiospektroszkopiai modszereknek is
szokas nevezni. Az NMR- és az ESR-modszer biologiai alkalmazasa napjainkban igen széles kora,
mindkét modszert felhasznaljak példaul membrankomponensek mobilitasdnak mérésére,
makromolekulak, tébbek kdzoétt enzimek szerkezeti tulajdonsagainak felderitésére. Az orvosi
diagnosztikai mddszerek kdzil kiemelt jelentbéségre tett szert a magneses magrezonancia
spektroszkdpia alapelveire éplldé és a testszbveteket nem karositdé képalkotd mddszer, a
magneses magrezonancia képalkotas.
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Réntgenkrisztallografia
A molekuldk szerkezetérdl, atomjaik pontos térbeli helyzetérdl kdzvetlen informaciot

nyerhetink réntgendiffrakcios moédszerrel. A diffrakcid jelenségének alapja a sugarzas rugalmas
kélcsbnhatasa az anyaggal. Ennek eredményeként detektaljuk a diffrakcios képet, melybdl a targy
képét szamitogéppel szamitjuk Fourier-transzformacio segitségével. A cél, hogy a vizsgalt
anyagrol atomi felbontasu képet alkossunk. A réntgenkrisztallografia alapvetéen két részre
oszthat6é a vizsgalt molekulak mérete alapjan, igy beszélhetiink kismolekulas és makromolekulas
krisztallografiarél. A fehérjekrisztallografiai szerkezetvizsgalat f6 feladata a fehérjemolekulak
konformaciot tikrdzik.

Lépések - fehérjék kristalyositdsa, vagyis a minta elékészitése a méréshez. Majd ezutan
kdvetkezik az adatgyljtés az erre a célra alkalmas rontgendiffrakcioés készilékkel. A kapott
intenzitasadatok alapjan meg kell oldanunk a fazisproblémat, ami lehetévé teszi az
elektrons(riiségi fuggvény szamitasat, ami utan j6het a modellépités, melynek sordn magat az
elektronsiriségi térképet prébaljuk ugymond leforditani szamunkra hasznos atomi koordinatakka.
Mindezek utdn még szikség van a finomitasra, s legvégul a kapott informaciok értelmezésére.
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