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Szerkezet

Kismolekula
(ligandum):
k6todhet a tehérje
fellletéhez,
KUldnbdzo
konformacios
allapotokban

Fehérjemolekula:
KUlGnNb&z0o
szerkezeti
allapotokban,
fellletén kdtdhelyek



Dinamika

Foszfoglicerat
kinaz (PGK)

A molekulak allando, gyors mozgasban vannak. Bonyolult molekuldkban (pl.
fehérjék) az egymasra epuld egyszerld mozgasmodusok (pl. vibracio, rotacio)
rendkivUl dsszetett mozgasokat eredmenyeznek. Bizonyos globalis mozgasok
a molekula specifikus muikoddesével allnak kapcsolatban.



Rontgen diffrakciod, krisztallogratia

Alapja: hullamelhajlas és interferencia

Hullamhossznal kisebb rés
&‘\ @

2D optikai racs elhajlasi (diffrakcios) Milyen racs illik a réntgensugéarzashoz?
interferencia képe ARrtg: 10-200 pm

Hullamok fazisban Ha o=n:
(p=0): erosités kioltas

SAAVATAVAVAY

kblcsoOHnhatd |\ /A /A A\ ANVANYANYANYA
, N VOV VWV /v VvV vV V
hullamok: |~ "~ 7" A 7 A7 AN A A A

vV V V V V N V V V V

interferencia
maximumok
(erOsités helyei)

maximumok
kdzo6tt kioltas

Rtg-diffrakcioval kapott informacio:
atomok térbell koordinatai =@ molekula
térszerkezete

Feltétel: racsallando (d) és
hullamhossz (A) 6sszemérhetdk: dzA



RoNtgen-
Krisztallografia
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Molekulaszerkezet megtejtése
rontgen-krisztallografiaval

Globularis fehérje:  Molekulakomplex:
mioglobin riposzoma

dsDNS
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8 helix dolésszbge
h-81 A bazisok kHzotti tavolsag

p 34 A hélix menetemelkedése

I\/I. F PerutZ’J_ C. Kendrew V. Ramakrishnan, T. A. Steitz, A. E. Yonath
Nobel dij 1962 Nobel dij 2009




Tomegspektrometria

Toémegspektrometria - mass spectrometry (MS): a minta atomjai és molekulal
tOmegeinek eloszlasat mero analitikai modszer. A megmeért spektrum a minta
elemi vagy izotop ujjlenyomata, amely a kémiai szerkezetre jellemzO.

3. Detektalas
(relativ mennyiség

L pések: Detektalas

epege,. . Faraday
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Blologial mintaknal alkalmazott
lonizacios moaszerek

MALDI: "matrix-assisted
laser desorption/ionization”
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(2) oldoszer parolgas — kisebb csepp — A lézersugéarzast a matrix
nagyobb fellleti toltes — (3) Coulomb atomjai (molekulai) abszorbealjak.

taszitas — felrobbannak a cseppek —
ionizalt gyorsitott molekulak Nagy molekulak vizsgalatahoz idedlis.



Tomeganalizis modszerel

Magneses modszer

m/q} = 46
m/q} = 45
m/q} = 44

Kisebb tdmeg
részecskek kisebb
sugaru palyan.
magnes

lonforras

A Lorentz erd gyorsitja (a) az m
tOmegU toltott (g) részecskéket:

E=elektromos térerdsség,

q(E + v X B) — N VvxB=sebesseg és magneses

iIndukcio vektorialis szorzata

amelybdl a részecskére jellemz0o
m/q meghatarozhato:

m_E+v><B
q a

“Time-of-flight” (repulési id0)

Gyorsitas (elektromos tér, U)

lonizacio / Repulési palya (d)
Mintabevitel KénnyU ionok
H—* ® O *

cg s ° ®0 o8 o3 » llondetektor
° X
Nehéz ionok

Vakuumkamra ld&mérés (¢)

TOltott részecske helyzeti energigja (qU)
mozgasi energiava alakul:

2

1 1 (d

qU =—mv’ =—m| —
2 2 {

amelybdl ¢ kifejezhet0 és segitsegevel a
reszecskeére jellemzb m/qg meghatarozhato:

oo
2U \ ¢4 q

m/q helyett altalaban az m/z-t hasznalnak, ahol z=¢g/e (dimenzi6 nélkili szam).



