Biomolekuldris szerkezet.
Diffrakcié, rontgenkrisztallogrdfia,
fény- és elektronmikroszkdpia.
Témegspektrometria, CD.

A fény (elektromdgneses hullamok) fizikai tulajdonsdgai ]

Intenzitds ~ A2 (E,B) — hulldm természet;

fazis — @ — hullam természet;

frekvencia — f or v — hullam természet;

egyetlen foton energidja € = h-f — részecske természet;

Fénysebesség — ¢ (Cpaeuum ~ 3.0 “108m/s.)

P - C; . . < ”
*  torésmutat6: n = 24— mennyivel "lassubb" a fény egy kézegben,
Cmedium
mint a vakumban

=h'f= Cvacuum - Cmedium

energiamegmaradds torvénye: &g, N n
vacuum medium

_ Svacuum _ Avacuum

Cmedium Amedium

c. A . .
Ny = 5_2 = 1—2 kévetkezmény: ha c, > ¢, then A, > A;;
1 1

faziskiilonbség egy adott tdvolsdg utdn
7 — konstruktiv/destruktiv interferencia

—) > A;
Co_C2_C
- I=%"%" %
/ [m] 0 2 1
A c
222y 1, ¢c>0c
Lo
Co Co Co
>c W Ny = — Mm1 =7 NMm2 =
Cm Cm,21 Cm,2
fo ) =—2
cmn=f(V) —n,V)=—— h »
m m (V) Diszperzié

Diszperzio: egy fizikai mennyiség fuggése
a frekvenciatdl (hulldmhossztol)

Polarizalt fény — megfigyelések

. . . D

polarizélatlan polarizélt kombinalt

tintahal polaros
fényben

A csikolat megjelenése éppen
ellentétes a normal mikroszképos
képhez képest

harantcsikolt izom polarizaciés mikr.
felvétel
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|A poldros fény.

A napfény polarizacidja szérédas

. PSION révén
A fény polarizacidja Light From
|' , the Sun
polarizator analizator ¥l R R
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(Unpolarized)
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A.) reflexids polarizacio

B.) kett&stord kristaly
Brewster’s Angle
1

a reflektalt sugar
N >, optical Incident
teljesen polarizalt, X AN caloite
. = ¥ Crystal
ha a beesési szog = !
Brewster-szoggel

Normal

Reflected
Ray‘

{—Ordina
- i

¢,=f (polarizacids sik)

Figure 3 ,

erre a polarizacids irdnyu fényre ez az
irany gyorsabb terjedést tesz lehetévé

Optikai kettéstorés: a torésmutato (~ fénysebesség) flgg a linearisan polaros fény
polarizdcids sikjatél

Fermat-elv: (alegrovidebb idSk elve) a fény, két pont kozott mindig a legrovidebb
idének megfelelGen terjed.

néhany kristalyban, anyagban:

1-3 Renal vein with deposited
amyloid (brightfield image)

Transmitted brightfield
Objective UPLFLIOXP.
Photo eyepiece PE3.3x
Congo red dye

Cirkuldrisan poldros fény (bal, jobb)

cirkuldris kettdstorés: a torésmutatd (~ fénysebesség)

fligg a cirkularis polarizacids iranytdl
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+4 Renal vein with deposited
I amyloids (polarised light image)

Transmitted polarisation
Objective UPLFLIOXP
Photo eyepiece PE3.3X
Congo Red dye

keresztezett polarizator és analizator !

Néhany anyagban (kiralis rdsz.):
¢,= f (fény cirkuldris
polarizécids iranyatél; L/D)




Dichroizmus

1.) Egy adott hullamhossz(tartomany) vagy athalad, vagy teljesen reflektalodik egy
anyag feluletérdl (dikroikus tuikrok)

2.) A kulonb6z6 polarizacids allapotu fényhullamok az anyagon athaladva
kiilénb6z6 mértékben abszorbedlddnak

dikroikus sz(rék (pl. fluor.
mikroszk.) sugarosztoként
miikddhetnek

a visszavert fény szine

Right and Left Hand . af |
circularly polarised . | CD signal 20l/
ligh 20
e Y3 b
% ferlt PRI
) pre a0
A Optically ., :
I|nar|s’an Active abszorpcid -
pol. fény ample b
sz 70 o 2 7o

linearis-, cirkularis dikroizmus
* linearis — az egyik sikban polarizalt fényt a kozeg jobban elnyeli;
« cirkularis — az egyik cirkuldrisan polaros fény jobban elnyelédik (CD)

