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UV spektroskopie DNA a proteinu

* VSechny atomy absorbuji v UV oblasti spektra,

protoze toto zareni ma dostatecnou energii k
excitaci vnéjSich elektronu

» UV spektroskopie je pouzivana k urceni
koncentrace DNA a proteinu a k uréeni poméru
DNA/proteinu v roztoku

» Ke stanoveni koncentrace biologickych molekul
se vyuziva Lambert-Beeruv zakon



Lambert-Beeruv zakon

« Latka pohlcuje svetlo

* Pro absorpci mono- -
chromatickeho sveétla -  —
o , Iy '
 Lambert-Beeruv zakon: =

] \V V4 V4 A\ V4 - ! -
Absorbance je primo umerna koncentraci
a tloust'ce vrstvy roztoku

| =1,-107% A= s .c-| =Iogloll—°

eg=molarni extincni koeficient latky, c-koncentrace, I-délka optické drahy 3



Absorpcni spektrum DNA

Spektrum DNA je tvoreno
prispevky jednotlivych bazi
Nejvice absorbuji
heterocyklické puriny A,G
mene C, T,

Absorbance DNA se meri
v maximu tj. pri 260 nm

Pomeér A,/Ayg, j€ pro Cistou
DNA 1.8

Pomeér mensi nez 1.8 ukazuje
na pfitomnost proteinu nebo
necistot
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riolzZnNne urceni Kkoncentrace
+ Jestlize ma roztok NK Abs ,5,=1 v 1 cm kyvete, pak je
koncentrace
« dvouretezcové dsDNA 50 ug/ml
« jednoretézcove ssDNA 30 ug/ml

* jednoretezcove RNA 40 ug/mi

« Odtud muzeme vypocitat molarni koncentraci pomoci
prumérné M. nukleotidu (320)

« Takto vypoctena koncentrace se vztahuje na 1 nukleotid!

* Pro prepocet koncentraci plati 320 ug/ml ~ 1 mM

+ Jedna se molarni koncentraci nukleotidu v roztoku! 5



Uréovani extinkéniho koeficientu
A=¢-c-|
 Méerenim — Analytickeé stanoveni

Fosforova analyza

* Vypoctem — nejpresnéjsi na zaklade
sekvence s uvazenim vlivu sousedni baze



FosTorova analyza Pri sfanovenl
... koncentrace DNA

* Presna analyticka metoda ] |
* UrcCuje koncentraci fosfatovych skupin
* Pred analyzou je nutno stepit DNA

« Umoznuje urcit € také u analogu DNA a pfi
modifikaci DNA napr. fluorescencnimi
znackami

* Vyuziva kolorimetrie — stupen zbarveni
roztoku je primo-umerny mnozstvi PO,
(t}. mnozstvi DNA)

7 Murphy, J.H. and Trapane, T.L.,1996, Analytical Biochemistry, 240, 273-282. I



Vypocet extinkéniho koeficientu
+

» ExtinkCni koeficienty jednotlivych bazi prispivaji k
vyslednemu ¢ celé DNA podle pravidla nejblizsiho

souseda

 Interakce sousednich bazi ovlivauji miru absorpce
* Vypocet extinkcniho koeficientu oligonukleotidu o

délce n nukleotidu

| 2 57—3
€260 — Z (8 nearest neig’h’bor) = Z (8 individua’l) gé
n-1 n-1 4G
dT

dA =15.400. dC =7.400, dG = 11.500. dT = 8.700

dA
27,400
21,200
25,200
23.400

dC
21.200
14,600
17.600
16,200

Warshaw, M.M. and Tinoco, |. (1966) Optical properties of sixteen dinucleoside phosphates. J. Mol., Biol., 20: 29-38.

