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LLiTa je cBe npegMeT ncnuTHBaa bModm3nUKe
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TPYKTYpe Ma POMOJIEKY/1a - BaXXHOCT 360r (PyHKLMje.




LLiTa je cBe npegMeT ncnnutnearba 6Modmsnyke

xemuje?

“ UcnutmBame CTPYKType M DM3MYKOXEMMjCKMX CBOjCTaBa MembpaHa - BaXHOCT 360r
dyHKUMje (dbAynaHOCT yTMYe Ha (PYHKUMOHA/IHOCT), MpoMeTa MaTepuje Kpos
MeMbpaHy 1 KOMyHUKaumje ca apyrum henmjama (curHanmsauuje).

+ PasBujeHU Cy pasHM MOJeSIM KOju oroHallajy

: ) MembpaHy M cayxe wu3mehy ocTtanor 3a

PN A WP  [poyuasame MembpaHCKiix npoTevHa.

“ [lpoTeunH - amnug uHTepakumje

% Hocauu 3a MCNOpyKy JNleKoBa - HaHoyecTuue
(/mMnNuagHe, nNpOTEMHCKe), HaHOrenoBU MU
XUApOresniosu.
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UcTparkmBame y 6MO(PU3UYKOj XeMHUjH

DdopMynmcame Opabup:
nuTama Ha Koje e * Mopgen cuctema
Tpeb6a gatu * MeToae/TexHuKe

oAroeop

®)(®

MU3Bohene
eKcnepumeHTa




Opabup Mmoaen cuctema

+“ K/by4Hu nojmosu:

In vitro - eKkcnepMMeHTM ca
henujama Koje cy u3onoBaHe,
pa3aBojeHe n npeunwheHe o
CBOI HOpPMaJIHOr  GMOJIOLIKOr
OKpYyXetba.

Ex vivo - kuvBa TKMBa Koja ce MCnuTyjy ce
He npaBe BewWTaykn (in vitro), Hero ce
OVMPEKTHO Y31Majy U3 XMBOI OpraHusma.

In vivo - y *XMBOM OpraHu3my.

In silico - ekcnepumeHT ypaheH
KOMMjYyTEPCKOM CUMYIaLujoM




J

HoBocn6upck, MHCTUTYT
3a UUTONIOTUJY U FEHETUKY,
Pycka akagemuja Hayka




Mpumep nctpaxkmearwa y bOX

+ EKcnpecuja 1 U3onaumja npotemHa
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KoHcTpyucarwe AHK TpaHchopmaumja Pact henuja u npoussoara

(yHoc AHK y henuje koje HbOICHLS
he npon3BoAUTH NPOTEUH) l
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Jnanparbe/xomoreHusaumja

MNpeunwhasarbe npotenHa !
henwja




MpuMep uctpaxkmpamwa y bOX

7 N\

< Ekcnpecuja 1 usonaumja npotenHa - npevmwhaBame (/) — o, | /
VI MAeHTM¢MKaqua Kowcrpyucare AHK Tpancpopmaumja Pact henuja u npoussoamwa
"MsaT 6akTepuja (henuja)
.O. .0.:. .-00: :..-' B — Bty

Nusuparse/xomorenmsaumja

Npesnwhasare nporensa
henuja

PactBopsbuBe HepacTBop/bmBe
KOMIOHEHTE: KOMIOHEHTeE:

LinToconHm npoTenHu Hepas6ujeHe heauje
HyKNenHCKe KucenmHe S Jegpa
Pr6osomum - g hennjcku 3naoeu
- henvjcke membpaHe

Orectonct prten maton

LeHTpdbyrupatbe Xpomartorpaduija Enektpodopesa




XeMHUju
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MaceHa cneKTpomMeTpuja

Marner

MouymBa Ha pas3IMUMTOM CKpeTakby M BP3UHM Brakwo 3a ©
HaeNeKTpUcaHMx yectmua y “C"”““’”’”“"‘ \f
MareHTOM/eNeKTPUYHOM MOoJbY, LITO 3aBUCH

0 04HOCa MacCe U HaeneKTpucCaka - m/z. EL%
Mujextoaan,e
ysopka ' I_I

K/by4Hu Kopaum y eKCnepuMeHTY:
ucnapasame U joHM3aLuuja y30pKa; Monewit Cuon enextpora

pas/Bajarbe Ha OCHOBY M/z y aHa/iM3aTopy; 0
JeTeKumja jJOHCKMM AeTeKTopmMma.

Y6p3aH cHon joHa

“LetexkTop

Mpo6em UCNap/bMBOCTM BMOOLLIKMX MaKpPOMOJIEKYIA, KAo M HbMX0BE Aerpajaumje joHMzaumjom
KOja ce KOpUCTU 3a marbe opraHcke monekyne (FAB-Fast Atom Bombardment).

3a joHu3aumjy 1 ncnapaBatbe 6MOMaKpOMOJIEKYNa ce KopucTe Hajuyewhe MALDI um ESI.
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MaceHa cnekTpomeTpuja - MALDI-TOF

XCA KoHjyroBaH ca
1,5-aHxnapornyLuToNoM

% MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
% TOF - Time of Flight

Pacrsop pacrep Bucoky HanoH U ) [M+2H]2+
maTpuKea .», womone Lles 3a KpeTatbe joHa |
Perwun v6paa>ea 1 '{w

[2M+H)*

erexol
Marpuic Enextpoae 3a y6psasaree A i

s MaTpuKC (MarbM apoMaTMYHU MOJIEKY/IM) Ce B1pa TaKo Aa ancopbyje jako y 06iacTu TanacHe
Ay¥rHe nacepa (06myHo YB obnacr).

« JoHuzauuja ce poraha ycnepn npeHoca npoTtoHa M3mely mMaTpuMKca U GUOMOnEKyNa.

% Hactajy Monekyim ca jeaHMM UM HEKOJIMKO MO3UTUBHUX HaesleKTpucaka, Maja je moryha u
ceneKkumja HeraTMBHMUX joHa (O/IMFOHYKIETOMAM M ONIMFOCaxapram).

MALDI predstavlja nedestruktivnu metodu za jonizaciju i isparavanje biomolekula. Najpre se
matriks i biomolekuli rastvore i naprave dva posebna rastvora, pri cemu se kao rastavraci
koristi voda pomesana sa nekim lako ispraljivim rastvaracem, kao sto je metanol ili
acetonitril. Koncentracija molekula matriksa se bira da bude 1000 do 10000 puta veca od
koncentracije biomolekula. Mikrolitarske zapremine rastvora matriksa i proteina se mesaju
na metalnom nosacu, a zatim se rastvarac isparava. Kao rezultat, dobija se uzorak
biomolekula koji su rasporedeni u matriksu. Metalna plocica nakon susenja moZe da se
smesti u evakuisanu komoru masenog spektrometra. Matriks se bira tako da njegovi
molekuli znacajno apsorbuju svetlost pri talasnim duZinama lasera (obi¢no u UV oblasti —
npr. pulsni azotni laser Cija je talasna duzina 337 nm). Kratak nanosekundi puls lasera u tako
maloj zapremini uzorka koji jako apsorbuje na talasnoj duzini lasera, ¢ini da matriks zajedno
sa biomelkulima gotovo trenutno ispari, a zbog veliko viska energije dolazi i do delimi¢ne
jonizacije celog matriksa i biomolekula. Jonizacija se dogada usled prenosa protona izmedu
biomolekula i matriksa. Biomolekuli obi¢no dobiju ili izgube jedan proton, mada se moze
desiti i da promene masu za dva protona i li viSe protona. U spektrima proteina mogu da se
jave i pikovi koji poti¢u od protonovanih dimera proteinskih molekula.

U toku ekscitacije, metalna plocica sludi i kao elektroda koja se u donosu na drugu
elektrodu za ubrzavanje nalazi na visokom naponu od nekoliko kV. Ta, druga elektroda za
ubrzavanje je metalna mrezica ka kojoj ¢e da se ubrzaju joni i kroz koju ée da produ ka
analizatoru. Obi¢no se polaritet elektroda bira tako da se ubrzavaju pozitivni joni ka
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analizatoru.

U slu¢aju MALDI-a, kao analizator se obi¢no koristi TOF analizator, koji vrsi razdvajanje Cestica
razli¢itih odnosa m/z prema razli¢itim vremenima stizanja do detektora, pri ¢emu ée maniji
joni sti¢i brze. Ovaj analizator se sastoje iz cevi za kretanje (drift tube), pri ¢emu se
razdvajanje vrsi na osnovu toga Sto nakon ubrzavanja sve Cestice imaju jednaku kintecku
nergiju, ali razli¢itu brzinu zbog razlicite mase.

