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To succeed, you need at least four of these

_

= smart ® motivation ® creativity ® hard-working = skill ® Juck



What background do | need for joining CEITEC

®math ®physics ®chemistry ®biology ®informatics ® medicine
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Genomics and Proteomics
of Plant Systems *
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Brain and Mind Research
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Biomolekularni védy maji kliCovy vyznam pro molekularni medicinu.

Budeme se zabyvat zarizenimi pro studium struktury, mereni koncentrace (in-
vitro i in-vivo), a pro studium vlastnosti membran

Nejbéznéjsi zafizeni zalozena na interakci elektromagnetického zareni s
makromolekulami

VIS, UV a IR spektrofotometry

Ramanovy spektrometry

Zarizeni pro méreni cirkularniho dichroismu
Zarizeni pro rentgenstrukturni analyzu
Nuklearni magnetickou rezonanci

ITC/DSC

FluorescencCni techniky

Zafizeni zaloZena na jinych vlastnostech biomolekul (napf. mechanickych a
elektrickych)

Elektroforéza
Langmuir-Blodgettove technika

Zafizeni pro méfeni membranovych potenciall a koncentrace iontd v bufikach



Biofyzika a biomolekularni vyzkum

Tento vyzkum je orientovan zejména na strukturalni
studie, které umoznuji porozumet napr.:

» Specificnosti enzymatickych a imunologickych reakci

> Uc¢inkGm nékterych 1ékd (napf. cytostatik) na molekularni
urovni.

» MechanismUm pasivniho i aktivniho transportu

» Bunécénému pohybu
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THE ELECTROMAGNETIC SPECTRUM
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Composition of the Earth’s Crust, Seawater, and the Human Body*

Earth’s Crust Seawater Human B()dyJr

Element % Compound mM Element

O 47 Cl™ 548

S1 28 Na™* 470

Al 7.9 Mg " 54

Fe 4.5 SO~ 28

Ca 3.5 Ca>™" 10

Na 25 K* 10

K 25 HCO; 2.3 0.08
Mg 2.2 NOs 0.01 K 0.06
Ti 0.46 HPOf_ <0.001 S 0.05
H 0.22 Na 0.03
C 0.19 Mg 0.01

*Figures for the earth’s crust and the human body are presented as percentages of the total
number of atoms; seawater data are millimoles per liter. Figures for the earth’s crust do not
include water, whereas figures for the human body do.

"Trace elements found in the human body serving essential biological functions include Mn,
Fe, Co, Cu, Zn, Mo, I, Ni, and Se.
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IV] Peptidova vazba — pseudo dvojita vazba => amidova rovina




Proteinova pater, primarni struktura, Cislovani od N-konce (terminu) smérem k C-konci
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N N

N /C\ /CO‘\ / N\ /C
¢, N C C.

¢ - CO,N,C_, CO (CO nékdy znaceno C’)
v - N,C,CO,N
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Amide plane

o = 180°, y =180°

Side group
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VII] Sekundarni struktura

1) a-Sroubovice (a-helix)
2) B-skladany list (B-sheet)
3) Ohyb, smycka (loop/turn)

15/10/2018 Karel Kubicek 29



VII] Sekundarni struktura antiparalelni usporadani
1) a-Sroubovice (a-helix)

2) B-skladany list (B-sheet)
3) Ohyb, smycka (loop/turn)
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VII] Sekundarni struktura
1) a-Sroubovice (a-helix)
2) B-skladany list (B-sheet)

3) Ohyb, smycCka (loop/turn)

COOH v-smycka/ohyb (3 residua)
H | cH,
N
H“! _C/ \Ca—'H
A \
N /
s c=0Ommm R CH,OH
< s
/Ca CO!\
H / H

B-smycka/ohyb (4 residua)



Ramachandraniv diagram
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Nukleové kyseliny
Watson-Crickovské parovani bazi

CH,
N
AN
’I
adenine : thymine
—~0.28 nm —
Thymine '} ... Adenine

—~0.30 nm —j

(R
/0

1.11 nm
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adenine : thymine guanine : cytosine

44 nu

rozloZzeni naboje v nukleobazich + 0 -, Sipky oznacuji dipdlovy moment
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S'end 2 nanometers
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Nejb&2n&jéi typy DNA: B-DNA (a), A-DNA (b), Z-DNA (c)

DNA ét
konformace \}%

pravotocCiva

Smeér vinuti

Pocet paru bazi

na otacku
Primér
Sroubovice

Konformace
cukru

Velky Zlabek
Major groove

Maly Zlabek
Minor groove
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10.5
~2.0 nm
C2’-endo
Siroky,
hluboky

uzky,
hluboky

pravotociva

11.0
~2.6 nm
C3’-endo

uzky,

hluboky

Siroky, mélky

(a)

K

7.'":'3[

—
levotociva
12.0

~1.8 nm

C2’-endo (pyr)
C3’-endo (pur)

plochy .

uzky, hluboky
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Non-Watson-Crickovské (Hoogsteenovo — «arsten Hoogsteen) parovani bazi

Triplexové struktury
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Triplexové struktury
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(a)

Quadruplexové struktury

1 i i
HoN ) ! | Groove
, !
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Confidence in structural features of proteins determined by
X-ray crystallography

(estimates are very rough and strongly depend on the quality of the data)

Structural feature Resolution

5A 3A 2.5A 2 A 1.5A
Chain tracing - Fair Good Good Good
Secondary structure Helices fair Fair Good Good Good
Sidechain conformations - - Fair Good Good
Orientation of peptide planes - - Fair Good Good

Protein hydrogen atoms visible - - - - Good
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Druhy spektrofotometru

> Spektrofotometry jsou laboratorni pristroje pouzivané pro
mereni koncentrace latek absorbujicich nebo emitujicich
infracervené, viditelné nebo ultrafialové svétlo. Mohou byt téz
pouzity pro studium jejich chemické struktury.

