Fehérje Analitika 2.

Spektroszkopias technikak

MSC, 2011. tavaszi félév



CD

Cirkularis Dikroizmus spektroszkopia




A CD alapjai

Fény: elektromagneses hullam, elektromos és magneses
tér idobeli és térbeli periodikus valtozasa
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vektorok (elektromos €s magneses) mindig ugyanabba
az iranyba mutatnak. A linearisan polarizalt fény
terjedeési iranya és az elektromos vektornak erre
meroleges iranya altal meghatarozott sikot nevezziik a
polarizacio sikjanak.
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A CD alapjai

Cirkularisan polarizalt féeny: két egymasra meroleges
sikban polarozott fénysugar szuperpozicidja, 90° fazis
killonbséggel. Szemléletesebben a cirkularisan polarizalt
feény térerosség vektorai egy kor kerlilete mentén forgo
mozgast vegeznek, kdzben viszont a fény halad elore:
halado csavarvonalat kapunk.
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(b) Jobbra cirkularisan polarizalt fény

(c) Balra cirkularisan polarizalt fény



A CD alapjai

Cirkularisan polarizalt fény anyagon halad at
intenzitasa exponencialisan csokken, de
tererosseg vektora ugyanabba a fazisban marad

Hullam abszorpcidja kizegben




A CD alapjai

Ha egy jobbra és egy balra cirkularisan polaros
fenyt adunk 6ssze = sikban polarozott fény

(azonos amplitudo,
azonos hullamhossz)

Cirkularisan polanzalt
hullamok szuperpozicidja

Kovetkezteztetés: Minden linearisan polarizalt
feny felbonthato két, azonos amplitudoju
jobbra ill. balra cirkularisan polarizalt feny

dsszegere



A CD alapjai

Vannak olyan anyagok, amelyek egy kulonleges
tulajdonsaggal rendelkeznek: eltéro mértékben nyelik el
a jobbra, ill. balra cirkularisan polaros fényt. Ezt a
jelenséget nevezziik cirkularis dikroizmusnak: A fény

elliptikusan polarizalta valik.




A CD alapjai

Két cirkularisan polarizalt fenysugar kiilénbdzo mertekben
nyelodik el az optikailag aktiv kbzegben, igy azon athaladva
az amplitudojuk is kalonbozni fog (cirkularis dikroizmus
jelensege), ami elliptikus polarizaciohoz vezet.

Az ellipszis alakjat egyértelmuen jellemezhetjik az

ellipticitassal:
0 = arc tg(b/a)
ahol a az ellipszis nagy, mig b a kis tengelye.

A mintan athaladd feny elnyelodesére érvenyes a Lambert-
Beer torveny. A balra es a jobbra cirkularisan polaros fény
abszorpcios koefficienseinek kilonbseget (As = €, — &)
meérve a hullamhossz

f'L'lggvénI)(/ében kapjuk az optikailag aktiv mintara jellemz6
CD spektrumot.



A CD alapjai

Azokat az anyagokat, amelyek a rajtuk
atbocsatott feny polarizacios sikjat ,elforfc_;,
(optikai rojcaciogl, vagy a sikban polaros fenyt
elliptikussa teszik, optikailag aktiv anyagoknak

nevezzuk.

Biologiai makromolekulak oldatainak az optikai
aktivitasabol kovetkeztethetlink a molekulak
szerkezeti jellemzoire: Masodlagos szerkezet!

atjak




A CD alapjai

Az €lo szervezetek altal szintetizalt molekulak donto
tobbsége, igy a fehérjek is optikailag aktivak, azaz az
oldatukon keresztiilbocsatott polarizalt fény sikjat
elforgatjak. Ezen optikai forgatas mellett felléphet meég az
ellipticitas, a cirkularis dikroizmus és a cirkularis torésmutato
killonbseg jelensege.

Csak olyan hullamhosszusagu fénynél kaphatunk CD jelet,
ahol a mintanak van “normal” elnyelése.

