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Spektroskopické metody - kontext

Doplrite ddaje v pFiloZené tabulce:

Spektralni oblast Pozorovany déj P¥iklad metody
X-rays ptechody vnitfnich e~ absorpce, difrakce, SAXS
UV-VIS valen&ni e~ absorpce,CD,luminiscence
IR molekularni vibrace IC spektroskopie, Ramaniiv rozptyl
MW pfechody e~ spinu, molekuldrni rotace EPR, rota&ni spektroskopie
RW pfechody jaderného spinu NMR
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Energeticky digram
Doplrite diagram a srovnejte dé&je podle parametrii v pFiloZené tabulce:
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Energeticky digram
Doplrite diagram a srovnejte dé&je podle parametrii v pFiloZené tabulce:
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Ulohy na rozjezd - rozhodnéte o pravdivosti ndsledujicich
tvrzeni

@ Stabilizace excitovaného stavu vede k posunu absorpéniho maxima k vyssi
frekvenci.
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@ Molekuly schopné fluorescence jsou obvykle rigidni aromatické slouceniny s
omezenou vibraZni svobodou.
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Rotaéni korelaéni &as je mendi pro objemné&jsi molekuly ve visk6zn&jsim
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P¥itinou Stokesova posunu je nezafivad vibralni relaxace.

Doba Zivota fluorescence zavisi nepfimo umérné na sumé rychlostnich
konstant za¥ivych i nezafivych dgja.
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Uloha 1

Ke strukturdm uvedenych litek pFifad'te ndzev, biochemickou tlohu a typ

elektronového prechodu:
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Uloha 1

Ke strukturdm uvedenych litek pFirad'te ndzev,

elektronového prechodu:
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NADH - redoxni kofaktor, aborbance pfi 340 nm
-k

va\ﬁwﬁﬂ\p
.

karoten - oranZové dopliikové barvivo
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xanthofyl - 7luté dopliikové barvivo
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biochemickou tlohu a typ

cystin - stabilizace tercidrnich strktur proteini
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hem - hemoglobin, myoglobin
d-d*

17. ¥jna 2016 5/ 20



Uloha 2: Konjugace

Kterd z uvedenych sloucenin bude absorbovat pFi vyssi vinové délce a pro&?
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Uloha 2: Konjugace

Kterd z uvedenych sloucenin bude absorbovat pFi vyssi vinové délce a pro&?

{. 81{8\\:}?58:3

S délkou konjugovaného systému kless HOMO-LUMO gap a nariistd \pax.
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Uloha 3: Vliv pH na absorpéni spektrum

Pokuste se pfifadit velikost extinkéniho koeficientu a absorp&niho maxima pro
tyrosin pfi pH < pK, a pH > pK,. Své tvrzeni zdiivodnéte.

A1,e1 = 270nm, 1450
Ao, 0 = 287nm, 2600



Uloha 3: Vliv pH na absorpéni spektrum

Pokuste se pfifadit velikost extinkéniho koeficientu a absorp&niho maxima pro
tyrosin pfi pH < pK, a pH > pK,. Své tvrzeni zdiivodnéte.

Ay,e1 = 270nm, 1450 -OH = pH < pK,
Az, g0 = 287nm, 2600 -O~ = pH > pK,
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Uloha 4: Retinal

Na obrdazku je zndzornéna struktura zrakového pigmentu retinalu. Identifikujte
HOMO a LUMO orbitaly (levy sloupec). Pokuste se odhadnout jaky efekt ma
vazba kvartérniho dusiku na hodnotu Ana.x. Na zdkladé& analyzy diferenéni
elektronové hustoty (pravy sloupec) ukaZte orientaci tranzitniho dipdlového

