A biomolekularis szerkezet és dinamika
vizsgalomodszerei:

Rontgendiffrakcio,
tomegspektrometria,
infravoros spektrometria.

Gonottor Lok

A molekularis szerkezet és dinamika
vizsgald modszereinek attekintése

Szerkezet

Rontgenkrisztallografia
NMR spektroszkdpia
Tomegspektrometria
Infravoros spektroszkdpia

Lumineszcencia spektr.

Dinamika

Fluoreszcencia élettartam
Dinamikus fényszoras
ESR (EPR) spektroszkdpia

FCS (Fluoreszcencia
korrelacids spektroszkdpia

Miért fontos a szerkezet ismerete?

Kis molekulak dokkolasa

Forrés:http://www.cipsm.de http://en.academic.ru

Szerkezet - dinamika




Rontgendiffrakcio

Rontgendiffrakcio

e Mit (Milyen informaciot ad)?
Molekulak térbeli szerkezete.
Minden (nehéz) atom x,y,z koordinatajat.

* Miért érdekes/hasznos az orvostudomanyban?
Biologiai folyamatok megértése

pl. DNS transzkripcio, enzimmikodés, molekularis
felismerés, mutaciok hatdsa

Gyodgyszermolekulak tervezése (kotédés, dokkolas)
* Hogyan?

Emlékezetoiil: fényelhajlas
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Rontgendiffrakcios késziilék elvi vazlata

Fluoreszcens lemez
v. félvezet6 detektor

Makromolekulak szerkezetvizsgalata rontgendiffrakcioval

Nobel dij 1962
Globuléris fehérjék
szerkezetvizsgalata
M. F. Perutz,

J. C. Kendrew

mioglobin:~1200
atom

Nobel dij 1962
DNS szerkezete
| Francis Crick
James Watson
Maurice Wilkins

Rosalind
Franklin

Makromolekulak szerkezetvizsgalata rontgendiffrakcioval

Nobel Dij 2003
Roderick MacKinnon

Nobel dij 2009

V. Ramakrishnan, T. A. Steitz,
A. E. Yonath

30S alegység: ~35000 atom,
50S alegység:~64000 atom
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Fehérjeszerkezet meghatarozasa rontgendiffrakcioval

Kristaly
~0.05 -1mm Diffrakcios mintazat

e

ik

people.chem.ucsb.edu/kahn/kalju

Elektronsiriségi térkép

atomi poziciok
Elsédleges szerkezet }_) P

+ Egykristaly el6allitasa szikséges
— Stabil konformacidju fehérjék vizsgalhatok (globularis fehérjék)

+ Akristalybeli elektronsiirliség térbeli és id6beli atlagat kapjuk meg

%) RCSB Protein Data Bank - Mozilla Firefox ‘
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Fehérje adatbazisok

* PDB
Protein Data Bank
3D szerkezetek (>100 ezer)
Rontgenkrisztallografiai ill.
NMR mérésekbdl
Swiss-prot
Szekvencidk
Proteomikai segédprogramok,
Szerkezet becslés (homoldgia modellezés)
Kémiai paraméterek becslése (pl. izoelektromos pont...)
Szekvenciék hasonldséga...
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Krisztallografia < NMR

Avagy tényleg ugyanolyan a fehérje szerkezete fizioldgias oldatban mint a kristalyban?

mioglobin
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Tomegspektrometria
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Tomegspektrometria

e Mit (Milyen informaciot ad)?

A minta molekuldit (ill. annak fragmentumait)
tomeg (pontosabban m/z*) alapjan szétvalasztja,
azonositja a fragmentumokat ill. a molekulakat.

* Miért érdekes/hasznos az orvostudomanyban?

proteomika, diagnosztika, sz(irés, intraoperativ
,,Sz0vettan”

* Hogyan?

*z: atoltés elemi téltés egységekben 20




A tomegspektrométer elve

Lépések:

o Uk wnNPRE

A minta gazallapotba hozdsa

lonizaco

Fragmentdlas (molekulatoredékek keltése)
Elvalasztas

Detektalas

Kiértékelés
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Gazallapotba hozas, ionizacio
Leggyakrabban alkalmazott médszerek:
ESI (electrospray ionisation)

Elektron ionizacio

Laser deszorpcio
MALDI (matrix assisted laser desorption ionisation)
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Elektrospray ionizacio elve

oldészer parolgas — kisebb csepp —
nagyobb fellileti t6ltés — Coulomb

taszitas — felrobbannak a cseppek —
ionizalt gyorsitott molekulak

Gyorsitéfesziltség
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Elektron ionizacio

Elektronsugarral izz0katod \\QQ) mz,?étfjék
Utkoztetjik a mar .
gazallapotu mintat. minta L

lonizal és fragmental is.