» Absorpcni spektrofotometry: zaloZzeny na spektralni zavislosti
absorpce svétla.

» Emisni spektrofotometry: Zdrojem svétla je sama analyzovand
|latka, jez je injektovana nebo rozprasovana do bezbarvého
plamene. Emitované svétlo prochazi optickym hranolem nebo
mrizkou, takze mUzeme ziskat celé emisni spektrum. Frekvence
pritomné ve spektru umoznuji identifikovat napr. pritomné ionty.

» Spektrofluorimetry: emise svétla je vyvolana svétlem o vinové
délce kratsi nez je vinova délka svétla emitovaného.



Absorpcni spektrofotometry:
Lambertuv-Beeruv zakon

Absorpcni spektrofotometrie je zalozena na absorpci svétla pri
prichodu vrstvou roztoku. Jeho koncentrace muze byt zjiSténa pomoci
Lambertova-Beerova zakona:

| = 1,.10-5

c je koncentrace rozpusténé latky, x tloustka vrstvy, /, pdvodniintenzita
svétla, / je intenzita svétla po prichodu vrstvou. Konstanta € (epsilon,
absorpcni nebo extinkéni koeficient) zavisi na vinové délce svétla, na
rozpusténé latce a rozpoustédle. Jeji hodnoty pro bézné chemické
slouceniny lze nalézt v tabulkach. Tyto hodnoty jsou vzdy udavany pro
urcitou vinovou délku (obvykle absorpcni maximum). Ciselné hodnoty
tohoto koeficientu zaviseji na tom, jak je vyjadfovana koncentrace
rozpusténé latky. Kdyz pouzijeme mol.l"{, hovofime o molarnim
absorpcnim koeficientu.



Pomeér intenzit svétla proslého a dopadajiciho se nazyva
transmitance (drive transparence). Dekadicky logaritmus
prevracené hodnoty transmitance se nazyva absorbance A.

S ohledem na L.-B. zakon je tedy absorbance prfimo umeérna
koncentraci rozpusténé latky a tloustce absorbujici vrstvy roztoku.

I'=— A=log—  A=g.cx



Druhy absorpcnich spektrofotometru

>

>

Podle konstrukce rozdélujeme spektrofotometry na jednopaprskové
a dvoupaprskoveé.

U jednopaprskovych spektrofotometrtli jeden svazek svétla
prochazi nejdfive srovnavacim a pak mérenym vzorkem (kyvety
obsahujici roztoky musi byt pohyblivé). U dvoupaprskovych
spektrofotometri jeden svazek svétla prochdzi mérenym vzorkem a
druhy srovnavacim vzorkem (blankem). Dvoupaprskové pfistroje
umoznuji podstatné rychlejsi meéreni, avsak jsou drazsi. U
jednoduchych pfistroju je nastavovani vinové délky svétla rucni. U
pokrocilejSich pristrojli se toto nastavovani déje automaticky, coz
umoznuje primo ziskavat absorpcni krivky, tj. grafy zavislosti
absorbance na vinové délce svétla.



Jednopaprskovy spektrofotometr

Zdrojem svétla (1) je Zarovka s
wolframovym vlaknem. Jeji
polychromatické svétlo prochazi
kondenzorem (2) a odrazi se od zrcadla
(3) na vstupni stérbinu (4)
monochromatoru (¢asti 4 az 8, plus 12).
Svétlo je soustredovano ¢ockou (5) na
odrazovou optickou mtizku (6), ktera
tvori barevné spektrum. Témeér
monochromatické svétlo je promitano
objektivem (7) na vystupni Stérbinu (8)
monochromatoru.




Jednopaprskovy spektrofotometr

S mrizkou lze otacet pomoci ovladace
vinovych délek (12), ¢imZ se zaméruje
svétlo o urcité vinové délce na vystupni
Stérbinu. Svazek svétla pak prochazi
kyvetou (9) se vzorkem. Intenzita
proslého svétla je mérena
fotodetektorem (10, 11). Jeho signal je
zesilovan zesilovacem (13). Hodnota
absorbance je zobrazena na displeji (14).
Intenzita svétla proslého srovnavacim
roztokem je vidy srovnavana s
intenzitou téhoz svazku svétla prosiého
mérenym vzorkem.




Moderni UV/VIS/NIR
spektrofotometr

NIR = near infrared = blizka
infraCervena oblast

Detector

Entrance slit Diode Array

o X

Source

Dispersion device

Entrance slit

Sample
m SGUI‘CE
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Svétlo jedné vybrané vinové délky nebo
celé proslé spektrum muze byt méren



Absorpcni UV spektrofotometrie

» Ultrafialové (UV) svétlo je absorbovano rtiznymi slouc¢eninami,
zejmeéna témi, které maji konjugované dvojné vazby. Jak
bilkoviny, tak nukleové kyseliny silné absorbuji UV svétlo, coz
|ze vyuzit pro jejich zkoumani.

