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Szerkezet

Fehérjemolekula: 
különböző 
szerkezeti 
állapotokban, 
felületén kötőhelyek

Kismolekula 
(ligandum): 
kötődhet a fehérje 
felületéhez, 
különböző 
konformációs 
állapotokban



Dinamika

Foszfoglicerát 
kináz (PGK)

A molekulák állandó, gyors mozgásban vannak. Bonyolult molekulákban (pl. 
fehérjék) az egymásra épülő egyszerű mozgásmódusok (pl. vibráció, rotáció) 
rendkívül összetett mozgásokat eredményeznek. Bizonyos globális mozgások 
a molekula specifikus működésével állnak kapcsolatban. 



Röntgen diffrakció, krisztallográfia
Alapja: hullámelhajlás és interferencia

Hullámhossznál kisebb rés Hullámok fázisban 
(φ=0): erősítés

Ha  φ=π : 
kioltás

kölcsönható  
hullámok:

összeg:

interferencia 
maximumok 

(erősítés helyei)

maximumok 
között kioltás

2D optikai rács elhajlási (diffrakciós) 
interferencia képe

Feltétel: rácsállandó (d) és 
hullámhossz (λ) összemérhetők: d≳λ

Milyen rács illik a röntgensugárzáshoz? 
λRtg: 10-200 pm

dNaCl: 
564 pm

H
~100 pm

Rtg-diffrakcióval kapott információ: 
atomok térbeli koordinátái → molekula 
térszerkezete
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hélix dőlésszöge                 
bázisok közötti távolság
hélix menetemelkedése   
         

J.D. Watson és F. Crick, 1953

dsDNS

Molekulaszerkezet megfejtése 
röntgen-krisztallográfiával

M. F. Perutz, J. C. Kendrew  
Nobel díj 1962 

~1200 atom

Globuláris fehérje: 
mioglobin

Molekulakomplex: 
riboszóma

30S alegység: ~35000 atom,  
50S alegység:~64000 atom

V. Ramakrishnan, T. A. Steitz, A. E. Yonath 
Nobel díj 2009 



Tömegspektrometria
Tömegspektrometria - mass spectrometry (MS): a minta atomjai és molekulái 
tömegeinek eloszlását mérő analitikai módszer.  A megmért spektrum a minta 
elemi vagy izotóp ujjlenyomata, amely a kémiai szerkezetre jellemző. 

Eredmény: “Vonal” diagram

A spektrumot szerkezeti 
adatbázissal vetjük 
össze

Tömeg-töltés arány

Relatív 
gyakoriság

az elhajlás a tömeg-töltés 
aránytól (m/q) függ

Detektálás

Ionforrás

mágnes

nyaláb fókuszálás
iongyorsító
elektroncsapda
iontaszító

gáz befúvó

ionizáló filamentum

Faraday 
kollektorok

erősítők

ár
am

JEL

m = ion tömeg

q = ion töltése

Lépések: 
1. Ionizáció 
2. Tömeg 
azonosítás 
3. Detektálás 
(relatív mennyiség 
meghatározás)



Biológiai mintáknál alkalmazott 
ionizációs módszerek

Elektrospray ionizáció MALDI: “matrix-assisted 
laser desorption/ionization”

(2) oldószer párolgás → kisebb csepp → 
nagyobb felületi töltés → (3) Coulomb 
taszítás → felrobbannak a cseppek → 
ionizált gyorsított molekulák 

Komplex minta
Tömeg-
spektrométer Minta-mátrix keverék

Deszorpció

Ionizáció
MolekulaionokM

AL
D

I l
em

ez

Lézerforrás

A lézersugárzást a mátrix 
atomjai (molekulái) abszorbeálják. 

Nagy molekulák vizsgálatához ideális.



Tömeganalízis módszerei
Mágneses módszer “Time-of-flight” (repülési idő)

Gyorsítás (elektromos tér, U)

Időmérés (t)

Nehéz ionok

Könnyű ionok

Ionizáció 

Mintabevitel
Iondetektor

Vákuumkamra

Repülési pálya (d) 

Töltött részecske helyzeti energiája (qU) 
mozgási energiává alakul: 

qU = 1
2
mv2 = 1

2
m d
t

⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟

2

amelyből t kifejezhető és segítségével a 
részecskére jellemző m/q meghatározható:

t = d
2U

m
q
= k m

q

Ionforrás

mágnes

Kisebb tömegű 
részecskék kisebb 
sugarú pályán.

A Lorentz erő gyorsítja (a) az m 
tömegű töltött (q) részecskéket: 

q E + v × B( ) = ma
amelyből a részecskére jellemző 
m/q meghatározható:

m
q
= E + v × B

a

E=elektromos térerősség, 
vxB=sebesség és mágneses 
indukció vektoriális szorzata

m/q helyett általában az m/z-t használnák, ahol z=q/e (dimenzió nélküli szám).



