Biomolekularis szerkezet és dinamika

tomegspektrometria, infravoros spektroszkdpia, rontgendiffrakcio

Balog Erika
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- a minta atomjai és molekuldi tomegeinek eloszlasat mérd analitikai mdédszer. A megmért spektrum a minta elemi (izotép) ujjlenyomata.
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Biologiai mintaknal alkalmazott ionizacios modszerek

Elektrospray ionizacio
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Komplex minta

(1) cseppekre bontas,

(2) olddszer parolgas = kisebb csepp -
nagyobb felileti toltés,

(3) Coulomb taszitas = felrobbannak a
cseppek = ionizalt gyorsitott molekulak.

MALDI:

MALDI lemez
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“matrix-assisted laser desorption/ionization’
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- a lézersugarzast a matrix atomjai (molekuldi) abszorbealjak.
- nagy molekulak vizsgalatahoz idealis.



Tomeganalizis modszerei 1
Magneses modszer
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Az elhajlds a tdmeg-t6ltés aranytdl
(m/q) fugg: kisebb tomegd
részecskék kisebb sugaru palyan.
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m/q helyett altaldban az m/z-t hasznalnak, ahol z=g/e (dimenzié nélkili szam).



“Time-of-flight” (repulési idd)

Tomeganalizis modszerei 2.

Gyorsitds (elektromos tér, U)
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Tomegspektrometrias alkalmazasok

1. Fehérje analitika (proteomika) 3. Valds idejl szovetanalizis (“onkokés”)

- &
el & = \=yrt
20 —gd B —m=m— 2"
CJC) @ F — At
. .. - . emésztés
sejtek vagy szovet fehérje keverék 1DE peptidekre
X 29 “!‘C'!‘

. Doe
peptid 3 _0g 2%
—_— ‘ > é
keverék o i PR ol
. . . < o ¢

peptid szétvalasztas o

folyadék kromatografiaval “electrospray”

ionizaciod)

semleges gaz

« _1 I_l L o ’I I jel
i 4 112
ion-peptid I | I I product ions detektalas
(prekurzor ion) I I

témeg analiztor  ({itkoztetéses fragmentdcid témeg analizator

Normal colon Normal maj

Tumoros colon Metasztatikus maj

A l A L peptidszekvencia ~ § S il iundnhiity A i e o A

OO freeererersenerranatiriiiiastiitiniiiiiaiisiniinins 100 =ferrereerenanrnnnnanas

relativ frekvencia (%)
'
relativ frekvencia (%)
W
T Y
o
-V
~
EEEE—N
~
f—

L) T L L T T
400 800 1200 m/z 200 600 1000
MS spektrum MS/MS spektrum

2. Diagnosztikai szlrdvizsgalatok:
Anyagcserebetegségek (1 csepp vérbdl)
pl. phenylketonuria (PKU)



- molekulak rezgbmozgasait méri.

Rezgés (vibracid): periodikus mozgas a kovalens kotés mentén
Forgds (rotacid): periodikus mozgas a kovalens kotésre illesztett tengely korul

Rezgébmozgas a
haromatomos metilén
csoportban (-CH2-): N
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Aszimmetrikus nyulds Szimmetrikus nyulds Torzids rezgés (olldzds)
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Molekula energiaja: Born-Oppenheimer - kozelités:
~100x ~100x

Emm, = Ee + E,, + E, Energidk skaldzédasa: E- > E, > E;

e Energia allapotok egymastdl fuggetlenek (csatolas elhanyagolhatd). S| ———— ~3x1019 J (~2eV) > ~3x1021 ) > ~3x1023 ]

e Allapotok energianivéi kvantaltak.

e Atmenetek “energiacsomag” (kvantum) elnyelésével/kibocsatasaval Okolszabdly”: UV/lGthaté > kézép IR > tdvoliIR)
jarnak. )

¢ Energiaszintek kozotti kiilonbségek nagysagrendje kilonbozik.



