BUDAPESTI MUSZAKI ES GAZDASAGTUDOMANYI EGYETEM ALKALMAZOTT BIOTECHNOLOGIA
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S |

i || o | 2 TRRPPAPEEE
Al L B

ULl EERRRERERERP 01| . (o0 (AP AAPARPRARER| L
el s i

4. gyakorlat: Aminosavak, mint fehérjealkotok

BIOKEMIA LABOR

Vezeti: Scheer 11dik6, Benedek Andras
2014.02.10.



1. ELMELETI RESZ

1.1. Az aminosavak és tulajdonsagaik
1.1.1. Szerkezeti felépités

Az ¢élelmiszer-fehérjék 20-féle a—L-aminosavbol épiilnek fel. Ezen aminosavak
szerkezetét €s sajatsagait harom molekularész szabja meg (1. abra):
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1. Abra: Az aminosavak altalanos képlete

1. az aminocsoport — minden aminosav legalabb egy aminocsoportot tartalmaz,
2. a karboxilcsoport - minden aminosav legalabb egy karboxilcsoportot tartalmaz,

3. az R oldallanc, ami felépitését tekintve aminosavanként valtozik, €s az aminosavak

egyedi jellegzetességeit megszabja.

Az aminosavak alapvetd szerkezeti sajatossdga, hogy az aminocsoport a
karboxilcsoporthoz képest a-helyzetben van, azaz ugyanahhoz a szénatomhoz kapcsoldédnak.

Az R oldallanc szerint az aminosavakat négy csoportra oszthatjuk (3.4bra):

toltés nélkiili, nem polaris oldallincii aminosavak (glicin, alanin, valin, leucin,

izoleucin, prolin, fenilalanin, triptofan, metionin),

- toltéssel nem rendelkezo, polaris oldallanci aminosavak (szerin, treonin, cisztein,
tirozin, aszparagin, glutamin),

- savas aminosavak negativ toltésii oldallanccal (aszparaginsav, glutaminsav),

- bazikus aminosavak pozitiv toltésii oldallanccal (arginin, hisztidin, lizin).
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2. abra: az a-L-aminosavak szerkezete (A) toltés nélkiili, nem polaris oldallanci
aminosavak, (B) toltéssel nem rendelkezo, polaris oldallanci aminosavak, (C) savas

aminosavak negativ toltésii oldallanccal, (D) bazikus aminosavak pozitiv toltési
oldallanccal

Taplalkozas-biologiai szempontok alapjan megkiilonbdztetiink:

- esszencialis aminosavakat, melyeket az emberi szervezet nem tud szintetizalni,
ezért a taplalékkal kell felvenni Oket (valin, leucin, izoleucin, fenilalanin, triptofan,
metionin, treonin, lizin, arginin, hisztidin) és

- nem esszencialis aminosavakat.

1.1.2. Fizikai tulajdonsagok

Az aminosavak toltése az oldoszer pH-jatol fiiggben pozitiv, negativ ill. neutralis lehet.
Erdsen savas kozegben a karboxilcsoportok disszociacidja visszaszorul, az aminocsoport
protont vesz fel. Ennek megfeleléen alacsony pH-értéknél a molekula toltése pozitiv lesz. Ha

a pH magas, a karboxilcsoport disszociacidja teljes, az aminocsoportnak ill. az oldallanc



protonalhat6 csoportjainak nincs toltésiik, igy az aminosav Ossztoltése negativ lesz. Az a pH,

amelyen az aminosavak kifel¢ semlegesek (ikerionos forma), az izoelektromos pont (3. abra).
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3. abra: A pH hatasa az aminosavak toltésére

Az aminosavak a glicin kivételével tartalmaznak legalabb egy aszimmetrias
szénatomot. Oldataik képesek elforgatni a polaros fény rezgési sikjat, tehat optikailag aktivak.
A természetben el6forduldo optikailag aktiv aminosavak csaknem kivétel nélkil L-

konfiguraciojaak.

1.1.3. Kémiai tulajdonsagok

Az egyes aminosavak az a-helyzetli amino- és karboxilcsoportokon kiviil tobb
reakcidoképes csoportot tartalmazhatnak (-NH», -COOH, -SH, -OH).

