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Spektroskopije
Za bilo koju spektroskopiju su nam potrebni
lzvor zracenja

Uzorak
Detektor

Za magnetnu spektroskopiju nam jos treba
Spoljasnje magnetno polje

U spektroskopijama, skeniramo po v tj. A

u magnetnim, moze da se varira v (NMR, MCD,MS)

kod EPR; v = const, i skeniramo po B (“klasicni” continous
ektrometri)



IC spektroskopija (FTIC)
Tipovi molekulskih vibracija
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IC spektroskopija (FTIC)

Tri oblasti IC dela spektra:

» Bliska (14000-4000 cm™) - javljaju se trake visih tonova
kombinacione trake, slab intenzitet i voda nije prob
zbog toga sto nema mnogo traka. Ova oblast se koristi
kvantitativnu analizu proteina, masti, ugljovonika sa mal
molekulskim masama. Zbog Sirine traka, koriste s
programi za kalibraciju i dekonvoluciju. Koristi se posebna
za ispitivanje primarnih i sekundarnih amina u prisustvt
tercijarnih na osnovu obasti 10000 do 3300 cm™'.

» Srednja (4000-400 cm') - najcesce koriscena obast,
osnovni modovi vibracija, jak intenzitet spektra

» Daleka ( 400-10 cm™) - nije znacajna, ali postoje rota
prelazi slozenijih molekula, od male vaznosti u analiti




IC spektroskopija (FTIC)

» 3 trake u IC spektru proteina su posebno vazne (tab
» Sve 3 su apsorpcione trake peptidne grupe

Karakteristike IC apsorpcionih traka peptidnih grupa

Vibracije v (cm-1) za o- heliks v (cm-1) za B-ravan
Amid A
N-H istezanje <—N—H —> 3290-3300 3280-3300
Amid I ~—C=—=0— 1650-1660 1680-1700  Najint
(C=0 istezanje) T
|
Amid IT “=—(—N— 1540-1550 1520-1525

« Ukupno 9 traka od peptidne grupe: amid A, B, I, Il
1, 1v, vV, Vi, VI
 Vibracije bocnih grupa u oblasti 1800 and 1400




FTIC spektroskopija
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FTIC spektroskopija

Dekonvolucija signala - exp. spektar lizozi
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FTIC spektroskopija

Primer: promena sek. strukt. fibroina tokom kristali
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Tehnike IC spektroskopije - ATR

» ATR (Attenuated Total Reflection) - primena kod cvrstih i tec
polimerna vlakna, guma, hrana, bioloski uzorci.

» Nema pripreme uzoraka. Spektri refleksije daju iste infor
apsorpcioni, iako ne izgledaju isto.

» Ukoliko je prisutan propusni kristal velikog indeksa refrakcije, on
odbija i prolazi kroz uzorak do nekoliko mikrometara (prola
evanescent wave). Ukoliko postoji apsorpcija svetlosti, zrak je priguse

» Dobro za ispitivanje bioloskih uzoraka zbog malog prolaska zraka
tako da nema pripreme i ostecenja uzorka.

Dielectric /\ /\ /\ /\

Evanescentntni talas - gde se elektricno ili megnetno polje ne pr
EM talas, vec se zadrzava u okolini izvora.

Infrared beam (exit)
Infrared beam (enter) /




Primeri primene IC
spektroskopije

» Ispitivanje koncentracije klinicki znacajnih supstanci
bioloskim fluidima, kroz pretpostavku da spektar daje sun
svih aktivnih vibracija molekula u fluidu. Koristi se metoc
parcijalnih najmanjih kvadrata (kroz kalibraciju spektara s
poznatim koncentracijama molekula od interesa).

» Ove metode mogu da se koriste kvalitativho (ukoliko se
bioloskim fludima nalaze markeri) ili kvantitativno
(promena koncentracije) - primer je artritis i promena
koncentracije hijaluronske kiseline i njenih produkata.
Cesto se posmatraju spektri razlike kako bi se lak$e uocila
promena.

Primena multivarijantne analize omogucava da se na osnhoy,
visine i sirine maksimuma odrede promene koncentracija




Primena metoda IC spektroskopije
u analizi bioloskih uzoraka

» Mogu se ispitivati razliciti tipovi uzoraka: krv, urin,
znoj, pljuvacka, serum, amniotska tecnost,
izolovane celije, brisevi, uzorci tkiva, bakterijske
kulture.

» IC spektroskopija zahteva pripremu uzorka - brzo
susenje i oduzimanje spektra vode ili koriscenje ATR
tehnike, tkiva se presuju izmedu pogodnih supstrata.

» Kod slozenih sistema se moze koristiti kombinacija
D,0 i H,0 u analizi, ali ograniceno zbog bioloskih
uzoraka.

Optimalna kolicina uzorka - tkiva (zapremina 1mm3,
Celijske suspenzije 10-50000 celija).




Ramanska spektroskopija

Komplementarna sa IC - trake koje su slabe
su jake u Ramanskim spektrima i obrnuto
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Ramanska spektroskopija
Laseri

UV: 244 nm, 257 nm, 325 nm, 364 nm

Vis: 457 nm, 473 nm, 488 nm, 514 nm, 532 nm,
633 nm, 660 nm

Bliska IC: 785 nm, 830 nm, 980 nm, 1064 nm
|zbor lasera utice na rezultat:

Senzitivnost - Intenzitet Ramanskog rasejanja je
proporcionalan sa A

Prostorna rezolucija - precnik “spot-a” je odreden,
d=1.22 A / NA (NA apertura objektiva)

Npr: za 0.90/100x objektiv, 532 nm laser ce dati
pot od 0.72 ym, dok ¢e 785 nm laser dati spot.o
.1 um.




Rezonantna ramanska
spektroskopija

>

Koristimo laser sa frekvencijom bliskom onom iz apsorpcione
molekula.

Trake simetricnih vibracija se intenziviraju i pojavljuju se trake
harmonika koji se ne opazaju u obicnoj ramanskoj spektros
(rezonantno pojacane).

Interferencija sa fluorescencijom, ali zbog razlicitog mehanizma S
mogu razlikovati primenom vremenski razlozene spektroskopije.

Prednosti: sadrzi trake samo hromofore koja apsorbuje zrace
granica detekcije smanjena do 10°® mol/dm3, bolja kvantitati
analiza, posebno kompleksa prelaznih metala koji su obojeni.

Sa razvojem lasera, ispituju se proteini i nukleinske kiseline.
Primenom impulsnih lasera ispituju se ultrabrzi procesi i intermedijg

Primenjuje se standardno osvetljenje ali uz rotirajucu ce
refleksionu povrsinu kako se ne bi pregrejao uzorak.



Rezonantna ramanska
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Selektivno pojacanje traka http://www.cobolt.se/applications/raman-s




Primena metoda ramanske spektro
analizi bioloskih uzoraka

» Ramanska spektroskopija ne zahteva uvek pripremu uzorka.

» Nepozeljni su uzorci koji imaju fluorescenciju (Cesta pojava
uzorcima, ali primenom lasera vece talasne duzine se moze kac
opcija fotoblicinga.

