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*Molekuly vody jsou silné polarni, mezi kyslikem a vodikem
sousedicich molekul vznikaji vodikové mustky spojujici
molekuly vody do shluku - cluster




Vodikova vazba mezi molekulami
vody
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Koloidy a jejich rozdeleni

Koloidy — tez neprave roztoky —
dispergovane castice o rozmeru zhruba 10
— 1000 nm.

Podle prevazujicich vazebnych sil delime na:

* Micelarni (tez asociacni, udrzovaneé v celku
van der Waalsovymi vazbami)

* Molekularni (kovalentni vazby)




Dalsi déleni koloidu

Podle afinity k rozpousted|u

 Lyofilni (hydrofilni) — tvori stabilni disperze

» Lyofobni (hydrofobni) — tvori nestabilni disperze

Podle tvaru castic (tvar castic je ovlivhovan i
rozpoustedlem)

« Linearni (fibrilarni — DNA, myosin, synteticke
polymery.....téz skleroproteiny — vétsinou
nerozpustne ve vode)

« Sfericke (globularni — hemoglobin, glykogen ...
tez sféroproteiny — vétsinou rozpustne ve vode)




Dalsi vazebné sily (vazby)
uplatnujici se v koloidnich casticich

* Vodikove vazby

* Hydrofobni
Interakce

* van der
Waalsovy sily
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Elektrochemické viastnosti koloidu

« Nekterée molekularni i micelarni koloidy jsou
polyelektrolyty s amfoternimi vlastnostmi
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Vznik elektrické dvojvrstvy na
povrchu koloidni Ccastice

Dva mechanismy:

* |lontova adsorpce

(i u lyofobnich koloidu)

» Elektrolyticka disociace
(u lyofilnich koloidu)

Dvojvrstva na povrchu
koloidni Castice se lisi u
koncentrovanych a
zfedénych elektrolytu

Ve zredenych elektrolytech
|ze rozlisit stalou, difuzni
a elektroneutralni oblast.

Elektrokineticky potencial —
C-potencial

d [nm]
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DalsSi viastnosti koloidu

 Mechanické: pevnost, pruznost, viskozita —
dusledky chemickych vazeb a slabych
chemickych interakci

Tyto vlastnosti zavisi na forme koloidu:
Sol nebo gel. Tvorba gelu = zelatinizace

« Optické: Tyndalluv jev (opalescence) -
ultramikroskopie




Tyndalluv jev v micelarnim a
molekularnim koloidu

- v roztoku koloidniho zlata - v roztoku zelatiny
http://mrsec.wisc.edu/edetc/cineplex/ http://link.springer-
gold/

ny.com/link/service/journals/00897/pa
pers/0006002/620095mb.htm




Struktura bilkovin

Strukturnimi jednotkami bilkovin jsou aminokyseliny (AK), spojené
peptidovou vazbou:

-RCH-NH-CO-RCH-,
ktera muze hydrolyzovat:
-RCH-NH, + HOOC-RCH-

Karboxylové a aminove skuplny mohou disociovat. Napr. kyselina
glutamova a asparagova maji volnou karboxylovou skupinu:

-COOH «—— -COO-+ H+
AK lysin a arginin maji volnou aminoskupinu, ktera “disociuje”
(lonizuje):
-NH, + H+ «—— -NH,;*
V bilkovinach se bezne vyskytuje 20 AK, ktere Clenime na AK s
polarnim a nepolarnim postrannim retézcem.

AK s aromatickym jadrem nebo heterocyklem (fenylalanin, tyrosin,
tryptofan) silné absorbuji UV svétlo kolem 280 nm.

Cystein obsahuje sulfhydrylovou skupinu (-SH), ktera dehydrogenaci
oxiduje a spojuje se sulfhydrylovymi skupinami jinych cysteinovych
zbytku kovalentnimi disulfidickymi mustky (-S-S-).
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*Absorpce
aromatickych AK v UV
oblasti

*Podle:http://www.fst.rdg.ac.uk/co
urses/fs460/lecture6b/lecture6.htm
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Disulfidické mustky zpevAuji
strukturu hovezi ribonukleazy A

http://cwx.prenhall.com/horton/medialib/media_
portfolio/text_images/FG04_28a-b.JPG




Struktura bilkovin

* Primarni (sled kovalentné vazanych AK zbytkl)

* Sekundarni (vzajemne prostorove usporadani
sousednich &lanku polypeptidového fetézce — dano
predevsim vodikovymi vazbami)