A karboxilcsoport legjelentésebb reakcidja a dekarboxilez6dés. Ekkor a
karboxilcsoportrol CO» hasad le, s a megfeleld biogén amin keletkezik.
Az a-aminoc+soport legfontosabb reakcidja a ninhidrines reakcio (5. abra). A keletkezd
molekula a konjugalt kettdskotés-rendszer miatt intenziv kékes-ibolyas szinii — kivéve a
prolin reakcidjat, ami sargas szint ad. A kékes-ibolyas szin intenzitasa 570 nm-nél, a prolin
szine 440 nm-nél mérhetd, és tekintettel a reakcido kvantitativ jellegére az aminosavak
mennyiségi meghatarozasara alkalmas.

A ninhidrines reakcid mellett az aminosavaknak tobbféle szinreakcidjuk ismert.
Naftokinon-szulfonsavval reagdlva az aminosavak vords szinli vegyiiletet adnak, mig réz(II)-
vegyiiletekkel az aminosavak vizes oldatai semleges pH-értéken mélykék szinli komplexet

hoznak létre.

1.2.Peptidek

A peptidek aminosavakbol épiilnek fel peptidkotéssel (-CO-NH-). Két aminosav ugy
tud reagalni egymassal, hogy az egyik aminosav Q-aminocsoportja a masik aminosav Q-

karboxilcsoportjaval vizkilépés kdzben kapcsolodik, s a kapcsolodas eredményeképpen alakul
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ki a két aminosavbdl 4ll6 dipeptid (4.4bra). Mivel a dipeptidnek tovabbra is van szabad a-
amino- ¢és a-karboxilcsoportja, a kapcsolodas mindkét végbol tovabbvihetd: lehetdség van tri-

, tetra- ¢és szinte tetszéleges mennyiségli aminosavbol allé polipeptidek kialakulaséra.
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4. abra: peptidkotés

A polipeptid lancon beliil az elsé aminosav, melynek az Q-aminocsoportja nincs
peptidkotésben, az N-terminalis aminosav, mig az utols6 (szabad a-karboxilcsoportl)

aminosav a C-terminalis aminosav.

1.3. Az aminosavak meghatarozasa

Elokészito miiveletek: a kiilonb6z6 meghatarozasi eljarasokhoz a fehérjékben kotott
aminosavakat hidrolizissel fel kell szabaditani, ill. a szabad allapotban levé aminosavak

melldl a zavaré komponenseket el kell tavolitani.

A fehérjék hidrolizise: mivel az aminosav-Osszetétel meghatarozdsdhoz az Osszes

peptidkotést el kell bontani, a hidrolizishez leggyakrabban tomény savakat és ligokat
haszndlnak. A hidrolizaloszer hozzdadasa utan az O nyomokat Ny atbuborékoltatdsival

eltavolitjak.



1. savas hidrolizis — legaltalanosabban 6M HCI-t hasznalnak 100- 120 °C hémérsékleten
16-48 oras idotartammal. A modszer hatranya, hogy néhany aminosav bomlast
szenved (a Trp teljesen elbomlik), ill. néhany peptidkdtés csupan részlegesen bomlik
az adott id6 alatt.

2. lagos hidrolizis — altaldban a Trp célmeghatarozasara hasznaljak. 4M NaOH-val
(Ba(OH)»-val) végzik a hidrolizist 110 °C hémérsékleten 5-20 6rén at.

3. oxidaciés savas hidrolizis — a kéntartalmu aminosavak célmeghatarozasara hasznaljak.
Oxidaloszerként perhangyasavat vagy dimetil-szulfoxidot alkalmaznak, majd ezt a
Iépést hagyomanyos savas hidrolizis kdveti. A ciszteint ciszteinsavként, a metionint
pedig metionin-szulfonként hatarozzak meg.

4. hidrolizis p-toluol-szulfonsavval — a mintdhoz 3M p-toluol-szulfonsavat + 0,2%
triptamint adnak (a Trp megvédésére), s a hidrolizist 22 oraig végzik 110 °c
hémérsekleten.