» Dobijeni spektri su veoma komplikovani, primena razlicit
dekonvolucije spektara.
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FIGURE 1. Examples of the mean Raman spectra of different types of diseased (gray line) and surrounding healthy (black line) tissues:
(A) chondrosarcoma, (B) malignant peripheral nerve sheath tumor, (C) lung squamous carcinoma, (D) lung adenocarcinoma, (E)
rhabdomyosarcoma, and (F) hepatocellular carcinoma.




Primena rezonantne ramanske
spektroskopije - hem protein

» Ovom tehnikom se ispituju obojeni kompleksi metala (
hem protein). Oblast 1650-1350 cm™! je veoma osetljiva n
Fe u kompleksu, tako da se mogu odrediti spinsko i koordi
stanje u oba oksidaciona stanja.

» Prikazani su rezonantni ramanski spektri deoksimioglo
ugljenmonoksid-mioglobina.

vy

a)Rezonantni ramanski spektar
coms 1564 ugljenmonoksid-mioglobina

b) Rezonantni ramanski spektar

1306 deoksi-mioglobina.
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Povrsinski pojacana ramanska spekt

Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS)

(a) Promena SERS intenziteta (b} Promena SERS intenziteta

. % Raman Ligand *m:" .-Hu\o
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(]i Nanoparticles = nano amplifier
MM
Raman Scattering
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Mehaniza

| L ) R >y o8 M3 5800 J
Gold/Silver Nanoparticles
. . a a A -

in the absence of Hill)

400 600 80D 1000 1200 1400 1600 80 B 000 12001400 1800
Silikatne kuglice sa Ag Raman shift {em) Raman shit {cm

Adsorbujemo biomolekule koje posmatramo na povrsinu metala (srebr
(Cesto se koristi i koloidni rastvor metala).

Pojacavanje signala do 10'9-10"" (narocito kod surface-enhanced res
scattering (SERRS).

Mehanizmi nastanka - elektromagnetni (rezonancija plazmon
emijski (preklapanje orbitala metala i molekula i transfer nael
olarizabilnost).




Primena SERS-a u analizi
nukleinskih kiselina

Cg
10 €¢

Intensity {a.u.)

SIS

Mg |
750 800

A - eksperimenti sa uglom DNK lanca u
odnosu na metalnu povrsinu. B -
promena SERS spektra sa

koncentracijom DNK

Cialla, D., Pollok, S., Steinbriicker, C., et al. (2013).
SERS-based detection of biomolecules. Nanophotonics,
3(6), pp. 383-411.

» Vibracioni modovi adenina su na

SERS spektrima nukleinskih kiseli
ima intenzivnu traku na 730 cm?, ¢
vibraciji u ravni.

Na SERS spektar uticu vreme
metalne povrsine i molekula, kao
koncentracija.

Pri velikim koncentracijama DN}
pakovanje) traka adenina je inte
Odavde se zakljucuje da vedi adenin
ukazuje na manje ugao izmedu DN
povrsine.



IC i Raman poredenje

Apsorpcija svetlosti
Promena dipolnog momenta
Ne moze H,0

Zahteva pripremu uzorka
Nije mnogo skupo

- B . i

O0—-—C—10D O——C—0
Symm etrical stretch Azymmetncal gretch

Nema promene
dipolnog
momenta -

IC neaktivno

Promena
\arizabilnosti

Promena dipolnog
momenta -
IC aktivno

Raman neaktivno

Rasipanje svetlos
Promena polariza
Moze H,0

Ne zahteva pripre
Skupo je

* + - +
vO—~C—O0% 0—C—0
In plane bending Cut of plane bending
IC aktivno

Nema promene polarizabil

Raman neaktivno



Cirkularni dihroizam (CD)

» CD spektroskopija meri razliku u apsorpci
levo i desno polarizovane svetlosti koja j
posledica strukturne asimetrije.

» Peptidna veza je opticki aktivna.

» CD spektar proteina je odraz njegove
sekundarne strukture - uredene strukture
imaju CD signale dok neuredene nemaju.

» CD spektar - graficki predstavljena
zavisnost molarnog elipticiteta neke
supstancije od talasne duzine upadno
zracenja, [0] = f(L)




Peptidna hromofora:

n—m* 210-220 nm

n —n* 190 nm (najintenzivnija)
n—c* 175 nm

« Daleka UV oblast (180-250 nm)

» Ukoliko je protein u nativnoj
konformaciji - peptidna hromofora
ce davati CD signal.

nasumi¢no klupko




Cirkularni dihroizam

Apsorpcioni spektar

B plocica
nasumiéno klupko
a heliks

Waveltngth (nm)

Peptidna hromofora:

n—n* 210-220 nm

n —n* 190 nm (najintenzivnija)
n—c* 175 nm

CD spektar

—r




Cirkularni dihroizam
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Primeri CD
spektara
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CD nukleinskih kiselina

BACILUS CEREUS DNA

SARCINA LUTEA DNA CALF THYMUS DNA
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Nucleic Acids Res. 2009 Apr; 37(6): 1713-17




CD nukleinskih kiselina

Denaturacija

Vezivanje liganada, lekova:

Groove binders - vezuju se u malom dzepu
Intercalators - izmedju baznih parova

-— 38°C
-4 {|— 69°C
— 16°C

0 20 40 T[*C]

T Ll 1

Nucleic Acids Res. 2009 Apr; 37(6): 1713-1725




UV/VIS spektroskopija

» Najces¢e koriscena metoda. Lamber-Beerov zakon
apsorbancije.

» Ultraljubicasti spektri proteina - ispituje se koncentracija
zbog apsorpcije amino-kiselina - fenilalanin, tirozin i tripto

» Spektri amino-kiselina i peptidne veze zavise od lokalnog
pa se moze koristiti za ispitivanje konformacije.
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Opticka svojstva nukleotida

= Nukleotidi intenzivno apsorbuju u UV oblasti

5-AMP 5.UMP
1.0
H7
0.8 I ;
0.6 I
A4
I pH 2
0.2
] l___ [13] m
220 240 260 280 300 220 240 260 280 200 220 240 260 280 300 220 240 260 280 300
talasna duzina (nm) talasna duzina (nm) talasna duzina (nm) talasna duzina (nm)

Spektri osetljivi na pH; protonizacija Ci G,
deprotonizacija U i T — crveni pomeraj

Oblik spektra indicira stepen jonizacije

Fosfati ne uticu na spektre; npr. A isti za ATP,
AMP ] A max max



Ultraljubic¢asta-vidljiva
spektroskopija nukleinskih

kiselina

Sve azotne baze imaju slican
elektronski spektar zbog
aromaticne strukture.

Baze se “pakuju” jedna na
drugu paralelno ili skoro
paralelno.

Stabilizovano vdW silama.

Pojava hipohromizma
(manja  apsorbancija od
zbira apsorbancija) zbog
stacking-a baza.

Sa Zzagrevanjem i
gubljenjem strukture
dvostrukog heliksa, menja
se apsorbancija na 260 nm.

UV spektar DNK

http://oceanoptics.com/measuring-dna-absorbance-sts-uv-microspectrometer/

Normal DNA vs Italian DNA
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e 0,156 pg/mi e 0.313 pg/mlL w0625 pg/mL e 1,25 pg/mlL e 2,5 pg/miL

260 310 360
Talasna duZina (nm)




Ultraljubicasta-vidljiva spektro
obojenih makromolekula - HEM

A . R e e e e .