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

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

— Chromofory — jejich absorpcni vlastnosti se méni podle
chemického slozeni prostredi.
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Struktura bilkovin

Disulfidické mustky stabilizuji strukturu bilkoviny
(hovézi ribonukleaza A)

http://cwx.prenhall.com/horton/medialib/media_portf
olio/text_images/FG04 28a-b.JPG

2 ZZ0  Z40  Zod 280
vinova délka (nm)

Absorpcni spektrum volného
fenylalaninu, tyrosinu a
tryptofanu v UV oblast

Podle:http://www.fst.rdg.ac.uk/cours
es/fs460/lecture6/lecture6.htm
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Bathochromni efekt (¢erveny posun)
Hypsochromni efekt (modry posun)
Hypochromni efekt — snizeni intenzity

Hyperchromni efekt — zvyseni intenzity

!
|



Hypochromni efekt (HE)

» Absorpce svétla je ovlivihovdna dipélovymi momenty chemickych
vazeb, které interaguji s fotony. Stochasticky (nahodne)
orientované dipolové momenty (denaturovana bilkovina)
absorbuji sveétlo |épe nez ve stavu usporadaném (Sroubovice). U
bilkovin je HE zpusoben peptidovymi vazbami, které maji UV
absorpcni maximum kolem 190 nm.

» Dvousroubovice DNA absorbuje UV svétlo hiife vlivem patrovych
a vodikovych interakci nez jednoretezcova

(denaturovand/neusporadand). Apyazeonm vV hOrké vodeé > ve
studené vode

» Helicita — relativni zastoupeni usporadanych ¢asti
makromolekuly



& [10° 1 mel fcon ]
=1}
—

200 220 240
[am]

Hypochromni efekt u kys. polyglutamové. Pri pH 7 tento polypeptid tvori
stochastické (neusporadané) klubko (1), pfi pH 4 ziskdva Sroubovicovou strukturu
(2). Absorpcni maximum peptidovych vazeb je snizené vlivem jejich prostorového

usporadani. € je molarni absorpéni koeficient a A je vinova délka UV svétla. [dle:
Kalous a Pavli¢ek, 1980]
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Wavelength (nm)
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n
S %
internal conversion

intersystem
crossing

Energy

conversion

fluorescence
internal

excitation
intersystem
crossing

phosphorescence

SG \ 4 v

Zarivé procesy (absorpce, fluorescence, fosforescence) jsou indikovany rovnymi
Sipkami. Nezarivé procesy jsou naznaceny zvinénymi Sipkami. Diagramy tohoto typu
byly zavedeny A. Jablonskim v jeho praci z r. 1935 na téma mechanismu fosforescence.
Horizontadlni osa nema fyzikalni vyznam.
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Fluorescencni (Forstertv) prenos energie

POPOP
HO O/O
H

0 co,

Fluorescein

+
Z P;l (CH=CH)2—@—N1CH3D2

H
>

Quinine

~
CH3P‘4 N 7CH3

CH3 CH4

CZHS Clo‘-

Pyridine 1

FLUOROPHORES - UV to Red

15/10/2018

EXTINCTION COEFFICIENT (M~ *em™})

Karel Kubicek

WAVELENGTH (nm)
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Absorption

i6p-

T 710

-10.5

o 1 L L L 5
28800 26800 24800 22800 20800 18800
WAVENUMBER (cm™1!)
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- 3 280 320 360 400 440 480 520 600
1?0 = T T 1 T R oA 5 Kt
Quinine Sulfate
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-1 0.5
‘ s . . .
Absorption Emission i
2
0 1 1 1 1 1 0o
35500 31500 27500 23500 19500 15500

WAVENUMBER (cm™?)
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ENERGY TRANSFERTO MULTIPLE ACCEPTORS IN ONE,TWO, OR THREE DIMENSIONS

Fluorescencni (Forstertv) prenos energie

A

1.0F NH-PE (CH,CH, LN O N(CH,CH,),

- 0

N
0.8} NO, opp
0.6} Mole % Rh PE
0
0.4} 0.2 \
/’\\ \

i 0.4 \
O.2r 0.8 ;

-
OO 1 1 1 1121 | 1 1 1 1 | S Rl e (N |

500 550 600 650

WAVELENGTH (nm)
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Flugreseenee intensity
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Giardia lamblia (intestinalis) (A) is the cyst imaged by transmission
(differential interference contrast), only. (B) is the cyst wall
selectively imaged through use of fluorescent-labelled (TRITC)
antibody that is cyst wall specific. (C) is the cyst imaged through
use of carboxy fluorescein diacetate, a viability stain. (D) is a
composite image of (B) and (C). (E) is a composite image of (A),
(B), and (C). Bar = 10 microns; sample from gerbil feces. Image
courtesy of US EPA



excitation ‘7F:_= ‘_.-5'-,‘ |

TAVAVAY YR A emission

Zatizeni pro méreni fluorescnéni anisotropie. V hlavnim schematu polarizacni filtr nebo
hranol (P1) polarizuje dopadajici svétlo. Intenzita fluorescence je mérena druhym

polarizdtorem (P2), ktery muaze byt kolmy nebo paralelni k P1. L — lampa, S — vzorek, PD —
fotodetektor.
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IR spektrofotometrie

» Infracervené zareni (IR) pUsobi na rotacni a vibracni stavy
molekul. Slozité molekuly mohou vibrovat nebo rotovat
mnoha ruznymi zpusoby (mddy). RUzné chemické skupiny (-
CH,, -OH, -COOH, -NH, atd.) maji specifické vibracni a rotacni
frekvence, a proto absorbuiji IR svétlo o specifickych vinovych
délkach.