Kao detektor se obicno koristi elektromultiplikator.
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MaceHa cnekTpoMeTpuja - ESI

« ESI - ElectroSpray lonization

yBohera y30pKa).

Anoga

Yenuuwa kanunapa
WAM CTaKknena

Kanunapa Bucoku
MpeKpUBeHa MeTanom G, HanoH

MNentug -

(@
(P+2H)*

P = Peptide

(Po3H) P

L

Detected ions

Detected ions

Karopa

K
aHanusatopy

MNpoteunH

(P+100H)%0*

'
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t
P = Protein
[
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Mass to charge ratio m/z

Mass to charge ratio m/z

% O6UYHO Ce KOPUCTU y CMpe3m ca KBaJPYNOJIHUM aHa/IM3aTopoM (He Moske TOF, 360r KOHTMHYyasIHOr

)
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MoTpebHa KoMMjyTepcka aHa/M3a paam Jobujara TauHe
mace.

360r Tora He MOXe Ja ce paju ca CMELLOM MpoTenHa - MaHa
Huje noTpebHa npunpema y3opaka kao 3a MALDI, moryh pag
ca NpoTEMHOM PacTBOPEHMM Y BOAM - MPEAHOCT.

ESI — elektrosprej jonizacija se koristi za direktnu jonizacija biomolekula u rastvoru. Rastvor
biomolekula se isparava sa vrha Celi¢ne kapilare (koja je Siroka oko 100 mikrona) u vakuum.
Mogu se koristiti i staklene kapilare prevucene slojem metala, koje su precnika svega
nekoliko mikrona. Metal u kapilari sluzi kao jedna od elektroda potrebnih za generisanja
visokonaponskog elektri¢nog polja (3-4 kV). Druga elektroda se nalazi u smeru ka
analizatoru. Prolazom uzroka kroz kapilaru se generiSu naelektrisane kapljice koje se
ubrzavaju ka analizatoru. Pri ubrzavanju kapljica ka analizatoru, rastvarac isparava, ¢ime
nastaju sve sitnije kapljice, koje imaju sve vecu povrsinsku gustinu naelektrisanja. Kada
kapljice postanu tako sitne da odbojne Kulonove sile postanju jace od povrsinskog napona,
kapljice potpuno ispare i zbog transfera protona, biomolekuli dobiju veliku koli¢inu
naelektrisanja. Biomolekuli su na ovaj nacin jonizovani u gasovitu fazu i ubrzavaju se ka
analizatoru.

Kao i kod MALDI-a, moze se vrsiti ili pozitivna ili negativna jonizacija. Negativna jonizacija se
i u slucaju ESI uglavnom koristi za saharide i oligonukleotide.

S obzirom na to da se uzorak kontinualno dovodi u maseni spektrometar, kao analizator se
ne moZze koristiti TOF. Obi¢no se koristi kvadrupolni analizator, koji se sastoji iz Cetiri
elektrode u obliku Sipki. Sve Sipke su priklju¢ene na konstantan napon U i oscilujuéi napon
koji se menja po zakonu V cos(2mtft), gde je f frekvencija oscilovanja, a te vreme. Joni koji
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imaju odredenu kineticku energiju se usemravaju od ivzroa jonizacije ka srediSnjem delu
masenog analizatora. Za odredenu vrednost m/z samo odredene kombinacije parametra U,
Vif ¢e omoguciti prolazak jona stabilnom putanjom kroz analizator sve do detektora, dok ¢e
se ostali joni, sa drugacijim m/z sudarati sa Sipkama ili napustiti analizator u pravcu x ili y ose.
Tako se u stvari, izborom U, Vi f vrsi selekcija odredenih jona. Menjanjem ovih parametara
do detektora ¢e sukcesivno stiéi joni sa razli¢itim m/z.

Spektri su veoma sloZeni zbog toga Sto biomolekuli mogu da prime ili topuste veliki broj
protona. Proteini mogu da dobiju izmedu 50 i 150 protona. Peptidi, bzgo manje molekulske
mase primaju manji borj protona i daju jednostavniji spektar.
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MaceHa cneKTpoMeTpHja - CeKBeHLMpare NpoTerHa

% CeKBeHUMpame npoTenHa - NoMohy BULIE KBaAPYMNOIHWX aHa/M3aTopa Koju ce Hanase jedaH
3a ApyrMMm (06MYHO TpM), 04 KOjUX Ce Yy jeJHOM (CpeareM) HaMepPHO BplM dparmeHTaumja,
nomohy MHepTHMX racosa (He, Ar, N,).

% YecTo je NOTpe6HO pagUTh XEMU]CKY AMrecTujy npoTenHa (HNp. Nomohy TpuMncuHa), na oHAa
pa3agojuTtn cparmeHTe xpomartorpadckm U cHUMUMTU MC-cnekTap 3a cee dparMeHTe.

% MS-fingerprinting - nopehere ca 6a3ama nentnaa, AHK cekBeHUMjoM.

Kada se koristi viSe kvadrupolnih analizatora, to se zove tandem MS-MS (MS se ponavlja
onaoliko puta koliko ima analizatora). U slucaju tri analizatora navedenom na slajdu, prvi
analizator sluZi za selekciju jona odredenog odnosa m/z, koji ulaze u drugi analizator, gde u
struji inetrnih gasova, u sudarima sa tim molekulima gasa mogu biti fragmentisani. Nakon
toga ulaze u treci analizator gde se analiziraju m/z svih fragmenata.
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YB-Buc cnektpodoTtomMeTpuja

< LWwnpoko KopuwheHa TexHMKa 3a ogpehiMBarbe KOHLUEHTpaLUje pasHUX MOJIeKyia (HMp.
npotenHa), npahete Be3MBatba IMraHaAa 3a NPOTEMH M EH3UMCKE KMHETUKE...pasHK eceju,

AnjarocTMyKa npumena. ..

80004
60001
40004 B-nnova
------ A-XeNMKC
s HACYMMYHO
e K KYNKo

R e B0 20 20
TanacHa ay*uHa (nm)
MpoTenHu - ucnog 240 nm npenasu
y NENTUAHO]j BE3U; MOXe AohK A0
Avcouujaumje Bese; NUMKOBKU 3aBUCE
0J1 CEKYHAAPHMX CTPYKTYPHUX
efleMeHaTa (AeTas/bHuje KacHuje).

€ (M1 cm)
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20,000
10,060
5,000
2660
1,060
500
200
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HO

OH

‘Zul; 220 240 260 280 300 320
TanacHa ay*uHa (nm)

10]

NH>

S
s

Ancop6aHuuja

° °
9 =

e

o
°o

..

deHunnanaHuH

m-> T* npenasuny
KOHjyroBaH1m
apoMaTUYHUM
CMCTEMMMA eNeKTPOHa
Ha oko 280 nm, Koju
noTuyy o Tpu
HaBeaeHe

240 260 280 300 320

TanacHa gy»uHa (nm)

340 AMUHOKMCEINHE.
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YB-Buc cnektpodoTtomMeTpuja

—AMP
14,000 IR
12,000 — UMP
10,000 — dTMP
E —cmP
£ 8,000

= 6,000
w
4,000

2,000

230 240 250 260 270 280
TanacHa gy»uHa (nm)

% HyKneuHcke KmMcenmHe - ancopnumja Ha OKo
260 nm.

¢ EKCTMHKUMOHM KoedMLMJEHT onaja y HU3Y:
nojeanHayHe 6ase > PHK > AHK.

< Xunoxpomuu ecekat y AHK notuue og

HacsiojaBatba 6a3HMX Naposa - T3B. stacking

Ancop6aHumja

04

03

02

o1

o

. JeaHonanuyana AHK

—— /JlBonanyaHa AHK

220

230 240 250 260 270 280 280 300 310
TanacHa ay*uHa (nm)

AeHatypauyja AHK - y cnekTpy ce jaB/ba Kao
XUNEPXPOMHU edeKar.

