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Uvod do molekularni biofyziky II




Struktura biopolymeru

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

»Bunécny pohyb




A) Metody zalozeneé na meéreni
mechanickych vlastnosti

* Velikost a tvar makromolekul |ze studovat merenim:
» osmotického tlaku
» difuzniho koeficientu
» viskozity (tvaru molekul)
« /Zjisteni polomeru castic:
» Mereni rychlosti sedimentace
« /Zjisteni velikosti a Castecne i tvaru:
> TEM

» chromatografie - molekulové-sitovy efekt (gelova permeacni
chromatografie)

> elektroforeticka pohyblivost bilkovin (dodecylsulfat sodny se
definované vaze k bilkoviné a eliminuje jeji vlastni elektricky naboj,
pricemz nese jeden naboj zaporny).




B) Metody zalozene na mereni interakce s
elektromagnetickym zarenim

« Meéreni (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 zméne 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
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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




B) Metody zalozene na mereni interakce s
elektromagnetickym zarenim

« Lze vyuzit studium infracervenych spekter
molekul.
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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.




Absorpcni spektra aminokyselin
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Tryptofan je pfirozenym chromoforem — obr. ukazuje zhaseni jeho
fluorescence v zavislosti na koncentraci 9-cis-retinalu. Jde o vliv této

latky na bilkovinu potrebnou k regeneraci rodopsinu.
http://www.molvis.org/molvis/v4/a33/nickerson-fig2.html
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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 - pomerné 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).




Opticka rotacni disperze

« Méreni opticke aktivity | absorpce
polarizovaného svetla. Pri konformacnich
zmenach molekul se meni stavba molekul, coz
|ze polarimetricky sledovat

* Presngjsi: Opticka rotacni disperze (ORD) -
zavislost opticke otacCivosti na vinové delce
svetla. Lze ziskat udaje o zastoupeni a-
sroubovic ¢i pomérnem zastoupeni o-sroubovic
a B-struktur.

* Nakonec byla tato metoda nahrazena citlivejsi
metodou cirkularniho dichroismu (CD)




Cirkularni dichroismus
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 Informace o sekundarni a terciarni
strukture bilkovin Ci NK poskytuji I:

»metody elektrochemicke (studuje se interakce
makromolekul s elektrodami)

»nuklearni magneticka resonance (umoznuje
urcit chemické okoli studovanych atomu),

»elektronova spinova resonance aj.




Rentgenstrukturni analyza

« Krystalova mfizka pusobi na rtg zareni jako opticka mfizka.
Dochazi k ohybovym jevim 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




Nové mikroskopicke techniky

« opticka skanovaci mikroskopie v blizkém poli (near-field
optical scanning microscopy, NFOS - Near-field Scanning
Optical Microscopy, NSOM, SNOM)
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Schéma optického skanovaciho
mikroskopu pro pozorovani Vv
blizkém poli. Otvorem v kovovém
obalu sklenéneho hrotu, ktery ma
prumér 5 - 10 nm, prochazi uzky
paprsek svetla argonoveho laseru.
Preparat (tenky rez) se pohybuje
nad otvorem. Kontrola vzdalenosti
preparatu pomoci tunelového efektu.
Zpracovano podle Rontdé a Tarjana
(1994).




Hrot propoustgjici svetlo
pozorovany v normalnim
optickém mikroskopu

http://physics.nist.gov/Divisions/Div844/facil
ities/nsom/nsom.html

e

Plasmidova DNA —
10kb

http://www.snom.omicron.de/e
xamples/twinsnom/x-
tsnom_12.html




Nové mikroskopicke techniky

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

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

AFM — Atomic force microscopy
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Plazmidova DNA — 10 kb, Krystalicka struktura kfemiku —

*http://www.snom.omicron.de/example atomové rozliseni

s/twinsnom/x-tsnom_12.html _ _
- http://www.omicron-instruments.com/

products/afm_stm/r_afmst6.html




DNA
zobrazena
pomoci
AFM -

http://spm.phy.bris.ac.u
k/research/DNA/image
s/dna2.jpg




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




Nové mikroskopicke techniky

skanovaci tunelova elektronova
mikroskopie - STM.