Tomegspektrometrias alkalmazasok

1. Fehérje analitika (proteomika) 3 ValOs idejiu szovetanalizis (“onkokes™)
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2. Diagnosztikai szUrovizsgalatok:
Anyagcserebetegségek (1 csepp vérbdl)
pl. phenylketonuria (PKU)



Infravoros (IR) spektroszkdpia

Bepillantast enged a kemial szerkezetbe és a molekularis rezgdmozgasba

A molekulak rezegnek (vibracid) and forognak (rotacio)

Rezgés (vibracio): peridodikus mozgas a kovalens kétés mentén
Forgas (rotacid): periddikus mozgas a kovalens kotésre illesztett tengely kordl

s OB QB @

S

haromatomos metilén

csoportban (-CHa-):
P ( ) = e E A E S
Aszimmetrikus nyudlas Szimmetrikus nyulas Torzios rezges (ollozas)
Molekula energiaja: Born-Oppenheimer - kbzelités:
E . E E E ~100x ~100x
toral — e v r Energiak skalazédasa: E, > E, > E,

e Energia allapotok egymastol fuggetlenek (csatolas

e/|hanyago|hat('))_ ~3X10'19] (~2 eV) > ~3X1O'21] > ~3X1O'23]
* Allapotok energianivoi kvantaltak. o o, ) ) L o
e Atmenetek “energiacsomag” (kvantum) elnyelésével/ (“Okdlszabaly’: UV/lathato > kézep IR > tavoli IR )

Kibocsatasaval jarnak.
e Energiaszintek kozotti kuldnbsegek nagysagrendije kuldnbdzik.



Molekula:

o

0

Molekularis rezgések

rugora fuggesztett tbmeg

e ketatomos molekula (pl. CO)
e tOmegek (m+, m2): atommagok
(Me<<Mmag)
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| ® rugo: kovalens kotés
atommagok [ (L] Vd . .
|/ kozottitavolsag @ kdlcsdnhatasi energia

tavolsagfuggése: parabolaval
kbzelithetd

® ro: egyensulyi atommagok kdzotti
tavolsag

e D: rugdallando
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M2 tdmeg rezonancia frekvenciaja (f):
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_ LD, (l4sd: rezonancia
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M1+mg2 rendszer rezonancia frekvenciaja:

re 1 '."D(ml+m2)_ 1 | D
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Molekulavibracio keltése

(a molekularis rendszer vibracios
energiajanak ndvelése/valtoztatasa)
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Az EM sugarzas Az IR spektroszkopiaban a
hullamhossza: hullamszamot (v) hasznaljuk:

¢ m L _ D
A=—=2m red V=—=
f D A 2mc\|m

red

Ertékek a CO molekulara:
Megmeért hullamszam, v =2143 cm-!

) =4,67 um, f=6,43x1013Hz (64,3 THz), D=1875 N/m



Infravoros (IR) spektroszkopia

allo tukor

!

Fourier Transform Infravoros > prenyar AV Michaelsor
(FTIR) Spektroszkopia: mozgo | . - feny- interferométer
, NNy , takor | | Zi forras

¢ hullamhossz kombinaciot generalunk <« >
(Michaelson interferomeéterrel) LTy (A 20005..)

e A hullamhossz-kombinacional mért minta A=lo Iy
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detektor > ——— AT ,’ |
—————
ap L y . “Uljlenyomat” tartomany
UJJIenyomat tartomany energy absorbed due (o < >
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IR spektroszkopias alkalmazasok

Lipid Fehérje Nukleinsav Szénhidrat

e kémiai azonositas (pl. intermedier és végtermékek) m &‘\s ¢ e
¢ Molekulaszerkezet azonositasa €s igazolasa @
e Metabolitok keresése o .
e A fehérjékben mind a gerinc (amid rezgések), mind |
az oldallanc (ligandum kotddés) viselkedése
KOvethetd (pl., denaturacio, folding, aggregagio)
e Nukleinsavakban a bazisok, a cukor és a foszfat
Komponensek egymastol fuggetlendl vizsgalhatok.
e | ipidekben a fazisatmenetek (pl., rendezett-
rendezetlen) vizsgalhatok. 02

e N.B.: vizes mintaban, a viz elnyelése miatt, nehéz /d %

vizet (D20) hasznalhatnak. e e U
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Bor fibroblasztok,
FTIR mikroszkopia képalkotas 1224 cm-!