Tömegspektrometriás alkalmazások
1. Fehérje analitika (proteomika) 3. Valós idejű szövetanalízis (“onkokés”)

sejtek vagy szövet fehérje keverék 1DE emésztés peptidekre

peptid 
keverék

peptid szétválasztás folyadék 
kromatográfiával “electrospray” 

ionizáció)

ion-peptid

ion-peptid 
(prekurzor ion)

tömeg analizátor tömeg analizátorütköztetéses fragmentáció
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MS spektrum MS/MS spektrum

peptid szekvencia

Normál colon

Tumoros colon

Normál máj

Metasztatikus máj

2. Diagnosztikai szűrővizsgálatok:
Anyagcserebetegségek (1 csepp vérből) 

pl. phenylketonuria (PKU)



Bepillantást enged a kémiai szerkezetbe és a molekuláris rezgőmozgásba

Infravörös (IR) spektroszkópia
A molekulák rezegnek (vibráció) and forognak (rotáció)

Aszimmetrikus nyúlás Szimmetrikus nyúlás Torziós rezgés (ollózás)

Rezgés (vibráció): periódikus mozgás a kovalens kötés mentén 
Forgás (rotáció): periódikus mozgás a kovalens kötésre illesztett tengely körül

Rezgőmozgás a 
háromatomos metilén 
csoportban (-CH2-):

Ee  >  Ev  >  Er
~100x ~100x

~3x10-19 J (~2 eV)  >  ~3x10-21 J  >  ~3x10-23 J

(“Ökölszabály”:          UV/látható    >   közép IR   >   távoli IR )

Energiák skálázódása:

Molekula energiája: Born-Oppenheimer - közelítés:

� 

Etotal = Ee + Ev + Er

• Energia állapotok egymástól függetlenek (csatolás 
elhanyagolható). 

• Állapotok energianívói kvantáltak. 
• Átmenetek “energiacsomag” (kvantum) elnyelésével/

kibocsátásával járnak.  
• Energiaszintek közötti különbségek nagyságrendje különbözik.



Molekuláris rezgések
Molekula: rugóra függesztett tömeg 

• kétatomos molekula (pl. CO) 
• tömegek (m1, m2): atommagok 

(me<<mmag) 
• rugó: kovalens kötés 
• kölcsönhatási energia 

távolságfüggése: parabolával 
közelíthető 

• r0: egyensúlyi atommagok közötti 
távolság 

• D: rugóállandó

Rezgési frekvencia
m2 tömeg rezonancia frekvenciája (f):

mivel 

(lásd: rezonancia 
laborgyakorlat!)

m1+m2 rendszer rezonancia frekvenciája:

Molekulavibráció keltése  
(a molekuláris rendszer vibrációs 

energiájának növelése/változtatása)

(Jablonski 
termséma)

Az EM sugárzás 
hullámhossza:

Az IR spektroszkópiában a 
hullámszámot (ν) használjuk:

Értékek a CO molekulára:
Megmért hullámszám, ν =2143 cm-1

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

atommagok 
közötti távolság

tömegközéppont
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= fEMradiation =
ΔE
hEM sugárzás

vibráció



IR spektrum:  
• gazdag információ a molekuláris 

szerkezetről és a vibrációs 
tulajdonságról 

• abszorbancia versus hullámszám 
• transzmittancia versus hullámszám

Fourier Transform Infravörös 
(FTIR) Spektroszkópia: 

• hullámhossz kombinációt generálunk 
(Michaelson interferométerrel) 

• A hullámhossz-kombinációnál mért 
intenzitásokat átszámoljuk a 
hullámhosz függvényében megadott 
intenzitásokká.

“Uljlenyomat” tartomány

propanol

“Ujjlenyomat” tartomány

etanol

hullámszám (cm-1)

ab
sz

or
ba

nc
ia

álló tükör

mozgó 
tükör

A fényút
B fényút

minta

fény-
forrás

detektor

Michaelson 
interferométer

Infravörös (IR) spektroszkópia



IR spektroszkópiás alkalmazások
• kémiai azonosítás (pl. intermedier és végtermékek) 
• Molekulaszerkezet azonosítása és igazolása 
• Metabolitok keresése 
• A fehérjékben mind a gerinc (amid rezgések), mind 

az oldallánc (ligandum kötődés) viselkedése 
követhető (pl., denaturáció, folding, aggregágió) 

• Nukleinsavakban a bázisok, a cukor és  a  foszfát 
komponensek egymástól függetlenül vizsgálhatók. 

• Lipidekben a fázisátmenetek (pl., rendezett-
rendezetlen) vizsgálhatók. 

• N.B.: vizes mintában, a víz elnyelése miatt, nehéz 
vizet (D2O) használhatnak.