495 559 575 586
Talasna duZina (nm)




Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopij
nukleotidni koenzimi

» Flavini su vazna prosteticka grupa i ucestvuju u enzims
reakcijama. Mogu da postoje u tri oblika - oksidovanom, se
(radikal) i redukovanom, sa razlic¢itim spektrima.

N N\FO
:C(R]I'I/NH flavin-N(5)-oksid

N
300 350 400 450 500 550 600 650 700 ﬁ(B

R
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Fluorescencija i fosforescen

------ > Unutrainja konverzija
A ] I
82 AA pe—  mm———- » Intersistemski prelaz
]
]
i
Apsorpcija :
v
A ]
e s
S1 T >
T
T4

Fluorescencija B
Fosforescencija

T ———
P ——

So Tvv Wﬁ

Dijagram Jablonskog sa prikazanim elementarnim
procesima.

Vibraciona relaksacija 10
Unutrasnja konverzija 10
Intersistemski prelaz

Fluorescencija 10¢-10° s
Fosforescencija 10-4-102

Kvantni prinos za svaki od procesa

__ broj molekula dezakt. datim proceso

ukupan broj apsorbovanih fot



Fluorescencija bioloski
vaznih molekula
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Fluorescentna spektroskopija
proteina

» Proucavanju strukture, funkcije, konformacionih
promena, ligand-protein interakcija

» Samo proteini imaju sopstvene fluorofore: Trp, Phe, Tyr

» Visoka osetljivost indolovog prstena Trp na promenu
polarnosti njegovog lokalnog okruzenja sto dovodi do
promena u njegovom emisionom spektru

Uticaj okruzenja Trp na emi
proteina. Methods ng)ch
35,117-129.

INTENZITET, a.u.

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
300 350 400
talasna duZina, nm




Primena fluorescencije - SSB pr

a T T
» Single-stranded protein (SSB) se 177 "
vezuje za jednolancanu DNK. 06_’§o. ra
» Kada je SSB povezan sa DNK gasi & " 1
se fluorescencija triptofana. 'g 04 (s SS8a
» Smanjenje  fluorescencije  je - Wik Mok
direktno proporcionalno kolicini | N S Onar=0.802001
razvezane DNK. - : | | R |-
kot | ohot ©
o e

[(dT)sohot (M)

Procenat gasenja fluorescencije
zavisnosti od koncentracije poli
koncentracije 0,1 (kvadrati) i
SSB protein. (trouglovi).

http://schmieder.fmp- Kozlov, A. G., Galletto, R., Lohman, T. M.,
berlin.info/research/ssb.htm 83.
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Fluorescentno obelezavanje

Fluorescentno bojenje proteina, nukleinskih kiselina i d

biomolekula.

Kada se specificna antitela ili drugi biomolekuli hemijski vezu |
fluorescentnom bojom, postaju fluorescentne probe za detekci
antigena.

Ova metoda se koristi za celijski imidzing, citometriju (flow cyt
vestern-blot analizu i ELISA testove.

Fluorophore
0 X Detection in Western Blots
-
< 0D .
|\ - Detection Signal
'\' l\é W a {colorimetric or chemiluminescent)
= -
Molecule that Enzyme-conjugated — Enzyme Substrate
targets actin Secondary Antibody
Primary Antibody
Target Protein
- | -
/ 7 | AN . . . :
_‘J,/ y, = , N\ o . Transgenic mouse glowing because of

green fluorescent protein from jellyfish
Membrane Containing Transferred Protein —— (U. Penn)




Fluorescentne probe za
slobodne radikale

» Nalazenje specificnih proba za reaktivne vrste kiseonika (anjon (0,), hid
(HO,’), hidroksil (OH'), peroksil (ROO") i alkoksil (RO") radikal, vodon
(H,0,) i singletski kiseonik ('0,)), azota (azot-dioksid (‘NO,), diazot-trioksid
peroksinitrit (ONOO-"), nitrit (NO,), nitrat (NO;) i nitroksil (HNO)
(hipohlorasta kiselina (HCLO)).

» Potrebno obratiti paznju - specificnost reakcije, upotreba katalizatora, rez
intermedijerima, prisutnim antioksidansima, produktima reakcija, instru
zahtevi.

» Cesti artefakti - nepouzdana metoda iako se jako koristi.
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RSH l

o . e .
. da:::) ° e Reakcije oksidujucih radiakala sa

Q.
RSH RS* proba redukovanim probama (a) i
UH,- . . . o g
- () v@(ﬁ Rl antioksidansima (b)-(d), kao i int
CO - O ypy,-oheidans . Aso- @2) @3) antioksidanasa i proba; RSH, ti

a7 . )
ureati, AscH-, askorbati.

NO 2 ‘\——-/ AscH-" radikal

(d) (21) probe

@) AscH-2E g0 — RgH
(24)
redukovana 02._

proba

oksidovana
proba




Mikrofluorescentne
metode

« Koristi se mikroskop.

« |spitivane vrste interaguju sa
probama i posmatra se
fluorescencija.

* Posle uzorka svetlost opet prolazi
kroz polupropusno ogledalo koje
blokira reflektovanu svetlost.

« Moze se izdvojiti 1 foton od 10000
fotona i na taj nacin analizira vrsta
od interesa.

 Prednost je snimanje odredenih Prikaz fluorescentnog mikrosk
delova uzorka i bolje fokusiranje.

« Ukoliko se uzorak ne pomera, onda
promenom upadne svetlosti mogu da
se pobude razlicite fluorofore.

| prostorna dijafragna
dijafragma aperture [




mikrotubule

jezgro

centrozomi

zajedno

Za razlicite organele postoj
probe - mitohondrije (Mi
lizozomi (LysoTracker),
aparat (Konjugati lektina), je
koji se vezuje za DNK).

Da bi se ispitivao bioloski
potrebno je da se
fotoizbeljivanje kako bi se
fluorescencija ostalih fluorofora.

Gasenje fluorescencije moze dafseldesi
i zbog prisustva slobodnih£radikala,
tako da se dodaju agensigkoji vezuju
slobdone radikale i odrzavaju emisiju
proba.



>

>

Konfokalna mikroskopija

Dobija se slika visoke rezolucije (u odnosu na
fluorescentnu mikroskopiju).

Lasersko zracenje se fokusira na fluorescentnu
vrstu kroz objektiv i posmatra se mesavina
odbijene i emitovane svetlosti i prenosi do

dihroicnog ogledala i emitovana svetlost
prolazi do konfokalne aperture (pinhole), kako
bi se fokusirala svetlost, i do

fotomultiplikatora.

Da bi se dobija 2D slika, jedna po jedna tacka
je skenirana preko uzorka.

Fluorofore se pobuduju jedna za drugom, zbog
postojanja sistema za pracenje veceg broja
talasnih duzina.

Dobija se 3D rekonstrukcija uzorka sa
povecanom rezolucijom

L Fotomultipl.