5. enzimes hidrolizis — a mintdhoz katalitikus mennyiségili fehérjebont6é enzimet adnak,
majd altalaban 37 °C-on réazatott inkubatorban 30-60 percig emésztik. Az emésztés
végére szabad aminosavak keletkeznek. Az enzimek altalaban pepszin, tripszin illetve
kimotripszin. A mddszer nagy eldnye a gyorsasaga, illetve specifikussaga, nagy
hatranyt jelent azonban az alkalmazott enzimek piaci dara, illetve a mérések

befejeztével az enzimek elvesztése (a tisztitasi technologiak szintén jelentds koltséggel

birnak).

Meghatarozasi modszerek: az aminosavak mindségi €¢s mennyiségi meghatarozasara
csaknem kizarolag a kromatografias modszerek terjedtek el. A torténeti fejlodés soran eloszor
a papir- és vékonyréteg-kromatografias, majd az ioncseréld oszlop-kromatografias és HPLC

modszerek alakultak ki, emellett kifejlesztették az elektroforézises eljarasokat is.

Vékonyréteg-kromatografia: az aminosav-keverékek szétvalasztasara leggyakrabban
szilikagél és celluloz rétegeket hasznilnak. A legéltalanosabb futtatdoszer az n-butanol-
ecetsav-viz (4:1:1) elegy. A masik modszer az ioncserés vékonyréteg-kromatografia. A
gyarilag eldallitott rétegeknél szilikagél vagy finomszemcséjli ioncseréld gyanta van
ragasztoval a hordozolapra erdsitve. A felcseppentés, kifejlesztés és eldhivas a vékonyréteg-

kromatografianal szokasos modon torténik. Futtatdszeriil az ioncseréld kromatografianal



bevalt vizes citratpufferek szolgalnak, mig az el6hivoszer ninhidrin.

R — retencios faktor
A — a komponens tavolsaga a startvonaltol (mm),

B — az oldoszerfront tavolsaga a startvonaltol (mm).

Ioncserés oszlop-kromatografia: az automatikus aminosav analizatorban erdsen
savas kationcserélé gyantat hasznalnak sztirol-divinil-benzol vagy més hordozohoz kétve.

Az aminosavak kotédését nagyon sok tényezd befolyasolja, alapvetd szerepe a pH-nak
¢s az ellenion koncentracidnak van. Alacsony pH-n az aminosavak kationként viselkednek. A
pH novelésével egyre kevésbé, az izoelektromos pont elérésekor és magasabb pH-n nem
kotdédnek a gyantahoz.

Az aminosavakat erdsen savas oldatban vissziik fel az oszlopra, hogy a megkotddés
azonnal bekovetkezzék. Az elticiohoz pH 3-10 kozotti pufferek széles skalaja hasznalatos. Az
elicio leggyakrabban lépcsds gradiens elucid.

Az oszloprol tavozéd effluensben az aminosavak mennyiségét altaldban ninhidrines
szinreakcioval hatdrozzak meg (5. abra). Az effluens €s a ninhidrin-reagens keverékét az
atfolyasi sebesség altal meghatarozott ideig magas homérsékletnek teszik ki (100-135 0C), igy
kialakul a szin, amelyet fotometralnak. A fotometralas atfolyo kiivettas detektorban torténik.

A rekorder altal regisztralt kromatogramon minden komponensnek egy Gauss-tipusu

eloszlasi gorbe felel meg. A gorbék alatti teriilet a komponensek mennyiségével aranyos.
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S. abra: A ninhidrin reakcidja primer és szekunder aminosavakkal



2. GYAKORLATI RESZ

1. feladat: MintaelOkészités az aminosavak elvalasztiasdhoz.

A, hidrolizalandé minta
Peptidet tartalmaz6 mintabdl a gyakorlatvezetd altal megadott mennyiséget hidrolizalo

cs6be mérjiikk. Hozzaadunk 1 cm3 1M-o0s HCI-t, majd 1 6ran at hidrolizaljuk 110 °C-on. A
hidrolizis befejeztével hagyjuk az oldatot lehiilni, majd 0,9 cm3 IM-0s NaOH-val

semlegesitjiilk azt. Az oldatot 10 cm3-es mérdlombikba toltjiikk, a lombikot desztillalt vizzel

jelig toltjiik, majd az oldatot lesziirjiik.