» o-helix

» B-struktura (skladany list)

> jiné

* Terciarni (prostorove usporadani retézce jako celku —

dano hydrofobnimi a vodikovymi vazbami, zpevneno -S-
S- mustky)

- Kvartérni (zpusob spojeni jednotlivych polypeptidovych
fetézcu ve vy$S8i celky — nekovalentné

» Homogenni — vSechny protomery stejne
» Heterogenni — protomery dvou i vice typu
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3-struktura
(skladany list —
antiparalelni

model)

http://www-
structure.linl.gov/Xray/tut
orial/protein_structure.ht
m




Trojita
sroubovice
kolagenu

http://cwx.prenhall.com/horton/
medialib/media_portfolio/text_im
ages/FG04_34.JPG




(a) primarni struktura

— Ala—Glu—Val-Thr-Asp—Pro—Gly-

{c) terciarni struktura

A,

*Podle: http://cwx.prenhall.com/horton/medialib/media_portfolio/text_images/FG04_01.JPG

(b} sekundarni struktura
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Struktura nukleovych kyselin

* Mononukleotidy tvori:

» Dusikaté baze pyrimidinove (C, U, T) a purinove
(A, G)

» Cukr (riboza, deoxyriboza)
» Zbytek kyseliny fosforecne

« DNA: az statisice podjednotek. M.h. 107 — 1012
 RNA:

» Informacni (mediatorova, messenger)

» Prenosova (transferova)

» Ribosomalni




http://cwx.prenha
ll.com/horton/med
jalib/media_portfol
io/text_images/FG
19 _13_90035.JP
G

Interakce mezi pary
bazi vede k vytvofeni
dvousroubovice s
navrstvenymi pary bazi
("stacking")

Parovani bazi vytvari
pravidelnou
strukturu se dvéma
komplementarnimi
Fretézci

VARS
o Ry i B

MR FRPRTT L

¥ 5




(b)

B-DNA
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Ribosomalni
RNA

http://www.imb-jena.de/cgi-
bin/htmlit.pl?color=ffffff&id=G
IF&src=1c2w.gif&name=Ima
9e%20Library%20Thumb%?2
ONail%201C2W




Konformacni zmeny a denaturace
biopolymeru

Zmeny sekundarni, terciarni, resp.
kvartérni struktury biopolymeru se
ozhacuji jako zmeny konformachni.

Mohou byt reverzibilni | ireverzibiini.
Funkcni stav biopolymeru = nativni stav

Nefunkcni stav biopolymeru =
denaturovany stav




Denaturacni faktory

« Chemicke:
» Zmeny pH
» Zmény koncentrace elektrolytu
» Tézké kovy
» Denaturacni Cinidla narusujici vodikove vazby —
mocovina

* Fyzikalni:
» Zvysena teplota
» lonizujici zareni
» Ultrazvuk




Studium struktury biopolymeru

« Studium struktury biopolymeru a jejich
komplexu napf. umoznuje pochopit:
» Specificnost enzymatickych a imunologickych
reakci
> Uginky nékterych Ié&iv (cytostatik) na
molekularni drovni.
»Mechanismy transportnich procesu

»Bunécny pohyb




Metody zalozene na mereni interakce s
elektromagnetickym zarenim

« Méreni (Rayleighova) rozptylu svétla. Interakce
fotonu s dipdly molekul. Intenzita rozptyleného
svetla zavisi na mol. hmotnosti a na uhlu
rozptylu, cehoz lze vyuzit | pro odhady tvaru
makromolekul.

« Ramanova spektrometrie. Pri rozptylu svetla
dochazi k male zméneé vinové délky
rozptyleného svétla, zpusobené malym
pohlcenim Ci zvysenim energie rozptylovanych
fotonu pfi pfechodech mezi vibracnimi a
rotacnimi stavy molekul. Ty se méni pri
zmenach struktury molekul - zmény
Ramanovych spekter proto odrazeji zmeny
struktury molekul.




