Az optikai spektroszkopia alapjai és
alkalmazasai a szerkezetkutatasban

Dr. Fidy Judit
egyetemi tanar

Optikai spektroszkdpia <—> leglazabban kotott
atomi elektronok energiaatmenetei

= Legkilsé elekronpalyak — érzékenyek a kiilsd
perturbaciékra
= Lumineszcencia médszerek fontosak
gerjesztési atmenet — molekula-palyakra jellemzé
emisszids atmenetek --- molekula-palyakra jellemzé
--- érzékenyek a kiilsé perturbacidkra
--- nagy érzékenységli detektorok

Szerkezetkutatasi alkalmazasok

Fény-mikroszkopiai alkalmazasok
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Figure 4-36 Lampbrush
chromosomes. (A) A light micrograph of
lampbrush chromoesomes in an amphibian
oocyte. Early in oocyte differentiation,
each chromosome replicates to begin
meiosis, and the homologous replicated
chromosomes pair to form this highly
extended structure containing a total of
four replicated DNA molecules, or
chromatids. The lampbrush chromosome
stage persists for months or years, while
the cocyte builds up a supply of materials
required for its ultimate development into
a new individual. (B) Fluorescence light
micrograph showing a portion of an
amphibian lampbrush chromosome. The
regions of the chromesome that are being
actively expressed are stained green by
using antibodies against proteins that
process RNA during one of the steps of
gene expression (discussed in Chapter &),
The round granules are thought to
correspond to large complexes of the
RNA-splicing machinery that will also be
discussed in Chapter 6. (A, courtesy of
Joseph G. Gall; B, courtesy of Joseph

G. Gall and Christine Murphy.)




Szingulett alapallapotu elektronok atmenetei:
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Abszorpciés és emisszios atmenetek kapcsolata

Abszorpcids és emisszios atmenetek kapcsolata

1. Koétott elektronok dllapotai és energidi —
hullamfiiggvény leirds

2
elies = %mv2 +V(x)= zp—m +V(x)

E,

Kvantummechanikai kép:
-- a megfigyelheté mennyiségeket operatorokkal helyettesitjik, amelyek kielégitik a

Heisenberg-féle hatdrozatlansagi relaciot
. . h d . . .
p(x) mint operator : T % X — operator: x-el vald szorzas
Heisenberg-féle hatdrozatlansagi relacio: 55[3 - ]3)’5 =ih
-- feltesszilik, hogy az elektron-rendszer édllapotat leirhatjuk egy hulldmfliggvénnyel
L GIRAA )

1. Kotott elektronok dllapotai és energiai —
hullamfiiggvény leirds

Kvantummechanikai kép:
A megfigyelheté mennyiséget a megfelelS operatornak a rendszer egy
hulldmfiiggvénnyel jellemzett allapotaval képezett vdarhato értékként adjuk meg.

%
) :I‘/’ilii/’dfz [y' Oy dr
A A d
ha ()=FH ¢és Y sajatflggvénye, akkor IW var
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Elektron-atmenetek dtmeneti reakcidosebességét, vagy
dtmeneti valdszinliségét hasonlo varhato érték-képzéssel

kapjuk meg.




Abszorpciés és emisszios atmenetek kapcsolata

1. Kétott elektronok dllapotai és energidi —
hullamfiiggvény leiras

Elektron-atmenetek dtmeneti reakciosebessége, vagy
dtmeneti valdsziniisége az elektromos dipdl-operdtor
vdrhato értékének négyzetével aranyos
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Elektromos dipdlus - operator
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Abszorpcios és emisszios atmenetek kapcsolata

2. Molekula-palyak — Born-Oppenheimer kézelités

A Schrodinger-egyenletet molekuldk esetén nem lehet megoldani.