Pinhole

~ zraka

_Socivo

Delilac

objektiva



Neuron Epit’eliJ:alne Mitohor)drijev.
celije (crveng) i Goldzi
kompleks

(plavo)



Apsorpciona spektroskopija X-z

» Apsorpcija zracenja rezultuje izbacivanjem elektrona sa unutrasnjih o
imaju ostre maksimume koji su jedinstveni za svaki element periodnog
oscilacije energija su posledica okoline u kojoj se element nalazi.

» lzvor zracenja je najcesce sinhrotron.

Metoda se najcesce koristi za ispitivanje metaloproteina, farmaceutika
komponenti (neorganskih elemenata, radiokativnih elemenata i
elemenata sa fizioloskim dejstvom.

» Najces¢e se radi u kriogenskim
uslovima da bi se sprecilo
termalno neuredenje.

Uzorci se pripremaju
kriofiksacijom i  ispituju u
kriogenskim uslovima (u te¢nom
helijumu ili azotu).




Apsorpciona spektroskopija X-zra
fizioloski aktivni elementi

Primer elementa sa fizioloskim dejstvom
je sumpor, koji se nalazi u dovoljnim
kolicinama da se moze detektovati.

Redukovana i oksidovana forma S moze
da se odredi iz K-granice apsorpcionom
spektroskopijom kao redukovani i
oksidovani tioli, cistein i metionin
sulfoksid.

Metoda omogucava pracenje
metabolizma taurina, sulfonske kiseline
u zivom organizmu.

Ispitivana je i uloga S u
neurodegenerativhim bolestima. Pored
S, ispitivani su Br i | u organizmima za
koje se zna da akumuliraju ove
elemente.

L l I
2475

E'eV)

L l Ll 1 1 LA A1 1
2480 2485 2490

L1 l I l Ll 1l
2465 2470

Dekonvolucija spektra sa
razlicitim udelima S u
jedinjenjima a) RSSR, b)RS
RSR’, d) RSO, e€) RSO; i

http://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/bi7



Apsorpciona spektroskopija
X-zraka: metaloproteini

» Ispituje se lokalna a i a G
koordinacija metala u - ]/AV )

.. /|
proteinima i

» Znacajno zato $to 1/3 svih \ g
proteina od znacaja u
organizmu sadrzi metal.

» Priprema  uzorka je ‘
R

znacajna za ispitivanje
proteina i mogu da se

analizirati metalni centri T
koji cCesto nisu dostupni \
drugim metodama.

(b)

Poredenje strukture dobijenje kristalog

struktura je dopunjena podacima i

(metaloprotein sa bakr
http://journals.iucr.org/d/issues/2000/06/0




Kristalografija X-zracima

primarni snop zracenja

» Najvise koris¢ena tehnika odredivanja
strukture biomolekula. Da bi se Kkoristila
potreban je kristal (mada se razvijaju i
metode koje koriste nekristalne strukture).

kontinualno
x-rracenje

’
fif{;n..

» Koriste se X-zraci zbog rasejanja na
elektronima  kristalne  resetke.  Sociva h
sakupljaju infomacije o amplitudi rasejanog )
zracenja, primene se metode dobijanja faze "

I
. . - e - _,f:;,
i na kraju molekulska struktura. ressiEne frareniE “4
» ZraCenje se dobija bombardovanjem
metalne mete visokoenergetskim Nastanak x-zracenja
. v oo . . . . http://www2.rgu.ac.uk/life_semweb/xray.
elektronima. Znacajan izvor su i sinhrotoni. w '

Izvodenje Bragovog uslova za

konstruktivnu interferenciju.
http://hyperphysics.phy-
ni = 2d sin @ astr.gsu.edu/hbase/quantum/bragg.html

2d sin &



Teorijski proracuni su znacajni
za dobijanje strukture, kao i
prethodno odredene

strukture.

http://www.sci.sdsu.edu/TFrey/Bio750/Bio750X-
Ray.html

CRYSTALS

Od difraktograma do

strukture. http://xray.bme.uu.se/xtal/

theory
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Primena kristalografije X-zraka

A Godi3nji porast broja kristalografskih stuktura u bazi podata proteina
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Year since first membrane protein structure (1985)

Prva kristalna struktura - mioglobin,
Kendrew (1962). http://pdb101.rcsb.org/motm/1




Kristalografija X-zraka
nukleinskih kiselina

Transportna RNK

http://cen.xraycrystals.org/transfer-
rna.html

Strukture DNK: A, Bi Z.

https://en.wikipedia.org/wiki/DNA

Ribozomalna RNK, kataliticka ul
peptidne VEeZEe. http://www.daviddarling.i



Kristalografija X-zraka
proteina

Kanal za K, podaci o provodljivosti i
selektivnosti za ovaj element

https://en.wikipedia.org/wiki/Potassium_channel

Hormon rast:
ekstracelijski
komplek

ompleks za sakupljanje svetla kod spanaca,
zolucija 2,72 A prepoznavai

://archive.sciencewatch.com/inter/pod/extras/09novLiu/




Primer:; Ribonukleotid reduktaza RNR

supstrat .

R1 podjedinica (R1 protein)

R2 podjedinica (R2 protein)

Biglino et al. (2006) Phys. G




Proizvodnja mutantnih enzima
Odredivanje aktivnosti koriscenjem 3HCDP (scintila
EPR spektroskopija na niskim T
EXAFS

Rentgeno-strukturn
analiza

J. Am. Chem.
Soc., 2012, 134 (1)
123-125




Pec-klemp tehnika

» Elektricne metode za ispitivanje jonskih kanala su koriS¢ene davno
bila poznata njihova struktura.

» Patch-calmp tehnika koristi pojaCavaC transmembranskog potenci
pipete sa vrihom mikrometarskih dimenzija (za merenje struje).

» Princip je slededi:
- okrugli vrh pipete (pre€nika oko 1um) se pritisne uz ¢elijsku membranu
- primeni se mali vakum da bi se osigurao kontakt sa celijom

- unutrasnjost cCelije je ispunjena elektrolitom da bi se kontrolisalo ponaSanj
kanala prisutnih u "uhva¢enom" delu membrane.

Patch-Clamp

= Da bi se mogle meriti male st
stvorene prolaskom jona kroz
kanale, otpor izmedu pipete i
membrane mora biti veliki t
gigaseal.

= Zato je vakum veoma
dozvoljava da medij
prodre u elektrolit




Pec¢-klemp tehnika

U zavisnosti od tipa kontakta izmedu
pipete i celije postoji cetiri tipa
snimanja:

- cell attached (za merenje signala

pojedinih kanala koji su unutar
“zakrpe” - veliki otpor.

- whole cell (vakumski puls
ostvaruje elektricni kontakt sa
unutrasnjoscu celije) membrana
puca - snimaju se svi jonski kanali u
membrani + mogucnost ubacivanja
hem. reagensa u celiju.

- inside out (kao whole cell uz
odvajanje pipete od celije prikom
cega se otkida kanal uz zatvaranje u
odnosu na okolni medijum. Za
ipitivanje jednog kanala u
citoplazmicnom medijumu.

- outside out (kao whole cell uz
odvajanje pipete od celije kada se
stvara vezikula na njenom vrhu. Za
ispitivanje ponasanja jednog kanala
pod uticajem spoljasnjih receptora.

