Infravoros és CD

spektroszkopia a

fehérjeszerkezet
vizsgalataban

Smeller Laszlo

Mi torténhet, ha egy mintat fénnyel
vilagitunk meg?

(elnyelt fény)
megvilagito fény atjutott fény Abszorpcié
ANNNNANNNND minta AN UV_V|S, |R,
CD spektr.
v 1t fe
kibocsatott fény szortieny
Raman és Rayleigh
Lumineszcencia szoras

(Fluoreszcencia és
Foszforeszcencia)

Abszorpcids és emisszios
spektroszkopia

» Az atjutott vagy kibocsatott fény

analizalasa a hullamhossz fluggvényében.

* |Informacio:
— atomok, molekulak azonositasa,

— molekularis szint( szerkezetvaltozasok
(konformaciévaltozasok) detektalasa,

— koncentraciéo meghatarozas

Miért nyel el ill. bocsat ki fényt egy
atom v. molekula?

« Energiaatmenet: Id. Jablonski diagram
E

Gerjesztett elektron- és
vibracios allapot*
Gerjesztett elektronallapot —
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Vibréciosan gerjesztett all.*
Alapallapot —
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*csak molekulaknal!




Miért nyel el ill. bocsat ki fényt egy
atom v. molekula?
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UV-VIS IR Raman Fluoresz- Foszforesz-
abszorpcid cencia cencia

Abszorpcios spektroszkopia
Abszorpcids torveny
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Abszorpcios spektroszkopia
Lambert-Beer torvény
Elvi alapja: abszorpcios torvény: J=J,.e#X
ahol y(anyag,c,\)
» Lambert-Beer torvény:

A=Ig % =g(A)cx

spektrum: A(L)
meres: spektrofotométer
referencia oldat (J,)
informacio: azonositas
koncentracio.

Infravoros spektroszkopia

Infravoros fény: A=800 nm - 1 mm
kozép infra tartomany: 2,5-50 um
abszorpcios spektroszkopia

az elnyelt infravoros sugarzas
molekularezgéseket kelt

érzékeny a molekulaszerkezetre

specialis detektalas: FT spektrométer
(FTIR spektroszkopia)




Az infravoros spektrum mérése:
Fourier transzformacios spektrométer

hagyominyos (diszperzios) spektrométer
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FTIR elve részletesen Fourier transzformacio

ARS ke Egy f(t) figgvény Fourier transzformaltja a g(x) fligvény:

E = A sin(ot)

o]

nozge | B fenyet F(F@®) = [ f(t)e ™™ dt=g(v)
tiikor
- —00
x/2 A Fourier transzformacié inverze:

x=retardaci6 | J = const (1-cos(2nx/1))
= Jpctconst cos(2nx/))

F(g(v) = [g(x)e’™dv = f (1)




A Fourier transzformacié szemléltetése
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Fourier
transzformacio

inverz Fourier
transzformacio
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A spektrum szamolasa a Fourier
transzformacios spektrométerben

Az interferométeren keresztuljutott sugarzas:
_td1, ()
Jo= ! =3, cos(2m/2)d

éppena 9,(4) mennyiség cosinus transzformaltja
di

dJ,(4)

A spektrum a -nek a mintan valé

athaladasa utan megmaradt részének és a
dJy(4)

i\ -nak a hanyadosa (transzmisszios spektrum)
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Molekularezgések

Az elektronok konnylek, gyorsan kovetik az
atommag mozgasat, ezért az atommagok
rezgeéseit az elektronok nem befolyasoljak.

A klasszikus fizikai leirasban az atommagok
kozti kotést, egy rugoval vesszuk
figyelembe.




Molekularezgések: kétatomos
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tomegnek is nevezik, ezzel a frekvencia:
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Az infravoros spektroszkopiaban a A
reciprokat, a hullamszamot (v) hasznaljak:
v: hany hullam fér
1 1 D el egységnyi
A 2\ m hosszusagon? [cm™]
Példa: CO
A mért rezgési hullamszam: v= 2143 cm-’
= A=4,67um = f=6,43 10"3 Hz
mc=2-10-26kg, my=2,7-1026kg
Ha v ismert, D szamolhat6
ha D ismert, v szamolhato

VvV =

= D=1875 N/m




Kvantummechanikai oszcillator:

Kvantummechanikai leiras

Tomegpont parabolikus erétérben.
Hamilton operator:

Klasszikus fizikai rezgések és
energianivok kapcsolata

» Klasszikus kép Energianivok

D
E MV g
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rezonancia az f frekvenciaju fénnyel
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A rezgeési frekvencia fuggése a . .
i} oy 2 SO Sokatomos molekulak rezgései
tomegtdl és a kotéserdssegtol
Tomeg: Kotéserésség: N atomos molekula:
Infravoros rezgési frekvenciak (cm) A ey et * 3N Szapa.q.sa.gl fOk’, 3-;3 a teljes molekula
C=N: 1660 cm-", transzlacioja ill. rotacioja
BH |CH [N-H |O-H |FH C=N: 2220 o o o
2400 |3000 |3400 |3600 |4000 =\: cm-. » 3N-6 rezgési szabadsagi fok
Al-H |Si-H |P-H |SH |CI-H (linearis molekulaknal csak 3N-5)
1750 [2150 |2350 |2570 |2890 i B
cort |nen sen lorm * normalrezgések
ATy |25y | 280 | 20 + normalkoordinatak
Viz (O-H): 3600 => nehézviz: 2600 cm-’




Normalkoordinatak

A kétatomos molekula példajan bemutatva:

X,

c X0

Mc

Mo
témegkdzéppont !