B.- O. kozelités: az elektronok allapotait rogzitett atommagok terében hatarozzuk meg

Egyensulyi konfiguracio

Elektron
energia

‘//a,o(xaQ) =0, (xaQ)(Pa,o(Q)

/

| Elektron--koordinatak ‘ | Mag-koordinatak |

Atomi konfiguracids
koordinata

Az atmeneti valészinliség meghatdrozasakor az elektron- és a mag-koordinataktoél fuggd
rész szorzat formajaban kiilonvalaszthaté

Abszorpciés és emisszios atmenetek kapcsolata

3. Az atmeneti momentum

MgneaO = </:\l>
Mgn<—a0 = Mg(—a * <¢a0

= *
¢gn> Mg(—a SaO,gn

Abszorpcids és emisszios atmenetek kapcsolata

‘ Franck-Condon &tfedési integral
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3. Az atmeneti momentum

Mgn&aO = <;&>
Mgn(—aO = Mg{—a * <¢a0 ¢)gn> = Mg{—a * SaO,gn

Tiszta elektronatmenet
Osszes vibronikus

| Franck-Condon &tfedési integral

Az elektron-gerjesztés atmeneti reakcidsebessége:
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Abszorpciés és emisszios atmenetek kapcsolata

4. Einstein valosziniiségek , emisszios atmenetek:
Gerj.:B, , Ind. Em.: B, , Spont.em.: A,

——T  geij
Bag| Bga Aga
alap
W, , (spontan emisszié) = 4, _,
W, , (spontan és indukalt emlsszm) = Ay, * B, *p
-3
A, —87z><h><v,Hgn c’B,,,
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Abszorpcios és emisszios atmenetek kapcsolata

4. Einstein valdsziniliségek = kapcsolat az emisszios és
abszorpcios spektrumok kézott

Gerj.:B, , Ind. Em.: B, , Spont.em.: A,

——T  gei A,,, =8z xhxvl, n’c’B,_,
Bagl Bga[Aga
Abszorpciés spektrum
alap
-~ FVV Vv & J -
JFey NEGE

Fluoreszcencia spektrum v

Az abszorpciods és emisszids spektrumok gérbe alatti teriletei
egymasbdl kiszamithatdk, ha nincs kiilsé energiatranszfer

Abszorpcios spektroszkoépia

Alapja a Beer-Lambert torvény
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Gerjesztési atmenet valdszinlisége = Kivalasztasi szabalyok =
—oszcillator erd
=43 *10‘9J'5(J)* dv oszcilldtor erd

4 Sl egységben, dimenzidé nélkili szam
m,v

f — e ag Ml
3q’n M.

2

hf=fotonenergia (eV)=12345/1(A)

Hullamszam (cm")=(1/ A(nm))*107
pl. Vibraciok energiaja
100 — 2000 cm-!

f &

megengedett 1 10%-10°
spin tiltott 10° 10-10?
szimmetria tiltott 10! 10°

Egy példa

Kloroplaszt spektruma

hf=fotonenergia (eV)=12345/L(A)
Hullamszam (cm)=(1/ A(nm))*107
pl. Vibraciok energiaja
100 — 2000 cm™!
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Nikotin komplexek----- hemoglobin és mioglobin hemcsoportjai

A kromofér azonos,
a ligandum-kotés és
a fehérjekornyezet
mas
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Alacsony homeérsékletii spektrumok

S1

So

—Ag
Boltzmann eloszlas N2 = kT

M
A hémérséklet csak az allapotok

betoltottségét befolydsolja,
az energiaallapotokat nem

de a felbontds né

Szobah&mérsékleten KT ~ 100 cm-1 <— Ag(vibr.)~1000 cm-1
alapallapotban a legalacsonyabb vibracios allapot

valosul meg

Abszorpcio———— gerjesztett allapot vibracios ,envelope” -ja




Gyakorlati szempontok

Kromoforok szovetekben
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Szimmetria tiltott ~ ~103

Aromas aminosavak: Trp, Tyr, Phe

TC = TT* atmenetek, UV-ben

Trp spektralis valtozdsa a pH-val
Differencia Abszorpcié mddszer

Tyr spektrum igen érzékeny a fenol-ionizaciéra

X,

545  pH difference spectea for glycyl-tryplophan.

