C6200-Biochemicke metody

10C1 CHIROPTICKE METODY

Petr Zboril



Chiropticke metody

* Anizotropni prostredi
 Chiralni (prochiralni) centra

* Odlisné chovani k ruzné orientovanym
fotonum

» Metody vyuzivaji oddelenych paprsku
majicich chiralni charakter



Chiroptické metody - disperzni
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Popis fotonu — Sipkou smér Sireni
E - vektor elektrického pole
H — vektor magnetického pole




Skladani vektoru L a R

Vysledny vektor jako soucet L a R slozek




Skladani vektoru L a R
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Chiroptické metody - disperzni

Opticky aktivni latka:

Rozdilny refraktivni index (n) pro
ER’ EL

Kazda ze slozek se pohybuje
ruznou rychlosti

0= OPr — Op

o = (n, —ng)m/A




Polarimetry

Polarizace svétla = vyber stejne

orientovanych foton(
Hranoly, filtry

A

Schema polarimetru: Z-zdroj, L — spojka, kolimator, P a A — polarizaCni
hranoly (filtry), K — kyveta se vzorkem

Jednoducha méreni, koncentrace sacharidu ap.

Bilé svétlo u jednoduchych, monochromatory ev. monochromaticky zdroj
(Na-vybojka).

Elektricka kompensace — polarisacni filtry, kfemenné kliny.



Polarimetrie

Mérna otadivost [a],t =100 a/cl
c Vv %, | vdm, tabeluje se pro ruzna rozpoustédla

Molarni otacCivost [®],! = [a],t. M./ 100

Mereni koncentrace, zmen otacivosti (mutarotace)



Opticka rotacni disperze - ORD

Otacivost = (L)

D ;N ',Z
4 | P K | 4 T
7 | [ 7 L/
M P F K 6 4 R

e A T L
o[-

Obr. 3.95 Schematické uspofadiani spektropolarimetru s mechanickou nulou (A)

a elektrickou kompenzaci (B)
M — monochromator, P — hranolovy polarizator s modulatorem D, K — kyveta,

N — servomotorem nastavitelny analyzator, T — fotonka, Z — zesilovag,
F — moduladni Faradayova cela na stfidavy proud, C — kompenzaéni Faradayova
cela, A — pevny analyzator, R — detektor




ORD

Spektra ORD (opticka rotaCni disperze)

Pozitvni Cottonuv efekt

Molarni
rotace
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Obr. 3.97 Spektrum ORD s pozitivnim Cottonovym efektem pro
3-fhydroxy-5a-androstan-17-on (vyznam symbolti v textu)



Chiroptické metody — CD

ERF EL




Chiroptické metody — CD




Cirkularni dichroismus

Cirkularné polarizované svétlo

Ruzna absorbance pro levou a pravou slozku (chiralni chromofor)

linearly palarized light girgularly palarized light
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Cirkularni dichroismis

Pristrojové vybaveni - CD
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The CD spectrometer



Chiroptické metody




Chiroptické metody

Elipticita
0= 3298 (g, — eg) = 3298.A¢

Spektrum CD: ® =f Ag

)




CD spektra — Cottonuv efekt
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Obr. 3.98 Spektra CD dvou ketond lidicich se od sebe okolim karbonylové skupiny
a dvojné vazby (v rdmecku), a to polohou vodikovych atomi pod nebo nad rovinou

molekuly



CD spektra

CD spektra proteint — UV oblast

-peptidova vazba (190 — 230 nm)

n—7n nevazebneé elektrony. karbonylu, 220 nm
p —n, n elektrony karbonylu,190 nm)
Intenzita a energie prechodu zavisi na uhlech

boc¢ni retézce aminokyselin
(Phe, Tyr, Trp, disulfidy > 230 nm)

Podminky: koncentrace 0.2 — 0.5 mg/ml
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CD spektra

« CD spektra proteinu

— vliv struktury

* Terciarni
— Pravidelné
— Nahodné klubko
— Priony
— Interakce — sledovani
— DNA/RNA/protein
rozpoznani
— Modulace specificity/affinity
vazby
—  Zhutnéni molekuly
— Aktivace Stépenim



Chiroptické metody

CD spektra a-helixu. 3-skl.listu, smycCky, nahodného klubka

Ellipticity
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Chiroptické metody

Spektra realnych proteinu

20
—— myeglekbin
18 hen lysozyme
trivsephosphate isomerase
— chymotrypsin
10
B c

A triosofosfatisomerasa:
H:0.52, S:0.14, T:0.11, 0:0.23

B: lysozym
H:0.36, S:0.09, T:0.32, O: 0.23

C: myoglobin % e ' 200 ' 220 ' 240 ' 260
H:0.78, S:0, T:0.12, O:0.10 Wavelength {nm)

D: chymotrypsin
H:0.10, S:0.34, T:0.20, O:0,36



Chiroptické metody

Méreni CD spekter proteini

nahodné klubko
poly-L-lysin pfi pH 7.0, (Pro-Lys-Leu-Lys-Leu)n, slaba iontova sila

o~helix
poly-L-lysin pfi pH 10.2, nebo myoglobin

B-skl. list

poly-L-lysin pfi pH 11.2 , zahfati na 50°C, ochlazeni, nebo (Lys-
Leu),v 0.1 M NaF pfi pH 7

Spektrum neznamého proteinu

O =f,0 () +f, 0 4(A) + e © pc(V)

kde © (1), ® ;() @ O g(A) jsou hodnoty ziskané z referentnich
bilkovina f frakce.



Mo lar Ellipticity

Chiroptické metody

Pouziti metody: CD spektrum mutantniho proteinu
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Chiroptické metody

Pouziti metody: CD spektrum mutantniho proteinu

- Research Communication 15
Table 1 Kinetic parameters of mutant and wild-type (WT) GDH
6 - K and V., are the apparent Michaslis constants and maximal velocities. Units for K, for
NADH are uM; for 2-oxoglutarate and ammonium they are mM. ND, could not be determined
7’; 1 S e e e
S K, V. (emol -min - g™
5 21 S e e —
g | Wt 01655 WT D165S
3 °f g W e
NADH 108407 97422 12642 0.144 +0.008
-2 D1655 2-0xoglutarate 0314005 029+006 191410 0.141 40010
Rees S Ammonium 611+119 ND 2596+ 21 ND
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Figure 2 Far-u.v. c.d. spectra of wild-type and D165S mutant GDHs ASp 165 nahrada za Ser
Spectra were recorded al 20°C in 0.1 M potassium phosphate, pH 7.0. The protein Spektra Velmi pOdObné — pf’l mutaci nedochézi k

concentration was 1.5 mg-mi~" and the cell path length was 0.1 mm.

podstatné zméné struktury proteinu