» Z tohoto dlvodu maji infracervena absorpéni spektra mnoho
maxim. Zmeéeéna chemické struktury se projevuje jako zména
polohy téchto maxim ve spektru.



T

- 0] O
Nete SN AN
% - H H H H
H N ¥
Stretching Bending Stretching

H

—> -~  — —> + + + —

AN N AN

Deformation Rocking Wagging Twisting
CH, CH;  CH, CH,4
o N,/ N\
C=C C=C
/ \\\ CH/ \H CH/ \H
H H R—O---H > + ° /
Symmetric stretching Asymmetric stretching Out-of-plane bending  In-plane bending
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Vibrace v/cm1

C—H stretch 2850-2960 Co, H,O
C—H bend 1340-1465

C—C stretch, bend 700-1250 )

C=C stretch 1620 -1680 o |

C=C stretch 2100-2260 Q—Q_‘Rg

O—H stretch 3590-3650 Q_Q_,J

H-bonds 3200-3570 (a)

C=0 stretch 1640-1780 v, (1388 cm)

C=N stretch 22152975 . 1

N—H stretch 3200-3500 v, (2349 cm™)

C—F stretch 1000-1400 Q—Q—Q

C—Cl stretch 600-800 (b)

C—Br stretch 500-600 v, (667 cm) v, (3652 cm™)
C—1I stretch 500

COs 1410-1450 | —

NO; 1350-1420 e
NO; 1230-1250 _

SOF 1080-1130 / \)—d% 9

Silicates 900-1100 (c)

v, (3756 cm™)
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CH

Absorption intensity

stretch

Amide

CcO
NH and ester
OH
stretch
Aliphatic

|

4000 3000

Ukdzka IR spekter. Vlevo absorpcni spektrum Zivé (fialové) a umirajici (modre) bunky.

2000
Wavenumber, v/cm''

Vpravo spektrum vanilinu.
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Ramanova spektroskopie

Sir Chandrasekhara Venkata Raman — NC 1930 za fyziku ,,za jeho praci o
rozptylu svetla a objevu efektu pojmenovanam po ném*

Rayleighuv rozptyl svétla. Nastava interakce fotond s molekulami, jez
se projevuje jen velmi malou nebo zadnou zménou vinové délky.
Intenzita rozptyleného svétla zavisi na molekulové hmotnosti a také na
uhlu rozptylu, coz lze vyuzit pro odhad tvaru makromolekul.

Ramanova spektrometrie. Pri rozptylu fotont nastava malda zmeéna
(posun) vinové délky, zpisobenad malym poklesem nebo zvysenim
energie rozptylenych fotont béhem prechodu z pivodniho do
zmeénéného vibracniho nebo rotacniho stavu interagujici molekuly. Tyto
stavy se mohou ménit v disledku strukturdlnich zmén molekul.

Proto zmény v Ramanovych spektrech (intenzita signalu v zavislosti na
posunu vlinové délky) odrazeji konformacni zmény molekul.



Ramanova spektroskopie

1449 bilkoviny

1094 DNA

705 pozadi
729 adenin

intenzita signalu

1 ¥ T ¥ T
700 1100
vinocéet [cm™1]

T
1500

Ramanovo spektrum polytenniho chromosomu pakomara Chironomus.
Pri zvolenych vinoctech Ize uskutecnit ramanovskou mikroskopii. Vybuzeno laserovym
svétlem o vinové délce 647.1 nm.

According to: http://www.ijvs.com/volume2/edition3/section4.htm



Cirkularni dichroismus (CD)

» Méreni optické aktivity (schopnosti
stacet rovinu polarizovaného svétla).
Konformacni zmény molekul mohou byt
sledovany jako zmény optické aktivity pri
pouziti specialniho polarimetru.

» U metody CD srovnavame absorbance
levotocive a pravotocive cirkularné
polarizovaného svétla, jehoz vinova délka
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 zvysuje
podil a-Sroubovice. http://www-
structure.llnl.gov/cd/polyg.htm

é

elipticita [deg.cm?/dmol]
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Ellipticity (deg cm™' mM™)
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c)

Nejcasteji se CD vyjadruje jako zavislost na
Delta Espilon.

Ae = €. —Ep T (AL—AR) J’t(d.l)

& a & jsou definované levo-a pravo-tocivé
extinkcni koeficienty, I je délka drahy a d je
molarni koncentrace vzorku.

Karel Kubicek
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Rentgenstrukturni analyza

Krystalovd mrizka pUsobi na rentgenové zareni jako opticka mrizka na viditelné
svétlo. Nastavaji ohybové jevy a na stinitku se objevuje difrakéni obrazec. Tyto
obrazce mohou byt matematicky analyzovany, aby se ziskala informace o

rozloZeni elektronl v molekulach tvoficich krystal.

niA =2dsin0p.