; EEE
elektronokgyorsitashoz S

Lézer deszorpcio
o
&

OOO%%OO (@) O%%OOOOO
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MALDI
matrix assisted laser desorption ionisation

A lézersugarzast a matrix

L+
o 2 |
atomjai (molekulai) @ ‘E’?
abszorbealjak. u

Eno 1ol
Nagy molekulak %
vizsgalatahoz idedlis. L)
Malrl;h: 8
@ \Allarl‘e;tetilMatrix @
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Analizis

Magneses
Kvadrupol
TOF
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Magneses tomeganalizator

Detektor

(]

mv
F=BvQ =

|

Manapsag nem hasznaljak, mert a magnes nagy és nehéz.
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Kvadrupol tomeganalizator

TO
DETECTOR
Y

quadrupole rods

@xit slit
(to detector)

IONS

resonant ion
|'|I (detected)

source siit NoN-resonance ion
(not detected)

» CONDUCTOR
- F ¢=4V
T
z =1 %
= o s - . .
-;C‘\:‘ Kivalaszt egy szlik m/z tartomanyt,

ami a raadott fesziltségekkel allithaté be.
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Time of Flight elve

gyorsitas repulés
elektromos térben  elektromos tér mentes /; dton

minta
)T PR
¢ o .,
ionok '
repulési idét mérjik — m/z-t szamoljuk J

detektor

al

m/z
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Time of flight MS

A repiilési id6 szamolasa:

ebbdl az m/z arany:

£ ¥ k& %

Pillanatszer(i mintabevitel kell (Ip. Iézeres deszorpcio)

Alkalmazasok: proteomika
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Alkalmazasok: diagnosztika

13C-urea kilégzési teszt Helicobacter pylori kimutatasara
13C-urea tabletta
e -
30 perc mulva a kilégezett levegében a '*CO, mennyiségének névekedése

a (Helicobacter pylori altal termelt) ureaz enzim jelenlétére utal.

A13CO, mennyiségét tomegspektrometriaval i b
hatarozzak meg a kilélegzett leveg6bdl. .

32




Alkalmazasok: sziirés Alkalmazasok: rakdiagnosztika

i oo Non-cancer ’B\1007 Cancer

EGESZSEGTUDOMANY, LV. EVFOLYAM, 2011, 4. SZAM | 2011/4 2; 80 804

g B0- E’ 604
z 2

AZAT: T‘amlcmliimesspe]ctromzlfiéva] (MS/MS) sziirt betegségek % 20 ﬁ 204
EY 2 2

Anyagcsere betegségek szlirese  Ezmm T 20 3 201
csecsemdknél egy csepp vérbdl. Phenyketonuria (PKU) '1 . =

Javorfaszbrp betegség (MSUD) 500 700 800 900 1000 1100 600 700 80D 900

Tyrosinaemial és I € miz mz
Sampling Measurement Database
Homocystinuria .
Biopsy Known < %
Citrullinagmia | {arginincszukeingt szintz hidny) = — \
Citrulinaemia Il (argininoszukcindt iz hiany) m&\
. . Needle i
Prapionsav acidasmia (proploni-CoA karbouilaz hiny) & S -
Mesimakonsav acidesmia (metiimalonil-CoA muthz hidny) Endoscopy . Diagnosis
lzovaleriansay acideemia (izovalerd-CoA dehidrogenaz hiany) Surgical operation Various

Moiookons Goh kb iz Hln :':;JQZQ oWy Analysis
3 hidroxi-3-metilghutari-CoA lidz hidny — dPﬁl M
Béta-ketatioldz hidny
Multiplex kerbonilaz hidny Mass spectra

Lymph node dissection
Glutérsav aciduria | (ghutari-CoA dehidrogenaz hiny)

Rivikénci acil-CoA dehidrogeniz (SCAD) hidny
Kazéplanc acl-Coh dehidrogendz (MCAD) hidny

Takeda és mtsai: Innovations in Analytical Oncology - Status quo of Mass Spectrometry-Based Diagnostics for

33 Malignant Tumor Journal of Analytical Oncology, 2012, 1, 74-80 34
1 4 ° L4 L4
Alkalmazasok: intraoperativ MS
Electrosurgical I
N nit Air jet pump
s mm \ ?= \
end of the handpiece - F -
Homemade
handpiece
ﬁ \.
{
Tissue -
Atrospheric
| interface
Patient
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IR spektroszkopia

Infravoros spektroszkopia

* Mit (Milyen informdaciot ad)?
Molekuldk rezgési frekvencidja, térszerkezete
* Miért érdekes/hasznos az orvostudomanyban?
molekuldk azonositasa
molekulaszerkezet valtozdsok kévetése
diagnosztika

* Hogyan?

Infravoros spektroszkopia

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

az elnyelt infravoros sugarzas
molekularezgéseket kelt

érzékeny a molekulaszerkezetre
specialis detektalas: FT spektrométer

Molekularezgések

Az elektronok konnylek, gyorsan kdvetik az
atommag mozgdasat, ezért az atommagok
rezgéseit az elektronok nem befolydsoljak.

