Infravoros és Raman
spektroszkopia a
fehérjeszerkezet

vizsgalataban

Smeller Laszlo

Mi torténhet, ha egy mintat fénnyel
vilagitunk meg?

(elnyelt fény)
megyvilagito fény atjutott fény Abszorpcié
AMNANNNNNA minta NAINNANANANAN— UV-VIS,D
CD spekir.
kibocsatott fény szort fény
Raman és Rayleigh
Lumineszcencia szbras
(Fluoreszcencia és
Foszforeszcencia)

Abszorpcids és emisszios
spektroszkopia

» Az atjutott vagy kibocsatott fény

analizalasa a hullamhossz fluggvényében.

* Informacio:
— atomok, molekulak azonositasa,

— molekularis szint( szerkezetvaltozasok
(konformaciovaltozasok) detektalasa,

— koncentracido meghatarozas

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

* Energiaatmenet: |d. Jablonski diagram
E

Gerjesztett elektron- és
vibrécios allapot*
Gerjesztett elektronallapot —

Sy

Vibraciosan gerjesztett all.* -
Alapallapot =S50 —

*csak molekulaknal!




Miért nyel el ill. bocsat ki fényt egy
atom v. molekula?
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Abszorpcios spektroszkopia
Abszorpciods torveny
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Abszorpcios spektroszkopia
Lambert-Beer torvény
Elvi alapja: abszorpcios torvény: J=J,-e#*
ahol u(anyag,c,\)
» Lambert-Beer torvény:

A= Ig% = g(A)cx

spektrum: A(L)
meérés: spektrofotométer
referencia oldat (J,)
informacid: azonositas
koncentracio. _

Infravoros spektroszkopia

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

az elnyelt infravoros sugarzas
molekularezgéseket kelt

érzékeny a molekulaszerkezetre

specialis detektalas: FT spektrométer
(FTIR spektroszkopia)




Az infravoros spektrum mérése:
Fourier transzformacios spektrométer

hagyominyos (diszperziés) spektrométer
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Az FT spektroszkopia elve részletesen Fourier transzformacio

allo tiiko L . - L
Al Egy f(x) fuggvény Fourier transzformaltja a g(v) fugvény:

E = A sin(ot)
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Tipikus Fourier transzformaltak
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Tipikus Fourier transzformaltak
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FT tulajdonsagai

F(x) G(v)
valos hermitikus (valds=péros, imag=paratlan)
imaginarius anti-hermitikus (valés=pératlan, imag=paros)
paros paros
paratlan paratlan

val6s és paros

val6s és paros(cosinus transformacio)

valos és paratlan

imaginarius és pératlan (sinus transzformacio)

imaginarius és paros

imaginarius és paros

imaginarius és paratlan
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Konvollcids tétel: F(f ® g) = F( f ) F (g)




Diszkret FT

Diszkrét FT
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A spektrum szamolasa a Fourier
transzformacids spektrométerben

Az interferométeren keresztuljutott sugarzas:

Jpe= j %cos(hx/i)di

0

éppena d.(4) mennyiség cosinus transzformaltja
dA

-nek a mintan valo

A spektrum a dJO—/(f)

athaladasa utan megmaradt részének és a
dJ,(4)

) -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
molekula
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_ J\N\NW a rezgési frekvencia:
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tomegnek is nevezik, ezzel a frekvencia:

f 1 | D
270\ Myequane

A hullamhossz: c m_
A =—=27C, |—dualt
f D

Az infravoros spektroszkopiaban a A
reciprokat, a hullamszamot (v) hasznaljak:
v: hany hullam fér
1 1 D el egységnyi
A 27e My hosszusagon? [cm™']
Példa: CO
A mért rezgési hulldmszam: v= 2143 cm-!
= A=4,67um = f=6,43 10'3 Hz
me=2-1026kg, my=2,7-100kg }E> D=1875 N/m
Ha v ismert, D szamolhat6
ha D ismert, v szamolhat6

VvV =

Kvantummechanikai leiras

Kvantummechanikai oszcillator:
Tomegpont parabolikus erétérben.

Hamilton operator:

1
E
N\ W/n:S H=T+V
NG

Schrodinger egyenlet:
n=1
§ v _h 3%y _
n=0 7m a2 TVO=EY

E =hf(n+1) n=0,12...

Klasszikus fizikai rezgések és
energianivok kapcsolata

» Klasszikus kép Energianivok
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rezonancia az f frekvenciaju fénnyel
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A rezgési frekvencia fuggeése a
tomegtbl és a kotéserdssegtol

Tomeg | kotéserésség = || KotéserSsség:

Infravoros rezgési frekvenciak (cm) C-N: 1100 cm,
C=N: 1660 cm™,
AR D PR TR C=N: 2220 cm.