Raumgitter

o, 02, 03 # 90° :
a1 =02 = 900,
az#90°:
A1=02=03= 900,
ao2bo=co:

o2 =03 = 900,

aq = 600, bo=cCo:

a1=a2=a3¢90°,

ao=bo=co:

oa1=onz=oc3=90°,

ao=bo¢Co:

(o]
a1=oaz=a3=90",

ao=bo=Co:

triklin

monoklin
orthorhombisch
hexagonal

trigonal
(rhomboedrisch)

tetragonal

kubisch






Flichendetoktor zur Aufnahme der Reflexe

Gasdiise fiir Probenkiihlung

Beugungsreflex Detektor m’

Kristall Rontgenquetle Kristall

Réntgenstrahl
LY

Schrittmotor fiir Goniometer

Verfeinerung (,,refinement”) der Struktur
- )

Beugungsmuster Elektronendichteverteilung Strukturmodell
Proteinkristalle

Phasen

Substitution
mit Schwer-
atomen
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Krystalogram B-DNA ziskany v r. 1952 Rosalindou E. Franklinovou, na jehoz zakladé Watson
a Crick navrhli dvousroubovicovy model struktury DNA. C. & W. dostali v r.1962 spolecné s
Mauricem Hugh Frederick Wilkinsem NC za fyziologii a medicinu ,,za jejich objevy tykajici se
molekularni struktury nukleovych kyselin a jejich vyznamu pfi prenosu informaci v zivych
organizmech”
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http://www.mun.ca/biology/scarr/4241/W&Cxraypic.html
http://www.mun.ca/biology/scarr/4241/W&Cxraypic.html

ABSORBANCE

X-ray photon

XANES
pre-edge™~— edge post edge
——
ENERGY
15/10/2018 Karel Kubicek

I'= 1, exp(—px)

Fourier Transform Amplitude (arb units)

evVv/
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X-Ray Absorption Spectroscopy

Met 110

Norm. fluorescence
e ° e e

K*(k)

Cu(l)DR1885 AE=-10.3 eV

Ligand r(A) 252.103(A?) R-exafs e(fitindex) «+——r——
Fitl (1shel) 2S  2.299 4(1) 0.446  0.49 )
Fit2 (Lshel) 3S  2.301  9(1) 0.403  0.41 | c
Fit3 (2shells) 3S 2.300 8(1) 0.334 0.29
INS  1.982 4(1)
Fit4 (2shells) 3S  2.303 8(1) 0305 027 °©
IN*  1.999 7(2)
§ no MS *His, MS
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NMR

1) Jaderny spin = 0 (1H, 13C, N, 31P)
- pocet neutronu a pocet protonl jsou suda &isla (*C=6p+6n) = nulovy spin

- pocet neutronu plus pocet protonu je liché &islo (*H=p, 13C=6p+7n) = neceloCiselny spin
(i.e. Y2, 312, 5/2)

- pocet neutronu a pocet protond jsou licha ¢&isla (?H=p+n) = celociselny spin (i.e. 1, 2, 3)

1) | v=y*B (1)} pokud vioZzime do magnetického pole intezity B, jadro majici nenulovy spin
muze absorbovat foton frekvence v. Frekvence v zavisi na gyromagnetickém pomeéru y jader

2) Z kvantové mechaniky vime, Ze spin | muze nabyvat 2| +1 orientaci = jadro se
spinem "2 muze mit dvé orientace v externim magnetickém poli— nizsi / vyssi
energie

L
s
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Resonancni podminka @y = -yB,

Ground Natural Magnetogyric ratio e%umcy at
Isotope state spin abundance y/rads ' T ! 2r)/MHz
1H $0 ~-100 267.522 x 10° 500.000 |
’H 1 0.015% 41066 x O “76.753
H 1/2 0 285 349 x 10° 533320
10g 3 19.9 28 747 x 10° 53718
g 3/2 _801% 85,847 x 10¢ —160 420
Be 1/2 1.1% 67.283 x 10° 125.725
N 1 99.6% 19.338 x 10¢ 36 132
15N 1/2 0.37% —27 26 x 10° ~ 50.684 |
‘ﬂ@"' ﬁz 0.04% —36281 0" 167782
B 1/2 ~100% 251.815 x 100 —}7‘&0.4@
~ONa ~3/2 ~100% 70.808 100 —1-

ZAl 5/2 ~100% 69.763 x 10° — 30285
151 3 1/2_ 47% —53.190 x 10° 99.336

P 152 ~100% 108.394 x 10° —202.606_]
: C] . ’555 Yo lﬁaiﬁ X IU =
el § 3/2 24.23% 8.832 x 10° —40.779
“Cu 3/2 69.17% 71.118 x 10° 132577
SCu 3/2 30.83% 76.044 x 10° —~142.018
xAg 1/2 51.84% —10.889 x 10° $20.239

Ag 1/2 48.16% 12,518 x 10° +23.268
129Xe 1/2 24.4% 74.521 x 10° 4 139.045
27ph 1/2 22.1% 55.805 x 10° —104 603

— g 0 98.9%

l5() 0 ~100%
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Nuclear Magnetic Resonance

Strucne
Z(1)a(2):E=hvyB

Energy

Magnetic Field
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Magnetic Field
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Magnet

- supravodivé solenoidy na bazi
Nb a Sn ponorené do heliové

a dusikové laznée

- He-lazen ~4 K dale snizena J-T
pumpou na ~2.1 K

- v soucCasnosti az 22 Tesla

02 mm

(Nb, Ta);Sn supravodic o Sirce 0.81 mm s 271 vlakny vnorenymi do

OFHC meéedéné matrice
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Dira cca 55mm

N,-plnéni

N, Reservoir

VYacuum

He Reservoir
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Spektrometr

Temperature
CBU Unit

Control board
unit

AcquisitionCon

FGU troler
Frequency
gen. u.