Ramanova spektrometrie

@MLM Ramanovo spektrum

£ polytenniho

3 chromosomu rodu
2 < i Chlronomus.
5 5 c = 3 Pri vybranych vinoctech
0 NS 3 b Ize s vyhodou realizovat
"ﬁ oo = Ramanovu mikroskopii.
£ 4 RR Vybuzeno laserovym

svétlem o vinové délce
647.1 nm

' . I I — *Podle:
700 1100 1500 http://www.ijvs.com/volume2/edit
vinocet [cm-1] ion3/section4.htm
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*Mikroskopicky snimek v
normalnim bilem svetle

*(chromosom Chironomus Thummi
Thummi) R

Konfokalni rgmanovsky snimek
zobrazujici pater DNA (vibrace
pfi 1094 cm-’

*Konfokalni ramanovsky snimek
zobrazujici pritomnost
alifatickych fetézcu v
bilkovinach chromosomu pri
1449 cm-’

«Zdroj jako predchozi




T
/—_\ CHy o Chy

HEcane
0.2
0.6 ‘\(
b
I'|I Copyright @ 1997 Charles E. Abrans Copyright @ 1997 Charles E. Abrans
0.4
e
\'4 1 4
< InfraCervene
‘ Copyright @ 1997 Charles . Abrans = \'4 V 4
vibracni

! spektrum

Copyright @ 1997 Charles E. Abrans
Z500 000 - — =] 15010 1400 1200 1000 200 p— &00 h exa n u

http://www.columbia.e
du/cu/chemistry/edison
/IRTutor.html

Copyright @ 1997 Charles . Abrans




Dalsi optické metody

* Absorpcni spektrofotometrie v UV
oblasti.

— Tryptofan a tyrosin maji absorpcni maximum
kolem 280 nm. Fenylalanin pri 255 nm.

— Nukleotidy (dusikaté baze) - absorpcni
maxima pri 260 - 270 nm.

— Chromofory - jejich absorpcCni vlastnosti se
meni v zavislosti na chemickem okoli.




Hypochromni efekt (HE).

* Absorpce svetla ovlivhovana dipolovym
momentem vazeb, se kterymi interaguje. Jsou-Ii
dipoly paralelni, vzajemne se ovlivhuji a snizuje se
ponekud jejich schopnost absorbovat energii
fotonu. U bilkovin se HE projevuje u peptidovych
vazeb, které maji absorpcni maximum v UV kolem
190 nm. Jsou-li dip6lové momenty techto vazeb
nahodnée usporadane (denaturovana bilkovina),
absorbuji svetlo Iépe nez ve stavu s pravidelnymi
strukturami.

« Helicita - pomeérne zastoupeni usporadanych casti
makromolekuly. Dvousroubovice DNA absorbuje
UV meéné nez neusporadana (denaturovana)
molekula.
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Hypochromni efekt u kyseliny polyglutamové. Pfi pH 7 vytvari
statistické klubko (1), pri pH 4 ma Sroubovicovou strukturu (2).
Absorpcni maximum peptidovych vazeb je pak snizeno vlivem jejich
prostorového usporadani. € je molarni absorpcéni koeficient a A je
vinova délka UV zareni. Dle Kalouse a Pavlicka, (1980).




Cirkularni dichroismus

Obdobne informace: metoda roo0s
cirkularniho dichroismu 60000 Peptid AKQ9
(CD) - porovnavana 0000 = OWIFE
v v = L —— 5S%TFE
absorbance levotoCive a € L 105TFE
pravotocCive cirkularne o o= AOBTFE
polarizovaneho svetla v g 20000 4
oblasti absorpcniho maxima = 20000
Podobné VYUZItl’ majl’ thO % 10000 1 }18
metody i pri studiu struktury s Yk
NK.
-10000
; . . L. -20000
*Obrazek ukazuje zmeny elipticity
. 7 . -30000 4+
syntetickeho polypeptidu s 190 200 210 220 230 240 250
dlouhymi useky poly-glu po riizném vinové délka [nm]
pridavku trifluoroetanolu (TFE), o
ktery zvysuje zastoupeni a-helixu. 9 = —? (A - Ag)+[rad]

http://www-structure.linl.gov/cd/polyq.htm




Rentgenstrukturni analyza

« Krystalova mfizka pusobi na rtg zareni jako opticka mfizka.
Dochazi k ohybovym jeviim a vzniku interferen¢nich obrazcu.
Tyto obrazce Ize matematicky analyzovat a ziskat tak informaci o
rozlozeni elektront v molekulach tvoficich krystal.
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Mapa elektronove hustoty ziskana z
rentgenového krystalogramu
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Krystalogram B-DNA ziskany v r. 1952
Rosalindou E. Franklinovou, na zakladé
kterého predlozili Watson a Crick model

dvousroubovicove struktury DNA




Nove mikroskopické techniky —
priklady: AFM a STM

*AFM — Atomic force
microscopy — jemny
hrot sleduje
nerovnosti povrchu

http://physchem.ox.ac.uk/
~rgc/research/afm/afm1.ht
m

- \ laserova
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paprsku
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~

shimaci hrot
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obhraz --uj
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Nové mikroskopicke techniky

AFM — Atomic force microscopy

Krystalicka struktura kremiku —
atomove rozliseni

DNA zobrazena pomoci AFM
http://spm.phy.bris.ac.uk/research/DNA/ima
ges/dna2.jpg

http://www.omicron-instruments.com/
products/afm_stm/r_afmst6.html




Nové mikroskopicke techniky

« skanovaci tunelova elektronova mikroskopie
(scanning tunnelling electron microscopy, STM).