Fehérjek esetében ez a tavoli UV tartomany (180 - 260 nm)



A CD alapjai

Kozeli UV (310-260nm)

Fehérjék harmadlagos esetleg negyedleges
szerkezete, kismolekulak ujjlenyomat szeru

spektrum

Tavoli UV (260-180nm):
feherje masodlagos szerkezet



Kozeli UV(260-310nm) CD: Harmadlagos
szerkezet

Elnyelési savok:

Tyr (275-282 nm), Trp (290-305 nm) ,Phe (255-270 nm)
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Kozeli UV(260-310nm) CD: Harmadlagos
szerkezet

G mAb

Elliptiaty (mdeg)
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M. Kelly, T. Jees and N. Price ,How to study proteins by circular dichroism”. Biochimica et Biophysica Acta 1751, 119-139 (2005)



Tavoli UV tartomany: Masodlagos szerkezet

vizsgalata

Masodlagos szerkezet vizsgalata:

Peptid vaz: elnyelés 240 nm alatt
- n — p* atmenet 220 nm kordl
- n - n* atmenet 190 nm kordl (intenziv)

Fehérjék jellemzo spektrumai:

- Alfa-hélix. 2 negativ csucs 208 és 222 nm-nél
- Béta-redo: 1 negativ csucs 218 nm-nél

- Rendezetlen régio:. 1 negativ csucs 196 nm-
nél
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CD spektrumok kiertekelese

Neuralis halo alapu predikcios szoftver
(CDNN, K2D)

Bazis fliggvények linear kombinacioja
(CCA+)

Referencia vegyliletek alapjan (SELCON,
CDSSTR)



Tavoli UV tartomany: Masodlagos szerkezet
vizsgalata
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Rendezetlen (random coil)

mdeg

180 190 200 210 220 230 240 250

Wavelength (nm)



Feherjek vizsgalata Cirkularis Dikroizmus
spektroszkopiaval

» Feherjek masodlagos szerkezetenek meghatarozasa
(hattérkorrekcio, NN alapu dekonvolucios
szoftverek)

» Oldoszer, puffer hatasanak vizsgalata (pH,
jonerosseg, sok, adalekok — preformulalas)

e Stabilitas vizsgalat
« Osszehasonlitd vizsgalatok

» Hostabilitasi vizsgalatok: ,hdindukalt unfolding”
gorbek felvetele
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Circular Dichroism (mdeqg)
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Oldo kdzeg pH-janak hatasa
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Fluoreszcencia




Fluoreszcencia alapjai

Lumineszcencia: gerjesztett molekulak fényemisszidja a
homeérsekleti sugarzason kiviil, ,hideg emisszid”

e Fluoreszcencia: szinglet-szinglet atmenet
e Foszforeszcencia: Triplet-szinglet atmenet (,,tiltott")

eGerjesztés modjai:

e fotonabszorpcio (fotolumineszcencia)

e kémiai reakcio (kemilumineszcencia)

e biokémiai reakcid (biolumineszcencia)

e radioaktiv bomlas energiaja (radiolumineszcencia)

Lumineszkald molekulak szerkezete: konjugalt kettos
kotéseket tartalmazo gylrikkel rendelkeznek
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vibracios relaxacio (k) (10-1%5)

Vibracios relaxacio: a vibracios

energia hove alakul

Kasha-szabaly: a  fluoreszcencia
emisszio az elso gerjesztett allapot
legalacsonyabb vibracidos szintjérdl
tortenik.

szinglet allapot (S): minden e spinje
parositott. eredod spin=0

triplet allapot (T): két e spinje
parositatlan. eredo spin=1
fluoreszcencia: nem  jar  spin-

atfordulassal, gyors (10°-1077 g)

Intersystem  crossing (isc) és
foszforeszcencia: egy elektron spinje
atfordul. ..elsorendben tiltott atmenet™.
lasst (10-5-10 s)

belso  konverzio: sugarzasmentes

atmenet



Fluoreszcencia alapegyenlete

IF=IO*¢*E*I*C

I: kisugarzott feny intenzitasa

I,: gerjeszto feny intenzitasa

®: kvantumhasznositasi téenyezo

e: molaris abszorpcios koefficiens (dm3 .« mol! . cm-
|: rétegvastagsag, fényut a mintaban

c: komponens koncentracidja

Fluoreszcencia nagyban fiigg az olddszertol (quenching).