A klasszikus fizikai leirdsban az atommagok kozti
kotést, egy rugdval vessziik figyelembe.




Molekularezgések: kétatomos molekula

D
A
E .
;
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Példa: CO
A mért rezgési hullamszam: v=2143 cm?
= A=4,67um = f'=6,43 10%3 Hz } = D=1875 N/m
m-=2-10%°kg, my=2,7-10%°kg
Ha v ismert, D szamolhato
ha D ismert, v szamolhato




Klasszikus fizikai rezgések és
energianivok kapcsolata

 Klasszikus kép Energianivok

5 -
my :': m, |
tomegkozéppont
S, —M
f = I D 0——ZZZ 1 4E
270\ Mg
AE=hf
rezonancia az f frekvencigju fénnyel
— ua.ll J 4

A rezgési frekvencia fiiggése a tomegtol
és a kotéserosségtol

Sokatomos molekulak rezgései

N atomos molekula:

* 3N szabadsagi fok, 3-3 a teljes molekula
transzlacidja ill. rotacidja

* 3N-6 rezgési szabadsagi fok
(linearis molekuldknal csak 3N-5)

* normalrezgések
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Normalrezgések

* Minden atom ugyanazzal a frekvenciaval, de
kiilonb6z6 amplituddval és iranyban rezeg.

* Pl viz:
f L% f »
/( 3657 cm! u\/(' 3756 cm! \) (;\ 1595 em’!

szimmetrikus nydjtds antiszimmetrikus nyijtis torzids rezgés

@
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A viz normalrezgései

Ao o o

symmetnc stretch asymmetric stretch bend
vo oﬂ‘*o :
librations
Nem rezgeés, hanem gatolt forgas
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Néhany tipikus rezgési frekvencia
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Példa: Formaldehid

Gas Phase Infrared Spectrum of Formaldehyde, H;C=0
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1165 crn!
CHz wag

2785 'l
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[0 ] Ball&:Stick Model
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[0 ] Spacefil Madel

(o] view CHz Symmetric Stretch

[0 Wiew C=0 Stretch (2 StIC.K Model
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http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/VirtTxtJml/Spectrpy/InfraRed/infrared.htm,;

Ilusztracioként: kiillonféle molekularezgések

L% g
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Flavin

Makromolekulak rezgései

Globalis rezgések (bonyolultak)

Lokalizalt rezgések (csoportrezgések) @504

a rezg6 csoport kérnyezetérdl adnak ..

informaciot o9 _, 2.
pl: |

* CH, rezgések a lipidekben (N, <9

W EAVESEVEVREY

J

Fehérjék infravoros spektroszkopiaja

Konformacidérzékeny rezgés




Fehérje rezgések

Amid rezgések a fehérjékben

C C C
O O O

Konformacidra érzékenyek:

masodlagos és harmadlagos szerkezetre

A spektrum mérése: Fourier transzformacios
spektrométer (FTIR)

hagyominyos (diszperziés) spektrométer

minta

g mono-
= > |kromitor detektor

T (A) JA)

Fourier transzformicios spektrométer

minta

5 interfero-
E | ¥ t
L N 2 méter detektor

A T O i T

tk 6.17 abra
57 58
J 4
Alkalmazasok
I'p'd., i 2852 —
kettésréteg _
fazisatalakulasa &
Q
allo tiikor ., =
= hé-sokk fehérjék -‘g’ 2851 —
A fényit fényforras kélcsbnhatasa ‘aw
- TR | PP
m—‘-’f‘%é B fényit ?;:3- a lipidréteggel z . owre
tiikir e > 2850 &  DMPG/uC
D 1 I o DMPG/HSP17
_ y Jo(Aphais.) I T 71T 1T T T 1
Nt : 5 10 15 20 25 30 35 40
Temperature (°C)

W0y dpds) |

detektor

tk 6.18 abra
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Alkalmazasok

fehérjedenaturacié s A
‘é; ;\'\\_, w0°C
g =
g = 10°c
<
- so°c
L A " A s .m J
1580 1600 1620 1840 1880 168D 1700 1720
Wavenumber / e
12
 ihaatmnaY B
_ 11 1
g .
] (4] i
= |
.
2 o8 1
2 .
= o7t 3
L
06 .
20 40 & 8 100
T Meersman és mtsai. Biophys J.

Molekula azonositas

o
OH o)
C,HgO D/ \J& Sigr O Y\OH H
cyclabutanal 2-butanane ethyl vinyl ether  2-methyl-2-propen-1-ol

2-methylpropanal
100

T
000

T T
2000 1500

T
1000
wavenumber cm?

http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/VirtTxtJml/Spectrpy/InfraRed/infrared.htm,,

minden képpontban
megmeérjik az egész
spektrumot
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Infravoros mikroszkopia

Abszorbancia

2 v, Vs, \
hulldamszam
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Szamitdégépes analizis (15 osztaly)

F Nl

Vesekovek osztalyozasa IR mikrospektroszkopiaval
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vége
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