Erzékenység az aminosavak konformaciés kornyezetére
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Emissziés jelenségek, jellemzok
1. Az emisszios spektrum
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A fluoreszcencia jellemzéi
2. A kvantumhatasfok

| Evleg (ha Ky,5=0)

uo

_Nﬂuo _ k

F= =
T Nabsz k uo +kb

elsé

v ~ IF(V)dv

iilsé _—
A

1 o Leae
Kvantumhatasfok Sugdrzas nélkiili Abszorpciés spektrum
Vibraciés relaxacié
o<1 héfejlédés Emissziés spektrum

o-nw s

AR RN

s‘_:_ = )

<IISS

alnoh

==

=

h/

gorbe alatti terulete
v=1/A

Foszforeszcencia:
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Altalaban a molekulak kvantumhatasfoka kicsi :
igen kevés fajta molekula fluoreszkal
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4.51. abra. Aminosavak fluoreszcencia spektrumai

A szovetekben el6fordulé nativ fluoroférok paraméterei:
Triptofan és NADH Kiemelked6 paraméterek

Substance Conditions Absorption Fluorescence Sensitivity

Amax Emax Amax ¢F 1 Emax’ ¢F

(nm) x10° (nm) (nsec) x 10%
Tryptophan H,0, pH 7 280 5.6 348 0.20 26 11.
Tyrosine H,0, pH 7 274 14 303 0.14 3.6 2.0
Phenylalanine H,0, pH 7 257 0.2 282 0.04 6.4 0.08
Y base Yeast tRNA™ 320 1.3 460 0.07 6.3 0.91
Adenine H,0, pH 7 260 13.4 321 2.6x 10" <0.02 0.032
Guanine H,0, pH 7 275 8.1 329 3.0x10* <0.02 0.024
Cytosine H,0, pH 7 267 6.1 313 0.8x10* <0.02 0.005
Uracil H,0, pH 7 260 9.5 308 0.4 x10* <0.02 0.004
NADH H,0, pH 7 6.2 470 0.019 0.40 1.2

Emisszio reakciésebessége

ke=1/7;

Erzékenység:

50 molekula/pum3

Erés jel sotét hattéren

1

A gerjesztett allapot élettartama TF

szovetekben igen gyenge
A nativ fluoreszcencia
+ k... > @ kicsi.

kolcs

A VIS-ben elnyel6 molekulak
(pl. Hb) nem fluoreszkalnak

Fluoreszcens jelzés bioldgiai mintakon

A kornyezet nem fluoreszkal < szelektiv kotés
* a fluoreszcencia kiils6 ( delokalizalt ) elektronpalyarol
torténik-> érzékenység a kornyezeti perturbacidkra

* protonaltsag — pH érzékeny probak

* polaritas — pl. Trp jel érzékenysége a vizes kornyezetre

* ijonok megkotése — Ca- érzékeny probak
* membranpotencialra érzékeny probak

KALCIUM ERZEKENY FESTEKEK

Festéik Excitdcld Ermii. id
* INDO-1 E, 350 [ E_405/480[ 1 ]
* QUIN-2 E,350 ] E_ 490
* Fluo-3 E, 488 ] E 525 ]
* Fura -2

E,330/360 [ ] E_ 510

Intensity

wlemeea™],  wioweos,
senome

Emlsslon Wavelength (nm)




Lumineszcencia jellemzék

3. A gerjesztett allapot élettartama i UPUS (s

utan mért emisszioé

és kapcsolata a kvantumhatasfokkal

A gerjesztett elektronallapotok i" |"h."-_.,
idében lecsengenek—az elektron = I
visszatér alapallapotaba fad
|
1\
N, : t=0 —ban a gerjesztett molekulak sl _"..' e oSy |
szama e
N(t)= N,e/" Tluo™Nns “mért élettartam” - ‘
Mikroszképia: 3 —-