Zjednoduseneé schema
elektronového skanovaciho
tunelového mikroskopu (STM).
Nahore celkové schéma
pristroje, dole detail snimaci zkoumany povrch
kovoveé jehly, ktera svym
pohybem kopiruje povrch
vzorku. Jehla je nabita kladne.
Zpracovano podle Ronto a
Tarjana (1994).

e zpracovani || PC
e signalu 1 | monitor

shimaci jehla

spicka snimaci
jehly )

)

AP, F_Elektrqnu\.q? oblak -

povrch vzorku




Metody separace koloidu a hrubych
disperzi

« Sedimentace

« K jejimu urychleni se pouzivaji centrifugy
(ultracentrifugy, az nekolika set tisic ot./min, az
miliony g).

« Sedimentacni rychlost zavisi na rozdilu hustot
castic a prostredi, na jejich velikosti a tvaru.
Hlavne se uplatnuiji tri sily:

* 1) Vztlakova

« 2) Odstrediva

« 3) Odporu proti pohybu




Sedimentaci castic charakterizujeme pomoci
sedimentacniho koeficientu s [s].

v

N =
2
v -r

Po upravach tohoto vztahu lze dospét k rovnici:

In r = s.0?.t + konst.

S je obsazeno ve smeérnici zavislosti Inr na Case. Tento graf Ize ziskat
promerovanim polohy Castice r béhem sedimentace.

« Sedimentaéni koeficient mensich molekul bilkovin - 10-13 s.
Jednotka sedimentacniho koeficientu:

svedberg S (=1.1013s).

Zviditelnéni sedimentujicich latek: merenim absorpce UV zareni nebo
indexu lomu.




« Sedimentacni koeficient s zavisi na molekulove
hmotnosti M dle Svedbergova vzorce:

o

) f'Nﬂ

kde p je hustota prostredi, p, hustota molekul, N,
Avogadrova konstanta a f tzv. frikCni neboli hydrodynamicky
Koeficient.

-Hustota makromolekul se meri pyknometricky,
nydrodynamicky koeficient (f = 6nrn) meérenim difuze.




Sedimentacni analyza

« K rozdeleni polydisperzniho koloidu dochazi
vlivem ruzné rychlého odstredivého pohybu
jednotlivych slozek (frakci). Dvé moznosti:

* 1) Analyzovanym koloidem se prevrstvi Ciste
rozpoustedlo. Po urcité dobe odstredovani se
zjistuje poloha jednotlivych slozek koloidu v
rozpoustédle - zonova sedimentace.

« 2) Sedimentace v hustotnim gradientu -v
kyvete se intenzivnhim odstredovanim pripravi
hustotni gradient vhodné latky (napr. CsCl).
Pohyb sedimentujici slozky se zastavi tam, kde
vztlakova sila bude stejna jako sila odstrediva.
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Elektroforeza

« Elektroforéza — pohyb iontu v elektrickém poli. P¥i
rovhomerném primocarém pohybu kulovych castic o
poloméru r je elektrostaticka sila pusobici na &astici v
rovhovaze se silou odporu prostredi. Sila odporu je dana
Stokesovym vzorcem:

F=6.t.rmn.v

« Kde v je rychlost Castice a n dynamicka viskozita
prostiedi. Elektrické pole pusobi na &astici silou:

F=zekE

« kde z je pocet elementarnich naboju ¢astice, e je
elementarni naboj (1,602.10-1° C) a E je intenzita
elektrickeho pole v danem miste. Pro rychlost pohybu
castice pak plati:

zee-
-

_6’]1;-}"-1]




Elektroforeticka pohyblivost

« Lépe reprodukovatelnou veliCinou je
elektroforeticka pohyblivost u, definovana
jako podil rychlosti pohybu castice a intenzity
elektrického pole. Plati:

v Z-e
E om-r-n

=
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