Infravords és CD

spektroszkopia a

fehérjeszerkezet
vizsgalataban

Smeller Laszl6

Mi torténhet, ha egy mintat fénnyel
vilagitunk meg?

(elnyelt fény)
megvilagitd fény atjutott fény Abszorpcié
ANNANNNNANND minta MANANNANNAN—> UV—VlS, |R,
CD spektr.
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¥ v _—
kibocsatott fény szértfény
Raman és Rayleigh
Lumineszcencia szbras
(Fluoreszcencia és
Foszforeszcencia)

Abszorpcids és emisszios
spektroszkopia

» Az atjutott vagy kibocsatott fény

analizalasa a hullamhossz fliggvényében.

* Informacio:
— atomok, molekulak azonositasa,

— molekularis szintl szerkezetvaltozasok
(konformacibévaltozasok) detektalasa,

— koncentracidé meghatarozas

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

« Energiaatmenet: Id. Jablonski diagram
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Miért nyel el ill. bocsat ki fényt egy

atom v. molekula?
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Abszorpcios spektroszkopia
Abszorpcios térvéeny
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Abszorpcids spektroszképia
Lambert-Beer térvény
Elvi alapja: abszorpcios térvény: J=J,- e~
ahol u(anyag,c,\)
* Lambert-Beer térvény:

spektrum: A()L)
mérés: spektrofotométer

J
A=16Z2 = g(A)cx
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referencia oldat (J,)
informacio: azonositas
koncentracio.

UV-VIS abszorpcios

spektroszkopia
Mi abszorbeal a fehérjékben?

Molekularész Arax(NM)  g(L/cm mol)
Trp 280 5600
Tyr 274 1400
Phe 257 200
Diszulfid hid 250-270 300
Peptidk6tés 190-230

Fehérje koncentracié meghatarozas:

€80(L Mol'cm)=5500 ny,, + 1490 nyy, + 125 ngg

(Pace et al 1995. Prot. Sci. 4, 2411-242)
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Infravérds spektroszkopia

Infravérds fény: A=800 nm - 1 mm
kézép infra tartomany: 2,5-50 um
abszorpcids spektroszkbdpia

az elnyelt infravérés sugarzas
molekularezgéseket kelt

érzékeny a molekulaszerkezetre

specialis detektalas: FT spektrométer
(FTIR spektroszkdpia)

Az infravords spektrum mérése:
Fourier transzformacios spektrométer

hagyominyos (diszperziés) spektrométer
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FTIR elve részletesen

allo tiikor
A
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Fourier transzformacié
Eqgy f(t) flggvény Fourier transzformaltja a g(x) fugvény:
F(f(0)= [ f(@0)e™™dt=g(v)

A Fourier transzforméacié inverze:

F(gv) = [g(x)e™dv = f(1)

A Fourier transzformacioé szemléltetése

Fourier
transzformacié

inverz Fourier
transzformacio

A spektrum szamolasa a Fourier
transzformacids spektrométerben

Az interferométeren keresztiljutott sugarzas:

T @y (4) cos(2mx/A)dA

éppen a 4/,(4) mennyiség cosinus transzformaltja
di

-nek a mintan valo

A spektrum a %

athaladasa utan megmaradt részének és a
aJ,(4)

) -nak a hanyadosa (transzmisszios spektrum)
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Molekularezgések

Az elektronok kénnydek, gyorsan kévetik az
atommag mozgasat, ezért az atommagok
rezgéseit az elektronok nem befolyasoljak.

A klasszikus fizikai leirasban az atommagok
kozti kdtést, egy rugoval vesszik
figyelembe.




Molekularezgések: kétatomos

molekula
D
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A hullamhossz:
C m ,
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Az infravorés spektroszkopiaban a A reciprokat, a
hulldamszamot (v) hasznaljak:
v: hany hullam fér

1 1 D el egységnyi
V=—= , 7 ,) -1
2 2m\m, hosszusagon? [cm™]

Példa: CO
A mért rezgési hullamszam: v= 2143 cm-’
= A=4,67um = f=6,43 1013 Hz
me=2-1026kg, m,=2,7-1026kg
Ha v ismert, D szamolhat6
ha D ismert, v szamolhato

= D=1875 N/m




Klasszikus fizikai rezgések és
energianivok kapcsolata

Kvantummechanikai oszcillator: « Klasszikus kép Energianivok
Tomegpont parabolikus erétérben.