OgaHoc ancop6aHumja Ha 260 1 280 nm ce KopUCTH 3a
npoueHy unctohe AHK: kaaa je >1,8 AHK ce cmaTpa aa je
YMCT.
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dnyopecueHuMja

n-cucrem

nonapHu
neo

? BubpaunoHa penakcaumja (MHTEpHa KOHBEp3Kja)
S1

nonapHu
neo

mecTo
obenexasarba

WHTepcucTemcku npenas

®dnyopecuenH-5-n3oTmoymjaHat

ENacTUyHO|
pacejarbe

EkcuuTaumja

Ancopnuuja/dnyopecueHumja

Ty =—

n

—t—t +——+
350 400 450 500 550 600 650

dnyopecueHumja
TanacHa gy»kuHa (nm

docdopecueHumja

% AncopnumoHu 1 cnekTpu dayopecueHumje ce mehycoboHo
_é oJHOCe Kao nNpeameT U INK y oraepany.

So T+ - % KapakTepuiie ce KBaHTHMM NPUHOCOM KOjM je JaT Kao
OJHOC KOHCTaHTe 6p3mHe diyopecLeHumje 1 361pa CBUX
KOHCTaHTM Gp3MHa KOHKYPEHTCKMUX npoueca.

Kada molekul apsorbuje foton, i pobudi se sa osnovnog elektronskog stanja na vise
elektronsko stanje (pobudivanje sa singletnog stanja So na npr. singletno stanje S1), visak
energije moze da se oslobodi na vise razli¢itih nacina. U vedini slucajeva se prvo dogada
vibraciona relaksacija, pri cemu se molekul veoma brzo (na nivou piko- do femtosekunde)
oslobada viska vibracione energije, predajuci je okruzujué¢im molekulima rastvaraca. Tako se
molekul relaksira do osnovnog vibracionog stanja viSeg elektronskog stanja. Ovaj proces je
neradijativan, tj. ne emituje se zracenje. Vibraciona relaksacija se drugacije zove i interna
konverzija. Sa osnovnog vibracionog stanja viSeg elektornskog stanja molekul se relaksira
emisijom fotona, pri ¢emu se vrac¢a na osnovno elektronsko stanje. Ovaj proces je
radijativan i naziva se fluorescencija. Fluorescencija se uvek dogada izmedu singletnih
stanja.

Singletno stanje je stanje sparenih spinova, Cija je muptipletnost 1, a tripletna stanja su
stanja pri kojima su spinovi nespareni, tj. molekuli usled ekscitacije postaju privremeno
paramagnetici i imaju ukupan elektronski spin 1, a mupltipletnost prema formuli 25+1 je
jednaka 3. Prelazi izmedu stanja iste multipletnosti su dozvoljeni, a razli¢ite multipletnosti
zabranjeni (tj. dogadaju se sa vrlo malom verovatno¢om, ukoliko dolazi do znacajnog
preklapanja talasnih funkcija vibracionih nivoa singletnog i tripletnog stanja).

Fosforescencija se dogada kada neradijativnom relaksacijom, koja se naziva intersistemski
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prelaz, molekul prede sa singletnog stanja u tripletno (T1). Zatim dolazi do vibracione
relaksacije do osnovnog vibracionog nivoa tripletnog stanja, nakon cega se ponovo dogada
prelaz sa tripletnog stanja (T1) na singletno stanje So, praéen emisijom fotona Sto se naziva
fosforescencija.
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dnyopecueHumja - NPOTEUHU U HYKEJIMHCKE KMCe/InHE

Tryptophan
Tyrosine
« Phenylalanine

(=}
~
=

UHTEH3MTET
dnyopecueHumje
&
El

Cuaalli - MY s I
—r—t

:
1 t
200 240 280 320 360 400 440

TanacHa gy»uHa (nm)

% HukoTMHammg ageHuH auHyknetouns (NADH)
nokasyje ancopnumjy Ha 260 nm n y
OKCMI0BaHOM U PeYKOBaHOM 06/INKY.
PenykoBaHW 06/1MK MMa MWK M Ha 340 nm.

< MehyTum,payopecreHumjy nokasyje camo
pesyKoBaHW 061K npy hemy je MakCMMym
emucuje Ha 460 nm.

< CBe Tpu apoMaTM4YHE aMMHOKMCEIMHE Koje ancopbyjy Ha
oko 280 nm nokasyjy dayopecueHumjy npm oBoj
€KCUMTaLMOHOj TanacHoj AyXMHU, AOK ce TpunTodaH
MOXKe CeNIeKTUMBHO NobyanTh (6e3 nobyhueara apyre ase
AK) ekcumtaumjom Ha 295 nm.

NADH -
dbnyopecueHumja

=]
o !
|
SIEfQ
’
=}
Ancopnuuja/dnyopecueHumja

300 400 500 600
TanacHa gy»xuHa (nm)

NADH, kao i odnos redukovanog i oksidovanog oblika je vazan za praéenje redoks statusa,
zbog Cega je znacajno Sto se ova dva oblika spektralno razlikuju.
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dnyopecueHTHO obenerkaBamwe

<o

» Y npoTeMHMMa ce O06MYHO KOBAJIEHTHO 3a MNPUMapHe amuHO- WU CyPAXMApuaHe rpyne Besyjy
d1yopeceLeHTH obenexuBayu.

» Ako ce [HK moanduKyje Tako Aa MMa NpMMapHe aMMHO-Tpyne, MOry Ce KOPUCTUTM UCTU 0BGENEKMBAYN Kao
3a npoTeuHe.

» Mopa ga ce Boau padyHa o pH cpeaunHe npu obenexasarby.

» MyTtareHe3om cneumdHyHOM 3a ogpeheHO MeCcTo MOory Ja ce eKCnpuMyjy NpPOTEUHU KOjU UMajy LUMCTEMH

6uMno rae (Aokae roj He Hapywasa CTPYKTYpPy MCMMTMBAHOr MPOTEMHA WM aKTMBHO MECTO €H3MMa 0

UHTepeca, Koju ce Mory (bJlyopeCLEHTHO 06ENEXKUTH.

<o

XS

o

R'S-SR' + R%SH —— R's—sR?® + R'SH
i CUMeTPUYHM Mewosutn
IN=C= +RNH, — o 'NH-C-NHR?
R'N=C=S 2 R'NH-C-NHR avcyndung avcyndua
Usotunouujanat Tuoypea o o)
o] [e]
9 0 R—N | + R®SH —— R'-N
R'CON +RNH; ———  RI-C-NHR? + HON SR?
o o
[e]
Maneumu
CyKUMHUMUAUN ecTap KapGokcamup, A Tnoerap
R'SO,CI + RNH, ——— 'SO,—NHR2 + HCI
2 2 RSO, R'CH,X + R%SH ——  R'CH,—SR? + HX
CyndoHun xnopua CyndoHamug,
Ankun xanup, Tuoerap

Fluorescentno obeleZzavanje je vaino i za fluorescentnu mikroskopiju i spektroluorimetrijska
istrazivanja, a primenjuje se zato sto mnogi biomolekuli od interesa nemaju fluorofore.
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dnyopecueHTHO obenerkaBamwe - GFP

g\ymne

'< / tyrosine
new bond — %
threonine

\

Plasma membrane protein

Golgi membrane protein

Aequorcagcoria GFP - green fluorescent

protein

XpomModopy YMHE CepUH, TMPO3MH U FIMUMH - TPU cycena y
NPUMapHOj CTPYKTYpH - 3alTuheHn y cpeamwty B-6ypeta.
Linknusauuja oe Tpu AK ce gellaBa ayToKaTa/MTUYKM, Ma HUCY
noTpe6bHn KodaKTopK.

®y3noHULWe ce ca npoTeMHMMA Ynje npahere je oA nHTepeca 3a
UCTPaKMBara, NOLITO jé HETOKCMYaH M He PeMeTU CTPYKTYpY
LM/baHOr NMPOTEMHA, JIAKO Ce eKCnpuMyje, jep camM reH cagpxu cse
uMHdOpMaumje 3a nocTTpaHcaaumoHe moauduKaluje, a Takohe je
XpoModopa oTnopHa Ha oTo-M36e/bMBakLE.

ER membrane protein

Vacuolar membrane protein

GFP je skracenica od Green Fluorescent Protein.

Cesto se koristi za fluorescentno obeleZavanje drugih proteina. Prirodno se sinteti$e kod
nekih vrsta meduza (videti sliku na slajdu). Pokazuje maksimum apsorpcije na oko 400 nm,

a fluorescencija na oko 510 nm. Ima strukturu beta-bureta u ¢ijem centru se nalazi hromo-
/fluorofora.
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dnyopecueHTHa cneKTpocKonuja

% Kop npoteunHa Koju uMajy 6ap jeaaH TpmntodaH, MOry Ja ce ekcuuTauujom Ha 295 nm nparte
KOH(OpPMaLMoHe NMpoMeHe NpoTenHa ycsie[ Be3nBakba JMraHaa, geHatypauuie...

