ΑΣΚΗΣΕΙΣ ΒΙΟΧΗΜΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ 2023-24
ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΠΗΚΤΗΣ ΚΑΙ ΙΟΝΤΟΑΝΤΑΛΛΑΚΤΙΚΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ

1. Σε μιά χρωματογραφία πήγματος σε στήλη Sephadex G-100 superfine, IgG (150kDa)  και γλυκίνη (70Da) εκλούσθηκαν στο κλάσμα 25 και 70, αντίστοιχα. Να υπολογισθεί η μοριακή μάζα μιάς σφαιρικής πρωτεΐνης Χ που εκλούεται στην ίδια στήλη στο κλάσμα 40. Δίδονται η κλίση (0,512) και ο σταθερός όρος (1,088) για την εξίσωση που δίνει το Kd ως συνάρτηση του logMM (kDa). Ένας ετεροπολυσακχαρίτης, που εκλούσθηκε στο ίδιο κλάσμα, θα έχει μοριακή μάζα ίδια ή διαφορετική (μικρότερη ή μεγαλύτερη) από τη σφαιρική πρωτεΐνη και γιατί; Όγκος στήλης 150ml και κάθε κλάσματος 2ml. 
 2. Δίδεται διάλυμα Α που περιέχει δύο πρωτεΐνες με pI 3 και 6,5, αντίστοιχα και διάλυμα Β που περιέχει δύο πρωτεΐνες με pI  7 και 11, αντίστοιχα. Ποιόν ή ποιούς ιοντοανταλλάκτες θα χρησιμοποιούσατε και σε ποιά περιοχή pH για να διαχωρίσετε τις πρωτεΐνες του κάθε διαλύματος, με την προϋπόθεση ότι θα δεσμευθούν και οι δύο πρωτεΐνες στον αντίστοιχο κάθε φορά ανταλλάκτη; Δίδονται δύο κατιονικοί ανταλλάκτες με pK 4 και pK 6, και δύο ανιονικοί με με pK 7 και pK 9. Ποιό ή ποιά από τα παρακάτω ρυθμιστικά διαλύματα θα χρησιμοποιήσετε σε κάθε περίπτωση και γιατί; Ιστιδίνη-HCl (pKα 6), Φωσφορικών (pKα2 6,5), Tris-HCl (pKα 8), οξικών (pKα 4,5).

3. Σε μιά χρωματογραφία πήγματος σε στήλη Sephadex G-100 superfine, IgG και γλυκίνη εκλούσθηκαν στο κλάσμα 25 και 70, αντίστοιχα, ενώ η BSA (66kDa), η οβαλβουμίνη (45kDa) και ο αναστολέας τρυψίνης (20kDa) στα κλάσματα 32, 36 και 44, αντίστοιχα. Σε ποιό κλάσμα αναμένεται να εκλουσθεί μιά σφαιρική πρωτεΐνη Χ με μοριακή μάζα 30kDa; Εάν στην ίδια στήλη χρωματογραφηθεί ένας ετεροπολυσακχαρίτης ίδιας μοριακής μάζας θα εκλουσθεί με Kd ίδιο, μικρότερο ή μεγαλύτερο και γιατί; Όγκος στήλης 150ml και κάθε κλάσματος 2ml. Για την πραγματοποίηση της χρωματογραφίας ποιά από τις παρακάτω στήλες πιστεύετε ότι χρησιμοποιήθηκε και γιατί; 