Emlékeztetd:
Diszperzio: egy fizikai tulajdonsag frekvencia-fliggése.
CD-diszperzi6 vagy optikai rotcids diszperzié (ORD) — mddszer a molekukak

bizonyos szerkezetének vizsgélatara (konfiguracio, masodlagos szerkezet,
kiralitds)

BSSZC; og’a’as l

Cm = f(v, polarizaciés sik(v), polarizacios irany(L v. D.)(V))

refraktométer polarizdciés mikroszk., polariméter, CO(ORD)
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Cirkuldris dikroizmus (CD) — mddszer a biologiai molekuldk vizsgdlatdra

Elv: hullémhossz-fiiggé cirkuldris dikroizmus

v’ ajobbra-, balra cirkularisan poléros fény elnyelése kiilénbézik a
kozegben;
Es

v’ fligg a frekvenciatdl (hulldmhossztdl) is

fehérje CD-spektruma

DNS CD-spektruma

Mi a CD-spektrum?

x: hullamhossz vagy frekvencia
y: a molaris extinkcids egyutthato kilonbsége a két ellentétesen cirkularis
polarizalt fény kozott (vagy azzal ardnyos forgatoképesség)

a Sord 1 — aehelix b
2 — Antiparallel B 8e+4 ” - -
6e+4 3 — Extended 2 - u‘)’&gmbm
6e+4
T 4 — Collagen (triple helix) - 3 — Chymotrypsin
1% de+4 | 5 — Collagen (denatured) g Gond 4 — Bence Jones
Hogyan hatdrozzukmeg . 2.4 < o
a mdsodlagos 2 Gouid 2 /
g
szerkezetet? = o BrrXd
2 2e+4 2 3
—2e+4
=) b 1
de+4 _de+4
180 200 220 240

ORI e (TR
190 200 210 220 230 240 250 Wavelength, nm

Wavelength, nm



A mdsodlagos szerkezetek DNS madsodlagos szerkezetek:
fehérjéknél: A-DNA
v’ erhelikdlis B-DNA
v Bredd Z-DNA

v’ B-fordulat (turn)
v" random coil

Elmélet: a jel amplituddja adott
hulldmhosszon a négy szerkezet
jarulékainak osszege

Feladat:

» 1. alehetséges négy kiilonall6 szerkezet
spektrumainak felvétele;

» 2. ezeknek a spektrumoknak a megfelel8
sulyfaktorrokal val6 6sszegzése, hogy a
vizsgalt spektrum amplitudait elGallitsuk

Eredmény:

a masodlagos szerkezet kiilonb6z6

jarulékainak meghatarozéasa = a sulyfaktorok DNS CD-spektruma
megadasa

Diffrakcid, mint képalkoté médszer |

Kép: dltaldban kétdimenziés informdciét hordozé, tdrolé
eszkoz

Nincs kép, ha nincsen informdcié;
Ha egy fizikai mennyiség nem hordoz informdcidt, nem
keletkezhet kép

DE: ha egy hullam nem hordoz informdciét, akkor még sziikséges lehet a
k Ikotdsh irendii i nem hordoz informdcidt egy

P (pl. a
rdcsrol, de ha kirekesztjiik, pl. sététlatoteres mikroszkop, nem keletkezik kép:
nincs feloldds)

I,
Ny
'y,
Da

m :w.t

kettés rés Rtg. diffrakcids kép

12/5/2012

| Wi a diffrakcic?

Richard Feynman said that:

"no-one has ever been able to define the difference between interference
and diffraction satisfactorily. It is just a question of usage, and there is no
specific, important physical difference between them."

He suggested that when there are only a few sources, say two, we call it
interference, (kettés rés), but with a large number of sources, the process be
labeled diffraction.

Rayleigh kritérium : Két fényforras legaldabb az els6 sotét savnak megfeleld
atméré téstégban kell legyen

Xmin = d=0.61 m
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Diffrakcios racs egyenlete A racsot alkotd rések szama igen nagy (pl. sejt a Feloldds 200 nm alatt?

mikroszképban)

m=0
fokuszsik =
\\
“m=1
. \\
m=0 0
\T=2
m=1 A e
= N s i ATP-binding cassette
optikai lencse ’ ! transporters (ABC-transporter)
i m-2 . m-21
sina,, = const. e sina,, =0.61- nd

Gsszefliggés a minimalisan feloldhatd tavolsag d és a hulldmhossz 4 kdz6tt;

a nulladrendii sugar nem hordoz informaciét a targyrol kilonbozé elemi kristalyracsok (Fe-

kristdly médosulatok)

az optikailag minimadlisan feloldhaté tdvalsdg ~ 200 nm

Hogyan csokkentstik a hullamhosszat? I. Modszer

A racs egy olyan struktira, amiben egy fizikai tulajdonsag periodikusan Legyen a hulldmhossz a pm-tartomanyban?
ismétlédik. Ao =~ m A * Rtg. — az optikai tartomany alatt
sina < adiffrakcids sz6g akar sokkal kisebb is lehet (< 1 deg.)