2400 |3000 |3400 |3600 |4000

Al-H [Si-H |P-H S-H Cl-H
1750 |2150 |2350 |2570 |2890

Ge-H |As-H |Se-H |Br-H
2070 |[2150 |2300 |2650

Viz (O-H): 3600 => nehézviz: 2600 cm-’

Sokatomos molekulak rezgeései

N atomos molekula:

» 3N szabadsagi fok, 3-3 a teljes molekula
transzlacioja ill. rotacioja

» 3N-6 rezgési szabadsagi fok
(linearis molekulaknal csak 3N-5)

* normalrezgések

» normalkoordinatak

Normalkoordinatak

A kétatomos molekula példajan bemutatva:

c . Yo

t +
D} &
Mc mg

témegkdzéppont

Altalanos esetben 3N dimenziés
koordinatarendszer forgatasa
Linearis transzformacié (matrixmuvelet)

Normalrezgeések

» Minden atom ugyanazzal a frekvenciaval,
fazissal, de kulonb6z6 amplitudoval és
iranyban rezeg.

* Pl. viz:

—
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‘ \ 1595 cm™! /_/ / 3657 cm’! h’\ 3756 cm!

torzids rezgés szimmetrikus nyujtds aszimmetrikus nydjtis

A normal médusok nem hatnak kélcson egymassal.

S




A viz normalrezgései

symmetric stretch asymmetric stretch bend
oﬂo*o o’sﬁ\o OAO
librations
Ezek nem rezgések, hanem gatolt forgasok (libracio)

Néhany tipikus rezgési frekvencia
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Példa: Formaldehid

Gas Phase Infrared Spectrum of Formaldehyde, HzC=0
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[0 ] Ball&:Stick Model

@ View CHz Asymmetric Stretch
@ WView CH2 Symmetric Stretch
[[0] Wiew C=0 Stretch

[[0] view CHz Scissoring

[[0] Wiew CHz Rocking

[(87] Wiew CHz Wagding

forrés: www.Spectroscopynow.com

[0 Spacefill Madel
[0 Stick Model
[0 Motion Off

Analitikai alkalmazasok

szintézis: kozti és végtermeék azonositas
szerkezet bizonyitas

metabolit kimutatas

gyogyszerellenbrzés (tisztasag vizsgalat)

Megj.: Lambert-Beer tv. itt is igaz,

koncentracié meghatarozas is lehetséges.




Molekula azonositas

A metanol A etanol

abszorbancia
abszorbancia

-
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forras: www.Spectroscopynow.com

Makromolekulak rezgesei

Globalis rezgések (bonyolultak) -,

<9
Lokalizalt rezgések, pl: e
* CH, rezgesek a lipidekben o =9
» amid rezgések a fehérjékben

(acetamid rezgések) AN
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Az N-metilacetamid mint a
fehérjelanc gerincének modellje




Fehérjek rezgési spektroszkopiaja

A viz abszorpcios spektruma
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A fehérjék amid rezgései

O

amid |
C=0 rezgés
H-hid miatt
konformacio-
érzékeny

C

O

amid Il
N-H nyujtasi rezgés

H-D cserére érzékeny
Szerkezet kompaktsaga

(harmadlagos szerk.)

Az amid | vibracio és
a masodlagos
szerkezet

A masodlagos szerkezeti elemekhez
tartozo jellegzetes amid | jel

Intramolekuléris szerkezet
B-lemez rendezetlen

N S, [ i
&-7) L

o-hélix

Intermolekuléris killcsonhatas
Intermolekuéris antiparallel B-lemez

& m 4
| ral >
NI | *
1600 ! 1700 1600 ‘ ‘ 1700
vem? vem?

Az amid I sav komponenseinek hozzarendelése a mdsodlagos szerkezeti
elemekhez ('Byler és Susi (1986). ~ Haris és Chapman, 1988, ° Ismail és mtsai,
1992 alapjan)

hulldmszam [cm'] masodlagos szerkezet

1616 intermolekularis béta szerkezet®
1624-1637 kinytijtott lancok (béta szerkezet)'
1645 rendezetlen’

1654 alfa hélix'

1662 310 helix’

1663-1670 hajlatok. hurkok’

1675 kinytjtott lancok (béta szerkezet)!
1683-1694 hajlatok, hurkok’

1685 intermolekularis béta szerkezet®




Az amid | sav atlapolé komponensek ReHHIET UTKIEKOIVOINRID Eive
0sszege: dekovolucio
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Mesrsman és mtsal. Biophys J. Gauss komponensekkel.




Absorbancia

a

aggregacio
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0.94
0.66
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25. abra. A mioglobin 1616 cm™-es savjénak
relativ teriilete nyvomasciklust kovetd (e) és a
nyomascikluson at nem esett (m) fehérje melegitése
soran.
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ik ¥ Raman szoras
N\ Parvalbumin Raman spektroszkopia
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3
g 43.8°C
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§ /\j\f\ 67.5°C Sir Chandrasekhara Venkata Raman
£ m ' Nobel Nobel-dij dij 1930
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Mi torténhet, ha egy mintat fénnyel