Transmitter
Shimms
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ZlepSeni citlivosti, rozliseni a intenzity NMR magnetu
decoupling

| TROSY
1000 —

DNP in high

750 — fields
600 —

decoupling

FT and nD +

500 —

360 —

Spectrometer Frequency [Hz]

220 — S

S e

’
Sy
|

60 —+
| T T T T 1 T T T
R. Feeney, 1945 1961 1965 ‘68 1973 1979 1987 1992 ‘97 2000 ‘10
2;252;02&10/2018 karel kuFiine [year] 85
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CW vs. Fourier transform NMR

Solution IlI.

FT-NMR = all frequencies in a spectrum are irradiated
simultaneously with a radio frequency pulse.

Following the pulse, the nuclei return to thermal equilibrium. A time domain emission
signal is recorded by the instrument as
the nuclei relax.

A frequency domain spectrum is obtained by Fourier transformation.

/ frequency domain

tm]?/lgﬁﬂkam Karel Kubicek 86
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Isidor Isaac Rabi

Nobelova cena za fyziku v r. 1944

“for his resonance method for recording the
magnetic properties of atomic nuclei”

Bloch & Purcell fyzika 1952 “for their development of
new methods for nuclear magnetic precision
measurements and discoveries in connection
therewith”

Ernst chemie 1991 "for his contributions to the
development of the methodology of high resolution
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy”

Wiithrich chemie 2002 “for his development of
nuclear magnetic resonance spectroscopy for
determining the three-dimensional structure of
biological macromolecules in solution”
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15N-1H HSQC

1) 1 peak =1 amino kyselina

2) Excelent info o strukturovanosti protein
v 10 9 8 7

3) Zadné info o primarni sekvenci | | | |

110-

) o]
i i
Cp O g
I ] | ,
Cao C N Ca *
e v
|
O OB O
|
R

89

15/10/2018 Karel Kubicek



EPR - Electron Paramagnetic Resonance

When the molecules exhibit paramagnetism as a result
of unpaired electron spins, transitions can be induced
between spin states by applying a magnetic field and
then supplying electromagnetic energy, usually in the
microwave range of frequencies. The resulting
absorption spectra are described as electron spin

resonance (ESR) or electron paramagnetic resonance
(EPR).

1st EPR experiment in Kazan (Tatarstan, USSR),
E.K.Zavoisky on CuCl,.2H,0, rf source @133 MHz.

15/10/2018 Karel Kubicek
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T AU =hy

Ug = - 5 9eBe 8

resonance
field B,
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Microwave

source Detector
ALy

Electro-
magnet 71 | /
Modulation
input Phase-

sensitive
detector
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Waveband L S5 € X P K Q@ U V E W F D — J | —
)\/1‘[11‘[1 S00 (100 |75 30 20 12585 |6 |46/4 3.22.7(21 1.6 1.1 0.B3
HIGHE 1 3 (4 (10 15 (24 |35 |50 |65 |75 (95 |[111|140/180(285 (360
BD/T 0.03/0.11|0.14 0.33/0.54 0.86 1.25/1.8 2.3 2.7 3.5|3.9 4.9 6.8 10.212.8

L band 1to2 GHz

S band (2to 4 GHz

C band 4to 8 GHz

X band 8to 12 GHz
Ky band /12 to 18 GHz
K band (18 to 26.5 GHz
K4 band|26.5 to 40 GHz
Q band |30 to 50 GHz
U band 40 to 60 GHz
V band 50 to 75 GHz
E band |60 to 90 GHz
W band |75 to 110 GHz
F band 90 to 140 GHz
D band 110 to 170 GHz
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Hame = Products = Magnetic Resonance  EPR - Magnets

Common Electromagnets for EPR Spectroscopy

Interfaced to high-class, matched power supplies with superior linear current output

Bruker Biospin supplies a range of electromagnets and a choice of power  Special Magnet systems

supplies and heat exchangers.

The electromagnets are specifically designed for the needs of EPR, i.e.
high field homageneity over a large volume. They are interfaced to high-
class, matched power supplies with superior linear current output. To

controlled by Bruker BioSpin's proprietary field controllers and optional
Teslameters. Key highlight is the full sweep capability combined with
virtually unlimited digital resolution.

+ 137 with 15 kW, 137 with 22.5 kW

« L-Band magnet with 120 mm air gap (C ELEXSYS E540
further boost the specifications, each magnet system is fully remote EPR-Imaging)

« W-Band super conducting magnet ((ELEXSYS E600/680

System)
ER 070 ER 075 ER 073W ER 073
6"/15¢cm | 9.57/24 10"/ 25 10"/ 25 ecm
3Q cm cm an
500 kg 3an an 1780 kg
800 kg 1780 kg
60 mm 62 mm 100 mm T2 56
mm | mm
ER 080 6.0 kG
1 kW 745 kg
ER 081 9.0 kG 7.0 kG 10 13
2.7 KW /55 kg kG kG
! ER 083 13.0 kG 11.0 kG 145 | 17
— ! 12 kW / 210kg kG kG

examples:

L-, S-, and X-Band

L-, S-, and X-Band

All {not W-Band)

Magnet Systems: Magnet & Power Supply

Our range of magnet systems allow a perfect match to your budget as well
as your performance requirements today and in the future. Just two

« A 6" magnet (ER 070) interfaced to a 1 kW power supply
(ER/EMX 080) is the choice for routine X-Band EPR

spectroscopy.