» [Jewasa ce nnasu nomepaj ako ce nosehasa xmMapoobHOCT cpeanHe.

% Moxe gohu ao rawema gyopecueHumje (KBEHYOBarba) y NPUCYCTBY HEKMX CyNCTaHuMja
Koje 13asmBajy HepaaujaTUBHE npenase, yciej Tora WTo MHAOHU NPCTEH NIaKo npejaje

€/1EKTPOH Y NobyHeHoM CTamy. e

AP 1 1
HSA
< WTtepH-Ponmep: I —HsAsssN 0| = + —
il * Pr — =14k 7-[0] —ierl To—1 LK[Q fa
10 /\ Hsmz.wmoj
| - UHTEH3MTET hyopecueHumje y NpUcycTBy KBeHuYepa [N\ tea-emsuer| f, - frakeija dostupnin fluorofora

I, - UHTEH3UTEeT payopecLeHUMje Y 0ACYCTBY KBEHYEpa
T - BpeMme Xu1BoTa iyopoope 6e3 KBeHYepa

k - KOHCTaHTa 6p3MHe KBEHYOBara 6MoMoNeKyna

[Q] - KoHUEeHTpaLuja KBeHYEPa

——HSA+381x10° - ing
/) —renrsma.| Ka - konstanta afiniteta

) T
/ = 296K
41 e 303K
A 310K

+ T T T T T 1
0 320 340 0 B0 400 &

Fluorescence Intensity (au)

Wavelength (nm)

FU(F -F)

% lawere dayopecueHumje ycnes 61M3mnHe
MoNeKyna Boje. "

PauyHa ce KoHCTaHTa admHUTETA

30x10° 60100 90x10°  12x10°  15x10°  18x10°
1/[Pheophytin] L-mol"

Kvencovanje fluorescencije moze biti statickog ili dinamickog tipa. Staticko kvencovanje
poti¢e od vezivanja kvencera za protein (nastajanja protein ligand kompleksa), dok
dinamicko potice od sudara izmedu molekula kvencera i fluorofore. Razlikuju se prema
konstanti brzine kvencovanja.

Ukoliko je kvencovanje statickog tipa, poveéanjem koncentracije kvencera i oitavanjem
intenziteta fluorescencije triptofana, moze se na osnovu predstavljanja zavisnosti I/(lo-1) u
funkciji 1/[Q], iz nagiba odrediti konstanta afiniteta vezivanja kvencera za protein.
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dnyopecueHTHa MMKpOCKoNKja

OTBOp CBET/NIOCHOT
nsbopa

: I
l'Iacep
ExkcumTaumoHm

perextop DOTOMYNTUNAIMKATOP
—_—
[JleTeKTopcKu

oTBOD
Emucronm

Puntep
EKcumTaumonmn F—
dumrep N " punrepn JuxpouuHo
L
DvxpouHo ornepano
“orenano

06jeKTMB

+—— OGjexs

- Y3opak
dokanHe paBHM

Y3opak

« KoHdokanHa MUKpoOCKonuja -
ynoTtpeba nacepa; hoKycupame
3paKa Tako Ja C/IMKa MoXe Ja
ce fobuje 13 pasnyunTHX
cJiojeBa y30pKa - MHOro 6osba

®nyopecueHTHa Kowcporanna pe3onyuuja.

MMKpOCKONM1ja MUKpOCKonuja

Uzorak koji pokazuje fluorescenciju se moze posmatrati pod fluorescentnim mirkoskopom.
Uzorak se ozracCuje svetlos¢u koja prolazi kroz filter, kojim se bira odredena, ekscitaciona
talasna duzina. Ovom talasnom duzinom ¢e biti izazvana fluorescencija u uzorku. Nakon
filtera, zrak svetlosti dolazi do dihroi¢nog ogledala (delilac zraka — selektivno reflektuje i |
ipropusta zra€enje odresenih talasnih duzina) koje reflektuje zrak ka uzorku. Zrak prolazi
prvo kroz objektiv, pa dolazi do uzorka gde izaziva fluorescenciju. Emitovani fluorescentni
fotoni ponovo prolaze kroz kondenzorsko socivo objektiva i prolaze kroz dihroi¢no ogledalo
i emisioni filter, koji dozvoljava prolaz svetlosti veée talasne duzine (ovaj filter sluzi da se
deo svetlosti koji je reflektovan od uzorka eliminiSe i da dod detktora dodu samo
fluorescentni fotoni. Takode, smisioni filter sluzi za selekciju samo odredenog opsega
talasnih duzina u slucaju da uzorak sadrzi vise fluorofora sa razli¢itim emisionim pikovima).
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IMpKYIapHM AMXPOM3aM

JIMHeapHo nonap13oBaH
Tanac

¢+ CTPYKTYPHO aCMMETPUYHMU MONEKYIN (XUPaJSTHM)
y pasnnunMToj Mepu ancopoyjy neBo U AeCHO
nonapusoBaHy CBETJIOCT.

LiMpkynapHo nonapusosaH
Tanac

AA:A[—AT Az(el—sr)cl AEZEI—E,-
< EamnTuyHocT (Ag) 3aBMCU 04 TanacHe AyXKuHe,
KOH(opMauuje MoneKkyna, KoHUeHTpauuje,

TemnepaTtype U XeMUjCKOr OpKYXekba.

i

E|

g

Linearno polarizovan elektromagnetni talas je talas kod kojeg vektor elektricnog (odnosno
magnetnog) polja osciluje po sinusnom zakonu u jednoj ravni. Cirkularno polarizovan talas
je talas kod kojeg vektor elektricnog (odnosno magnetnog) polja ne menja intenzitet, ali
menja pravac i smer, odnosno opisuje spiralu oko pravca prostiranja. Kada se saberu levo i
desno polarizovan talas istog pravca prostiranja, ako su u odgovarajuéoj fazi mogu da daju
linearno polarizovan talas. Kod cirkularnog dihroizma, nepolarizovano svetlo se linearno
polarizuje, a zatim pretvara u cirkularno polarizovano svetlo kojim se ozracuje uzorak.
Kada se hiralni molekuli ozrace lienarno polarizovanim svetloséu, levo i desno polarizovana
svetlost nece biti u istoj meri apsorbovana. Elipti¢nost je veli¢ina koja je jednaka razlici
ekstinkcionih koeficijenata apsorpcije levo i desno polarizovane svetlosti.
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LiupKynapH1 guxpomsam - NnpoTeUHU

< MenTngHe Be3e ancopbyjy y obnactn 190-230 nm.

+ Jaka Tpaka Ha 190 nm (m->1*) 1 cnaba Ha oko 210-220 nm (n->1r*)

% LA y aanekoj YB o6nactu (190-250 nm) gaje mHdopmaumje o nenTMaHoj BE3MU U NocaeAUYHO
CEeKYHJApHOj CTPYKTYpM.

% LA y 6:1mckoj YB obnactm (250-300 nm) noTuye o4 apoMaTMYHUX aMUMHOKUCENIMHA U LMCTEUHA Y
AMCYNdPUAHMM BE3ama - TepuujapHa CTPyKTypa.

o

.6 9

ENeKTpOHCKa CTatba § Apo Al o B-nnova u
0 Q-XenmnKe % 10000 % 5-3aOerT
QN M B-nnova = HacymnuHo
x* — N9 O 4 W HaCyMUUHO KNYNKO > Y
) o 5 S 4 KAYMKO
Tnp—R > C =]
fosmm| | -220m_c B [t 2 A 5
NN H ¢/ B s I
N D \h/ d\c —,E E a
n —H— Q<9 11N P £ o T e— 2 2
m—— Y ~“o g N @ 10000 =7 e
Q/\?_\f.’ © \ £ g
o—H—— 00 2 \ / g o
—— =D / 2 & a-XenmKe
20000 >0

T T T 1 T T T T
180 200 220 240 200 220 240 260 0 15 30 45 60 75 90

T nm
anacHa ayxuHa [nm] Tanacka aywusa (M) Temneparypa (°C)

Razliciti tipovi sekundarnih struktura i strukturnih motiva daju razli¢ite CD spektre. Obi¢no
se udeo odredenog tipa sekundarne strukture odreduje poredenjem sa bazama, koje
sadrze spektre peptida i proteina koji imaju predominantno jedan tip strukture. Na osnovu
ovih podataka iz baza dobijeni eksperimentalni spektar ispitivanog uzroka se racunski
razlaze (vrsi se dekonvolucija) na spektre sastavnih strukturnih elemenata i raéuna se
doprinos odredenog tipa strukture u ukupnom spektru.

