Molekulaarinen biofysiikka 51080 (2 ov)
Harjoitustentti
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Melitiini-proteiinissa on yksi tryptofaani (Trp). Kuvassa on
melitiinin Trp:n emissiospektrit monomeerista ja tetrameerista
sekd tetrameerin malli.

Piirrd malliin symmetria-akseli, jonka ympéri mallia voidaan
kiertad 180° niin, ettd mik&an ei muutu. (1p.)

Osoita nuolella yhden monomerin kohta, jossa arvelet
tryptofaanin sijaitsevan. (1p.)

Miksi tetrameerin spektri on Iyhyemmalld aallonpituudella
kuin monomeerin spektri? (1p.)

Kuinka suurta energiaa (kJ/mol) aallonpituusmuutos vastaa?
(2p.) Planckin vakio on 6.610% (Js), valonnopeus 310% m/s
Avodgadron luku 6:10%/mol.

Mellitiinitetrameeri  dissosioituu ~ monomeereiksi ~ ko-
operatiivisesti matalassa pitoisuudessa (n. 10 nM). Piirrd
odotettavissa oleva vaste ts. intensiteetti aallonpituudella A =
330 nm viereiseen kuvaan. (1p.)

FLUORESCENCE INTENSITY

Nimi:

Op.num.

1.0

Lyhyeen, 16-emasta kasittavaan, yksittdiseen DNA-juosteen 5’-paghan
on kiinnitetty fluoresiini (FI), ja mitattu alla oleva emissiospektri (—).
Vastaavasti on mitattu emissiospektri (---), jossa DNA-juoste on osa
kaksoiskierrettd, jonka komplementaarisen sdikeen 5’-pédssd on

rodamiini-leima (Rh).
Miksi Fl:n intensiteetti aallonpituudella A = 520 nm on matalampi

kaksoiskierteessa kuin yksittdisessa juosteessa? (1p.)

Maéritd aallonpituudella A = 520 nm olevista intensiteettien

6

| R
suhteesta 1 — —9ole — ___0__ F|:n ja Rh:n valinen etaisyys r

sin gle Ro6 + r6
kun Forsterin etaisyys R, = 65 A. (2p.)
Tyo6nohjaajasi pyytad, ettd em. tuloksen perusteella selvittéisit,
onko kaksoiskierteinen jakso poikkeuksellisesti vasenkatisessd Z-
DNA muodossa, jonka nousu on 43 A / 12 emésparia verrattuna B-
DNA:n nousuun 34 A /10 emésparia. Mita vastaat hanelle? (2p.)
Kuvassa on myds spektri (), joka on mitattu kaksoiskierteen
katkaisevan restriktioentsyymikésittelyn jalkeen. Tdman jalkeen
intensiteetti aallonpituudella A = 520 nm on kaytanndssa yhté suuri
kuin yksittadisen DNA-juosteen. Mistd "yliméaardinen” intensiteetti
aallonpituudella A ~ 560 nm on peraisin? (1p.)
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Proteiinin pydrimisnopeuden ts. rotaatiodiffuusiovakion D voi mé&drittad anisotropian r avulla piirtdmélla (Perrinin) yhtalo

1_1 + . gD, Jossa ro = 0.4 on maksimaalinen anisotropia ja zon
r

rO rO
fluoroforin elinaika, 1dmpdtilan T funktiona. Py6ériminen D =
RT/(61V) on suoraan verrannollinen lampdenergiaan RT ja kdantéen
molekyylin efektiiviseen kokoon V ja liuoksen viskositeettiin 7.
Piirrd 1/r vs. T. (2p.)
Korkeassa lampétilassa proteiini denaturoituu, jolloin fluorofori
padsee pyodréhtelemaan nopeammin, koska auenneen
polypeptidiketjun osaset liikkuvat toisistaan riippumatta, ts.
efektiivinen koko V pienenee. Hahmottele kuvaaja 1/r vs. T. myds
korkeassa lampétilassa. (2p.)
Mit& havaitaan, jos fluoroforin elinaika z on kovin lyhyt verrattuna
rotaatiokorrelaatioaikaan z, = 1/6D ? (1p.)
Tavoitteenasi on selvittdd, onko DNaK-proteiini muodostanut n. 110
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kDa kokoisen oktameerin, jonka rotaatiokorrelaatioajaksi arvoit 50 ns. Monomeerin z, ~ 6 ns. Milla kdytettavissasi

olevista fluoroforeista: DNS (z =12 ns), Fl (z=4.5 ns), TRITC (z= 2.0 ns) leimaat DNaK:n? (1p.)

Kuvassa (A) nakyy kaksi signaalia (sininen ja punainen), jotka vaimenevat yhté nopeasti.
Arvioi vaimenemisvakion R, suuruus (yksikkd 1/s). (Huom. e~ 0.37.) (1p.)

Arvioi signaalien taajuudet Qsininen ja 2punainen (YkSIKkO Hz). (1p.)

Kuvassa (B) nékyy em. kahden signaalin yhteenlaskettu signaali (vihred). Piirrd kuvaan (C) sit4 vastaava Fourier-
muunnoksen avulla saatava spektri taajuuden funktiona. (2p.)
Kuvaan (B) on my0os piirrettyd summasignaalin verhokéyré (musta), joka my0s vérahtelee tosin verkkaisesti. Mita

taajuutta verhokdyrd vastaa spektrissési? (1p.)

Piirréd spektrid vastaava energiatasokaavio kuvaan (D). (1p.)
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Réntgensade, jonka aallonpituus on A, osuu kahteen elektroniin

viereisen kuvan mukaisesti. Tulevien sateiden matkaero p
voidaan lausua sirottajien vélisen etéisyyden r sekd
tulevan aaltovektorin s, (punainen) avulla, p = Ar-s, =
Ars,CoS ¢, ja vastaavasti g sironneen aaltovektorin s
(sininen) avulla.

Kirjoita S:n ja r:n avulla kokonais-matkaero Al ja sit4
vastaava kokonaisvaihe-ero A¢. (2p.)

Milla vaihe-eron arvolla saadaan maksimi signaali? (1p.)
Sirontaa voi kuvata myds heijastuksena katkoviivoin
osoitetuista tasoista. Piirrd kuvaan S =s—s,. (1p.)
Rdéntgenséateiden sirontaa molekyylistd kuvaa nk.
rakennetekija F, joka on kaikkien sirottajien
vektorisumma. Piirrd viereiseen koordinaatistoon kahden
sirottajan (A) ja (B) rakennetekija F = fal +
fgexp(2mir-S), kun r-S = /g ja kun atomien sirontatekijét
ovatfa~1ljafsg=1.4.(1p.)

Viereissd kuvassa on kolmen sirottajan antama
"diffraktiokuvio”. Piirrd kuvaan (péalle) diffraktiokuvio,
kun sirottajia on paljon enemman. (1p.)
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