* aképet valami mddon rekonstrualni kell (nincs lencse?!)
« feloldas hatar kisebb, kzel nm-es tartomany

pl.: optikai eszk6zok

A racs fizikai tulajdonsaga — reflexid:
v’ elektrons(riiség alapjan
v magokrol

% e @@

fizikai tulajdonsagok:
atereszt6képesség(transzmisszids racs);
reflexioképesség (reflexios racs);
torésmutato (fazisracs);

konstruktiv destruktiv

Bum

polarizécio foka
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Cubic SiC Csokkentsiik a hullémhosszat? Il. Modszer

4 Emlék: optikai racsnal ) hulldmhossz™ pm
—~ em.sugdrzds helyett. elektrunsugdr 1= h » o
8 » , =, gyorsité feszultség 40-400 keV
i felolddsi hatar ~ 50pm eve
2 4 0.1nm fesziiltségforras 1nm
Q W= 0.6975 A (nagyfesziitség) feszlltségtorras
2 e (nagyfesziltség)
g - i )
=z vakuum- [ P
L] kamra | katéd
orsité-
— 7gyancd L gyorsité
;: _kOﬂdeﬂZOl" kondenzor-
lencse Korces
m-A targy
Apin = | targy- 2 elektronnyala_
mn - cina elsédieges lencse 2 s i vp‘zérlés/e 2 iasciirtios
kép
targy-
i vetit6- lencse
| lencse [erssis]
d minta

kivetitett
kep

film vagy
fluoreszkalo ernyé

Kontrasztozds
; ﬁ After Glusker & Trueblood, Crystal Structure
-

X-ray Analysis: A Primer, Oxford Univ. Press, New
-2 diffraction York, ©1972, p. 137, Fig. 39(b); found in
#{‘}‘ p?;tfem fr?m Tinoco, Sauer?& Wang gPhysf'a)Jl Chemistry, Az Flést,ronfk -a'bszorpcmja—, Egyikkel sem rendelkezik a biologiai szovet
orm o o , - ’ sz6rédas alapjan
v DNA Prentice-Hall, Inc., Englewood Cliffs, N. J., (Diffrakciés és fazis kontraszt)
“ ©1978. SEM

TEM

Interpretation of crystallograph

Rtg. mikroszképia!

1/h

- L&

€ - titt of helix (angle from perpendicular to long axis)

h-34A (Distance between bases)

nehézfémekkel vald kezelés(U, Pb, Os)

p-34A (Distance for one complete tum of helix;
Repeat unit of the helix)

Tog of an ank. costed wih ca 10 nm Pistrum

fémgdzolés
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Velocity
selector

lonization  Accelerating
voltage applied

After ionization, acceleration, 3
and selection of single velocity §
particles, the ions move into

2 mass spectrometer region @
where the radius of the path and

thus the postion on the detector e e e
is @ function of the mass. mv mE,

et ek semarstes
‘hased o mass chinge i

Teavies:

X.51. dbra. A kvadrupol tomeganalizlo
vizlata, és benne egy, a kivilasztotmak
megfeleld (piros) és egy artdl eltérd (kék)
m/= arinyn ion Gtvonala

® 2 &gzt
1= O
Cos 8ISy B AR

cells or tissue protein mixture

St

108 digestion into peptides

R ATl %
2pfde A —
fbuure: O
C e
© "¢ e

liquid chromatography
peptide separation actipnay
ionisation
neutral gas
I | I I cu I I signal
¢ — — T — e
ion-peptide I I I I product wnsl I
(precursor ion)
‘mass analyser  fragmentation by collision ‘mass analyser
peptide sequence
G oLt
e
100 100
= - y2
g &
g g
2 2
H s a
b,
H H “‘
: 2
H £
e — T T T T T T
400 800 1200 miz 200 600 1000 miz
MS spectrum MS/MS spectrum

K6sz6nom a figyelmet!
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