Kvantummechanikai leiras

D

Hamilton operator:
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N u.a.lll

A rezgési frekvencia fliggése a

i} ot ST Sokatomos molekulak rezgései
tobmegtdl és a kdtéserdssegtol

Témeg:ﬂ Kotéserssség: N atomos molekula:
Infravords rezgési frekvenciak (cm) Stk 1B @i, » SN Szapa.c,l.sa.gl fOk,, 3-,3 a teljes molekula
_ _ _ || Cc=N: 1660 cm, transzlacioja ill. rotacidja
B-H C-H N-H O-H F-H C=N: 2220 A , - , .
2400 ||| 3000 ||| 3400 ||| 3600 ||| 4000 =\: G » 3N-6 rezgési szabadsagi fok
AI-HH Si-H |||P-H |||S-H ||/ CI-H (linearis molekulaknal csak 3N-5)
1750+| 2150 ||| 2350 ||| 2570 ||| 2890 ) i
cotllacrilsert  grm * normalrezgések
2070} 2150} 2300} 2650 .} e normalkoordinatak

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




Normalkoordinatak

A kétatomos molekula példajan bemutatva:

témegkozéppont

— Xc

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

Normalrezgések

* Minden atom ugyanazzal a frekvenciaval,
fazissal, de kilénb6z6 amplituddval és
iranyban rezeg.

* Pl. viz:

@ E %
( @ % ‘/Q - %\)\ ‘/C . u“%\

aszimmetrikus llVlI}l is

1595 cm’!
torzios rezgés szimmetrikus nyjtds

A normal médusok nem hatnak kélcsén egymassal.

A viz normalrezgései

O&OAOO

symmetnc stretch asymmetric stretch bend
cf%o o?%\o o”%o
librations
Ezek nem rezgések, hanem gatolt forgasok (libracio)

Benzol




Néhany tipikus rezgési frekvencia
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Példa: Formaldehid

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

o 50 sym stretch CHa | 1250 emt
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(0] Ball&Stick Model

[0 View CHz Asymmetric Stretch
(o] Spacefill Model

[0 View CHz Symmetric Stretch

[0 View C=0 Stretch (&) Stick Mol
[[0] View CHz Scissoring L
[[0] View CHz Rocking

View CHz Wagging

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

Analitikai alkalmazasok

* szintézis: kdzti és végtermék azonositas
» szerkezet bizonyitas

* metabolit kimutatas

» gyogyszerellenbrzés (tisztasag vizsgalat)

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




Molekula azonositas
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forras: http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/VirtTxtdml/Spectrpy/InfraRed/infrared.htm

Makromolekulak rezgései

Globalis rezgések (bonyolultak) -,
Lokalizalt rezgések, pl:

* CH, rezgések a lipidekben .o )i.,))

J
P

* amid rezgések a fehérjekben
(acetamid rezgések) 50

C C C

—2Q,

Az N-metilacetamid mint a
fehérjelanc gerincének modellje




Fehérjék rezgési spektroszkopiaja

A viz abszorpcids spektruma
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A fehérjék amid rezgései

C o C Q\
O O
amid | amid Il
C=0 rezgés N-H deformacios rezgés
H-hid miatt (sikbeli hajlitas)
konformacio- H-D cserére érzékeny
érzékeny Szerkezet kompaktsaga

(harmadlagos szerk.)
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Az amid | vibracié és
a masodlagos
szerkezet o

A masodlagos szerkezeti elemekhez
tartozo jellegzetes amid | jel

Intramolekularis szerkezet Intermolekularis kélcsonhatas
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Az amid I sav komponenseinek hozzarendelése a masodlagos 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 kinyujtott lancok (béta szerkezet)"
1645 rendezetlen'

1654 alfa hélix'

1662 310 helix’

1663-1670 hajlatolk, hurkok'

1675 kinyujtott lancok (béta szerkezet)"
1683-1694 hajlatok, hurkok’

1685 intermolekularis béta szerkezet®




Az amid | sav atlapoldé komponensek
Odsszege: dekovolucid

Alkalmazasok

lipid fazisatalakulas

Absorbance
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Nature Protocols 9, 1771-1791 (2014) | doi:10.1038/nprot.2014.110




dermal fibroblasts imagined at

1224 cm™’

Hordozhat6 FTIR spektrométer

ATR technika
(Attenuated Total Reflection)

Minta

¥ ATR Kristaly N\

CD

» Cirkularis dikroizmus spektroszkdpia




Polaros fény

Sikban polaros:

terjedési
polarizator trany

Cirkularisan polaros

lin. pol =
jobbra+
balra cirk. pol.

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

A jobbra és balra forgd cirkularisan polarizalt
fénysugarakkal a kiralis molekulak
kilénbdzbképpen hatnak kdlcsdn:

AA=A -Ag= Ae C X
Ae=g -

Ellipticitas: 6 tg 6 =b/a

1 : A {
I,{?t’“*t’;./

. 0:%.(/&—/&)-%[@9}

Lambert-Beer tv.: O=c-1 -6

(0,,: molaris ellipticitas)

A CD spektrométer vazlata
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A) triosephosphate isomerase

A AFI B) hen egg lysozyme
CD és a fehérjeszerkezet 0 hon egg
D) chymotrypsin
80000 - red:helix. .
green:strand, A B c

~ 60000 yellowothel' —— myoglobin

%é_ 40000 1 : :?;E:::::h‘;m isomerase |
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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: =T iy
antiparallel B-sheet; green: type | B-turn; orange: irregular structure.
(Data taken from the Encyclopedia of Life Sciences) 1o L s s . .
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Wavelength {nm]

The Structure and CD spectrum of Subtilisin

CD Spectrum of Subtilisin
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