B, nem hidrolizdland6 minta

A nem hidrolizalandé mintak szabad aminosav tartalmat szeretnénk kimutatni, ezért
nincs sziikségiink a peptid kotések hidrolizisére.

Az aminosavakat tartalmazo mintabdl a gyakorlatvezetd altal megadott mennyiséget

hidrolizalo csébe mérjiik. Ehhez hozzaadunk 1 cm® 1M-os HC-t, majd 0,9 cm® 1M-os

NaOH-t. Az oldatot 10 cm3-es mérélombikba toltjiikk, a lombikot desztillalt vizzel jelig

toltjiik, majd az oldatot lesziirjiik.

2. feladat: Aminosavak elvalasztasa vékonyréteg-kromatografiaval.

A Kieselgel 60 szilikagél réteglapra Hamilton-fecskenddvel az oldatokbol 2-2 pl-t
visziink fel, az 5-féle aminosav-standardbol (1 mg/cm3) pedig 1 pl-t. A standardok

segitségével tudjuk megmondani az "ismeretlen" aminosav tartalmu hidrolizalt és nem
hidrolizalt mintakrol, hogy milyen aminosav(ak)at tartalmaznak. A futtatashoz n-butanol-

ecetsav-viz 4:1:1 elegyét hasznaljuk. A futtatds befejeztével a réteglapot megszaritjuk, majd
bepermetezziikk ninhidrinnel. A réteglapot a megszaradas utdn 5 percre 100 °C-os

szaritoszekrénybe tessziik, majd a szinreakcid végbemenetele utan kivessziik.

3. feladat: A peptidek azonositésa.

Meghatdrozzuk a mintékat alkoté aminosavak, ill. az aminosav-standardok R értékeit,

majd ezek 0sszehasonlitdsaval azonositjuk a mintakban 1évé aminosavakat.
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A NanoDrop UV-Vis spektrofotométerrel nagyon kis térfogata fehérje illetve nukleinsav
mintak koncentracidja is meghatarozhato. A ,,Protein A280 alkalmazasa segitségével
fehérjék, illetve jelen esetben bizonyos aminosavak koncentraci6ja meghatarozhatd. A tirozin
¢s a triptofan az a két aminosav, melyek 280 nm kornyékén erds elnyelési csucsot mutatnak.
A fehérjekoncentraciéo meghatarozas alapja (is) ezen két aminosav, valamint a cisztein-
cisztein diszulfid kotések elnyelése ezen a hullamhosszon. A ,,protein A280” alkalmazas
megjeleniti az UV spektrumot, megmeéri a fehérjék abszorbancidjat 280 nm-en (A280).

A méréshez vak oldat sziikséges. A minta mérésekor a minta altal transzmittalt (az anyagon
ateso fény hanyada) fény intenzitasat méri a miiszer. A minta €s a vak oldat intenzitdsanak

lemérésével a miiszer az alabbi képletbdl szamolja a minta abszorbanciajat (A).

A = - log[Intenzitasminw/Intenzitas, |

rrrrrrrr

segitségével szdmolja a miiszer:

Lambert-Beer torvény: A=g¢*1*c

ahol:

¢ - hullamhossz-fiiggd molaris extinkcios koefficiens [dm’/(mol*cm)]
1 — optikai uthossz [cm]

¢ — koncentracié [mol/dm’]

A gyakorlat soran kiilonb6z6 koncentracioji L-tirozin oldatok koncentraciojat hatarozzuk
meg NanoDrop spektrofotométerrel. Az L-tirozin molaris extinkcios koefficiens 1490

dm*/(mol*cm) , molaris atomtomege: 181,19 g/mol.

Ellenorzo kérdések:

Milyen fehérjehidrolizis-mddszereket ismer (koriilmények is)?
Milyen modszereket ismer az aminosavak elvalasztasara és meghatarozasara?

