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Obsah prednasky

Biomolekularni vedy maji klicovy vyznam pro molekularni
medicinu. Budeme se zabyvat nekterymi zarizenimi pro studium
struktury, méreni koncentrace (in-vitro i in-vivo), a pro studium
vlastnosti membran.
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elektromagnetlckeho zareni s makromolekulami

— VIS, UV a IR spektrofotometry

— Ramanovy spektrometry

— Zarizeni pro méreni cirkularniho dichroismu

— Zarizeni pro rentgenstrukturni analyzu

Zarizeni zalozena na jinych vlastnostech biomolekul
(napr. mechanickych a elektrickych)

— Elektroforéza

Zarizeni pro méfeni membranovych potencialu a
koncentrace iontu v bunkach



Nebudeme se zabyvat....

e Zarizenimi pro mereni
— Osmolarni koncentrace (mereni je zalozeno na
Kryoskopii),
— Rychlosti difuze
— Viskozity (prakticka cviCeni)

* Pristroji pro stanoveni sekundarni a terciarni struktury
bilkovin a nukleovych kyselin pracujicimi na
elektrochemickem zakladé (je studovana interakce
makromolekul s elektrodami)

* Nuklearni magnetickou rezonanci (umoznuje napr. zjistit,
jak je v molekule chemicky vazany vodik — zmineno v
prednasce o MRI)

« Elektronovou spinovou rezonanci,
« Centrifugami (jina prednaska) atd.



Biofyzika a biomolekularni vyzkum

Tento vyzkum je orientovan zejmena na
strukturalni studie, jez umoznuji porozumet napr.:

» Specifichosti enzymatickych a imunologickych reakci

» Uginktim nékterych 1€kl (napf. cytostatik) na molekularni
Grovni.

» Mechanismum pasivniho i aktivniho transportu

» Bunecnému pohybu






Druhy spektrofotometru

» Spektrofotometry jsou laboratorni pristroje pouzivane pro
studium latek absorbujicich nebo emitujicich infraCcervene,
viditelné nebo ultrafialove svétlo, vCetne studia jejich
chemické struktury.

» Absorpcni spektrofotometry: zalozeny na spektralni
zavislosti absorpce svetla.

» Emisni spektrofotometry: Zdrojem svétla je sama
analyzovana latka, jez je injektovana nebo rozprasovana
do bezbarvého plamene Emitovane svetlo prochazi
optickym hranolem nebo mrizkou, takze muzeme ziskat
celé emisni spektrum. Frekvence prltomne ve spektru
umoznuji identifikovat napr. pritomné ionty.

» Spektrofluorimetry: emise svetla je vyvolana svetlem o
vinove délce kratsSi nez je vinova delka svetla emitovaného.



Absorpéni spektrofotometry: Lambertuv-
Beeruv zakon

Absorpcni spektrofotometrie je zalozena na absorpci svetla pfi
prachodu vrstvou roztoku latky pohlcujici svétlo. Jeho
koncentrace muze byt zjisténa pomoci Lambertova-Beerova
zakona:

| = 1,108

c je koncentrace rozpusténeé latky, x tloustka vrstvy, |, puvodni
intenzita svétla, | je intenzita svétla po pruchodu vrstvou
Konstanta ¢ (epsﬂon absorpcni nebo extinkéni koeficient) zavisi
na vinové délce svétla, na rozpusténé latce i rozpoustédle.
Jeji hodnoty pro bézné chemické slouceniny lze nalézt v
tabulkach. Tyto hodnoty jsou vzdy udavany pro urcitou vinovou
delku (obvykle absorpcni maximum). Ciselne hodnoty tohoto
koeficientu zaviseji na tom, jak je vyjadfovana koncentrace
rozpusténé latky. Kdyz pouzijeme mol.I'1, hovofime o molarnim
absorpcénim koeficientu.



Pomer intenzit svetla prosiého a dopadajiciho se nazyva
transmitance (drive transparence). Dekadicky logaritmus
prevracene hodnoty transmitance se nazyva absorbance A.

S ohledem na L.-B. zakon je tedy absorbance primo umerna
koncentraci rozpusteneé latky a tloustce absorbujici vrstvy
roztoku.

e, o A=log— A =¢g.CX



Druhy absorpcénich spektrofotometru

» Podle konstrukce rozdelujeme spektrofotometry na
jednopaprskové a dvoupaprskove.