Micropipette
Opening 0.5 ... 1 u\
Low resistance

Seal (50M)

Cell membrane —+

Suction
A

cell-attached
recording

Gigaseal
(10.... 100 Q)

-

Pulse of
suction ' t
ruptures the
membrane —rp
patch
Cytoplasmic bridge
collapses
Using a O
small cell 1
. B Pull in
low Ca+
—IN medium
Cytoplasmic bridge Alr expostire
coliapses bre::(}so out
the cell patch

2...10Q
electrode
resistance

<
v 9

Whole cell Outside - out
recording patch

Inside - out
patch




Pec¢-klemp tehnika

» Tri od opisanih metoda snimanja sluze za merenje pojedinacnih jo
pod uticajem razlicitih agenasa.

» Kakve informacije dobijamo iz patch-clamp merenja?
- na slici je tipican patch-clamp signal jednog kanala

- prisustvo ili odsustvo struje govori nam o tome da li je kanal otvoren ili

In [PA]
0 '%WWWMF g:::al
=
-2 -
j: -h ........ b ........... ‘h ------------- .* ....... oC:;mu
C'l 2'0 4'0 BlO 3'0 “1)0 1,‘;0“” -

ElektrofizioloSka ispitivanja jonskih kanala dokazala su hipotezu
membranskih struktura koja se ponasaju kao vrata za jone.




NMR - hemijski pomeraj

sprezanje jezgara

-OH -NH

) L, | | ]

T 1 ||_"J| 1 1 1 1 1 1 1 |*

12 1 10 9 8 i i} 5 1 3 2 1
CH- Ar
CHAN - cn,

RCO CH,X  CH,S
RCHO Ar-H C=C
H ' ch,o =—H M

CH.C=0 ¢CH
CH,C=C

Hemijski pomeraj - uticaj okoline.

http://www.mhhe.com/physsci/chemistry/carey/student/olc/ch13nmr.html

Seme cepanja

Ekvivalentno cepanje Meekvivalentno cepanje

singlet
I ] jedan sused I
A A dublet X L X
-/r N N . dublet I{ \l l.z -\l
I 1 ‘l triplet dubleta A A
I I P il
g kvartet dublet dublet dubleta

(QH maks. )

Seme cepanja

http://www2.ups.edu/faculty/hanson



NMR - odredivanje strukture
proteina

aronlatjni HA
_ HN - - |_alifati¢éni
metil
“ FE

Oblasti od znacaja u analizi amino-kiselina u proteinu (jaje sa
lizozimom)

Posebno su znacajne amino-kiseline iy, viienorproteina (somia o
na krajevima lanca.




Isptivanje protein-DNK
interakcija NMR-om

» Proto-onkogeni su delovi DNK koji kodiraju
proteine koji imaju normalnu funkciju, ali pri
mutaciji postaju onkogeni koji izazivaju rak.

» Jedan od ovih delova DNK je onaj koji kodira
protein ukljucen u transkripciju.

» Ovaj protein se vezuje za jednolancanu DNK i
sadrzi Cetiri homologna ponavljanja i linkere
razli¢ite duzine. Najmanji domen koji se vezuje
za DNK je oznacen kao KH3-KH4 i struktura je
reSena pomocu visedimenzionog NMR-a.
Molarna masa kompleksa je 30000 D.

Vaznost oktrica je u konceptu da se
transkripcija DNK moze kontrolisati sa znacajne
distance duz lanca DNK kroz prepoznavanje
jednolancane DNK dobijene transkripcijom. Struktur kmplelea SIS
Nastavak studija omoguci¢e razvoj mehanizma

za kontrolu transkripcije.




31P NMR

» ATP je kljucan molekul za normalno funkcionis
zato je bitno znati promene u njegovoj koncent

» 3P NMR spektroskopija - in vitro i in vivo

m 3P NMR spektar misica ex vivo

P-Creuting
SP%%O.%M'” / A /} e / ATP

g \‘\N/ \‘\M/\VMW\M

5 0 5 Hg—> -10 A5 ppm

-20




MRI

» Uzorak se ozracuje RF zracenjem uz gradijenta magnetnog poljal

» Korstimo razne sekvencije (spin-exo, inversion-recovery, gradijen

. . Slike zasnovane na relaksaciji pro
Spin-exo sekvencija i masti.



ImidZzing magnetnom
rezonancom (MRI)

>

Metoda za razlikovanje tipova tkiva. Od znacaja su jezgra 'H, 3C
Koristi se gradijent magnetnog polja i apsorpcija zavisi od gustine
tako da se menja T1 vrednost i direktno odreduje sadrzaj vode i m

Nizom poprecnih preseka i rekonstrukcijom dobija se 3D slika.

Funkcionalni MRI.

LANGUAGE TASKS

- ! . 3 ;
- ) § "
¥ . of IV -
ﬁ ! . % ﬁ \ L '

RESTING-STATE




 Kombinacija X kristalografije, NMR-a i mnogo sati Kk
simulacija i proracuna je dobitna kombinacija u najaktuelnij
savremene biofizike - odredivanju strukture proteina

8 (ppm)

A me
pro




IVaGem

* Na Cys se nakaci spin-label 1_

- Moze se raditi i izmena Ala, Serili ThrsaCys ~ — L /W& -
(pravljenje proteina-mutanata).

* Analiza EPR spektara dobijenih labela moze
nam pomoci da odredimo strukturu membranskih
proteina.

« Evo kako se to radi ...

e . *
X—sz " N
o} + # 3

5-maleimido-proxyl Cys EPR aktivna
spin label AK

o
O

Reakcija maleimido-proxyl spin labela sa proteinom koji ima cisteine




Zasto je spektar bas ovakav?




EPR oksimetrija. Lokalizovane (implantiran
oksimetrijske probe (p0O,)

Simultano merenje pO, na 2 mesta u mozgu koris¢enjem LiPC

-Subjekat: Mongolski gerbils

-Nekopletan  Willisov  krug dozvoljava
indukciju ishemije samo jedne strane mozga
unilateralnom karotidnom okluzijom

-Metod za pracenje ishemije

C

Bottom view of brain
. A

N

Normal
p0,=24.1 mmHg

Y\

Ischemic
p0O,=11.4 mmHg

1 A 1 A 1
399.8 400.0 400.2

Magnetic field (G)

Gradijant magnetnog polja

PR spektar dva LiPC kristala u dva reznja odrazava
azliku pO, nakon unilateralne karotidne okluzije.

T,” - nagnasena MRI slika mozga u koji s
stvaki rezanj mozga). Tamne regije s
(<100 gm) zbog namerno izazvanih 3



\ :
ucavanje

WWW Control ischemic core

W“’JWW“‘“J W\/»M Ischemia ?.
w-""\“"‘"{ ]M\W’\fuw Reperfusio | 1

ischemic normail

side side
P 989 9lh 3 9% 4l 4 EPR i NMR slike mida  Prekiopliena
Magneric Fieta (G) koji je doziveo $log EPR/NMR slika

—— Skin and dura

- Oksidativni stres koji je izazvan e

reperfuzijom. ST,
- EPR signal dobija se tek e i
oksidacijom hidroksilamina koji nije
EPR aktivna vrsta a koji se injektuje u
miSa pre ishemije.