Cd se moZe koristiti za ispitivanje svega Sto izaziva promene u sekundarnoj ili tericjarnoj
strukturi — konformacione promene pri razli¢itim uslovima, vezivanje liganada itd.

Na poslednje dve slike je prikazano kako se menjaju CD spektri proteina Apo A-1
(Apolipoprotein A-1) sa poveéanjem temperature, a nakon dekonvolucije spektara je
prikazno kako se menjaju udeli raznih struktura sa temperaturom, na osnovu ¢ega se moze
odrediti i temperatura faznog prelaza (npr. ireverzibilnog) — u konkretnom primeru dobijaju
se neke informacije slicne i komplementarne sa kalorimetrijskim metodama.
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LIMpKynapHU AUXPOM3aM - HYKIEUHCKE KMCE/IMHE

+ Teopujcka ocHoBa LUJ-a AHK je BeoMa KOMN/IEKCHa, Na HEe MOXe Ja NPYXM CTPYKTYpHe

uHdopmaLje Ha aTOMCKOM HMBOY.
¢ YrnaBHOM Ce KOpPUCTMU EeMMUPUICKM.
% MoTpebHa Mana KoHueHTpauuja AHK - 25 pg/ml

15
——B-DNA
10 ——Z-DNA
5]
E
z 0
E
a -5
o
40
-15
-20
250 300 350 400 450

TanacHa fiyxuHa (nm)
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Br16paLuMoHa creKTpocKkonuja - MHppaupBeHa

% bancka UL o6nacT - 0BEPTOHOBU, KOMOMHALMOHE TpaKe 50000 12820cm"' 4000cm 4000m -1
CNnabor MHTEH3UTETa; TPaKe Cy LUMPOKE M NpeKnanajy ce. X-Ray IW | Vis | NIR | IR | FIR, Microwave
KopurcTtu ce 3a KBaHTMdMKaLM]jy anKoxosla, aMMHa M CBUX T T | "
jeaumera Koju cagpxe C-H, N-H nan O-H rpyne. 2000m 380NM  TEONM 25000 250000m

% Cpeara ML, 061acT - 0CHOBHM MOAOBM BMGpaLMia,
Hajuyewhe KopuwheHa 061acT 3a 6UOPU3MUKa UCIIMTMBaAHbA.

< Janeka ML, o6nacT - HMje oZ 3Ha4aja 3a UCMUTMBAHE
GMOJIOLLKMX y30paKa.

N=C=N
N=C=S
N=C=0 ca ¢l
CONH c=N c=N CF c8r
NH  OH c=C c=C halogenated

40, 00 2800 2300 2100 1800 1500
CH C=0 organometallic

EENINRERARRERERRRRARRRRARRERARRRANNRN

| |
4000 3000 2000 1000 0

Tanachu 6poj (cm™')
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UHdpaupBeHa cnekTpockonuja (PT-UL)

¢+ 3a npoyyaBarbe NpoTEUHA HajBaXKHMje MapKMpaHe TpM TpaKe Koje MoTuyy o4 nentuaHe Bese.

< Y untepsany 1500-1800 cm-' Bu6paumje 604HUX rpyna.

Bu6paumja | TanacHu 6poj (cm™') | Onmc

Amng A 3270-3310 N-H uctesame (80%), C-N ucresare
Amng b 3030-3100 N-H ucrtesame
Amng | 1600-1700 C=0 uncTe3ame

[ Ammg 1l 1510-1580 C-N nctesare, N-H caBujarbe
Yl 1200-1400 C-N uctesame, N-H caBujare
Ammg IV 625-767 0=C-N caBsujame
Amma vV 640-800 N-H casujame BaH paBHK
Amng Vi 537-606 C=0 caBujare BaH paBHM
Amua VIl 200 Top3uja NpOTEMHCKOr cKeneTa

% AMua A - oceT/bMBa Ha NpoOMeHe Y
jaynHM BOJOHMYHMX BE3a.

% 360r yyelwha nentmaHe Bese y
dopMHpary CeKyHApPaHe CTPYKType,
Amug | v Il Tpake cy oceT/buBe Ha
NPOMEHE Y CEKYHAAPHOj CTPYKTYpM.

% TayaH nonoxaj 3aB1ucu og
CTPYKTYPHOI €/1eMeHTa.

}

0]
Amua | (”)
-==C—N--- ---C—N---
v A Amng i
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UHdpaupBeHa cnekTpockonuja (PT-UL)

CTPYKTYpPHU | AMug | Amug Il
eneMeHT

a-XENINKC 1650-1660 cm™’ 1550 cm™!
B-nnova 1615-1637 cm' 1 oko 1700 cm-! 1520 cm*!
A Amide | B o

Fibrin(ogen)

Coiled-cail —
Coiled-coil 5 Ed

Amide Il

i cols
Amide | -

Ancop6aHumja
Ancop6aHumja

Amide (il

1200 1300 1400 100 1600 1700 1600 1620 1640 1660 1680 1700
Tanachm 6poj (e} Tanacrn 6poj (€™}

Na ovom slajdu je ilustrovano kako pozicija amidnih traka zavisi od toga u okviru kog
strukturnog elementa se nalazi peptidna veza. Kao i slucaju CD-a, poznavanjem talasnih
brojeva na kojima se pojavljuju pikovi amidnih traka u pojedinim strukturnim elementima,
moguce je izvrsiti dekonvoluciju ukupnog spektra na pikove pojedinacnih strukturnih
elementa i pratiti promene u svakom od strukturnih elementa pojedinacno.
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UHdpaupBeHa cnekTpockonuja (PT-UL)

< lpo6nemM cHUMatba GMOMOLWKMX y30paKa 360 NpUcycTBa Boje 4

KOja Aaje jake Tpake Koje ce mMory BUAETM Ha CMEKTpY AeCHo ->
% Mopa ga ce oay3rMa cnekTap BoAe MM Aa Ce KOPUCTU TellKa
BOJa, M/IM BE/IMKA KOHLEHTpaLuuja npoTeunHa.

O-H
ucTesare

H-0-H
caBujarbe

v

Ancop6aHumja

% ATP (Attenuated Total Reflectance) - antepHaTuBa 3a BogeHe
y3opKe 0 3560 aooo 2421) 18;111 ubo 800

% Jlaka npunpema, Hema owwTehera y30pKa, MOLWTO 3paK npoavpe Tanacsu Gpoj (em-1]

Y y30paK CaMO HEKOJIMKO MUKPOHa.

o
L

Y3opak

Tanac koju ce
\ / pednekryje

N y
/\'\\ ATP kpucTan

Ancop6aHumja
¢

4
@
H

°
°

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Tanachu 6poj em’

TeSka voda se koristi zbog toga Sto se njene trake u IC sektru javljaju na drugacijim
pozicijama u odnosu na H,0. Time se razlikuju trake -OH istezucih vibracija ispitivanih
biomolekula od traka -OD iz teske vode.(Videti sliku dole desno)

ATR - od engleskog Attenuated Total Reflectance (prigusena totalna refleksija)

To je metoda IC spektroskopije koja se moZe koristiti kako za ¢vrste i praskaste uzorke, tako i
za te€ne. Kod ove metode, IC zracenje prolazi pod uglom kroz kristal (obi¢no dijamant) na
kojem se nalazi uzorak i na dodrinoj povrsini izmedu kristala i uzorka se potpuno reflektuje.
Reflektovani zrak putuje ka detektoru. Pri refleksiji, deo IC zra¢enja prodire nekoliko
mikrona u uzorka u kojem se apsorbuje itaj deo zra¢enja se naziva evanescentno (prolazno
zracCenje). Dubina prodiranja iC zracenja u uzorka zavisio od indeksa prelamanja koris¢enog
kristala i uzorka. IC spektar uzorka se dobija u sustini kao razlika izmedju incidentnog IC
zracenja i onog koje je reflektovano ka detektoru.