305 pm

1.53 pm

Opm 1.53pm 305 pm

Rozstépené a nerozstepene kruhy
plasmidové DNA

http://www.sci.port.ac.uk/spm/overfigh.htm

Napis IBM vytvofeny z atomu

xenonu na niklové podlozce
http://www.almaden.ibm.com/vis/stm/i
mages/stm10.jpg




Problem

* Nelze obecne predpokladat, ze struktura
bilkoviny v krystalickém stavu, v roztoku a
In situ je identicka. Bilkoviny jsou nekdy
aktivni jen jako integralni soucasti jinych
struktur. Struktura NK bude ovlivhovana
interakci s bilkovinami. Lokalni zmeénu
struktury DNA vyvolavaji | latky, které se
mohou vmezerit (interkalovat) mezi
paralelné usporadane baze v
dvousroubovici.




Metody separace koloidu a hrubych
disperzi

Pomijime chromatografii a chemické metody.

Dva cile:

« Separace disperzniho prostredi a disperzniho podilu.

« Rozdéleni (frakcionace) polydisperznich systému na slozky.
* Priklad: analyza krevni plazmy, mozkomisniho moku aj.

a) Ultrafiltrace.

* Membrana propousti jen rozpoustedlo a male molekuly. Na
koloid je nutno pusobit zvySenym tlakem, ktery pfekonava
jeho onkoticky tlak a urychluje prestup rozpoustedla na
druhou stranu membrany - velmi setrna metoda.

* Chceme-li z koloidu odstranit pouze nizkomolekularni primesi,
ne vsak rozpoustedlo, Ize pouzit dialyzu.

« Dialyzacni princip se uplathuje | v umelée ledvine.




Metody separace koloidu a hrubych

disperzi

* b) 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 d
F=(p-

e Archimedova zakona:

0").V.a=(p-p').V.r.o?

kde p a p’jsou hustoty Castic a rozpoustedla, V

objem castice,

a odstredivé zrychleni, r polomer

otaceni, ® Ghlova rychlost.




+ 2) OdstFediva:
F=m,_.r.wm?

kde m je tzv. efektivni hmotnost: m_, = V(p - p')

« 3) Odporu proti pohybu telesa v kapaline
(Stokesuv vzorec)

F=6.nt.rm.v

kde r je polomér Castice, n dynamicka viskozita, v
rychlost pohybu ¢astice vuci kapaliné.




Sedimentaci castic charakterizujeme pomoci
sedimentacniho koeficientu s [s].

v

N =
T r
Okamazita rychlost je derivaci drahy podle Casu, v = dr/dt
(Castice se pohybuje ve smeru r, takze po vynasobeni
Citatele i jmenovatele ve vzorci vyrazem »? napiseme:

dr-o™ L dlnr
N = =D .

dt - r dt




* Po separaci promennych a integraci ziskavame
rovnici:

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

S je obsazeno ve smeérnici zavislosti prirozeného
logaritmu r na Case. Tento graf Ize ziskat
promerovanim polohy castice r behem
sedimentace.

« Sedimentacni koeficient mensich molekul
bilkovin - 10-13 s.

+ Jednotka sedimentacniho koeficientu:

svedbergS (=1.10"135s).

» Zviditelneni 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 mérenim difuze.




Sedimentacni analyza

K rozdeleni polydisperzniho koloidu dochazi vlivem
ruzné rychlého odstiedivého pohybu jednotlivych sloZzek
(frakci). Dvé moznosti:

1) Analyzovanym koloidem se prevrstvi Cisté
rozpoustedlo. Po urCite dobe odstredovani se zjistuje
poloha jednotlivych slozek koloidu v rozpoustedle -
zonova sedimentace.

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

Dukaz tzv. semikonzervativhiho modelu replikace DNA.
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Zycze smacznego!