Cantor, C.R. and Warshaw, M.M. (1970) Oligonucleotide interactions. Biopolymers, 9:1059-1103

dG dT
25,000 22,800
18,000 15,200
21.600 20,000
19,000 16,800



Priklad vypoctu

* M13 sekvenaéni primer 5- gTA AAA CgA Cgg CCA gTg -3,
e dC dG dT

53"
Samostatné baze Nejbliz§i soused  dA 11200 25.000 22.800
dC 21.200 14,600 18.000 15200

dA = 15.400. dC = 7.400. dG = 11.500. dT =8.700 dG 23200 17.600 21.600C20,000
dT (23,400 16200 19.000 16.800

€260 = ( €cT + €12 + €an + €an + €an + €ac + €6 + €ca + Eac + €6 + &6 + Eoc + Ecc +
ECA+EA5+EGT+8T5)'(ET+EA+EA+E,&+E,&+E{:+E{3+EA+E(:+E{3+EG

+ &+ & +8E+ 5+ &7)

€260 = (20,000 + 23,400 + 27,400 + 27,400 +27,400 + 21,200 + 18,000
+ 25,200 + 21,200 + 18,000 + 21,600 + 17,600 + 14,600 + 21,200
+ 25,000 + 20,000 + 19,000) - (8,700 + 15,400 + 15,400 + 15,400
+ 15,400 + 7,400 + 11,500 + 15,400 + 7,400 + 11,500 + 11,500
+ 7,400 + 7,400 + 15,400 + 11,500 + 8,700)

= (368 000) — (185 400)
= 182 800 M-'cm-’ 9



Ramu\a!ory exflnkcmcﬁ koehc:len!u
Vypocet ¢

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/
OligoAnalyzer/Default.aspx
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Jednotka optické hustoty OD

OD jednotka opticke hustoty (,optical density”)

1 OD je mnozstvi DNA nebo proteinu, ktere
kdyz se rozpusti v jednom mililitru, ma
absorbanci 1, jestlize se méri v kyveté s
optickou drahou 1 cm.

Mereni optické hustoty OD se Casto pouziva v
biologii jako jednoduché metody k urceni
koncentrace, protoze v rozsahu 0..1 plati
priblizne linearni vztah mezi koncentraci
biologického materialu a hodnotou absorbance 11



Priklad vypocCtu koncentrace DNA

e =182 800 M-Tcm"

Celkem po syntéze 8,5 OD,4,
Pridame 500 ul H,O

Jaka je molarni koncentrace DNA?

c =93 uM

Molarni koncentrace celych retézcu!

12



Hypochromni efekt pri tvorbe DNA

Snizovani absorbance :

Abs (nukleotidy) >Abs (ssDNA) =Abs (dsDNA) § //\

A(nm)
* Dvouretezcova DNA absorbuje DNA meéne,
nez jednoretezcova a ta méne nez samotne
nukleotidy
* Vyuziti: Sledovani rozplétani komplementarnich

retézcu
13



Sledovani tani DNA

» Denaturacni krivka DNA - zavislost
absorbance (260nm) na teplote

» Teplota tani T, - teplota, pri ktere je prave
polovina molekul zdenaturovana

2*S

T Teplota (°C) 14

Abs (260)




Kalkulator teplotni stability DNA

Vypocet teploty tani a jeji zavislosti na
koncentraci oligonukleotidu a soli

http://www.basic.northwestern.edu/biotool
s/oligocalc.html
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Absorpcni spektrum proteinu

« Spektrum proteinu je tvoreno prispévky
jednotlivych aminokyselin
* Nejvice absorbuji tryptofan, tyrosin a cystein

* Absorbance proteinu se meri pri 280 nm

403
363
33
6 2821
5 242
S 202

E 1.617
1.217

< 0.817
0407

240 250 280 270 280 290 300 310 320 330 340 16
Wavelength(nm)




Spektroskopické stanoveni

Analytické urceni
Bradfordové metoda - zmena absorpcniho
maxima v pritomnosti proteinu

Vypocet extinkcniho koeficientu
na zaklade sekvence aminokyselin

17



Braaloraove mefoaa urcovani

 Metoda je zalozena na jevu posunu absorpcniho
maxima kyseleho roztoku Coomasie Brilliant
Blue G-250 z 465 nm na 595 nm pri vazbeé na
protein. Zména je zpusobena iontovymi a
hydrofobnimi interakcemi s proteinem, které
stabilizuji zaporne nabitou formu barviva, coz
ma za nasledek zmenu barvy roztoku.