Kod bioloskih uzoraka, doprinos traka vode ukupnom IC spektru mozZe da se umaniji
koris¢enjem ATR-a, upravno na osnovu toga sto IC zracenje prodire samo nekoliko mirkona
u uzorak.
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PaMaHCKa cnekTpocKonuja

KD
X4

*

UL - notpe6Ho je Aa ce y TOKy BUGpaLMje Metba eNEKTPUYHM AMUMOHM MOMEHT
PamaH - MOTpe6Ho je fja ce y TOKY BMEGpaLmje Mera Nnosiapr3abraHoCT

Mocneauua je ga cy yrnaBHoOM Bese ca BehrMM AUMNOSHUM MOMEHTOM aKTUBHe Yy ML, a ca marbum
y PaMaHcKoj cneKTopcKonuju.

D

D3

O o%
EX R XY

Raman Intensity

MNentuaHa rpyna Mcto Mma 9 Tpaka Kao y ML.
Amma 111 (C-N mnctesame, N-H caBujarbe,1230-1300 cm') 532 nm
PaheHa cy ucTpaxmBarba y KOjUMa je TpaxkeHa Kopenaumja namehy
CTpyKTYpPHM | AMug, | Amug Il
e/leMeHT

KonareH
HajBaxHuje 3a ogpehuBama KoHdopMaLmje: 488
Amung | (C=0 uctesame,1600-1690 cm '), ; nm
Amug Il (C-N mctesame, N-H caBujare,1480-1580 cm-')
nonoxaja AMug | u Amug lll v yaena a-xenmkca v B-naova JobujeHmx
3000 2400 1800 1200 600

Wavenumber / cm’™
a-XenmKc 1662-1655 cm™'  1272-1264 cm*!
B-nnova 1674-1672 cm*'  1242-1227 cm™!
Kao i kod IC spektroskopije, kod proteina polozaj Amid I i lll trake zavisi od strukturnog

elementa u okviru kojeg se nalze peptidne veze od kojih potice signal.
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PaMaHCKa cnekTpocKonuja

% MpepHocT y ogHocy Ha UL - nakwu je pas ca BOAEHUM pacTBOPMMA, HMje NOTpebHa NocebHa
npunpema y3opka.

% Tpeba BOAMTU payvyHa O TaslaCHOj AYKMHM Nlacepa U MPUMEHEHOj CHa3M.

% peBenunko A - cabuja oceT/bMBOCT NOLWTO je MHTEH3UTET PamaHcKor pacejarba nponopumMoHanaH
ca1/M

% Mame A - Mmoryha nojasa gyopecueHumje 1 aerpajaumja ysopka.

% 3a 6MoJIoLWKe Y30pKe je YecTo onTUMasiaH u3bop nacepa u3 6amcke ML, obnactu.

< OceT/bMBOCT ce Moxe nosehatu Kopuwherwem SERS-a

(Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) Nacep SERS
< MMojayarbe PamaHckor pacejarba namehy 106 1 10'2 nyTa \—.L_\/k cnrHan
HaHouectuue JI Ananut

3nara UM cpebpa (3

SERS - povrsinski pojaCana Ramanska spektroskopija

SERS efekat se postize kada se analit adsorbuje na pripremljenu metalnu povrsinu.
Ramanski ekscitacioni laser proizvodi povrsinske plazmone (kolektivne koherentne
oscilacije elektrona) na povrsini metala. Kada se primeni odredena talasna duZzina svetlosti,
takva da odgovara frekvenciji oscilacija elektrona, dolazi do lokalne povrSinekerezonancije
plazmona, pri cemu natsaju tzv. “vruée tacke”. U ovim tackama se pojacava loklano
elektri¢no polje blizu povrsine metala, znacajno pojacavaju¢i Ramansko rasejanje molekula
analita koji se nalaze na metalu. Najc¢esce koris¢eni metali su nanocestice zlata ili srebra.
Nanocestice ovih metala se koriste zbog toga Sto je neophodan odreden nivo hrapavosti
metalne povrsine. Optimalna veli€ina Cestica je 20-100 nm, pri koriS¢enju talasnih duzina
lasera od 532 do 780 nm.




Kpuctanorpaduja X-3paymma

% poy4aBare aTOMCKe, Tj. TPOAMMEH3UOHA/IHE CTPYKTYpe

 [loyrBa Ha andpaKuMjn peHAreHCKMX 3paKa Ha
€/1IeKTPOHCKOM 06/1aKy, MOLITO je HhUXoBa TanacHa Ay*KMHA
pefa BennymnHe MeflyaTOMCKMX pacTojamba.

% [obuja ce 3[ cnnKa eNeKTPOHCKe ryCTUHE Ha OCHOBY
nonoxaja v yrna AMdppaxkToBaHMX 3pakKa.

N
Bbparos 3akoH i . 2mi(hxj+ky+1z;) - 3
P Flh kD Zfle e Rosalind Franklin
J:
)
incident angle reflection angle I(h, k, l)"‘"lF(h, k, l)IZ
® 0)
/;}/ d CTpYKTYpPHM (haKTOp NpeAcTaB/ba 36Mp CBUX pacejaHMX 3paKa Ha

CBMM aTOMMMa.

2dsing = na p(h, k, l) = % Z F(h, k, l) eZni(hX+kY+lZ) - €JIEKTPOHCKA r'yCTHHa

hk,l
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Kpuctanorpaduja X-3paumma

Ekcnpecuja npotenHa, npeunwhaBamwe, KpucTaamsaumja.
Heku npoTenHu He Mory ga Kpuctanmwy!!!

Mpo61eM MeMBPAHCKUX MpOTEUHA

MpoTenHM HUCY Y HAaTUBHOj CpeaMHM, Na je cTora ynuTHa u
HbMX0Ba KOHdOopMaumja.

Jobunjarbe andpakTorpama, na aHaamsa Oypujeosom
TpaHcdhopmauujom, MelyTuM HegocTaje HdopmMaumja o dasm
AndpaKToBaHOr 3payetsa - ha3HM NpobIEM.

EkcneprmMeHTanHo Tpaxkeme dasa - M3oMopdHe 3ameHe
BE3MBatbEM METAJIHMX jOHa 3a NpoTEMHE.

Y cny4yajy nocTojatba aToMa Koju ancopbyjy X-3pake, MerarhemM
TanacHe AyxuHe X-3paka Mory ce Jo6uTn uHdopmaumje o dasu.
AKO Cy no3HaTe CTPYKType ApYrmx CMYHUX MOJIEKYa, pavyHajy
Ce CTPYKTYpHM (haKTOpM 3a CBaKy opujeHTauujy nos3HaTor
mornekyna. MNopeherwem ce fobmja opujeHTalMja no3HaTor
MONeKyNa, Koja Hajoosbe oCc/IMKaBa MCMMTMBAHW. 3aTMM ce
nocmaTpa c/larake Npu TpaHciauujm y jeaMHu4Hoj heamju.
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MaI'HETHO-pGBOHaHTHe TeéXHUKe

MoTpe6HO Ja NOCTOjM YKYMHW CMMH  (€NEKTPOHCKU MU
HYKJ1eapHM) pas/iMumT o Hye.
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HyKkneapHa MarHeTHa pe3oHaHUM]ja

% Hanaxere aToOMCKe CTPYKType UCMUTMBAHUX MOJIEKYAA.

% lpu npoyyaBamy NpoTenHa, CNYXM 3a UCIUTMBAHE TEpPLMjapHe CTPYKTYype.

% XeMWjCKU nomepaju rosope o CTPYKTYpU Mosiekyna.

% MynTMnneTHocT Aaje MHdopmaLuje 0 TOMe Ha KOju HauYMH Cy aTOMM NOBE3aHM.

< HykneapHu Oepxaysepos edekat (HOE) - npouemmBame pasgabiHe Mamelhy cnMHoOBa Kpo3
npocTop (He Kpo3 Be3e), ako cy oHe 1-5 A.

< KopuwherweM NocebHMX MYNCHUX CeKBEHUMja fAobujajy ce 24, 34, 4/ cnekTpu Ha OCHOBY
KOjuX ce u3payyHaBa CTPYKTypa MpoTeunHa.

