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Struktura proteint
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Analyza struktury proteiny
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spektroskopie cirkularniho dichroismu
infraCervena spektroskopie

Ramanova spektroskopie

fluorescencni spektroskopie

NMR spektroskopie

rentgenova krystalografie

neutronova krystalografie
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Chiropticke techniky

Metoda Definice Vinové délky
Opticka rotacni Zavislost Uhlu stoceni roviny linearné 180-800 nm
disperse ORD polarizovaného svétla na vinové délce

prochazejiciho zareni.

Cirkularni dichroismus Zavislost rozdilu absorbance pro vlevo a 180-1000 nm
CD vpravo kruhové polarizované svétlo na
vinové délce absorbovaného zareni.
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Chiralni molekuly

O neztotoznitelné se svym zrcadlovym obrazem
Q priciny chirality

- pritomnost stereogenniho centra — vnitfni chiralita
- kovalentni interakce achiralni molekuly s chiralni molekulou

- inherentni chiralita struktury celé molekuly

COOH HOO(i

H3C /C\Ih. H H u\\‘c\ CH3
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Q konstantni smér (orientace), modulovana amplituda

O usecka o délce 2A .,




Q konstantni amplituda, modulovana orientace

Q kruh s prlimérem 2A .,




Fyzikalni podstata
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Fyzikalni podstata
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Fyzikalni podstata
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Fyzikalni podstata

Absorbance

CD




Fyzikalni podstata - shrnuti

Q linearné polarizovany paprsek je vektorovym souctem dvou
opacnych kruhové polarizovanych paprskl (R a L)

Q pfi préchodu opticky aktivnim chromoforem jsou R a L paprsky
rozdilné absorbovany

Q vysledné zareni je elipticky polarizované

Equal proportions
of right and left
circular polarizations

Right polarization
preferentially
absorbed
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O CD data prezentovana elipticitou nebo absorbanci

O CD data normalizovana na molarni koncentraci chromoforu a
pocet opakujicich se jednotek (peptidova vazba)

Nazev Symbol Definice Jednotka
rozdil molarnich AA
o . o AE A =& —& = — Mlcom'!
extinénich koeficientd -t e
L b _E -E
elipticita O ops tan s = _ = EVE. deg
molarni elipticita o, 0. = (9°b2'}00) deg.cm?.dmol™
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Proteinové chromofory

O daleka UV oblast S
180-250 nm
chromoforem je peptidova vazba |
infromace o sekundarni strukture proteinu

.9

O blizka UV oblast

260-320 nm
chromofory jsou aromatické aminokyseliny a disulfidické mdstky
informace o prémérnych zménach v tercialni strukture proteind
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Daleka UV oblast

— a-helix

— B-list

— PPII helix

— nepravidelna
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Blizka UV oblast
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Priprava vzorkt pro CD méreni -

Q vysoka Cistota ~ 95% (kontrola na SDS gelu)

U

homogenni vzorek bez proteinovych agregatl (filtrace proteinu)

U

odstranéni oligonukleotidovych fragmentl (pridavek nukleasy
pred purifikaci proteinu)

odstranéni imidazolu/NaCl po purifikaci (dialyza, gelova filtrace)
odstranéni stabilizacnich latek (EDTA, dithiotheitol)

volba vhodného pufru pro méreni v daleké UV oblasti

Q
Q
d
Q
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mnozstvi proteinu pro méreni v daleké UV oblasti 50-500 g




Volba pufru pro CD mereni

Slozka pufru Nulova Absorbance (10 mM roztok v 0.1 cm kyvetd)
absorbance

nad: 210 nm 200 nm 190 nm 180 nm
NaCl 205 nm 0 0.02 > 0.5 > 0.5
NaF, KF 170 nm 0 0 0 0
Na,HPO, 210 nm 0 0.05 0.3 > 0.5
NaOH 230 nm > 0.5 > 2 > 2 > 2
Boric acid 180 nm 0 0 0 0
Glycine 220 nm 0.03 0.1 > 0.5 > 0.5
Tris/H,SO, (pH 8) 220 nm 0.02 0.13 0.24 > 0.5
Acetate/Na* 220 nm 0.03 0.17 > 0.5 > 0.5

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Vyuziti CD spektroskopie

U

analyza sekundarni struktury proteinii

O sledovani konformacnich zmeén

- teplotni a pH stabilita, stabilita v{ici denaturacnim cinidl&m
- porovnani struktury mutantnich variant s divokym typem

- vliv aditiv (solventy, soli) na strukturu a stabilitu proteind
kinetika ,foldingu" a ,refodingu® proteind

design novych peptidl a proteinl

studium protein-ligandovych interakci, design 1&Civ (inhibitor{)

U O 0O O

studium protein-proteinovych a protein-DNA interakci
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molarni rezidualni elipticita
(x10° deg.cm?.dmol ™)

180 195 210 225 240 255
vinova délka (nm)
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Priklady vyuziti CD spektroskopie

Protein a-helix (%) B-list (%) smycky(%) nepravidelna (%)

DbeA 49 13 11 27
DbjA 48 13 10 29
DhaA 39 16 16 39
LinB 40 14 15 31
DmbA 42 15 12 31
DhIA 41 15 14 30
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Sledovani konformacnich zmén: pH stabilita
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Sledovani konformacnich zmén: pH stabilita




molarni rezidualni elipticita
(x10° deg.cm?.dmol™)
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Sledovani konformacnich zmeén: wt x mutant




Priklady vyuziti CD spektroskopie
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Sledovani konformacnich zmén: teplotni stabilita




CD222 nm (Mdeq)

Sledovani konformacnich zmén: teplotni stabilita




Priklady vyuziti CD spektroskopie
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Sledovani konformacnich zmén: teplotni stabilita
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Sledovani konformacnich zmén: protein-DNA interakce
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Vyhody a limitace CD spektroskopi"-s-a‘rﬁ.

a
Q
Q
a
Q

snadnost a rychlost méreni

malé mnozstvi a nizka koncentrace vzorku

nevyzaduje pritomnost znacenych molekul

komplementarni strukturni informace z rliznych oblasti spektra

nedestruktivni technika

U

strukturni informace s relativné nizkym rozliSenim

U

zadna informace o kvartérni strukture proteint
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Spektroskopicka Pozadavky na vzorek

Mérici Cas  Analyza dat  Strukturni informace

technika ¢ [mg/ml] need

daleka-UV CD 15-50 min kon%gr:f;‘gﬁ“zﬁ'ény
blizka-UVv CD 0.5-5.0 - 15-50 min 2-4 hod 3D ,otisk prstu”
IR, Raman 10-20 2H 10-20 hod 1-2 dny 2D struktura
fluorescence 0.005-0.5 - 10-30 min 2-4 hod zmeny ve 3D
NMR 1040  BC,5N  1-3tydny  2-6 mésicq oD aomarni droven,

dynamika

rentgenova

3D atomarni Uroven,

10-30 min  mésice-roky staticka struktura

krystalografie

neutronova
krystalografie

3D atomarni Uroven,
protonové interakce
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5-50 krystal, 2H  1-4tydny = mésice-roky




d CD spektropolarimetr x synchrotron
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