* Rozsah pouziti metody je radove 0.1 — 1.5
mg/ml

* V tomto rozsahu nedochazi k vyrazné zmenée
extinkéniho koeficientu komplexu

protein/Coomassie

Bradford, MM. Analytical Biochemistry 72: 248-254. 1976. 18
Stoscheck, CM. Quantitation of Protein. Methods in Enzymology 182: 50-69 (1990).



Coomasie

Dalsi nazvy:
Coomassie Blue, Brilliant Blue, Brilliant
Blue G, Acid Blue 90, C.l. 42655,
Brilliant Blue G 250, or Kunasty Blue

Puvodné byla tato latka pouzivana
v textilnim pramyslu k barveni viny

HN

Jméno podle Afrického mesta =
Kumasi v Ghané NGl




rakucke proveaeni stanoveni

* Pripraveny standardy BSA
(hovézi sérovy albumin nebo
Imunoglobulin G) v rozsahu
0.125...1.5 mg/ml

* Po pfidani roztoku Coomasie
(napr. 980 ul + 20 ul roztoku
proteinu) a kratké inkubaci (5
min) se meri Abs pfi 595 nm

* Na zaklade kalibracni krivky se
stanovi koncentrace vzorku

* Nejpresnéjsi stanoveni v oblasti 02 |
0.2 — 0.7 mg/ml e es 4 as

0 0,5 1 1,5 2
protein (mg/ml)

Abs (595nm)

04 r




Absorpcni densitometrie gelu

* Pri analyze molekul v gelu je mozno ziskat soucasne
informace o kvalité i kvantite

« Meéri se mnozstvi absorbovaného sveétla v zavislosti na
2D poloze

« Stanoveni koncentrace DNA a proteinu po barveni gelu

Coomasie nebo stribrem
Zdroj svétla

- - — -

(s 8 1 18111

— Opticka hustota
Detektor i (Abs) 21
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""Vypocet extinkéniho koeficientu

Ecelk = poc";et(Tyr).8-|-yr + poc";et(Trp).S-rrIO + poc":et(Cystein).%:Cy\,;tein

« ExtinkCni koeficienty pro proteiny merene ve
vode pri 280 nm:

E1yr = 1490, £qy, = 5500, Ecygtein = 125

http://www.expasy.org/tools/protparam.html

Gill, S.C. and von Hippel, P.H. (1989). Anal. Biochem. 182:319-326(1989). 22



IrKuiarnt aicnroismus ve strukuuirni
 Cirkularni dichroismus je zpusoben asymetrii
molekularnich struktur.

« Soucasti biologickych molekul jsou opticky aktivni
molekuly cukrd a aminokyseliny

« V pripade usporadani monomernich jednotek do
Sroubovice dochazi k vyraznému zesileni optické aktivity
celé makromolekuly

« Opticka aktivita roztoku biologickych molekul je pouzita k
popisu jejich struktury a zejmeéna strukturnich zmen

23



Princip CD

« Latka je opticky aktivni, jestlize staci rovinu polarizovaného svétla

* Rovinné polarizované svétlo si mizeme rozloZzit na levotoCivou a
pravotocCivou slozku kruhové polarizovaného svétla.