__.NMM < TpeAHOCT y oAHOCY Ha
T - Kpuctanorpadujy je ucnmtmsarbe
] NpPOTEMHA Y PacTBOPY Y HATUBHOM
L . oM 06/IMKyY, 3Ha4ajHO NakKla npuMnpema
- y30pKa.
o . c < MaHa - Marbu npotemHu, go 35000 Da

MM_,J ‘ %
Y| . g




EneKTpoHCKa napaMarHeTHa pe3oHaHuMuja

% JleTeKkupja XeMUjCKMX BPCTa ca 6ap jeaHMM HeCrnapeHUMM eIEKTPOHOM - CI060AHM pagrKanm 1
NpenasHu MeTasim y pas/IMuMTUM OKCUIALMOHMM CTarbMMa - HEKa OKCMAALMOoHa CTara Hucy EMP
aKTMBHa. 3a EMP aKkTMBHa OKCMAaLMoHa CTarba MeTasna moryhe oapehmBarbe KoopanHauuje MeTana y

KOMIIEKCY.

7
% CYNepoKCUAHM aHjoHCKM pagukan - 0,°"
“* XMAPOKCcKUA pagukan - OH*
«* a30T-MOHOKcuj - NO

C un (Spin-trap) Crukcrs
MMHCKM XBaTa - - o
jeaunrberba Koja pearyjy ca Hema EMP ;
CNo60AHMM pagnKanmma aajyhu CUrHana >D<

- OH
Kao Npou3Bo/ penaTuBHO >(> / ']‘_ OH
cTabmnaH paaukan (CIMHCKM W ) L

i o

A[YKT) 4 2

H
He mory ga ce kopucrte in vivo Crvnckn >(N><
(360r TOKCMYHOCTH M BUCOKE XBaTay o
ueHe), anun mory 3a henmjcke ©
KY/IType, XOMoreHate TKuBa...

< OU3MONOLKM NPUCYTHM pagmKain HUCY CTabuaHK (1079 s), na Mopajy Aa ce NocpeaHo AeTeKTyjy:

—h-

ENP curHan

lu
L
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EneKTpoHCKa NnapamMarHeTHa pe3oHaHuMja

% [JleTeKkupja paguKkana, uam 60/be peAoKC cTaTyca, CMHCKMM npobama
< PejoKc cTaTyc rosopu 0 04HOCY KOHLEHTpauMja peakTMBHUX KMCEOHMYHMX BPCTa (CN0BOAHMX
pajMKana) ca jeiHe cTpaHe M aHTMOKCUAATMBHUX BPCTa ca Apyre.

WHjekToBare
HUTpokeuaa Pasnuunte 6p3nHe pearoBata
HUTpOKCUAa

Ja
®
N

i
o

\
o

HUTpOKCHAHM pagukan

\ [Hetekuyuja
Uma ENP curHan OH

HuTpokcuaa EMP-
om

— o

AHnanusom kpusux ce gobujajy
Pasnuke y banaHcy pagukana u UHOpMaLje 0 OAHOCY KOMYMHe
aHTnokcuaaHaca paaukana u aHTMokcuaaHaca

(OKCOaMOHHjyMKaTjoH - XWAPOKCUAAMUH
Hewma EMNP currana e tH Hewma EMNP curnana
-2¢,-H"

Normalized signal from nitroxide
o
<

o
@

2 4 6
Time (min)

Spinske probe su paramagnetni molekuli koji mogu imati razli¢ite strukture i primene. Na
ovom slajdu je prikazano kako nitroksidne spinske probe, koje imaju N-O grupu, u kojoj se
nalazi nespareni elektron (taj elektron je zasticen susednim metil, etil ili nekim drugim
grupama) mogu da se koriste za isptivanje redoks statusa.

Redoks status govori o odnosu oskidujucih i redukujuéih vrsta u ¢elijama, tkivima,
organizmu. PriizloZenosti raznim tretmanima ili pri mnogim patoloskim stanjima redoks
balans je narusen sto se moze detektovati primenom nitroksidnih spinskih proba. One
mogu da se oksiduju, gubeci nespren elektron do oksoamonijum katjona ili da se redukuiju,
dobijajudi elektron do hidroksilamina. Pri tome ova dva oblika nisu EPR aktivna jer vise
nema nesprenog elektrona. Injektovanjem spinskih proba Zivotinjama, ili dodavanjem
spinskih proba celijskim kulturama, homogenatima, razli¢itim tkivima, i posmatranjem
kinetike nestajanja EPR signala usled oksidacije i redukcije nitroksidnih proba, moze se
zakljuciti da li pri nekom tretmanu ili zbog neke patologije dolazi do promene u redoks
statusu. Razumevanje redoks statusa pomaze u razumevanju patogeneze i mehanizma
raznih bolesti, a time i razvoj odgovaraju¢ih medikamenata.
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EMP - AnuxajmepoBa 6onect

C Time (sec)

3aK/byyum:

* [locTojawe oKcHMAaTMBHOI
cTpeca y XvnoKamnycy
MCMUTUBAHUX MULLEBA

*  /lpacTM4HOM NOpPacTy KoJIMYMHE

06 AB-nnakoBa nNpeTxoAM NpoMeHa

Yy PeAOKC cTaTycy.

int)

Rate constant (m

0
*Matsumura et al., 2015, Free Rad. Biol. Med., 85, 165-173

Koriséenjem lineranog gradijenta magnetnog polja, moguce je pomodéu EPR-a raditi i
imidzing, koji daje prostornu distribuciju injektovanih spinskih proba. Ukoliko je mogude da
se dobijena slika preklopi sa anatomskim snimkom, mogudée je utvrditi u kojim regionima se
spinska proba najvise nakupljaili gde se brze trosi.
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EMP/cnuHCcKo o6enerkaBawe - NPOTEUHU U MeMOpaHe

“*MeToza Kojom ce cTabu/HK paaMKan (HUTPOKCMA), CMMHCKKM obenexmBad, Besyje 3a
npotenHe uau yrpahyje y membpaHe ogakne obsimkom ceor EMP cnektpa gaje
MHdOpMaLUjy O CBOjOj OKOSIMHU.

+CNUHCKM 0BGenerkmBaym Cy CBOjEBPCHM ,,LLNUjYHM" - Y 3aBUCHOCTMU Of CBOT OKpYekHa
Jajy pasnmuute curHane.

a)

“*Heke nHdopmMauuje Koje ce Mory Jo6UTHU CMIMHCKMM 06e/eKaBabEeM: 108 J Hsorporia
cpeauHa (pactBop)
“* U3JIOXKEHOCT 06eNeXMBaYva BOAM -
% ,,YBPCTUHA UM PNEKCMBUIHOCT MeCcTa rae ce Hasnasu obenexkusad [

6)

¢ pacTojarba M3mMehy nojeauHux genosa NpoTeunHa,
YMMe ce pa3oTKpUBa CTPYKTypa NPOTEMHa....

Bucoka
MobunHocT

Hucka
MmobunHocT

Notnywa
UMoBMAMCaHoCT

2A max




MuKpocKonuja aToMcKe cune

/ hacep s JlocTynHe UHdopmauuje Ha HAaHOMETApPCKOj CKau
Ornegano
Sorommona ; “*Moryh pag ca YBpPCTMM M TEYHUM y30pLMMa

2

v Mpeauua “CHuMare xnBux henuja, Bupyca, 6aktepuja -
6ECKOHTAKTHWU MOJ,

“Busyennsaumja membpaHa
“JaunHa Bese n3mehy nporemHa u aMraHaa
“0ppehrBame KpyToCTU/enactuyHoct henmja

Force

AFM (Atomic Force Microscopy) je tehnika koja nam omoguéava da posmatramo i merimo
povrsinske strukture sa jedinstvenom rezolucijom i ta¢nos¢u. Mikroskop atomske sile nam
dozvoljava, na primer, da dobijemo slike koje prikazuju raspored individualnih atoma u
uzorku ili strukture svakog molekula ponaosob. Za AFM nisu potrebni ekstremni uslovi
(ultravisoki vakuum i kriogene temperature), ve¢ moZze da se izvodi u fizioloSkim puferima
na 37°C da bi se kontrolisale bioloske reakcije, i ¢ak posmatrao njihov tok u realnom
vremenu. Veoma male slike veli¢ine 5 nm, koje pokazuju samo 40-50 individualnih atoma,
mogu da se prikupe da bi se izmerila kristalografska struktura materijala, ili mogu da se
dobiju slike od 100 um i vise koje istovremeno pokazuju oblike desetina Zivih ¢elija. Osim
Sto se koristi kao mikroskop, odnosno kao instrument za snimanje slika, AFM poseduje i
razliCite “spektroskopske” modove, koji mere druge osobine uzoraka na nanometarskoj
skali.