A molekularis kdrnyezet a spektrumot nem,
De az élettartamot befolyasolja e

szinkddolas T szerint

N kﬂuo 1 T

fluo
@, =1 =

:kﬂuoz-:_

=k
fluo
N, absz fluo + kbelsé' + kkiilsﬁ k uo + kb@lSé’ + kkﬁlSé’ o

Szcintillatorok: nagy az emissziés kvantumhatdsfok
nagy a belsé sugdrzdsos dtmenet reakciosebessége

Reaktiv csoportok = nagy k, ;s> révid > ® kicsi

Foszforeszcencia: S 2T dtmenet tiltott, k.,,;..,i; kicsi ~10s-1
és k.5 dltaldban ~10°s-1> @ ~ 106

A sugarzasos atmenettel verseng6 folyamatok

Kyiitss = ?

1. Trividlis energia-transzfer jelenségek
D" > D+hf

Sugarzasos transzfer:
hf +A—> A" Sp—=>8, T, >S5,

k=~ @[l e, (N Fo (N
o J - spektrdlis dtfedési integral

Utkdzéses transzfer:

itk6zés: elektron-felhék atfedése — elektron-kicserélédés

Dexter-elmélet D'+4A C;mp, —>D+4

ha minden Utkozés transzferhez vezet:
k =kdw. xc,
altalanosan: 2R,
kyr =konstxJxe F

D-A van der Waals radiusza

Toltésatviteli komplexek

Utkézéses kioltds — Stern-Volmer egyenlet

k fluo k fluo
D, = =
Y k fluo + kbel:o" + kkﬁlsn" k/luo + kbelvé’ + kq lQJ
@, 1
=1+k [0]
CDF 0 / k fluo +khe1xa"

T élettartam quencher nélkul

Utkézési valészinliség




2. Nem-trividlis energia-transzfer jelenségek

Sugdarzas nélkiili kicserélédési kolcsonhatasok: s <>s TEST

mint az Utkdzéses, de C,,,* igen rovid életd
pl. ha nagy viszkozitdssal kizdrjuk az litk6zésest
mindketténél spin-megmaradas

rovid hatétavolsag

Coulomb-kélcsonhatas alapjan:
dipél-dipdl kdlcsonhatas egy donor abszorpcids és egy akceptor

emisszids atmeneti momentuma kdzott — gyenge kdlcsdnhatas—>

>Forster tipusu rezonancia-energia transzfer: FRET

Férster tipusu rezonancia-energia transzfer: FRET

Kélcsénhatdsi energia: 1
V= K‘,UDH/UA‘F

K= COS¢M(D),M(A) 73COS¢M(D)‘R(DA) COS¢M(A),R(D/1)

Fermi-féle aranyszabdly: az dtmeneti valdsziniiség ardnyos a kélcsénhatdsi
energia vdrhatd érték-négyzetének és az energia-siiriiségnek szorzatdval

" p(E)

e~ W o [PV 0 )

2

2
ky = (;3] ‘<l//Da :[‘D“//Dg> 2‘<V’Ag ‘ﬁA‘l//Aa>
— /
k, = konst L e,(WV)F,(v)vdv

Az orientdcios faktor
K°=4 (i}
K°=1 ()
k*=0 L

x2=2/3 D és A szabad, gyors Brown mozgdst végeznek

k° =0.475 véletlenszer( orientacidval merev dipdlusok

A kritikus tdvolsdg: R,
ha k; egyenld az 6sszes t6bbi deaktivalé folyamat k-javal

kr (Ro) = Tl
Energiatranszfer hatdsfoka: b ]
_1(R
po_kr s _q_f __>kT_Z(?j
ky + 1 Tp
Tp
RB

3 70 A VA ’ V4

Eforrs, —> D—A tdvolsdg mérése

Az A molekula D altal gerjesztett
emisszidjanak - ENERGIATRANSZFERNEK hatékonysaga