« A 10" magnet (ER 073) with 12 kW power supply (ER 083)

Karel KubiCek  enables X-Band and up to Q-Band operation providing

multifrequency EPR capabilities.




An unpaired electron can move between the two energy levels by
either absorbing or emitting a photon of energy hv such that the
resonance condition, hv= AE , is obeyed. This leads to the
fundamental equation of EPR spectroscopy: hv= g, uzB,.

Experimentally, this equation permits a large combination of
frequency and magnetic field values, but the great majority of EPR
measurements are made with microwaves in the 9000-10000 MHz
(9—10 GHz) region, with fields corresponding to about 3500 G
(0.35T). Furthermore, EPR spectra can be generated by either
varying the photon frequency incident on a sample while holding
the magnetic field constant or doing the reverse. In practice, it is
usually the frequency that is kept fixed.
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No hyperfine
splitting

Hyperfine splitting
due to one proton
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Detector

Mass spectrometry x* Y

lightest
(2) heater to vapourise sample gh \

(3) electron beam ionises charged particle beam

@ sample +
inject
sample heaviest
/ magnetic field separates particles
electron based on mass/charge ratio

source

4 particles accelerated into

magnetic field magnet

Mass spectrometry is among the most accurate techniques for the determination
of molar masses. The procedure consists of ionizing the sample in the gas phase and
then measuring the mass-to-charge number ratio (n1/z) of all ions. Macromolecules
present a challenge because it is difficult to produce gaseous ions of large species
without fragmentation. However, two new techniques have emerged that circumvent
this problem: matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) and electrospray
ionization. We shall discuss MALDI-TOF mass spectrometry, so called because the
1sMIALRI technique is coupled to a timgsefrflight (TOF) ion detector. "

+

1



Peptide Mapping with MALDI TOF L61-K87

Tryptic digestion o/n 1:30-50 (trypsin:protein) ' T T
1+ cut
Analysis with PAWS (Genomic Solutions, Inc.) | I 470 | |
08 —
= Apo i |
i 0.6 — ]
04— —
i g g 3 02 -
) T, T I ]
§ 1 | 1 | n 0l n | 1
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Metody zalozené na méreni
mechanickych a elektrickych vlastnosti
makromolekul

Velikost a tvar makromolekul muzeme studovat na zakladé méreni:
‘Osmotického tlaku (velikost, prednaska "Termodynamika a zivot”)
-Difuzniho koeficientu (velikost, prednaska “Termodynamika a Zivot")
-Viskozita (tvar, prakticka cviceni)

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

Dale mUzeme pouzit:
-Elektronovou mikroskopii (velikost a tvor, predndaska “"Mikroskopie”)

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

-Elektroforézu (konec této ¢asti prednasky)



Elektrochemickeé vlastnosti koloidu

Koloidy jsou roztoky, které obsahuji ¢astice o velikosti 10 — 1000 nm. Nékteré
molekularni i micelarni koloidy jsou polyelektrolyty s amfoternimi vlastnostmi.
Tyto amfolyty se chovaji bud' jako zasady nebo kyseliny v zavislosti na pH

prostredi.

vysledny A B C
haboj % ® ™
A o
+3 + G
izoelektricky W e
+2 4 bod (Ip) LR & =
+1 | o “p :
: &
0 » -4
3 4 5 -;JF -? -:F
1
2 | U bilkovin se méni pocet skupin
’ —NH,*a —-C0O0".
-3
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Vznik elektrické dvojvrstvy na

y v’

povrchu koloidni castice

Dva mechanismy:

» Adsorpce iontl (i u hydrofobnich koloid)
» Elektrolyticka disociace (prevazuje u hydrofilnich koloid()

Dvojvrstva na povrchu Castice se lisi v koncentrovanych a
zfedénych elektrolytech.

U zredénych elektrolytl muzeme v celé iontové atmosfére Castice
rozlisit stabilni, difuzni a elektroneutralni oblast.

Elektrokineticky potencial — C (zeta)-potencial



iontova atmosféra

pevna slozka N:zni slozka
+

d [nm]



Elektroforéza

» Elektroforéza — pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Pfi
rovhomeérném primocarém pohybu sférické castice o polomérur, je
elektrostaticka sila plsobici na ¢astici v rovnovaze se silou treni, jeZ je dana
viskozitou. Silu tfeni Ize vypocitat dle Stokesova vzorce:

F=6.1t.rn.v
kde v je rychlost Castice a n je dynamicka viskozita prostredi.
» Elektrické pole plsobi na ¢astici silou:

F=ze.E

kde z je pocet elementdrnich nabojl nesenych ¢astici, e je elementarni
naboj (1,602.10%° C) a E [V.m] je intenzita elektrického pole v daném
miste.

» Rychlost Castice je pak v dusledku rovnosti obou sil:

zre-F
v =

_6’]1:-}"-1]



Elektroforeticka pohyblivost

» Elektroforetickd pohyblivost u nezavisi na intenzité
elektrického pole. Je definovana jako podil rychlosti
castice a intenzity elektrického pole. Plati:

v z-e
E 6m-r-m

M=

Poznamka. Elektroforéza s dodecylsulfatem sodnym. Tato sloucenina, ktera
nese jeden negativni elementarni naboj, se vaze definovanym zpusobem k
bilkovinam a eliminuje jejich viastni elektricky naboj. Molekuly bilkovin se pak
pohybuiji s riznou rychlosti jen proto, Zze maiji riznou velikost (polomér).