> U jednopaprskovych spektrofotometru jeden svazek svétla
prochazi nejdrive srovnavacim a pak merenym vzorkem
(kyvety obsahujici roztoky musi byt pohyblive). U
dvoupaprskovych spektrofotometru jeden svazek svétla
prochazi merenym vzorkem a druhy srovnavacim vzorkem
(blankem). Dvoupaprskove pristroje umoznuji podstatne
rychlejsi mereni, avsak jsou drazsi. U jednoduchych pristroju
je nastavovani vinové delky svetla rucni. U pokrocilejsich
pristroju se toto nastavovani déje automaticky, coz umoznuje
primo ziskavat absorpcni krivky, tj. grafy zavislosti
absorbance na vinové delce svetla.
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Jednopaprskovy spektrofotometr

Zdrojem svétla (1) je zarovka s
wolframovym vliaknem. Jgji
polychromaticke svétlo prochazi
kondenzorem (2) a odrazi se od
zrcadla (3) na vstupni stérbinu (4)
monochromatoru (Casti 4 az 8,
plus 12). Svétlo je soustfedovano
coCkou (5) na odrazovou
optickou mrizku (6), ktera tvori
barevné spektrum. Teémer
monochromaticke svétlo je
promitano objektivem (7) na
vystupni stérbinu (8)
monochromatoru.
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Jednopaprskovy spektrofotometr

S mfizkou Ize otaCet pomoci
ovladace vinovych délek (12),
Cimz se zaméruje svetlo o urcite
vinové délce na vystupni
stérbinu. Svazek svetla pak
prochazi kyvetou (9) se
vzorkem. Intenzita proslého
svetla je merena fotodetektorem
(10, 11). Jeho signal je zesilovan
zesilovacem (13). Hodnota
absorbance je zobrazena na
displeji (14). Intenzita svétla
proSlého srovnavacim roztokem
je vzdy srovnavana s intenzitou
tehoz svazku svetla prosleho
merenym vzorkem.
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Moderni UV/VIS/NIR
spektrofotometr

NIR = near infrared = blizka
infradervena oblast

Detector

Entrance slit

® ! Dispersion device

Source Entrance slit

Sample

Svétlo jedné vybrané vinové m Snurce
delky nebo i celé proslé
spektrum muze byt méreno 3



Absorpcni UV spektrofotometrie

> Ultrafialové (UV) svétlo je absorbovano ruznymi
slouCeninami, zejména temi, které maji konjugovane
dvojné vazby. Jak bilkoviny, tak nukleove kyseliny silne
absorbuji UV svetlo, coz Ize vyuzit pro jejich zkoumani.

— Aminokyseliny tryptofan a tyrosin maji absorpcni maxima
pri priblizné 280 nm. Fenylalanin pfi 255 nm.

— Nukleotidy (dusikaté baze) maji absorpCni maxima v
oblasti 260 - 270 nm.

— Chromofory — jejich absorpcCni vlastnosti se meni podle
chemickeho slozeni prostredi.



Absorpcni spektra aminokyselin
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Hypochromni efekt (HE)

» Absorpce svetla je ovlivhovana dipolovymi momenty
chemickych vazeb, které interaguiji s fotony. Stochasticky
(nahodne) orientované dipolove momenty (denaturovana
bilkovina) absorbuji svetlo |épe nez ve stavu usporadanéem
(Sroubovice). U bilkovin je HE zpusoben peptidovymi
vazbami, které maji UV absorpcni maximum kolem 190
nm.

» Dvousroubovice DNA absorbuje UV svetlo lepe nez DNA
denaturovana (neusporadana).

» Helicita — relativni zastoupeni usporadanych Casti
makromolekuly
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Hypochromni efekt u kys. polyglutamové. Pfi pH 7 tento polypeptid tvofi
stochastické (neusporadané) klubko (1), pfi pH 4 ziskava Sroubovicovou
strukturu (2). AbsorpcCni maximum peptidovych vazeb je snizené vlivem
jejich prostoroveho usporadani. € je molarni absorpcCni koeficient a A je
vinova délka UV svétla. [dle: Kalous a Pavlicek, 1980]



IR spektrofotometrie

> InfraCervené zareni (IR) pusobi na rotacni a vibracni
stavy molekul. Slozité molekuly mohou vibrovat nebo
rotovat mnoha ruznymi zpusoby (maody). Ruzné
chemicke skupiny (-CH;, -OH, -COOH, -NH, atd.) maji
specificke vibracni a rotacni frekvence, a proto absorbuji
IR svetlo o specifickych vinovych délkach.

> Z tohoto duvodu maji infraCervena absorpCni spektra
mnoho maxim. Zmeéena chemické struktury se projevuje
jako zmena polohy techto maxim ve spektru.
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Ramanova spektrometrie

> Rayleightiv rozptyl svétla. Nastava interakce fotonu s
molekulami, jez se projevuje jen velmi malou nebo zadnou
zmenou vinove delky. Intenzita rozptyleného svetla zavisi na
molekulové hmotnosti a také na uhlu rozptylu, coz Ize vyuzit pro
odhad tvaru makromolekul.