Molekula: rugdval 6sszekotott tomeg

e kétatomos molekula (pl. CO)

e tomegek (m1, m2): atommagok
(Me<<Mmag)

* rugd: kovalens kotés

* ro: egyensulyi atommagok kozotti
tavolsag

e D: rugdallandé

¢ kdlcsonhatasi energia
tavolsagfluiggése: parabola E=Dx2/2
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Molekularis rezgések

(lasd: Rezonancia gyakorlat)
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Az IR spektroszképidaban a hulldmszamot (v) hasznaljuk: V=o=——
A 2mc |Myeq
AE ;
Ertékek a CO molekuldra:  mért hulldamszdm, v =2143 cm!

A =4,67 um, f=6,43x10'3Hz (64,3 THz), D=1875 N/m



Infravoros (IR) spektroszkopia - mérés
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intenzitasokat atszamoljuk a hullamhossz
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figgvényében megadott intenzitasokka.
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IR spektroszkopias alkalmazasok

* kémiai azonositas (pl. intermedier és végtermékek)

* Molekulaszerkezet azonositasa és igazolasa

* Metabolitok keresése

¢ A fehérjékben mind a gerinc (amid rezgések), mind az
oldallanc (ligandum kotédés) viselkedése kovethet6 (pl.,
denaturacio, folding, aggregacio)

* Nukleinsavakban a bazisok, a cukor és a foszfat
komponensek egymastadl fliggetleniil vizsgalhatok.

e Lipidekben a fazisdtmenetek (pl., rendezett-rendezetlen)
vizsgalhatok.

e N.B.: vizes mintaban, a viz elnyelése miatt, nehéz vizet
(D20) hasznalhatnak.
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Alapja: hullamelhajlas és interferencia
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Hullamhosszal azonos nagysagrendd, vagy a
hullamhossznal kisebb méretd rés.

Racsdllandd (d) és hulldmhossz

e 4 (1) 6sszemérheték
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Interferencia maximum feltétele:

dsina =k A (lasd: Mikroszképia Il gyakorlat)
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Molekula térszerkezete
dnaci: 5.64 A

~1A

Milyen sugarzashoz kellene hasznalni egy molekularacshoz?
Artg: 0.01-10 nm = 0.1-100 A

Interferencia maximum feltétele:

d =-... bonyolultabb...

2d sin@ =kA ——

rtg-diffrakcioval kapott interferencia képbdl:
atomok térbeli koordinatdi —— molekula térszerkezete
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Molekulaszerkezet meghatarozasa rontgen-krisztallografiaval

dsDNS Globularis fehérje: Molekulakomplex:
mioglobin riboszdma

1/h

Ti/p v

¢ hélix délésszoge
h- a4 A bazisok kozotti tdvolsag
p - 34 & hélix menetemelkedése

30S alegység: “35000 atom,
50S alegység:~64000 atom
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Rontgen krisztallografia: FTIR:

molekula 3D szerkezete — statikus kép kotések rezgései

D
Melyek a molekula )\N\/\W
funkcionalis m, m,
mozgésai? tdmegkozéppont

rugdallanddk

atomi koordinatak

MolekulaDinamikai (MD) szimulaco

fehérjék bels6é mozgasait szamolja



Cél:
- kisérleti adatokbdl kiindulva a makromolekulak belsé mozgasat feltérképezni, mikodését megérteni,
- atomi szintd értelmezést adni a kisérleti eredményeknek.

foszfoglicerat kinaz (PGK)



- légionarius betegséget (sulyos tid6gyulladas) okozé virus effektora.

Kisérlet:
- kristalyszerkezet inaktiv allapotban,
- membranhoz kotédve aktivalddik (narancssargdaval jelolt aminosavak).

De: membran feliiletéhez kotédé fehérjét nem lehet kristalyositani.
Aktiv allapotban konformacidjat rontgen diffrakciéval nem lehet meghatarozni.

Hogyan m(ikodik?

Szamitdgépes szimulacid



kisérlet — szimulacio komplementaritas



