
BIKE 2035 Biokemian tyokurssi, tentti 18.5.07

Tentin kokonaispistemddrd on 50 p, ldpdisyraja on 25 p.

Kayte aina kun mahdollista, piirroksia ja kaavioita kuvaamaan asioita, mutta muista myos
selittdd piidaimasi kuvat.

1. Punasolumembraanien lipidien eristdminen tapahtuu uuttamalla. (6p)
Fosfaattipuskurissa olevaan membraanisuspensioon lisdtddn metanolia ja
kloroformia sekd vettd niin, etta vesi:metanoli:kloroformi-suhde on lopulta 1,8:2:2.
Perusteellisen sekoituksen jdlkeen muodostuu kaksi faasia.

a. Mikd on yldfaasin ja mikdi alafaasin liuotin tai liuotinseos?
b. Mitai yhdisteitd tai yhdisteryhmid on liuenneena yldfaasiin?
c. Mitd yhdisteitd tai yhdisteryhmiii on liuenneena alafaasiin?

2. Eristettyjen punasolumembraanien lipidifraktiosta mddritettiin fosfolipidit (4p)
vdrireaktiolla. Mitd kemiallisia reaktioita tapahtuu ndytteen valmistuksessa ja itse
vdrireaktiossa?

3. Proteiinien analysoinnissa voidaan kdyttaiei SDS-PAGEa. (10p)
a. Mihin perustuu proteiinien erottuminen SDS-PAGEssa?
b. Miten SDS-PAGE suoritetaan? Kuvaa tdrkeimmdt vaiheet ja niiden merkitys!

4. u-Laktalbumiinia puhdistettiin affiniteettikromatografialla. Kuvaa kdytetyn (10p)
kromatograf iam enetel mdn periaate, suoritus ja odotettu lopputulos.

5. cr-Laktalbumiinin puhdistuksen yhteydessd kerdtyistd ndytteistd tehtiin (10p)
S DS-PAG E ja Western-blottaus. Seuraavassa tdtd koskevia kysymyksid:

a. SDS-PAGEn jdlkeen geeli tasapainotettiin Tris-glysiini-metanoli-puskurissa,
pH 8,3, laitettiin kontaktiin PVDF-kalvon kanssa ja ajettiin Trans-blot-
laitteessa (100 V) siten, ettd membraani oli anodin puolella. Mitd tdssa

i:'- b. 3i,'J;trtftff#'#'lror.uuni vdrjrittiin Ponceau s-vdritiuoksessa. Mitd tdssd
vdrjdyksessd tuli esille?

c. Tdmdn jdlkeen membraania kdsiteltiin gelatiiniliuoksessa. Mikai oli kasitteleyn
tarkoitus?

d. Membraania kdsiteltiin seuraavaksi primaarivasta-aineessa, joka oli
laimennettu pullosta, jonka pdAlld luki: goat anti-bovine u-lactalbumin. Mitd
tdmd on ja mikai oli kdsittelyn tarkoitus?

e. Mitd ndiden vaiheiden jdlkeen vielei piti tehda c-laktalbumiinin osittamiseksi
membraanilta?



6. Olet puhdistanut erddn entsyymin ja seurannut puhdistuksen etenemistd tekemdlld
eri vaiheista mittauksia, joiden perusteella olet saanut selvitettyd alkuperdisen
soluhomogenaatin ja kunkin puhdistusvaiheen kokonaisproteiinin mddrdn ja
entsyymin aktiivisuuden. Tulokset ovat taulukossa. Laadi vield tulosten perusteella
puhdistustaulukko, josta ilmenevdt kunkin vaiheen saalis (%), spesifinen aktiivisuus
japuhdistuskerroin. (10p)

Fraktio entsyymin aktiivisuus (1 0"
U/mo)

proteiinimdeirri (mg)

soluhomoqenaatti 51.2 314,0
suolasaostus 31,1 21,3
ion ivaihtokrom atoqraf ia 17.1 2,38
qeelisuodatus 8,3 0,093