« LevotocCiva slozka kruhové polarizovaného svétla prochazi prostredim jinou
rychlosti (ma jiny index lomu n) nez pravotocCiva je slozka kruhové
polarizovaného svétla => dojde ke sto€eni roviny polarizovaného sveétla

» LevotoCiva slozka kruhové polarizovaného svétla je absorbovana jinak nez
pravotocCiva slozka kruhove polarizovaného svétla => dojde ke zméne z
rovinné polarizovaného svétla na elipticky polarizované

« Cirkularni dichroismus je definovan jako rozdil extinkCniho koeficientu pro
levo- a pravo-toCivou slozku kruhove polar.svetla CD=Ae=¢ +¢p

« Casto se méri elipticita 8 —ve stupnich

« Stoceni roviny polarizovaného svetla a
charakterizace elipticky polarizovaného svetla dava
informaci o strukture molekul v roztoku

24



Rozklad rovinne polarizovaneho
svetla na kruhove polarizovane slozky

http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/edemo0.htm




Zmena polarizace v asymetrickem

prostredi

« V prostredi, kde se levotoCive kruhove pol. svetlo pohybuje jinak nez
pravotocCive, dochazi ke zmeéné vzajemneho posunu kruhove
polarizovanych slozek, coz zpusobi stoceni roviny polarizace.

« V pripadé ze se liSi také absorpce levo- a pravo- kruh. pol. svétla
vznika elipticky polarizované svétlo

26




Elipticita

E+E,
tang = SR oL
E.+E,
_2 303 180 E-E,
(L — &) _[ ]
Ex vektor elektr.
Intenzity pravotoCivé
0 = 3.298- (5, — &) ool oty

E, vektor elektr.
Intenzity levotocCivé
pol. slozky

Elipticita je uhel, ktery charakterizuje miru zmény rovinné
polarizovaného svetla na elipticky polarizovane.

Jestlize je svetlo rovinné polarizovano 6 =0
Jestlize je svetlo kruhove polarizovano 6 =45 ° 27



Princip CD

« Latka je opticky aktivni, jestlize staci rovinu polarizovaného svétla

* Rovinné polarizované svétlo si mizeme rozloZzit na levotoCivou a
pravotocCivou slozku kruhové polarizovaného svétla.

« LevotocCiva slozka kruhové polarizovaného svétla prochazi prostredim jinou
rychlosti (ma jiny index lomu n) nez pravotocCiva je slozka kruhové
polarizovaného svétla => dojde ke sto€eni roviny polarizovaného sveétla

» LevotoCiva slozka kruhové polarizovaného svétla je absorbovana jinak nez
pravotocCiva slozka kruhove polarizovaného svétla => dojde ke zméne z
rovinné polarizovaného svétla na elipticky polarizované

« Cirkularni dichroismus je definovan jako rozdil extinkCniho koeficientu pro
levo- a pravo-tocCivou slozku kruhové polar.
svéetla CD = Ae =¢ + ¢p

« Casto se meri elipticita 8 —ve stupnich

« Stoceni roviny polarizovaného svetla a

charakterizace elipticky polarizovaného svetla dava

informaci o strukture molekul v roztoku
28



Vyuziti CD spektroskopie

UrCovani sekundarni struktury biomakromolekul

Stanoveni pomerneho zastoupeni jednotlivych
konformaci (a Sroubovice, 3 list u proteinu)

Sledovani jiz nepatrnych strukturnich
Zmen

Strukturni prechody DNA (A,B,Z)

a proteinu

UrCovani teplotni stability

Sledovani interakce protein — protein,
protein-DNA

ellipticity per residue x 10" [deg-cmidecimale)

Sledovani tercialni struktury protein e



CD spektroskopie DNA
—————————————————————————————————————————————————————

http://www.ibp.cz/labs/CD-SNA/index.htm

Vorli€kova, M., Kypr, J. and Sklenar, V.: NUCLEIC ACIDS: (c) SPECTROSCOPIC
METHODS, Encyklopedia of Analytical Science, vol. 6, sec. ed., Elsevier, Oxford,
(2005) 391-399
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