» Ramanova spektrometrie. Pfi rozptylu fotonu nastava mala
zmeéna (posun) vinove delky, zpusobena malym poklesem nebo
zvysenim energie rozptylenych fotonu behem prechodu z
puvodniho do zménéného vibracniho nebo rotacniho stavu
interagujici molekuly. Tyto stavy se mohou ménit v dusledku
strukturalnich zmeén molekul.

» Proto zmény v Ramanovych spektrech (intenzita signalu v
zavislosti na posunu vinove délky nebo odpovidajicimu vinoctu)
odrazeji konformacni zmény molekul.



Ramanova spektrometrie

1449 bilkoviny

1094 DNA

705 pozadi
729 adenin

intenzita signalu
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Ramanovo spektrum polytenniho chromosomu pakomara Chironomus.
Pri zvolenych vinoctech Ize uskutecCnit ramanovskou mikroskopii.
Vybuzeno laserovym svetlem o vinové délce 647.1 nm.

According to: http://www.ijvs.com/volume2/edition3/section4.htm
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Mikrofotografie v normalnim bilem
svetle

(chromozom Chironomus Thummi
Thummi) SN

Konfokalni ramanovska
mikrofotografie zobrazujici pater
DNA (vibrace pfi 1094 cm1)

Konfokalni ramanovska
mikrofotografie zobrazujici
alifatické retézce v bilkovinach pfi
1449 cm

podle: http://www.ijvs.com/ volume?2/edition3/section4.htm
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Opticka rotacni disperze

Metodou optické rotacni disperze (ORD) merime
zavislost opticke aktivity na vinove délce svetla.
Tato metoda vsak byla nahrazena citlivejsi
metodou cirkularniho dichroismu (CD), ktera
poskytuje podobné informace.
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Cirkularni dichroismus (CD) - nepovinné

» Mereni opticke aktivity (schopnosti
stacCet rovinu polarizovaného svétla).
Konformacéni zmény molekul mohou
byt sledovany jako zmény optickeé
aktivity pri pouziti specialniho
polarimetru.

» U metody CD srovnavame
absorbance levotocCive a pravotoCive
cirkularné polarizovaného svétla,
jehoz vinova delka je blizka
absorpcnimu maximu bilkoviny.

» CD lze vyuzit téz pro studium
struktury nukleovych kyselin.

Obrazek ukazuje zmény elipticity syntetického
polypeptidu, obsahujiciho dlouhé sekvence poly-
glu, po pridavku trifluoroethanolu (TFE), ktery
zvysSuje podil a-Sroubovice. http://www-
structure.linl.gov/cd/polyg.htm
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Rentgenstrukturni analyza

Krystalova mfizka pusobi na rentgenové zareni jako opticka mfizka na
viditelne svetlo. Nastavaji ohybove jevy a na stinitku se objevuje
difrakCni obrazec. Tyto obrazce mohou byt matematicky analyzovany,

aby se ziskala informace o rozlozeni elektronu v molekulach tvoficich
krystal.

(a) (b)

paprski

Zdroj rtg ‘

Svazek
rtg g
| paprsku : i
I; .l;.% ::n
Q Krystal bilkoviny . ek
Difraktované \
rtg paprsky -~ / [/ |} .
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Krystalogram B-DNA ziskany v r. 1952 Rosalindou
E. Franklinovou, na jehoz zaklade Watson a Crick
navrhli dvousroubovicovy model struktury DNA.
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http://www.mun.ca/biology/scarr/4241/W&Cxraypic.html

Metody zalozene na méereni mechanickych
a elektrickych vlastnosti makromolekul

Velikost a tvar makromolekul muzeme studovat na zakladé
mereni:
-Osmotického tlaku (velikost, pfednaska "Termodynamika a zivot”)
-Difuzniho koeficientu (velikost, pfednaska "Termodynamika a Zivot")
-Viskozity (tvar, prakticka cviCeni)

-Sedimentace (velikost, pfednaska "Zarizeni pro elektrochemickou
analyzu. Pomocné laboratorni pristroje "

Dale muzeme pouzit:
-Elektronovou mikroskopii a metody pribuzné, vcetné AFM (velikost a
tvar, prednaska "Mikroskopie”)

-Chromatografii — molekularné sitovy efekt u gelové permeacni
chromatografie (chemie)

-Elektroforézu (konec této Casti prednasky)



Zarizeni pro elektroforézu

Jamky v gelu pro vzorky

Gelova plotna

Roztok — Y

elektrolytu

Zdroj napéti

==

Latkovy knot

— .
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Elektrochemické viastnosti koloidu