Στήλη Α (150cm x 1,12cm id), Στήλη Β (50cm x 2cm id).
4. Δίδεται διάλυμα των πρωτεϊνών Α , Β, Γ και Δ με ΡΙ: 6, 7, 8 και 11 αντίστοιχα.   Τι ανταλλάκτη θα χρησιμοποιήσετε για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών, κατιονικό ή ανιονικό, με ποιό pKa και σε ποιό pH, προκειμένου όλες οι πρωτεΐνες να δεσμευθούν στον ανταλλάκτη; Ποιό ή ποιά από τα παρακάτω ρυθμιστικά διαλύματα θα χρησιμοποιήσετε και γιατί; Ιστιδίνη- HCl (pKα 6), Φωσφορικών (pKα2 7,5), Tris-HCl (pKα 8,5), οξικών (pKα 4,5). Εάν εκλούσουμε τον ανταλλάκτη με διάλυμα διαβαθμισμένης συγκέντρωσης 0-1M NaCl στο κατάλληλο ρυθμιστικό, με ποια σειρά αναμένεται να εκλουσθούν οι πρωτεΐνες και γιατί;

5. Σε μία χρωματογραφία πηκτής:

    α) Ποιά είναι η στατική φάση και ποιά η κινητή;

    β) Θα χρησιμοποιούσατε μια στήλη μεγάλου μήκους και μικρής διαμέτρου ή μία στήλη μικρού μήκους και μεγάλης διαμέτρου;

    γ) Θα προτιμούσατε χονδρόκοκο υλικό ή λεπτόκοκο;

    δ) Θα εκλούατε μία πηκτή Sephadex μόνο με νερό;

    ε) Τί πηκτή θα επιλέγατε για την κλασμάτωση ολιγοσακχαριτών; Μία πηκτή  Sephadex ή μία πηκτή Bio Gel;

    Εξηγήσατε τις απαντήσεις σας.
6. Θέλουμε να διαχωρίσουμε μεταξύ τους δύο σφαιρικές πρωτεΐνες μοριακής μάζας 70 και 100kDa. Ποια πηκτή Sephadex G θα χρησιμοποιηθεί για να διαχωρισθούν οι πρωτεΐνες όσον το δυνατόν καλύτερα; Δίδονται οι γραφικές παραστάσεις του kd συναρτήσει του log της μοριακής μάζας για τις πηκτές Sephadex G. Ποια εξίσωση απεικονίζουν αυτές οι γραφικές παραστάσεις; 

 7. Δίδεται διάλυμα των πρωτεϊνών Α , Β, Γ και Δ με ΡΙ: 3, 5, 6 και 7, αντίστοιχα. Τι ανταλλάκτη θα χρησιμοποιήσετε για το διαχωρισμό των πρωτεϊνών, κατιονικό ή ανιονικό, με ποιό pKa και σε ποιό pH, προκειμένου όλες οι πρωτεΐνες να δεσμευθούν στον ανταλλάκτη; Ποιό ή ποιά από τα παρακάτω ρυθμιστικά διαλύματα θα χρησιμοποιήσετε και γιατί; Ιστιδίνη- HCl (pKα 6), Φωσφορικών (pKα2 7,5), Tris-HCl (pKα 8,5), οξικών (pKα 4,5). Εάν εκλούσουμε τον ανταλλάκτη με διάλυμα διαβαθμισμένης συγκέντρωσης 0-1M NaCl στο κατάλληλο ρυθμιστικό, με ποια σειρά αναμένεται να εκλουσθούν οι πρωτεΐνες και γιατί;

ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΣΥΓΓΕΝΕΙΑΣ-ΕΝΖΥΜΑ ΣΤΗΝ ΑΝΑΛΥΣΗ-SDS-PAGE-ELISA
Θέλουμε να προσδιορίσουμε ένα ένζυμο σε ένα βιολογικό υγρό, το οποίο έχει Κm:1x10-5Μ. Όταν χρησιμοποιήθηκε συγκέντρωση υποστρώματος 1x10-4Μ η αρχική ταχύτητα της αντίδρασης βρέθηκε 0,05μmole/min. Εάν η αντίδραση λαμβάνει χώρα σε όγκο 10ml ποιός θα είναι ο μέγιστος χρόνος επώασης για τον ποσοτικό προσδιορισμό του ενζύμου; Εξηγήσατε.