- Poredenjem MRI i EPRI slike moze
se lokalizovati ishemiCno mesto i
izvrSiti kiseoni€no mapiranje.

£

=21 g (ontralateral
hemisphere

E | |
= [schemic ulc’

Kisoniéno mapiranje misjeg
mozga tokom ishemije



EPR ispitivanje
metaloproteina

» Jedna od najboljih metoda ispitivanja spinski aktivnih
metalnih jona.

Metal lon Electron Configuration Spin State 1
Fe?* & $=0(ls)orS=2 (hs) s S5\ . sy [22:2:"
Fe™* ¢ $=5/2 (hs) (Cys)8” Ngs NS(Cys) b .
NIt d S=%

[\ing d* S=0orS=1
Ni** d’ S=% o
cu d° $=0 e, i
™ & S=% ii_ [3Fe-as]
Femms? ™ s(Cys)
Najce$ce ispitivana aual .
jezgra e
(©ys)s [4Fe-a5]
T m—
T .S(cm (view)
(c”)'-' " 8(Cys) [4&-45]”

ol . 4 . [.ms] : " . i ; - "
1. Pnl!kom _ pripreme uzorka _moguce je T
oksidovati/redukovati metal u proteinu. Field (Gauss)

2. Na osnovu g-faktora se odreduje metalni jon,
visoko/nisko spinsko stanje, i hipefina struktura Zavisnost izgleda signala od
daje podatke o spinski aktivnhim jezgrima u naelektrisanja i tipa Fe-S ko

ligandima
g>g, ukoliko je vise od pola orbitale popunjeno, i
obrnuto (podaci o samom jezgru)



EPR ispitivanje
metaloproteina

» Posebno je vazno ispitivanje na visim
frekvencijama posebno ukoliko je prisutno
nekoliko razlicitih metala.

» Na spektru se uocava pored bakra, i signal
mangana (6 maksimuma) koji je necistoca
u laktoferinu. Ovo nije vidljivo na nizim
frekvencijama zbog smanjene rezolucije.
U oblasti od 2,9-2,95 T postoji signal
molekula koji su postavljeni paralelno u
odnosu na korisceno polje, i od 3,2-3,3T
molekula koji su postavljeni normalno.
Postojanje cetiri maksimuma ukazuje na
interakciju nesparenih elektrona sa 4
spinska stanja bakra.

A -
3.2 325 33

Cu+2

N

r

Laktoferin
karbonat

Mn+2

2.8




EPR Imidzing (EPRI)

» EPRI omogucava snimanje spektara sa
odredene povrsine. Zbog male koncentracije
paramagnetnih supstanci dodaju se hvataci
spinova ili probe. Moguce je merenje i uslova
okoline - pritiska kiseonika, koncentracije
tiola, pH, visokoznosti i temperature kroz
promenu spektra vestacki ubacene probe.
Spektralno-prostorno snimanje se radi u
svakoj tacki i na taj nacin meri koncentracija.

Length (cm)

EPRI - prikaz parcijalno
kiseOnika https://epri.uchica

Ukoiko se pored 3D meri i neki drugi
parametar, moze se govoriti o 4D EPRI.
» Ubrizgavanje probe se radi u krvotok ili A i !

lokalizovano, zavisno od dela koji se snima.
Moguce je ubacivanje eksperimentalne
Zivotinje u magnet. Koriste se frekvencije od
250 MHz i 1 GHz zbog dobrog prolaska kroz
organizam. Merenje parcijalnog pritiska
kiseonika ukazuje na oporavak posle tretmana
tumora, na primer.

Merenje oksimetrije - sirenje maksimuma Ispitivanje tu

usled  prisustva  kiseonika u  uzorku hiboksii
. . poksije.

(superhiperfina struktura). Dt/ Fwww.winis

2.html




Nove EPR tehnike:
ENDOR, ESEEM i HYSCORE

» Dve pulsne tehnike - Electron Spin Echo Envelope Modulation
Electron-Nuclear Double Resonance (ENDOR).

» Ove tehnike omogucavaju da se na osnovu promena u signalu odre
od spinski aktivnih molekula nalazi u blizini metalnog jona ('H, 2H
5N, 170, 31P i 33S). Pod povoljnim okolnostima, mogu se odrediti i r
metala od liganda i uglovi. lako obe metode daju iste podatke,
osetljivost moze dosta zavisiti od uslova snimanja.

a fan,

ENDOR prelaz - prelaz NMR. Spektrometar se sas
VMR 1 standardnog cwEPR i radiofrekventnog izvora, ta
se jezgra ispituju na osnovu njihove Larmorove
frekvencije. Smanjena je osetljivost u odnosu na

3470 3475 3480 3485 3490
Gauss

Vv
J__1" A
a v Interakcija elektrona 5=1/2 i Cetiri
VMR 2

- " ekvivalentna jezgra spina |I=1/2

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 Murphy, D.M., Farley, R.D., Chem.Soc.Rev., 35(2006), 249-268.
MHz

VNMR 2




HYSCORE

» ESSEM je vazna tehnika za ispitivanje interakcije
spinova i okolnih jezgara. Poboljsanje tehnike je
Hyperfine Sub-Level Correlation (HYSCORE), koja
je u sustini 2D tehnika i omogucava analizu
uzoraka sa slozenim interakcijama medu jezgrima i
elektronima. Mogu se dobiti informacije o spinskoj
gustini, duzini veza i uglovima.

» Kao primer prikazan je enzim koji prikazuje pikove
zbog prirodne zastupljenosti 13C i "“N.

» Da bi se detaljnije ispitalo kako se metabolicki
intermedijer MECPP vezuje za klaster, razlicite
oblasti su obelezene BC i 170. Pojava novih &
maksimuma u spektru pokazuje kako bi trebalo
rasporediti delove proteina i pokazuju kratke Fe-O

veze.

me._‘

:n_m i

Frequency [MHz]
- M W s e e v meB

HYSCORE spektri na g=2,019. a) bez
obelezivaca, b) obelezeno 3C, c)

obelezeno i 70.
https://www.auburn.edu/~duinedu/epr/1_theory.pdf

Frequency MHz]




Masena spektrometrija

» Tri osnovna koraka - jonizacija, analiza masa
i detekcija jona.

» Kuplovani sa metodama razdvajanja L
(hromatografija).

» Zasnovana na analizi odnosa m/z, zbog
kretanja naelektrisanih Cestica u
elektricnom i magnetnom polju.

'
§ a0
SR teZi atomi ili molekuli

z H?2r?
—= - osnovna jednacina kretanja u

elektrlgnom i magnetnom polju.

» Najjednostavniji su magnetni analizatori r =
l(ZmV)l/z ;Ar _1sm 14V

H Z ro EF E %4
(smanjuje se relativna greska visokim naponom
(8000 V)

» Ispituju se vrste do 15000 D, ukoliko su
povezani magnetsko fokusiranje sa
elektrostatickim analizatorom.