Koloidy jsou roztoky, které obsahuji Castice o velikosti 10 — 1000 nm.
Néekteré molekularni i micelarni koloidy jsou polyelektrolyty s amfoternimi
vlastnostmi. Tyto amfolyty se chovaji bud jako zasady nebo kyseliny v
zavislosti na pH prostredi.
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Vznik elektricke dvojvrstvy na povrchu
koloidni castice
Dva mechanismy:

» Adsorpce iontu (i u hydrofobnich koloidu)
> Elektrolyticka disociace (pfevazuje u hydrofilnich koloidu)

Dvojvrstva na povrchu Castice se liSi v koncentrovanych a
zfedenych elektrolytech.

U zfedénych elektrolytu muzeme v celé iontové atmosfére
castice rozlisit stabilni, difuzni a elektroneutralni oblast.

Elektrokineticky potencial — C (zeta)-potencial



iontova atmosféra

pevna slozka

Nizni slozka

o

d [nm]
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Elektroforéza

> Elektroforeza — pohyb nabitych molekul v elektrickem poli. Pri
rovhomernem primocarem pohybu sféricke Castice o polomérur, je
elektrostaticka sila pusobici na €astici v rovnovaze se silou tfeni, jez
je dana viskozitou. Silu treni Ize vypocitat dle Stokesova vzorce:

F=6.n.rm.v
kde v je rychlost Castice a n je dynamicka viskozita prostredi.
> Elektrické pole pusobi na ¢astici silou:
F=z.e.E

kde z je poCet elementarnich naboju nesenych cCastici, e je
elementarni naboj (1,602.10-1° C) a E [V.m'}] je intenzita elektrického
pole v daném miste.

» Rychlost Castice je pak v dusledku rovnosti obou sil:

z-e-H
Om-r-m

"‘.J':
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Elektroforeticka pohyblivost

» Elektroforeticka pohyblivost u nezavisi na
iIntenzite elektrickeho pole. Je definovana jako
podil rychlosti Castice a intenzity elektrického
pole. Plati:

% z-e
M= — =
E 6m-r-m

Poznamka. Elektroforéza s dodecylsulfatem sodnym. Tato sloucCenina,
ktera nese jeden negativni elementarni naboj, se vaze definovanym
zpusobem k bilkovinam a eliminuje jejich vlastni elektricky naboj.
Molekuly bilkovin se pak pohybuji s ruznou rychlosti jen proto, ze majl
ruznou velikost (polomér).



Méreni membranovych potencialu

» Membranove potencialy se méri s pomoci sklenénych
mikroelektrod, tj. sklenenych kapilar s velmi jemnou
uzkou Spickou. Prumeér otvoru na konci Spicky musi byt
mensi nez 1 um, aby nedoslo pri zavadeni do bunky k
jejimu vyznamnemu poskozeni. Vnitrni prostor spicky
kapilary je naplnén roztokem KCI o koncentraci 3 mol.I-.
Jako elektroda srovnavaci se pouziva elektroda
stribrochloridova umistena do mimobunecného prostoru.

» Pro sklenene mikroelektrody je charakteristicky vysoky
vnitrni odpor (kolem 10 MQ), takze potrebujeme pro
mereni vysoce kvalitni zesilovace, abychom zamezili
zkresleni mereneho napeti.



Experimentalni usporadani pro meéreni
membranovych potencialu kapilarnimi
mikroelektrodami

zesilovad (::)
| L e

osciloskop

Pomoci sklenénych mikroelektrod Ize také merit jiné elektrochemické
parametry bunék a membran, napf. koncentraci nékterych iontd. Mohou
byt pfipraveny jako elektrody iontové selektivni pro Na*, K+, Ca?*, H* ...
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Metoda patch-clamp (,,terCikovy zamek*)

Tupa sklenéna mikroelektroda se

Zesilovad @ prilozi k povrchu buriky nebo k ¢asti
| — biologickeé Ci umélé membrany.
S pan Otvor na k(v)ncn mllir’oelelftrody e
zcela uzavren ,terCikem” membrany
a merena elektricka napéti nebo

proudy se proto tykaji jen malého
okrsku membrany, v némz se
naléza jen maly pocet iontovych
kanalu.

Néktere iontoveé kanaly mohou byt predem uzavreny nebo otevreny, napln
mikroelektrody muze obsahovat ligandy, schopné interagovat s iontovymi
kanaly, a vSeobecné jakekoliv latky, jez mohou ovliviiovat funkci
membrany. Tato metoda umoznuje studium aktivity jednotlivych iontovych
kanalu nebo jejich malych skupin.
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