Bőr fibroblasztok, 
képalkotás 1224 cm-1 

hullámszámnál
FTIR mikroszkópia

molekula

amid I  
rezgés

Lipid Fehérje Nukleinsav Szénhidrát

hullámszám (cm-1)
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1. Egyének (tér- időbeli trajektóriák) 
azonosíthatók sokaságban

Sokaság - mikrotubuláris 
rendszer

Egyedi mikrotubulusok - 
treadmilling

2. Sztochasztikus eseményeket 
fedezetünk fel

Egyedi kvantumpont - pislogás

Intenzitás 
(a.u.)

Idő (s)
Sokaság - 
intenzitás

Natív 
állapot

Kigombolyodott állapot

Konfor-
mációs

tér

3. Párhuzamos útvonalon haladó 
folyamatokat ismerhetünk meg

4. Biomolekulák mechanikáját jellemezhetjük
von Willebrand faktor Kinezin

F1F0 ATPáz
Riboszóma

Egymolekula biofizika



Egyedi molekulák manipulálása

Rugólapka 
módszerek

Mező alapú 
módszerek

Üveg mikropipetta

Mozgatható 
mikropipetta

Latex 
gyöngy

Hidrodinamikai 
mező (Stokes)

Mágneses 
csipesz

Paramágneses 
gyöngy

Lézernyaláb 
kitérés

Rugólapka 
lehajlás

talapzat

Foton mező 
(lézercsipesz)

Mikrofabrikált 
laprugó

Atomi 
erőmikroszkóp 

(AFM)



Mérhető paraméterek I. 
Erő

Er
ő 

(p
N

)
Megnyúlás (µm)

Szerkezeti túlnyúlás

Entalpikus tartomány

Entrópikus tartomány
mozgatható
mikropipetta

DNS

Lézercsipesz

Latex 
gyögy

Mekkora erő fejlődik egy dsDNS molekula nyújtásakor?



Er
ő 

(n
N

)

Távolság (nm)
80

ru
ga

lm
as

 d
ef

or
m

ác
ió

kapszid törés 
(“trepanáció”)

landolás a 
kapszidon

Trepanált inka koponya, 
Museo Rafael Larco Herrera, Lima

50 nm

kapszomer

Csillám felületen glutáraldehiddel 
immobilizált T7 fág partikulumok

40 120

2

4

6

8

Mérhető paraméterek I. 
Erő

T7 bateriofág

Vírus kapszid 
nanoindentációja



Mérhető paraméterek II. 
Távolság

Mekkorát lép egy motorfehérje?

Idő (s)

T
áv

ol
sá

g 
(n

m
)

Lézercsipesz 
(erővisszacsatolt, 
követi a mozgást)

Miozin V molekula

Miozin V  
krioelektron-
mikroszkópiás 
felvételsorozat



Mérhető paraméterek III. 
Elfordulási szög

Diszkrét 120˚ rotációs lépések

20 nM ATP200 nM ATP1 mM ATPMitokondrium 
belső membrán

Külső tér

Belső tér

Aktin filamentum

Idő (s)
K

ör
be

fo
rd

ul
ás

Hogyan működik az ATP szintáz?



Mérhető paraméterek IV. 
Fluoreszcencia

PGK molekulák Alexa488-cal jelölve, TIRF mikroszkópia

Idő

Idő (s)
In

te
nz

itá
s 

(a
.u

.)

Kimogram

50 µm

Foszfoglicerát kináz (PGK)

Fotokifehéredés egy lépésben (sokaságban 
exponenciális függvény!)

Milyen állapotok között fluktuál egy molekula?

fluoreszkáló állapot

kifehéredett 
állapot



Sokaság versus 
egymolekula viselkedés

Idő (s)Idő (s)

Idő (s)Idő (s)

[Termék]

[Termék] [Enzim-
szubsztrát 
komplex]

[Enzim-
szubsztrát 
komplex]

lépcsők jelenhetnek meg

Exponenciális lecsengés

Fluktuáció diszkrét 
állapotok között

Sokaság:

Egyedi 
molekula:

„ON” állapot

„OFF” állapot



Szerkezet és mechanika összevetése:  
A titin óriás izomfehérje működése

Kardiomiocita

Z-csík Z-csík

M-csík
Vékony filamentum (aktin)

Izom 
szarkomer

Immunoglobulin 
(Ig) domének

PEVK domén Fibronectin 
(FN) domének Kináz

Vastag filamentum (miozin)

7 antiparallel, 
4 nm ß-lánc

Vastag filamentum

Vastag filamentum

Vékony filamentumVékony filamentum

Szarkomer

Titin Titin

Titin Titin

Titin funkciói: 
1. rugalmasság biztosítása 
2. szerkezeti templát 
3. erőérzékelés
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Titin mechanika:  
nemlineáris rugalmasság + domén kitekeredés

~28 nm
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