Kvadrupolni analizatori

Promena elektricnog polja, tako sto
se primeni stalno polje i dodatno
oscilatorno polje sa faznom razlikom
od 180° prolaze joni samo da
odredenom razlikom m/z.

Ispitivanja do 10000 D.

Povezani sa jonskim zamkama, tako
da se i vreme preleta moze
ispitivati. Time se  povecava
rezoluciju i osetljivost.

Primenjuju se konstatno i oscilujuce
polje, i sa povecanjem polja neki od
jona se sudaraju sa zidom suda.

kvadrupolne cevi detektor

izlazni razrez

joni

rezonantni jon

ulazni razrez nerezonantni jon

http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/



Analizatori vremena preleta

<

1/2
V= (%) laksi joni brze stizu.

Da bi se koristila ova metoda, potrebno je da joni istovremeno b
analizatoru, razlike vremena pristizanja su reda ps. Da bi se pove
osetljivost i rezolucija, joni se usporavaju, preko ,,sociva“ elekt
polja.

Prednost je neograni¢ena oblast masa koje se ispituju i visoka ose
(rezolucija do 15000)

-

-~

komora za jonizaciju joni maseni spektrogram
E ubrzavanje E :
uzorak ispareni | ' jonski snop o i:il'gitali. :
= uzorak p | o

‘elektritno ! i | signal | I |
- el : I

elektroni? polie = -

[s]
Lili laser P detektor mie

http://www.docbrown.info/page04/4_71atomMSintro.htm



Tandem masena spektrometrij

» Povezivanja dva i vise analizatora, kako bi se bolje razdvojili j
masa. Posebno znacajno za bioloske uzorke.

» Koraci - odabir oblasti masa, fragmentacija i analiza masa. Od
se fragmetnisu u sudarima sa atomima inertnog gasa i analiziraj
analizatorom. Zavisno od metode fragmentacije, dobijaju se joni
biti istovetni onim iz prvog analizatora.

» Triplkvadrupol - prvi selektuje jone, drugi za sudare i disocijaciju i t
analizu produkata.

——1 —1
[DoB= B, 5

Detektor

lzvor jona Ms1 Sudarna éelija MSs2

http://america.pink/tandem-mass-spectrometry_4282870.html
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1. Jonizacija elektronima - bombardovanje elektronima energije
zagrevanjem metala. Da bi doslo do jonizacije, elektroni moraju da

svaki molekul, ali je problem sto se molekul dosta fragmentise, nekad
roditeljski jon. Istorijski najvise koris¢ena, velike baze podataka.

4. Elektrosprej jonizacija (ESI) - sprej naelektrisanih kapljica se pravi od
nalazi na metalnom vrhu sa 4000 V. Sa smanjenjem povrsine zbog
interakcija, nestaje kapljica i nastaje sprej. Nastaju visestruko naelektri
ispituju se molekuli do 100000 D, dobra osetljivost - piko i femtomo
Problem je analiza zbog nesigurnosti o naelektrisanju jona.



Ispitivanje bioloskih uzoraka

Metoda jonizacije

Peptidi FAB, MALDI i ESI Protonovanje,

deprotonovanije

Proteini MALDI i ESI Protonovanje,
deprotonovanje

Ugljenihidrati FAB, MALDI i ESI Protonovanje,
deprotonovanje,
katjonizacija

Oligonukleotidi MALDI i ESI Protonovanje,
deprotonovanje,
katjonizacija

Mali biomolekuli FAB, MALDI i ESI Protonovanje,
deprotonvanje,
katjonizacija,
izbacivanje e




Ispitivanje bioloskih uzoraka
- proteini -

» Potrebno 5-100 pM rastvora, cesto je potrebno precis¢avanje
(gasna i tecna hromatografija). Kalibracija instrumenta
supstancama i unutrasnjim standardima se radi zbog boljeg odredi
Masa se odreduje sa preciznos¢u od nekoliko desetina
makromolekul od 100000 D.

» Proteini - Koriste se meke metode jonizacije. Rutinska analiza, \dc
koncentracija. MALDI i ESI omogucavaju odredivanje promene u
je zamenjena samo jedna amino kiselina, primenjuje se kod  prt
specificne mutageneze (site-specific mutagenesis).

» Ispitivanje nepoznatih proteina - koriscenjem eksopeptitaza (karboperok
i aminoperoksidaze), koje odsecaju jednu po jednu aminokiselinu. Porede
sa poznatim polipeptidnim lancima odreduje se detaljno struktura. Ili sé
koristiti tripsin koji razdvaja amino-kiseline. Ukoliko postoje
mostovi, onda se redukuju disulfidi prvo (moguce odrediti broj
mostova na osnovu promene mase nakon redukcije).

Genome project i proteomika.
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Maseni spektri proteina
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https://www.sepscience.com/Informatio
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Ispitivanje bioloskih uzoraka
- nukleinske kiseline -

SRR et » Najcesce  MALDI (
e STHE hidropikolna  kiselina
" 2,4,6-trihidroacetofeno

g, \L tiotimin za UV, i glice
E__,_,fﬂ’, ,,,N - ) oblast).
2 e ' » Zavisno od matrice - ve¢a
é; s |, fragmentacija.

| o ) (-c();_m, » Najcesce analize - s
'hrC".,-cf \J\‘ (wg) - !ekpya, . rpesto' .mod
thw‘w ispitivanje infektivnih agg
, - , i 1,5 detaljna dijagnostika bolg

2000 3000 4000 5000

Petnaestomer ispitivan u dva matriksa - 3-HPA i 2,5-DHB (dosta fragmenata)
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Primer - ispitivanje
kompleksa metala sa DNA

) ———— [&TAGOHT' A

75 -

50 |
Ez“
% 100,
& 75 | [PYNH,), d(TAGC})-3H]-
IR/succinic acid
1 dimer
.M{a
mjiz 1500 2000 2500

Costello, C. E. et al. Int. J. Mass Spectrom. lon Proc. 132 (1994) 239-249.

» Joni cis-platina-DNK komp

dobijeni su MALDI tehniko

Stabilnost kompleksa zavis
talasne duzine i korisce
matriksa.

Kompleksi daju informacij
mestu vezivanja ukoliko
koristi enzimska digestija.



Mikroskopija atomskih sila
(AFM) - osnove metode

Posebno dizajnirana sonda - Siljak i
mikronosac. Skeniranje se zasniva na
prevlacenju sonde po povrsini, a slika
nastaje promenom polozaja nosaca
usled postojanja sila izmedu povrsine i
siljka. Polozaj se odreduje laserski i
dobijaju se slike u 2D.

Moze da radi u dva moda - kontaktnom
i bezontaktnom. Poslednji razvijeni je
polukontaktni u kome siljak
rezonantno osciluje iznad uzorka i
dodiruje povrsinu frekvencijom koja
zavisi od jacine sila.

Promena faze i amplitude ukazuje i na
magnetne sile (mikroskopija
magnetnih sila).