momentu.
; ; } Top view
L] =

Side view

SRR

M. Mohseni, Y. Omar, G. S. Engel, M. B. Plenio: Quantum effects in biology

T



Uloha 5: Lambert-Beeriiv zikon

Molarni extinkéni koeficient roztoku p¥i 540 nm je 268 dm3mol—'cm~!. P¥i
priichodu svétla o uvedené vinové délce roztokem o optické délce 7.5 mm
doslo k absorpci 52.3% intenzity. Jaka byla koncentrace rozpuiténé latky?
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Molarni extinkéni koeficient roztoku p¥i 540 nm je 268 dm3mol—'cm~!. P¥i
priichodu svétla o uvedené vinové délce roztokem o optické délce 7.5 mm
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A= log%, A=c.c./

log iz 0.321
C= =27 T 208075 1.6 mM




Uloha 6: Vypodet tranzitniho momentu

UvaZme konjugovany systém r-elektroni popsany vinovou funkci &astice v
jednorozmérné potencialové jamé.A) UkaZte, jak se energie excitace méni
s délkou jamy. B) Odvodte analyticky i graficky, Ze pravdépodobnost
pfechodu n =1 — 2 je nenulova na rozdil od n =1 — 3. Napovéda: Vlastni
staciondrni funkce elektronu v potencidlové jamé o délce L md tvar 1, = Asin™j"x
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Uloha 7

Ke strukturdm uvedenych fluorescen&nich sond ptifad'te zkratky a biochemickou
aplikaci
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Ke strukturdm uvedenych fluorescen&nich sond ptifad'te zkratky a biochemickou
aplikaci
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Uloha 8: Fluorescen&nf metody

P¥itad'te vhodnou strategii vyuZivajici fluorescenéni spektroskopie k ndsledujicim
tloham:

A) M&Feni hydrodynamického polomé&ru proteinu.

B) DNA hybridizace.

C) Lokalizace Trp residua (na povrchu &i v nitru proteinu).

D) Zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin v biomembrang.
E) Urgeni asocia&ni konstanty dimerizace eosinu.



Uloha 8: Fluorescen&nf metody

P¥itad'te vhodnou strategii vyuZivajici fluorescenéni spektroskopie k ndsledujicim
tloham:

A) M&Feni hydrodynamického polom&ru proteinu. anizotropie znatky-korela&ni &as
B) DNA hybridizace. FRET

C) Lokalizace Trp residua (na povrchu & v nitru proteinu). zhdseni, Stokesiv
posun

D) Zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin v biomembrang.
viskozita-anizotropie DPH

E) Ur&eni asocialni konstanty dimerizace eosinu. emise excimeru

ey 2 2



Uloha 9: FRET

Pokuste se interpretovat fluorescenni experiment provedeny na komplexu
proteinkindzy, tvoFené dvéma katalytickymi (C) a dvéma receptorovymi
Jednotkami (R). Obé& jednotky jsou oznaceny fluorescenénimi znac¢kami: jednotka
C fluoresceinem (Fl) a jednotka R rhodaminem (Rh). V nativni formé& R, G, Ize
detekovat FRET. Urlete smér pFenosu a vysvétlete viiv pfidavku cAMP a
inhibitoru PKI na podobu spektra.

80
§ 60 Rh-R R2C2
- ;
u(/)J 40+ : RZCZ+ CAMP
e fe R,C, + PKI
2 20F 3 22

o 1 1 1 1 \

500 550 600 650 700

WAVELENGTH (nm)
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Uloha 9: FRET

Pokuste se interpretovat fluorescenni experiment provedeny na komplexu
proteinkindzy, tvoFené dvéma katalytickymi (C) a dvéma receptorovymi
Jednotkami (R). Obé& jednotky jsou oznaceny fluorescenénimi znac¢kami: jednotka
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detekovat FRET. Urlete smér pFenosu a vysvétlete viiv pfidavku cAMP a
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Uloha 10: Kinetické parametry fluorescence

Eosinovy flourofor je charakterizovan kvantovym vytézkem 0.65 a dobou
zivota fluorescence 3.1 ns. Vypoc&téte rychlostni konstantu zafivého,
nezafivého prechodu a vlastni dobu Zivota fluorescence.