Zarizeni pro elektroforézu

Zdroj napéti

==

Jamky v gelu pro vzorky

Gelova plotna

Latkovy knot
F i 8
--..,rl.'.'.

Roztok l--:\..:..:-._:. =L R J\
elektrolytu o

15/10/2018 Karel Kubicek 109
http://library.thinkquest.org/C0122628/showpicture.php?ID=0064



Méreni membranovych potenciala

» Membranové potencidly se méri s pomoci sklenénych
mikroelektrod, tj. sklenénych kapilar s velmi jemnou uzkou
Spickou. Primér otvoru na konci Spicky musi byt mensi nez 1
um, aby nedoslo pfi zavadéni do bunky k jejimu vyznamnému
poskozeni. Vnitrni prostor Spicky kapilary je naplnén roztokem
KCl o koncentraci 3 mol.I"1. Jako elektroda srovnavaci se
pouziva elektroda stribrochloridova umisténa do
mimobunécného prostoru.

» Pro sklenéné mikroelektrody je charakteristicky vysoky vnitini
odpor (kolem 10 MQ2), takZe potfebujeme pro méreni vysoce
kvalitni zesilovacCe, abychom zamezili zkresleni méreného
napeéti.



Experimentalni usporadani pro méreni membranovych
potencidlu kapilarnimi mikroelektrodami

zesilovad @
| L e

osciloskop

Pomoci sklenénych mikroelektrod Ize také méfit jiné elektrochemické parametry bunék
a membrdn, napr. koncentraci nékterych iontl. Mohou byt pripraveny jako elektrody
iontové selektivni pro Na*, K*, Ca?*, H* ...



Metoda patch-clamp (,,tercikovy
zamek")

Tupa sklenéna mikroelektroda se pfilozi

Zesilovad @ If povrch,\u buﬁky}nebo k ¢asti biologické
| — ¢i umélé membrany. Otvor na konci
osciloskop mlkrvcl)elek‘t‘rody je z,cela uzavvvren,
ytercikem™ membrany a mérena
T T elektricka napéti nebo proudy se proto

tykaji jen malého okrsku membrany, v
némz se naléza jen maly pocet
iontovych kanala.

Nekteré iontové kanaly mohou byt pfedem uzavieny nebo otevieny, naplni
mikroelektrody miZze obsahovat ligandy, schopné interagovat s iontovymi kanaly, a
vSeobecné jakékoliv latky, jez mohou ovlivhovat funkci membrany. Tato metoda
umoznuje studium aktivity jednotlivych iontovych kanall nebo jejich malych skupin.



Mikroskopie skenujici sondou

AFM, atomic force microscopy

BEEM, ballistic electron emission microscopy

EFM, electrostatic force microscope

ESTM electrochemical scanning tunneling microscope
FMM, force modulation microscopy

KPFM, kelvin probe force microscopy

MFM, magnetic force microscopy

MRFM, magnetic resonance force microscopy

NSOM, near-field scanning optical microscopy (or SNOM, scanning near-field optical
microscopy)

PSTM, photon scanning tunneling microscopy

PTMS, photothermal microspectroscopy/microscopy
SECM, scanning electrochemical microscopy

SCM, scanning capacitance microscopy

SGM, scanning gate microscopy

SICM, scanning ion-conductance microscopy

SPSM spin polarized scanning tunneling microscopy



Mikroskopie atomovych sil

- scanhing tunneling microscope (STM), vyvinuty Gerdem Binnigem a Heinrichem
Rohrerem na zacatku 80-tych let (Nobelova cena za fyziku 1986)

- prvni AFM 1986 (Binnig, Quate a Gerber)

- AFM je jedna z hlavnich metod pro zobrazovani, méreni a manipulaci predmetd v
oblasti nanometrd

- AFM (atomic force microscopy, nekdy SFM scanning force microscopy)

Detector and

ReZzimy méreni Feedback
, Electronics
-kontaktni
-ne-kontaktni Photodiode
-dynamicky Laser
(aka tapping®, intermittent) ‘

[
Sample Surfa&. Cantilever & Tip
. PZT Scanner
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IC-AFM

nastavit frekvenci

1)

2) nastavit “set point”

NCM Frequency Set I

Drive Z _g

Force - L
rep uﬁe force _W — ;s B —
T T
intermittent- 3495 KHz 5KHz/div
contact
Zoom In |Zoom gutl | Refresh l Done l Help
_ distance _
contact (tip-to-sample separation)
...

1) kazdy hrot ma jinou frekvenci
(od 70kHz - 500kHz)

2) ‘“set point” je zavisly na vzorku

altractiive force
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Linedrni DNA, 2kbp, skenovaci rychlost 1.5Hz
(teor. délka 680nm, namérena cca 700, sirka 20-25nm)

[T 1.34nm

" i ‘\,”%ww‘w* “ il

I
b
I el

| mwu‘ M | | 0.39 nm
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0.0pum 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

2.31 nm

[T 1.67nm

0.30 nm

-0.48 nm

0.0 pm 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
2.04 nm
2.2 nm
0.0 nm
0.00 nm
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x: 0.57 pm