Mi az automatikus aminosav analizator? Milyen elven miikodik?

Sl A

Mit neveziink esszencialis aminosavaknak? Mi a taplalkozastani jelentdségiik?
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5. Mi a ninhidrin reakcid lényege? Miben kiilonbdzik a prolin a tobbi aminosavtol?
6. Az aminosavak szerkezeti képlete!

7. A Lambert-Beer torvény

Az aminosavak szerkezeti képletének, valamint a
peptidkotés ismeretének tudasa elengedhetetlen a
beugro teljesitéséhez!!!!

Ajanlott irodalom:

Sarkadi Livia: Biokémia Mérnok Szemmel, Typotex Kiadd, Budapest, 2007
Abriak forrasa:

http://elte.prompt.hu
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Kiegészités a Tyr oldatok koncentraciojanak méréséhez

A spektrofotometria az egyik leggyakrabban hasznalt analitikai eljards a biokémidban. A
modszer igen alkalmas kis mennyiségli anyag gyors, egyszer(, rutinszeri mérésére. A mérés
célja alapvetéen mennyiségi meghatarozas, példaul a biokémidban aminosav, fehérje,
nukleotid vagy DNS koncentracié meghatarozasa. Feltétele az, hogy a vizsgalt anyagnak a
szinkép valamelyik pontjan abszorpciés maximuma legyen. Ha az abszorpciés maximum a
spektrum lathato tartomanyaba (1. abra) esik, az anyag szines. Ha a vizsgalando anyagnak
maganak nincs szine, valamilyen kémiai reakciot lehet végezni a kérdéses anyaggal, ami
szines vegyiilet képzddéséhez vezet. Ezen kiviil az ultraibolya (ultraviolet, UV) tartomanyt
analizisek is széles korben elterjedtek, mivel sok szintelen anyagnak van ezen a teriileten
(190-320 nm) intenziv elnyelési savja. A laborgyakorlat soran mi is az UV tartomanyt
hasznaltuk, mivel 280 nm-en a tirozin és a triptofan aminosavaknak elnyelési maximumuk
van. A nukleotidok, illetve a bel6lik feléptilé6 DNS 260 nm-es elnyelési maximummal
rendelkeznek.

A spektrofotometrids mennyiségi analizisek az oldatok fényelnyelésére vonatkozd Lambert-
Beer-torvényen alapulnak. A fényelnyelés nagysagdbol az abszorbedld komponens
a kozeg L vastagsagh rétegén athaladva I-re csokken, akkor a Lambert-Beer-torvény
értelmében:

A =log Io/l = e*c*L. A log Io/I kifejezést extinkcionak (E) vagy abszorbancianak (A), esetleg
optikai stirtiségnek (optikai denzitds, OD) nevezziik. Az abszorbancia dimenziémentes szam.
[1] = [dm*/mol*cm]*[mol/dm?]*[cm].

Olyan hullamhossznél, amelynél az olddszer nem abszorbedl, a Lambert-Beer-torvény szerint
alkalmaval nem megy at molekuldris valtozadson. A torvény csak adott hulldmhossza
monokromatizalt (kozelitéleg egy adott hulldamhosszu, pl. 280 nm-es) fény esetén érvényes.
(Az abszorbancia és az € egyiitthat6 tehat hullamhossztdl fiiggd mennyiségek.)

A fenti 0sszefiiggés alapjan a fényelnyelés mértékébdl a koncentracid kiszamithato:
c=A/L-¢

Fontos kiemelni, hogy a koncentraci6 és az abszorbancia kozott fennallo Osszefiiggés a
kisérleti tapasztalatok alapjan 1,2-es abszorbancia érték felett mar nem linearis, igy a
Lambert-Beer torvény ilyen esetben nem hasznalhatdé (a méréshez az oldat higitasa
sziikséges).