Fluoreszcens spektrofotométer felépitése

GERJESZTO FENY
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A gerjeszto és a kisugarzott fény detektalasa egymasra meroleges elrendezésd.



Fluoreszcens fenyforrasok

- halogénlampak (lathato, kozeli infravoros),

- xenonlampak (lathato, ultraibolya),

- deutérium lampak (ultraibolya),

- hangolhatod lézerek, pl. festéklézer ( lathato);

Lézer Indukalt Fluoreszcencia (LIF)

A gerjesztés altalaban Nitrogén (N,) lézerrel, masrészt nitrogén lézerrel pumpalt
festeklézer segitségével tortenik.

A két gerjesztés kozotti legfontosabb kiilonbség, hogy amig a nitrogén lézer
egy onalléan mikodo ultraibolya |ézer, addig a festéklézer gerjesztéséhez a
nitrogénlézer sziikséges. A festéklézeres mérésnél mindkét Iézert alkalmazzuk.



LIF

Nitrogén lézer:

A nitrogén |ézer a gazlézerek kozé tartozik. A gazok energiaszintjeinek
kiszélesedése joval kisebb, mint a szilard testekéi. A gazokat altalaban
alacsony nyomason hasznaljak, igy az Gtkozés miatti kiszélesedés kicsi, és a
vonalszélességet a Doppler kiszélesedés hatarozza meg. A gaz |ézereket
altalaban elektromos Uton gerjesztik, nagy aram atvezetésével.

Festéeklézer:

A festéklézer az egyetlen olyan jelentOs |ézer, amelynek |ézer-aktiv anyaga
folyadék halmazallapotu. Az aktiv anyag ebben az esetben egy olyan oldat,
amelynél az oldott anyag szerves, az olddszer tobb fajta anyag lehet, példaul
etilalkohol, metil-alkohol, viz, ... stb.



LIF

A |ézerfestékek altalaban a kovetkezo osztalyokba tartoznak:

Polymethine festékek: Ezek a |ézer oszcillaciot vords, vagy kozeli infravords tartomanyban produkaljak.
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Xanthene festékek: Ezek a lathaté tartomanyban (500-700nm) mikodnek.




Fehérjek vizsgalata
(sajat fluoreszcencia)




Fehérjek vizsgalata
(sajat fluoreszcencia)

g
g 1 \
Flourofor csoportot tartalmazd aminosavak: E | I;'f x“’
Fenilalanin, tirozin, triptofan " ! f..-'! k“x,\ .
A legkevésbé a fenilanalin gerjesztheto, g | . \\ p
ezert a tirozin/triptofan-t szoktak vizsgalni. :, ﬁ —— :
250 200 0 w0

hullambossz (nm)

280 nm-en a tirozin és triptofan egyarant gerjeszthetd, mig 295 nm-en a
triptofan szelektiven sugarozhatd be.

Oldoszer hatas: hidrofil kozegben csokken, hidrofob kdzegben no az emittalt
fény intenzitasa (hiper- és hipokrom eltolas).

Triptofanra jellemzo az oldd kozegtdl fliggo erds Stokes eltolddas.



Triptofan fluoreszcencia
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Harmadlagos szerkezet vizsgalata
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Fluorescence Spectroscopy: A tool for protein folding/unfolding study , PC3267, 2007.