hullamszamnal




Egymolekula biofizika

|. Egyének (tér- idobeli trajektoériak) 2. Sztochasztikus esemenyeket
azonosithatok sokasagban fedezetunk fel
N ’ Intenzitas
i (a.u.)
80O
400+
O‘ 1 v
0 50
1dO (s)
Sokasag - mikrotubularis  Egyedi mikrotubulusok - Sokasag - Egyedi kvantumpont - pislogas
rendszer treadmilling intenzitas
3. Parhuzamos utvonalon halado 4. Biomolekulak mechanikéjét je”emeZhEtjUk
folyamatokat ismerhetunk meg von Vlle b el Kinezin

Kigombolyodott allapot

FIFO ATPaz

Riboszoma

N\
~ e

Konfor-
macios
ter

Nativ
allapot




Egyedi molekulak manipulélasa
O e

) Atomi
Uveg mikropipetta eromikroszkop

Rugolapka
modszerek

“¥Ax  Mikrofabrikalt

laprugd Rugolapka

lehajlas

talapzat

Magneses
Foton mez6 Hidrodinamikai CSIPeSZ
(lezercsipesz) mezd (Stokes) |
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Mérheto parameéterek |.
ErO

Mekkora ero fejlodik egy dsDNS molekula nyujtasakor?
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Mérneto parameterek |.
Ero

Tavolsag (nm)
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Museo Rafael Larco Herrera, Lima



Mérnheto parameterek ||
lavolsag

Mekkorat lep egy motorfeherje?

MiozinV molekula

Tavolsag (nm)
N
s

152
-
76
MiozinV -
krioelektron- 0
mikroszkopias 0 TN STTRTAIOT € TATARIR £
felvételsorozat Lézercsipesz 1dS (s)

(erdvisszacsatolt,
koveti a mozgast)



Mérheto paraméterek |l
Elfordulasi szog

Hogyan mukodik az ATP szintaz!?

Proton /
Kulso téer
-

bels6 membran

Diszkrét 120" rotacios lépések
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Merheto parameterek [V,
Fluoreszcencila

Milyen allapotok kozott fluktual egy molekula?

Foszfoglicerat kindz (PGK) : . : " Kimogram

—— ’

|do >

Fotokifehéredés egy lépésben (sokasagban
exponencialis fuggveny!)

€000 ] o

- JHH' fluoreszkalo allapot

S

. - . » -

Intenzitas (a.u.)

J kifehéredett
| [ allapot

PGK molekulak Alexa488-cal jelolve, TIRF mikroszkopia ! 50 v e v e sio




Sokasag versus
egymolekula viselkedés

[ Termeék]
Sokasag:
[ Termeék]
Egyedi
molekula:

1d5 (s)

|épcsok jelenhetnek meg

1d5 (s)

[Enzim-
szubsztrat
komplex]

[Enzim-
szubsztrat
komplex]

Exponencialis lecsengés

1d5 (s)

Fluktuacio diszkrét
allapotok kozott

1do (s)

,ON” allapot

,OFF” allapot



Szerkezet és mechanika 0sszevetése:
A titin orias izomfehérie mukodese

Kardiomiocita Szarkomer |

Ly,

Z-csik Vastag filamentum (miozin) Vékony filamentum (aktin) Z-csik
.Q-'~_._.’ e A S~ S e e BN R N ™ R s M _C s Ilk B s o R et .. A~ ) e 9

——— o S P "“";_:" - ./.‘"..I

lzom
szarkomer

Titin funkcioi:
|. rugalmassag biztositasa
2. szerkezeti templat

7 7

3. eroerzekeles

7 antiparallel,
4 nm B-lanc

Immunoglobulin PEVK domén Fibronectin
(Ig) domének (FN) domének




T1tin mechanika:
nemlinearis rugalmassag + domen Kitekeredés

100

0 05 1 15 2 25
Megnyulas (um)



Planck Length

Quantum Foam EEEE—

Cary and Michael Huang (http://htwins.net)