Altalanos esetben 3N dimenzids koordinatarendszer forgatasa
Lineéris transzformacio (matrixmivelet)

Normalrezgések

« Minden atom ugyanazzal a frekvenciaval,
fazissal, de kulonboz6 amplitudéval és
iranyban rezeg.

* Pl. viz:

f f L
(' ®$:95 cm-%PU /Q 3657 cm'%‘)& ‘/Q 3756 L‘m'%\")

torzios rezgés szimmetrikus nydjtis aszimmetrikus nyujtds

A normal médusok nem hatnak kdlcsén egymassal.

A viz normalrezgeései

Mo Mo oo

symmetric stretch asymmetric stretcl Eend
X y z
librations
Ezek nem rezgések, hanem gatolt forgasok (libracio)
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Példa: Formaldehid

Gas Phase Infrared Spectrum of Formaldehyde, H;C=0

[L0 ] Ball&Stick Madel
[[0] Spacefil Model

[0 view CHz Asymmetric Stretch
[0 ] View CHz Symmetric Stretch

Stick Model
[0 view C=0 Stretch (0] stk Moce
([T Motion Off
(o] view CHz Scissoring
[0 view CHz Rocking
View CHa YWagging

forras: www.Spectroscopynow.com

Analitikai alkalmazasok

* szintézis: kozti és vegtermék azonositas
» szerkezet bizonyitas

* metabolit kimutatas

» gyogyszerellendrzés (tisztasag vizsgalat)

* Megj.: Lambert-Beer tv. itt is igaz,
koncentracié meghatarozas is lehetséges.

Molekula azonositas

A metanol A etanol
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forras: www.Spectroscopynow.com




Makromolekulak rezgesei

Globalis rezgések (bonyolultak)
Lokalizalt rezgések, pl:
* CH, rezgések a lipidekben .o =y

* amid rezgések a fehérjekben
(acetamid rezgések) 2,790

Az N-metilacetamid mint a
fehérjelanc gerincének modellje

G 0
0

Fehérjek rezgési spektroszkopiaja

» Gerinc: amid rezgések
— konformacié (masodlagos szerkezet)
— H/D csere, (harmadlagos szerkezet)
 Oldallancok
— kdlcsdonhatasok mas molekulakkal
— pl Ca?* kotés

» Fontos technikai megj.: nehézviz (D,0)

A viz abszorpcios spektruma
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Viz és nehézviz spektrumok
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A fehérjék amid rezgései

PatliRa>

amid | amid Il
C=0 rezgés N-H nyujtasi rezgés
H-hid miatt H-D cserére érzékeny
konformacio- Szerkezet kompaktsaga

érzékeny (harmadlagos szerk.)

Az amid | vibracio és
a masodlagos
szerkezet

g




A masodlagos szerkezeti elemekhez
tartozo jellegzetes amid | jel

Intramolekularis szerkezet Intermolekularis kilcsonhatés
B-lemez rendezetlen a-hélix Intermolekuéris antiparallel B-lemez
&N % m =,
_ h -~
= ~
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1600 1700 1600 1700
vem? vem?

Az amid I sav komponenseinek hozzarendelése a masodlagos szerkezeti
elemekhez (lByler és Susi (1986). * Haris és Chapman, 1988, * Ismail és mtsai.
1992 alapjan)

hullamszam [cm™] masodlagos szerkezet

1616 intermolekularis béta szerkezet’
1624-1637 kinyujtott lancok (béta szerkezet)’
le4s rendezetlen’

1654 alfa hélix’

1662 310 helix’

1663-1670 hajlatok, hurkok"

1675 kinytijtott 1ancok (béta szerkezet)'
1683-1694 hajlatok, hurkok’

1685 intermolekularis béta szerkezet®

Az amid | sav atlapoldé komponensek
osszege: dekovolucio

Fourier dndekonvolucio
Vonalak szétvalasztasa vonalkeskenyitéssel




Alkalmazasok
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Abszorbancia

- BPTI bovine
pancreatic
trypsin inhibitor

1 1
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Hullamszam [cm|
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13. abra. A BPTI atmoszferikus

nyomason mért
dekonvolvalt amid I

spektrumanak
savja az illesztett

Gauss komponenseldel.

aggregacio
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25. 4dbra. A mioglobin 1616 cm’-es savjanak
relativ teriilete nyomasciklust kovetd (e) és a
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Sordn.




Ca?* kotés
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CD

« Cirkularis dikroizmus spektroszkdpia

Polaros fény

Sikban polaros:

polarizator

Cirkularisan polaros

lin. pol =
jobbra+
balra cirk. pol.

mozgo animaciok: http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/demo0.htm




A CD spektrométer vazlata

A jobbra és balra forgé cirkularisan polarizalt
fénysugarakkal a kiralis molekulak
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Figure 4 The far-UV CD spectra associated with various types of
secondary structure elements in proteins. Red: a-helix; blue: iy
antiparallel B-sheet; green: type | B-turn; orange: irregular structure.
(Data taken from the Encyclopedia of Life Sciences) 1o L .
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The Structure and CD spectrum of Subtilisin

CD Spectrum of Subtilisin

5000
P
0+ T et o]
]
-5000 A -
F
z ¥
= g )
-10000 V
=3 J
5ol ] ége
w 0 i
L ]
-15000 4 =
-20000 - —8— Experimental Data
—a— LSaFit Data
—u— Difference
-25000 . ; - - : .

00 M0 220 230 M0 250 2EOD
YWavelength (nm)

helix sheet coil

5792 2622 15.85