Fotodetektor sa 4
) kvadranta

}/l Merenje zraka sa

Laser mikronosaca

Mikronosaé

Xyz pomeranje

nosac uzorka

Prikaz AFM mikroskopa



Mikroskopija atomskih sila
(AFM) - osnove metode

AFM je bolje od SEM jer:

Realni 3D prikaz povrsine uzorka
Dielektricni uzorci

Uzorci koji ne mogu u vakuum

Ali ne daje hemijski sastav




Primena AFM u ispitivanju
¢elija tumora

» Ovo metodom mogu da se ispituju strukture koje nisu vidlj
mikroskopom. Dobra 3D struktura uzorka, ispitivanje na vazduh
(uslovi sli¢ni prirodnim, za celije na pr.), mogucnost rada u imid
razliciti tipovi uzoraka su samo neke od prednosti ove metode.

» AFM se smatra komplementarnom metodom ostalim biohemijskim.

» Metodom se dobijaju informacije o mehanickim osobinama celija
citoskeleta, na pr. ) i silama medu molekulskim kompleksima
informacije). Obe vrste istrazivanja mogu da se koriste u ispitivanjt
na nivou jedne celije.

Tumor dovodi do promena u strukturi, ponasanju, mehanickim osob
rastu, morfologiji, interakcija na nivou celija, celijskoj memk
citoskeletu. Zbog smanjene koliCine aktinskih filamenata i mi
smanjuje se cvrstoca citoskeleta. Sa druge strane, ukoliko se ra
neki od proteina su glikozilovani (imaju dodatne oligosahardk
menja funkcije.




Primena AFM u ispitivanju
¢elija tumora

» Krutost Celija se prikazuje kao kriva sile sto -
predstavlja zavisnost otklona mikronosaca -
(preveden u silu) od udaljenosti uzorka. '
Ukoliko je materijal stavljen tako da se ne
deformise lako, otklon predstavlja samo
udaljenost materijala (prava linija), za
realne uzorke postoji nelinearni karakter ,
krive. Oduzimanjem ove dve krive dobija se jbezinterak. yoneaktal defolr(maciia
zavisnost  koja je Kkarakteristika samog ool S
materijala. Odatle se moze izracunati o "0 0 PP

Jungov moduo.

bez —E povlacenje /

deformacije

™ [nN]

0.5+

2000

Merenje krutosti

» Metodom se retko odreduje apsolutna
vrednost modua, zbog  ogranicenja
povezanih sa izvodenjem formule i realnim
uzorcima, ali su i relativhe vrednosti dobre
zbog uporedivanja celija tumora i zdravih
celija. Moduo je kod celija raka za red
velicine manji od referentnih celija, zbog
promena u citoskeletu.




Primena AFM u ispitivanju
¢elija tumora

» Merenje interakcija izmedu para molekula 200-
zahteva da jedan od molekula bude zakacen na previacenje
vrh igle, i nakon toga doveden u kontakt sa 100
povrsinom ili molekulom od interesa

™ [pN]

(prevlacenjem preko povrSine uzorka). Meri se
rastoE( nje u kome se raskidaju veze izmedu
molekula (i prikazuje kao sila raskidanja veza). -100-
Prednost je pracenje sila kratkog i dugog dometa.

-200 T T T
» Koriste se dva parametra sila potrebna da se veza 400 300 200  -100

raskine (veca - stabilniji kompleksi) i verovatnoca rastojanje [nm]
raskidanja veza (gustina receptora na povrsini).

Merenje sile raikid

» Pojava oligosaharida sijalinskog na povrsini zivih
Celija besike sa lektinom kao probom na povrsini
Siljka. Pokazana je razlika oba parametra za
referentne celije 1 celije tumora. Veze su lakse
raskidane kod Ccelija tumora, ali je broj
oligosaharida bio veci.

HO™ ™ O~y ©OH

OH OH Sijalinska kiselina
HN - https://home.cc.umanitoba.ca/~

hultin/chem2220/Support/CoolSt

0 uff/Influenza/Neuraminidase.htm




Primena AMF u ispitivanju
crvenih krvnih zrnaca

Ispitivana su crvena krvna zrnca (topografija, elasticnost i 't
uporedivana kod zdravih osoba i osoba koje uzimaju lek eritroprotein
26 uzoraka. Elasticnost i tvrdoca su izrazena kao visinska razlika izme
kontakta vrha mikronosaca i dubine na kojoj je sila 3 pN. Ali, rezult
pokazali nikakvu razliku.

Interesantno je da je kod jedne osobe primeceno veliko odstupanje
penetracije. Normalno zrnce ima bikonkavni oblik, a kod ove o0so
primeeno da vise li¢i na pljosnati cilindar. Detaljnjom analizo
primecenno da boluje od retke vrste dijabetesa.

Dubina penetracije

4,50E-07
T 400507 -
= 350607 4
D 3.00E-07 +
2,50E-07
2,00E-07
1,50E-07
1,00E-07 +

NN N NN NN NN HININIE alz ) NN
21 26 25 23 22 24 9 19 2010 11 2 1 16151317 4 5 6 6 7 18 14 3
broj uzorka

5,00E-08
0,00E+00

AFM slika crvenog krvnog Rezultati merenja dubine penetracije mikronosaca

https://www.youtube.com/watch?v=MZb8COf7K



Dinamicko rasejanje svetlost

Odredivanje raspodele velicine i dimenzije
Odredivanje zeta () potencijala

detektor

D- koeficijent difuzije
k — Bolcmanova
konstanta
T — temperatura

n — viskoznost

sredine

R,, — hidrodinamicki
radijus sfernih
Cestica

uzorak
g

rasejana svetlost

Stokes-Einstein
D = kT /6mnR

hidrodinamicki radijus

Lipozomi —

Proteini

—

dekonvolucija autokorelacija




Scientific Reports 7, Article number: 17468(2017)

Second Harmonic Generation (SHG) microscopy za proucavanje
strukture kolagena kod ostecenih tkiva, posle operacije tumora
Nelinearna koherentna opticka mikroskopija, dva upadna fotona
frekvencije w se konvertuju u jedan foton frekvencije 2w

Count x10*
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Nature Communications 8, Article number: 2111 (2017)

Atomic-scale three-dimensional mapping of the local hydration
structures by ultra-low noise frequency-modulation atomic force
microscopy (FM-AFM)

Brucite-like(B)
(positively charged)

Talc-like(T)
(negatively charged)

0 60 120 180
Lateral distance (nm)




Nature Communications 8, Article number: 1978 (2017)

Detekcija cirkadijalnog ritma u crvenim krvnim zrncima
tehnikom dielektroforeze

a > T ¢ Time, h
) (O-—60 48 -6 24 -12 0 12 24 3% 48




Scientific Reports 7, Article number: 17478(2017)

1. TEAR COLLECTION AND SAMPLE PROCCESSING 2. DATA PROCCESING AND QUANTITATION

TEAR COLLECTION

PROTEIN QUANTITATION

PROTEIN DIGESTION
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LC-MS/MS

mano UPLC separation
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MS-MS anadysis
Synupt HOMS

MASS SPECTROMETRY DATA
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3. STATISTICS AND BIOINFORMATICS 4. BIOMARKER VALIDATION

CLUSTERING

BIOLOGICAL NETWORK AND
FUNCTIONAL ENRICHMENT
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Single molecule tracking

Kojom brzinom helikaza razmotava DNK
Prolaz jona/molekula kroz membranu

Optical trapping
Molecular tweezers
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