E = 1 _ o D/4 _ 1
R
D, 1+ (ﬂ\
E 1,0 —1
£ Donor és acceptor
Spektrumokbdl szamithato

*7 Tavolsagmérés

=2l 5<R<10nm

o0 i 7 i 7

0.0 0.5 R, 1,0 Ro 1.5Rs 2,0 R,y

donor—akceplor tavoisag R, egységekben




A fluoreszcencia jellemzéi
4. Az emisszio polarizacio-foka

A molekulak gerjesztésekor elektronallapotvaltozas — téltéseltolodas
Dipolus vektorral jellemezhetd : ‘atmeneti momentum’
Flgg a molekula szerkezetétdl
pl. triptofan: a molekula sikjaban

Fotoszelekcio: polaros fény elektromos térerésség vektora azokat az
elektronokat gerjeszti, ahol az atmeneti momentum és a térerésség
vektor iranya (kozelitéleg) megegyezik

Polarizalt gerjesztés Polarizalt emisszio

Alld molekula

Az emisszid
polarizaciofokanak (p)
mérése
o @ A
) Tt

VV ' 'VH
f\/ix, @\ |

V vertikalis

4.32. abra. Fotoszelekcio. A vertikalisan polarizalt finys p0|ar|ZéC|é
csak ¢ eefeleloen orientalt korrel jelalt A c‘r'\sxir'r" . 3T
ik a megf 1" ‘:}Jll‘lr:f:‘JJI;I‘W\:LI jelolt Auoreforok H horlzontalls
Ha a molekula a gerjesztett allapot ideje alatt elfordul —_—

az emisszid polarizacidja csokken
Bedgyazo kornyezet (plazmamembran ) fluiditasanak jellemzése

Polarizacié helyett anizotrépia (r) praktikusabb mennyiség

2
r= 3 p
4
_t
r=r,e Vixn r=r 1 Perrin-egyenlet
0 rot kT 0 T
1+ £
T

rot

Anizotrépia-lecsengés mérése—> rotécios relaxaciés id6 7,

T ismeretében V,,

Energia-transzfer jelenségek

Osztalyozasuk
transzfer: inter-molekularis
migracio: intra-molekularis

radiativ €> non-radiativ

trividlis €> nem-trividlis

Donor — akceptor parok D




Karl Bo” rjesson,t Sgren Preus,¥ Afaf H. El-Sagheer,§,| Tom Brown,§ Bo Albinsson,*
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Figure 1. Top: Structure of G-tCO base pair (left), fluorescent cytosine analog tC (middle), and newly developed cytosine
analog tCnitro (right). Bottom: Representative normalized absorption (black) and emission (blue) spectra of FRET donor tCO
and absorption spectrum (red) of virtually nonfluorescent acceptor tCnitro within dsDNA showing the donor/acceptor
spectral overlap. Measurements performed at 22 °C in 25 mM phosphate buffer (pH 7.5) and [Na+] ) 100 mM.
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The efficiency of energy transfer is also

governed by the Fo“rster critical distance, RO, (eq 2; at which

the E is 0.5) which in turn depends on the quantum yield of the
donor (D), the donor/acceptor spectral overlap integral (JDA),
the refractive index of the medium (n), and importantly the
geometric factor (k).

The geometric factor takes the direction of the donor and
acceptor transition dipoles into consideration and is described
by eq 3:

where el and e2 are the unit vectors of the donor and acceptor
transition dipoles and e12 the unit vector between their centers.
The value of k2 can range from 0 to 4. Thus, to be able to extract
detailed structural information from the measured FRET efficiency,
an accurate estimate of k2 is required. Such estimates

of k2 are rarely available due to the lack of knowledge of
orientation of the donor or acceptor molecules themselves and/
or their interacting transition dipole moments.7 The most
frequently used (both correctly and incorrectly) k2 is 2/3, which
corresponds to freely rotating donor and acceptor transition
dipoles.
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