Energiaatmenetek a vibracios

vilagitunk meg? spektroszkopiaban
(elnyelt fény)
megvilagité fény » atjutott fény C?/S\Z/?gp(ig £
ANNNNANNND mln a MNANNANANNAN—> ! . ,
CD spektr. Gerjesztett elektron- és
vibrécios allapot*
. , S,
Gerjesztett elektronallapot —
Y _
kibocsatott féeny szo’rt fény .
Raman és Rayleigh o . )
Lumineszcencia sz0réas Vibraciosan gerjesztett all.* .
(Fluoreszcencia és : S K v
Foszforeszcencia) Alapallapot  —>0 g *
IR Raman
*csak molekulaknal! Stokes anti-Stokes
Raman szoras: a klasszikus leiras
a bees6 fény frekvenciaja Sz6rt intenzitas
< ex o . Rayleigh
A bees6é fény elektromos téreréssége: E =E, sin 2zt Y9
A sz6ré molekula polarizalhatésaga: o' = g + Asin 2zvit
i Stokes
A rezgés frekvencigja —1 anti-Stokes
A polarizalhatésag valtozik a rezgés soran!
A polarizacié soran el6allé dipol:
u, =aE=E (a+ Asin2zvit)sin2zv,t =
. 1 1 | | | »
=oaE,sin2zv t + > AE, cos2z(v, + vt + 5 AE, cos 2z (v, —v)t Msyor
% ! i
V|ézer+vrezgés Vigzer Viszer Vrezges




Raman és infravoros Raman és infravoros
Raman infravoros SauuuSNERERERSSe " MEEEIY VAP A o,
: B 0 P A A
| LAY T AT LA ]
\ i/ A
Fényszoras abszorpcié | NN 1\ IHHJ \\ ‘J ]
A molekula rezgése soran valtozik a molekula ] W l\ H‘ \vl
polarizalhatésaga dipélusmomentuma i vlu \UJ |
| K-
T
s
:| JH\N | I PEL -
forras: http://www.sigmaaldrich.com
Zavaro tényez6: fluoreszcencia
; Poly (diallyl phthalate)
o
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=2 @ hout Bleaching
(Raleighj E : \ zold
: i c 1. e piros
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Mérési osszeallitas

Specialis technikak

minta
< Resonance Raman
— |
S| Surface Enhanced Raman
v monokromator .
T Tip-Enhanced Raman
Raman Microscopy
PM csé v. .
CCD kamera Confocal Raman Microscopy
&
)
Resonance Raman Surface Enhanced Raman
E Ha a virtualis nivd Fém (Ag, Au) kolloidokban fellépd feliileti plazmonok
megkézelit egy valddi erdsitik a beesd feny elektromos terét
S, elektrongerjesztési _
‘ nivot az intenzitas % polynophene
A megsokszorozédik. ) / normal Raman |
- 10510 (Y

Raman Resonance
Raman

T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Vibrational Spectroscopy

Volume 31, 2003, Pages 265-269

Wavenumber (cm™)




Raman mikroszkop

Focusing optics

Entrance slit
Micr Natch filter ;
ol / " Grati
o CCD-Camera

Iy

A

= z Entrance

| B=0 | mirrer

P b
Ew E |

A konfokalis elv

Principle Of P
... Corfocal Nicroscopy Elény: nagyobb
i téerbeli felbontas,
B il fluoreszcencia

elnyomas

Beamsplitter

(%anoc;i Detector
inhole

4 Objectiv Lens

Above Focal-Plane (Out of focus)
Foca-Plane (In fosus)
Below Focal-Plane (Out of focus)

Sampie (X.Y.Z}

Tip-Enhanced Raman

fe

TERS tip

proteins

cell membrane

TERS signals

Laser
Current Opinion in Chemical Biology

Ibontas ~ néhany x 10 nm

Irodalom: forrasok, ill. tovabbi olvasnivald

http://en.wikipedia.org/wiki/Discrete-time_Fourier_transform
http://www.cv.nrao.edu/course/astr534/FourierTransforms.html
https://ccrma.stanford.edu/~jos/mdft/mdft.html

Raman Spectroscopy: Introductory Tutorial by: Daniel T. Schwartz Department of Chemical
Engineering University of Washington

Nanoscale structural analysis using tip-enhanced Raman spectroscopy by: Tanja Deckert-Gaudig
and Volker Deckert, Current Opinion in Chemical Biology 2011, 15:719-724

www.horiba.com/scientific/products/raman-spectroscopy/tutorial-fags/raman-tutorial/
Www.spectroscopynow.com

Bandekar BBA 1120 (1992) 123

http://www.Isbu.ac.uk/water/vibrat.html

D. Eisenberg and W. Kauzmann, The structure and properties of water ( Oxford University Press,
London, 1969)

Byler & Susi (Biopolymers 1986 Mar;25(3):469-87)

F. Meersmann, L. Smeller, K. Heremans (2002) A comparative study of cold-, pressure- and heat-
induced unfolding and aggregation of myoglobin Biophys. J. 82 2635-2644.

L. Smeller, P. Rubens, K. Heremans (1999) Pressure effect on the temperature induced unfolding
and tendency to aggregate of myoglobin Biochemistry 38 3816-3820.

L. Smeller (2002) Pressure-temperature phase diagram of biomolecules Biophys. Biochim. Acta
1595 11-29.

http://www.sigmaaldrich.com (sok anyafrdl talalhaté IR vagy Raman spektrum itt)
Sz6lI6si, Fidy: Orvosi Biofizika