Uloha 10: Kinetické parametry fluorescence

Eosinovy flourofor je charakterizovan kvantovym vytézkem 0.65 a dobou
zivota fluorescence 3.1 ns. Vypoc&téte rychlostni konstantu zafivého,
nezafivého prechodu a vlastni dobu Zivota fluorescence.

Rychlostni konstanty:
r= 03'% =0.21 ns7 !, ke = % — [ = 3% —0.21 =0.11 ns!




Uloha 11: Perrinova rovnice

Za predpokladu exponencialniho poklesu intenzity /(t) a anizotropie r(t)
fluorescenéniho signalu odvod'te vztah mezi anizotropii r, dobou Zivota 7 a
rotaénim korelaénim &asem 6. P¥i vypoctu vyjdéte z definice Easové
vazeného praméru anizotropie r:

f0°° r(t)I(t)dt

r= Joo° 1(t)dt
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Uloha 12: FRET

Lidsky sérovy albumin obsahuje jediné Trp residuum

na pozici 214. Vzorek byl kovalentné oznacen na :: s | -
Cys 34 athranilovym fluoroforem. Férsterova ~ / ]
vzdalenost R, pro FRET p¥enos z Trp na anthranoyl B i 1¢
je 30.3A. Za pouziti emisniho spektra vypottéte gor | ;1 8
vzdélenost mezi obéma aminokyselinami v molekule. £ °°f { 18
Pro rychlostni konstantu rezonanéniho prenosu plati < °7 |/ ] :
krer =T (%)6. ot N 3
260 340 420

WAVELENGTH (nm )



Uloha 12: FRET

Lidsky sérovy albumin obsahuje jediné Trp residuum

na pozici 214. Vzorek byl kovalentn& oznaten na :: o A
Cys 34 athranilovym fluoroforem. Forsterova ~ (RS
vzdalenost Ry pro FRET ptenos z Trp na anthranoyl l g : ] g
je 30.3A. Za poutziti emisniho spektra vypottéte ¢ | )
vzdalenost mezi ob&ma aminokyselinami v molekule. £ °7 | | [ ] 3
Pro rychlostni konstantu rezonanéniho pfenosu plati < S 1 %
krer =T (%)6. or v .\‘\\_\; 18
260 340 420

WAVELENGTH (nm )

r r°

-
I+krer — r+r(@)6 Rg+r5
Kvantovy vytéZek ® pro vinovou délku 340 nm: emise albuminu s
akceptorem/emise volného albuminu=0.2/0.55

_ __ _ 303 _
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Uloha 14: Monitorovani konverze pomoci UV-VIS spektra

Na obrazku je zaznam VIS-spektra bromthymolové mod¥i v zavislosti na ménicim
se pH.

a) Jak se nazyva bod ve spektru oznateny hvézditkou a jakou vlastnosti se
vyzna&uje?

b) K absorpg&nim maximim ptitad'te entity Hind a Ind~.

c) Vyjadiete pomér konjugované kyseliny a baze pomoci aktudlnich hodnot
absorbanci A()\1), A(X2) a jejich limitnich hodnot A(A1)max @ A(A2)max-

Ay

Absorbance

Increasing pH Increasing pH

o ——
350 400 450 500 550 600 850 700
Wavelength,nm
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a) Jak se nazyva bod ve spektru oznateny hvézditkou a jakou vlastnosti se
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b) K absorpg&nim maximim ptitad'te entity Hind a Ind~.
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Ay

a) isosbesticky bod: e(HInd)x. = (Ind™ )«

b) Hind X1 = 430nm, Ind~ X> = 620nm

C) [Hind] _ A(X1)-A(A2)max
nd—] — AQRg)- AN )max

Increasing pH Increasing pH

Absorbance

o —
350 400 450 500 550 600 850 700

Wavelength,nm



Uloha 13: Frank-Condoniiv faktor

Zakladni stav hypotetické molekuly je popsan vibraéni vinovou funkci

No.e_a(x_x")i. Vypotitejte Franck-Condoniiv faktor pro prechod do stavu
Ny .e—a—x)",
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