AFM mikroskopi rade na principu ispitivanja povrsine pomocu izuzetno o8trog vrha na
silicjumskoj sondi. Ovaj vrh se koristi za imidzing uzorka skeniranjem po povrsini
liniju po liniju, iako se metoda dramati¢no razlikuje izmedu razli€itih rezima rada.
Dve osnovne grupe rezima rada Siroko su definisane kao kontaktni nacin i
dinamicki, ili tapping nacin.

Osnovni princip AFM-a je da je ovaj nanometarski vrh pri€vr§¢en na malu elasti¢nu
gredu. Kada vrh dode u kontakt sa povrSinom, gredica se savija, a savijanje i veli¢ina
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savijanja se detektuje pomocu lasera i podeljenog fotodetektora (lasersko zracenje se
odbija o ogledalo sa zadnje strane gredice i pada na fotodiodu). Ovo savijanje ukazuje na
silu interakcije izmedu vrha i uzorka. U kontaktnom rezimu, vrh se pritisne uz
povrsinu, a preko elektricne povratne sprege prati se sila interakcije izmedu vrha i
uzorka, kako bi se rastojanje izmedu povrsine i vrha drzalo konstantnim tokom
skeniranja.

U donjem redu date su slike kojima su prikazane neke primene AFM-a u biofizickoj hemiji -
Slika levo - snimljeni akvaporini na povrsini celija

Slika u sredini - Ispituje se interakcija izmedu liganda i membrnskog proteina, pri cemu je
ligand vezan za vrh gredice. Merenjem pormene sile pri prevlacenju gredice po povrsini ka i
od membranskog proteina moze da se utvrdi da li do interakcije dolazi. Ta interakcija se na
grafiku zavisnost sile interakcije od rastojanja belezi kao nagle, oStre promene.

Slika desno - snimak mirkoorganizma.
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AndepeHunjanHa ckeHupajyha Kkanopumetpmja

“»Mepetbe TepMasHMX CBOjCTaBa MaTepujana, Kako G4 ce ycTaHoBM/Ia Besa u3Mehy Temnepatype
M cneumdUUHUX USMYKKMX CBOjCTaBa CyncTaHuuje.

<+ IMPEKTHO Meperbe eHTanuje Koje cy nocneamua npoueca of UHTepeca.
< /lBe BpcTe: 6a3npaHe Ha TOMJIOTHOM (b/IYKCY M Ha KOMMEH3aumju cHare.

Koz npBe - y30paK U eTasioH (HMp. pacTBapay 6e3 aHanMTa, nydep) ce rpejy MCTOBPEMEHO
jeAHaKoM /IMHeapHOM 6P3KMHOM 3arpeBarba, anm 360r TonoTHOr Kanaumteta (Cp) y30pKa,
MocTojM TemnepaTypcKa pas/iMKa u3mehy y30pKa U eTasioHa Koja ce Mepu U npepadvyHaBa y
TOMANOTY. (@)

aeal ol K')
£

iR \ Z|
B

8
i / Tk
H

TiK

“+Kog Apyre BpcTe - y30paK M eTajioH Ce ApXKe Ha MCTOj TemnepaTypH, a MEpU Ce pas/imKa Yy
TOMJI0TM NoTpe6Ha Aa TeMnepatypa 6y4e jeiHaka Y Y30pKy M €TasIoHy.

3

Cp feal moi K

i
i %
El! i
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AndepeHunjanHa ckeHupajyha Kkanopumetpmja

<*PayyHarbe TEPMOAMHAMMUYKMX NMapaMeTapa - TeMnepaTtypa npenasa TM (HMp. geHaTtypauuje)

% MHTerpa/betheM MOBPLUMHE UCNOA KpMBe

(y3 npeTxoAHO oAy3uMMare 6asHe nHuje) - AH

“s*UHTerpasberbem Cp/T=f(T) AS, na u3 Tora
M'bcoBa eHepruja AG M KOHCTaHTa paBHoTexe K

+[poyyaBajy ce:

< KoHdopmMaLoHe NpoMeHe npoTenHa U HYKNEUHCKMX KUCeuHa

% dasHu npenasn y membpaHama, IMNo3oMmMma...

< MHTepakuuje mraHg/npotenH

Bamase
Mw = 12,385

Temperature, °C

¢, (kcal mol! k1)

Temperature (°C)

43



N3oTepmasiHa TUTpPaLMOHA KaJlopuMeTpHja

<*KopucTu ce 3a pauyHarbe TepMOAMHAMMYKMX NapamMeTapa M KOHCTaHTe Be3uBakba JIMraHia 3a
npoTenH

Time(min)
0 20 40 60 80

0 i
@
Wnpuy ca nuranaom S
1.0 4
T T T

Affinity:1/Kd

o o
L

Apujabatcku
—
wTnT

&

. kJ/(mol injectant)

Enthalpy: AH
-
L .

tochlometry:N
PedepeHTHa 104
N Thenuja
henwuja T T T
AT caysopkom o 05 1.0 15 0
/ Molar ratio|

MmocHata Pésyntar
urna
33 Melwarbe

Komcrantha crpyja — Croia ko ce y nosparo
Koja ce AoBoAN ped. henmju chpesu aosoa y3opKy

N

Kada se lek ili ligand veze za protein, dolazi do oslobadanja ili apsorpcije toplote.
lako su ove promene male, promene u toploti se mogu precizno izmeriti koriS¢enjem
kalorimetrije. Postoji nekoliko metoda za merenje toplote u biohemijskim sistemima,
pri Cemu mikrokalorimetri mogu da mere termodinamiCke parametre koristeci
zapremine od oko 0.1 mL. Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija se obic¢no koristi u
biohemiji za pracenje savijanja i odvijanja (razmotavanja) proteina. Merenja interakcija
izmedu molekula i proteina se obicno izvode koris¢enjem tehnike nazvane
izotermalna titraciona kalorimetrija (ITC), koja se sprovodi na konstantnoj
temperaturi i podrazumeva sistematsku titraciju proteina sa lekom. Savremeni
instrumenti su sposobni da odrede energetiku vezivanja lekova sa visokom
pouzdanoséu i tacnoscu. ITC meri toplotu koja se apsorbuije ili oslobada kada se lek
uvodi u uzorak koji sadrzi protein. U tipiCchom testiranju vezivanja leka za protein, Spric
sadrzi koncentrovani rastvor leka i male jednake zapremine leka se injektuju postepeno
u céeliju koja sadrzi protein.

Nakon svake injekcije, meri se toplota koja se apsorbuije ili oslobada u uzorku u
poredenju sa referentnom c¢elijom. Povratna petlja kontinuirano obezbeduje toplotnu
energiju kako bi odrZala konstantnu temperaturu u uzorku i referentnim celijama, pri
¢emu se svako oslobadanije ili apsorpcija toplote u uzorku kompenzuje promenom
toplotne energije. Kako se viSe leka injektuje, broj molekula proteina dostupnih za
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vezivanje sistematski opada, a oslobadanje toplote se kasnije smanjuje sve dok
mesta za vezivanje ne budu zasi¢ena, tj. molekuli leka se vise ne mogu vezivati za
protein.

Na desnom delu slike prikazan je karakteristiCan eksperiment titracije (gore desno) sa
njegovom obradom (dole desno). Na slici (gore desno), termogram titracije prikazan
je kao toplota po jedinici vremena oslobodena nakon svake injekcije liganda u
protein. Pri dodatku liganda u protein, toplotni efekti ne poti¢u samo od interakcije liganda
sa proteinom, vec i od toplotnih efekata razblaZenja liganda u rastvoru. Stoga kao kontrolni
eksperiment, treba da se samo pufer bez proteina titruje ligandom i prate toplotni efekti. Na
slici (dole desno), predstavljena je zavisnost oslobodene toplote u svakoj injekciji u
odnosu na odnos izmedu ukupne koncentracije liganda i ukupne koncentracije
proteina. Krugovi predstavljaju eksperimentalne podatke, a linija odgovara najboljem
fitu koji uzima u obzir n identicnih i nezavisnih mesta. Brojni parametri, kao Sto su
entalpija vezivanja (AH), entropija vezivanja (AS), konstantna asocijacije (Ka),
stehiometrija vezivanja (n), slobodna energija vezivanja (AG) i potencijalne interakcije
izmedu mesta vezivanja (kooperativnhost), mogu se dobiti iz jedne kalorimetrijske
titracije, pruzajuci potpun termodinamick opis interagujuéeg sistema protein/ligand.
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JinTepatypa

P. J. Walla, Modern Biophysical Chemistry, 2014
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