Az ¢ az oldott anyag koncentracigjatol fiiggetlen alland6, melyet extinkcios (elnyelési)
koefficiensnek hivunk. Ha a koncentraciot mol/l-ben kivanjuk megkapni, akkor a molaris
extinkcids koefficienst, mas néven a moldris abszorptivitast hasznaljuk. A molaris
abszorptivitas megadja, hogy adott hullimhosszon 1 cm-es rétegvastagsag esetén 1 mol/l
(M) koncentracioji oldatnak mekkora elnyelés felel meg, mértékegysége a
[Mem!]=[dm?/mol*cm]. Ertéke az adott anyagra jellemz6, de fiigg az oldészertdl és a



homérséklettol. Tehat ha € az anyagmennyiségre vonatkoztatott, vagyis a moldris extinkcios
koefficiens, akkor a ,,c”’ molaris koncentracionak adodik.

Fehérjék esetén az e értéke elsésorban a Tyr és Trp aminosavak szamatol, kisebb mértékben
az esetlegesen fennall6 diszulfid hidak szamatol fligg. Kis mértékben a Phe aminosav
oldallancok is hozzajarulnak az elnyeléshez, de ezek elnyelési maximuma 250-260 nm kozott
van ¢s jelentdsen kisebb, mint a Tyr és a Trp oldallancoké. Tiszta fehérjékre az € érték a Tyr
¢s Trp tartalom ismeretében szamitassal meghatarozhato.

Hasznalatban van a tomegben - pontosabban vegyes-szazalékban - megadott
koncentraciora vonatkoztatott abszorptivitas is (jele €14 vagy Ei1% vagy Abs1%). Dimenzija
[(2/100ml) *cm™] = [0,1dm>*/g*cm]. Ebben az esetben az €14 értéke azt adja meg, hogy adott
hullamhosszon 1 cm-es rétegvastagsag esetén 1g/100 ml toménységii oldatnak mekkora
elnyelés felel meg. Ilyenkor a koncentraciot sem mol/dm? értékben, hanem 1g/100ml = 10
mg/ml egységben kapjuk meg. Példaul cio = 0,56 *10 mg/ml-nek adodik, amit a
»tisztességes” mg/ml-es értékben valo kifejezéshez még 10-zel kell szoroznunk. A 10-zel
vald szorzast a tOmegre vonatkoztatott abszorptivitds (e1%) 0,1-del vald osztasaként is
értelmezhetjiik. A 0,1-del elosztott abszorptivitast az €o,1%, az Eo1% vagy az Abs 0,1%
jeloléssel hasznaljak.

c1o=A/(L* €1%) [1 g/100 ml] = [10 mg/ml]
co,1% = 10* A/(L* €1%) = A/(L* €0,1%) [mg/ml]

A molaris és a tdmegre vonatkoztatott abszorptivitas (extinkcios koefficiens) kozott az alabbi
Osszefligges all fenn: emolaris* 10 = €19 * MW (molaris tomeg).

A leiratban szereplé, az L-tirozin oldat abszorbanciajara vonatkozo Abs0,1% érték
tehat az €0,1% tomegre vonatkoztatott abszorptivitasnak (extinkcios koefficiensnek) felel
meg. Ha ezt helyettesititek be a Lambert-Beer torvénybe, a koncentraciokat mg/ml
értékben kapjatok meg. Ezt a tirozin molaris tomegével (MW = 181,19 g/mol) kell
elosztanotok, hogy a molaris koncentraciot megkapjatok, mivel [mg/ml]=[g/l], és

[g/11/[g/mol] = [mol/1].

Utoirat:

Régebbi fotométerek az abszorbancia helyett kozvetleniil a transzmittancia (fényateresztés)
értékét szamoltak és irtak ki:

T =1/1,vagy T % = /I, x100
Osszefiiggése az abszorbanciaval:
T=10"

A = -logT =log (1/T)
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1. abra. Az elektromégneses sugarzas hullamhossz-tartomanyai az ember szamara
lathat6 hullamhossz-tartomany (380-760 nm) kiemelésével.

Az abran jobbrdl balra haladva a hullamhossz csokken, ami ugyanakkor az
elektromagneses sugdrzas energidjanak ndvekedését (a frekvencia novekedését)
eredményezi. Legnagyobb energidval a gamma-fotonok (gamma-sugarzas), legkisebb
energiaval a hosszl radidhullamok rendelkeznek.
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