Fehérje aggregatumok vizsgalata

Besugarzasi hullamhossz: 280 nm
Emisszios tartomany: 300 - 450 nm
— 4
5003
—f 1,2: monomer fehérje
3 3,4: 5-6 %-ban aggregatumokat atartalmazo fehérje oldat
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Fehérje bomlasi folyamatainak vizsgalata
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Harmadlagos szerkezet valtozasa a pH
fliggvényeben

Fluorescence Intensity (AU)
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Fluoreszcens jelzések

Fehérjék direkt modositasa festekkel: Lys, Arg
oldallancok amino (NH2)-csoportja, Cys tiol (SH)-
csoportja reaktiv csoportot (izotiocianat,
szukcinimidil észter, ill. maleimid) tartalmazo
festekkel jelolhetd. Pl. FITC (fluoreszcein-
izotiocianat), ANS (1-Anilinonaphthalene-8-sulfonic
acid), Nilus voros, Nilus kék ...

B i e el festek-N=C=S + NH,-prot —
T
,J:b,gi;-ﬂ-' — festé};—}JH-CI' -NH-prot
I‘I‘-.;.-‘?I 0 |
I o
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Fluoreszcens jelzesek (adatbazisok)

Sample Fluorescent Dyes E] @ Excitation [E @ Emission [E @
=+ 1,8-AN3 (1-Anilinonaphthalene-8-sulfonic acid) 75 nm 480 nm
=+ 1-Anilinonaphthalene-g-sulfonic acid (1,8-ANS) 275 nm 479 nm
=+ S-(and-6)-Carboxy-2°, V-dichloroflucrescein pH 9.0 504 nm 525 nm
-+ 5-FAMpH 9.0 492 nm 518 nm
=+ 5-ROX (5-Carboxy-X-rhodamine, triethylammonium salt) 578 nm 604 nm
+ 5-ROXpHT7.0 578 nm 604 nm
+ 5-TAMRA 549 nm 577 nm
+ 5-TAMRApHT.0 553 nm 576 nm
+ 5-TAMRA-MeOH 543 nm 567 nm
-+ G .J0E 520 nm 548 nm
=+ 6, 8-Difluoro-7-hydroxy-4-methylcoumarin pH 9.0 358 nm 450 nm
-+ G-Carboxyrhodamine 6G pH 7.0 526 nm 547 nm
-+ G-Carboxyrhodamine GG, hydrochloride 525 nm 547 nm
-+ G-HEX, 3E pH 9.0 53 nm 559 nm
+ G6-TET, SEpH 9.0 521 nm 542 nm
=+ T-Amino-4-methylcoumarin pH 7.0 346 nm 442 nm

=+ T-Hydroxy-4-methylcoumnarin 360 nm 447 nm



Fluoreszcenciaval kombinalt technikak

UV abszorbancia
JFényszoras
Fluoreszcencia (sajat és festes)




Fluoreszcenciaval kombinalt technikak

Methods for HTF: Tryptophan Fluorescence
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Fluoreszcenciaval kombinalt technikak

Methods for HTF: staining with fluorescent Dyes
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Fluoreszcenciaval kombinalt technikak

Fehérje formulalas kisérlettervezéssel

; PH HTF of Salmon Calcitonin (sCT)
2 3 4 5 6 7 8 9 10 . . N
GhenefCr | X § ;zg » %;X % A ~UV-Vis Absorbance |Fluorescence spectra
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Fluoreszcenciaval kombinalt technikak

Fényszoras (aggregatumok vizsgalata)
Fluoreszcencia (sajat, szerkezet)

- Dinamikus merések (30 — 95 °C)

- Kis mintaigény (ultra-low volume 1-8 pl) g
- 48 mintahely |
- Automatizalt adatgydjtés

- Automatizalt adat feldolgozas
- Kombinalt értékeles
(pl. olvadaspont meghatarozas fenyszorasbol es
fluoreszcens intenzitasbol egyiitt.)




Fluoreszcenciaval kombinalt technikak
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