Για το προσδιορισμό γλυκόζης σε ένα διάλυμα συγκεντρώσεως 1x10-5M χρησιμοποιήθηκε οξειδάση της γλυκόζης (10nM) και η αντίδραση έλαβε χώρα για 5min. Δεδομένου ότι η ευαισθησία της μεθόδου είναι 1x10-5M γλυκόζης τι θα κάνατε για να προσδιορίσεται τη γλυκόζη σε ένα διάλυμα συγκεντρώσεως 0,5x10-5M χωρίς μεταβολή στο χρόνο επώασης το ίδιο αποδοτικά; Εξηγήσατε. Δίδεται Km οξειδάσης της γλυκόζης 1x10-4M. 

Για τη παραγωγή αντισωμάτων έναντι του πεπτιδίου Ser-Asp-Ala-Asp-Glu-Lys-Tyr-Glu-Thr-Ala-Lys, αυτό δεσμεύθηκε σε ένα φορέα μέσω γλουταραλδεΰδης με τη χρήση ρυθμιστικού διαλύματος pH 9. Από ποιά ομάδα πιστεύεται ότι δεσμεύθηκε το πεπτίδιο στο φορέα και γιατί; Σχεδιάσατε και περιγράψτε μιά χρωματογραφία συγγένειας για το καθαρισμό των αντισωμάτων έναντι του πεπτιδίου (pKα Ν-τελικής -ΝΗ2 : 8,  pKα ε-ΝΗ2 Lys: 10,5, pKα C-τελικής –COO- : 3,5 και πλευρικής 4,5).

Από ένα εκχύλισμα ιστού θέλουμε να απομονώσουμε ένα πρωτεολυτικό ένζυμο τύπου θρυψίνης (υδρολύει πεπτιδικούς δεσμούς στο C-άκρο λυσίνης και αργινίνης) σε ενεργή κατάσταση, με χρωματογραφία συγγένειας και χρήση του αναστολέα θρυψίνης π-αμινο-βενζαμιδίνη. Περιγράψατε τι θα κάνατε (παρασκευή πήγματος, έκλουση κλπ) και εξηγήσατε.  (pKa -NH2  και γουανιδινομάδας της π-αμινο-βενζαμιδίνης, 7,5 και 11, αντίστοιχα). 
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5. SDS ηλεκτροφόρηση πολυακρυλαμιδίου μιάς πρωτεΐνης έδειξε μία ζώνη μοριακής μάζας 150kDa. Όταν η ηλεκτροφόρηση έγινε παρουσία β-μερκαπτοαιθανόλης εμφανίσθηκαν δύο ζώνες μοριακής μάζας 50 και 25 kDa, αντίστοιχα. Από πόσες και ποιές πεπτιδικές αλυσίδες μπορεί να αποτελείται το μόριο της  πρωτεΐνης; Εξηγήσατε. Εάν η ένταση της ζώνης 50kDa είναι διπλάσια της έντασης της ζώνης 25kDa από πόσες και ποιές πεπτιδικές αλυσίδες αποτελείται το μόριο της  πρωτεΐνης;

6. Μια πρωτεΐνη Χ μετά από SDS-PAGE κινήθηκε σε απόσταση 2,5cm από την αρχή της πηκτής. Εάν η χρωστική Bromophenol blue κινήθηκε σε απόσταση 5,5cm από την αρχή της πηκτής, να υπολογισθεί το μοριακό βάρος της πρωτεΐνης. Δίδονται η κλίση (0,985) και ο σταθερός όρος (1,875) για την εξίσωση που δίνει τη κινητικότητα μ ως συνάρτηση του logMΒ.   

7.  Δύο σφαιρικές πρωτεΐνες Χ και Ψ ίδιας μοριακής μάζας με ισοηλεκτρικό σημείο 5 και 7, αντίστοιχα, υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης και pH 8,5. Η κινητικότητα των δύο πρωτεϊνών θα είναι ίδια ή όχι και γιατί;

8. Αδρή περιγραφή της αρχής μιάς συναγωνιστικής ELISA με επιστρωμένο (ι) το αντιγόνο και (ιι) το αντίσωμα.   
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