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Prehled kvantitativnich metod fluorescencni
analyzy interakci biomolekul

Teorie = zaklad praxe

Vazebna kfivka, rovnovazna disociacni konstanta, linearni rozsah detektoru.

Fluorescence pri kvantifikaci afinity a vzdalenosti

Stanoveni vazebné afinity fluorescenéné znacnych proteint - fluorescenéni
anisotropie, microscale thermophoresis. FRET.

Ktera je nejlepsi - srovnani metod

Shrnuti praktickych vyhod a nevyhod kvantitativhich metod fluorescencni analyzy interakce
biomolekul.

FluorescencCni rezonancni prenos energie - FRET

Plavod rezonanéniho pfenosu energie, charakteristické veli¢iny FRET, Aplikace FRET pfi studiu
biomolekul




Vazebna krivka 1
Isoterma

Pro vazbu dvou proteint A,B
a vznik komplexu A.B
pri konstantni teploté
A+B - AB
zapiSeme rovnovaznou disociaéni

konstantu
|A][B]
=B

Jestlize prfidavame postupné
protein B k proteinu A, vazebnou
krivku lze vyjadrit rovnici
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Zavislost miry vazby na celkové koncentraci pridaneho
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D Koncentrace proteinu [B]

Kp disociacni konstanta — koncentrace proteinu,
pri které je pravé polovina molekul v komplexu



Vazebna krivka 2
odvozenirovnice funkce

Miru vazby vyjadfime pomérem koncentrace
komplexu A.B a celkové koncentrace proteinu A
nasobeny 100%.

[A - B]

TOT

Yovazby = - 100%

Po dosazeni za A.B a Aoy ziskame rovnici
pro vazebnou krivku

[A]lB]

4 B] ==

Aror = [A - B] + [A]

Zavislost miry vazby na celkové koncentraci
prfidaného proteinu B
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% vazby = -100%

[B] + KD

Vazebna krivka je hyperbola s hodnotou disociacni konstanty K, ve jmenovateli.



Vazebna krivka 3

fitovani pro chytré hlavy

/ VyzkousSet, jak se méni tvar vazebné krivky
v zavislosti na Ky si muzete v souboru

ElEIR(Z(3[e|e|~|o - o=
S 8 ol 2 il il il Bl il el Ll

KD vliv na tvar Kkrivky.xlsx
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kdyz ruéneé zmeénite hodnotu K, na fadku 16.

'8 Automaticke fitovani dat v Excel minimalizaci
souctu druhych mocnin odchylek merenych data o
fitovanych hodnot za pouZiti doplfiku Resitel
(Solver) si muzete vyzkouSet v souboru
Automat KD _fit.xIsx
Videonavod, jak aktivovat doplnék Resitel (Solver) :
v programu Excel je v souboru
Resitel Solver ON.mp4
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Navod vznikl na zakladé videa - autor Karl Zuvela
https://youtu.be/4jpoCGWmfeM
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Vazebna krivka 4

logaritmus koncentrace = sigmoida

Jestlize pridame k proteinu A protein B

v dostateCne Ssirokém rozsahu koncentraci,
vazebnou krivkou zavislosti miry vazby na
logaritmu koncentrace B je sigmoida.

[B]

- 1009
B+ kD 007

% vazby =

K, disocia€ni konstanta — inflexni bod sigmoidy
Sklon sigmoidy — mira kooperativity vazby
Vv pfipadé, ze se vaze vice molekul B na jednu

molekulu A.

Jak méni kooperativita

Zavislost miry vazby na logaritmu celkové
koncentrace pridaného proteinu B
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https://en.wikipedia.org/wiki/

vazby tvar sigmoidy?

Hill equation (biochemistry)



https://en.wikipedia.org/wiki/Hill_equation_(biochemistry)

Poznejte svuj detektor - linearni rozsah
detektoru = presna kvantitativni méreni
Pro presné kvantitativni méreni je nezbytné,

aby byl pfirstek signalu pfimo umérny Saturace detektoru
pfirustku koncentrace komplexu protein-protein.

To je splnéno pro linearni rozsah detektoru — oblast
detekce, kde po zvySeni koncentrace

napr. dvakrat zvysi hodnota signalu také dvakrat.
Celkové ma detekCni kfivka prabéh sigmoidy.

Linearni
rozsah
detektoru

Signal detektoru

Oblast pod linearnim rozsahem - jsme blizko
minimalnimu detekCnimu limitu = nelinearni odezva.
Oblast nad linearnim rozsahem — detektor je zahlcen Detekcni limit
signalem — saturovan, velka zména koncentrace
zpusobi relativné malé a nelinearni zvySeni signalu.

Koncentrace

lablifeb  Vzdy si zjistit linearni rozsah detektoru. Pii kvantitativnich mérenich je MUNI
.0rg nezbytné, aby se mérené hodnoty nachazely v linearnim rozsahu detektoru. SCI



Fluorescencni stanoveni

vazebné affinity- anizotropie

Anisotropie fluorescence - princip
,Jsmeérnénost” emitovaného svétla se zvysi
po vytvoreni komplexu protein-protein; po
excitaci linearné polarizovanym zarenim
dochazi k emisi fluorescence znacCené
molekuly prevazné v jednom smerul.

Prakticky

- znacime mensi z proteinu.

- staCi naznacit 100 ug proteinu v kyvete.

- prfidavany protein neni znaceny.

- celkova koncentrace pridavaného proteinu
je minimalne 10x vetsi nez koncentrace
znaceného proteinu
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Anisotropie fluorescence
mereni

_ Iij—1; _ lyy—Ilyy analyzator detektor
I11+21 lyy+2lyy

polarizator

Hodnota anizotropie r je podil Prakticky

rozdilu I, - Iy intenzity fluorescence pfi - P¥istroj - fluorometr s polarizatorem excitaéniho svétla a
rovnobéznem (vertikalnim) a kolmem oto&nym polarizatorem = analyzatorem vyzafené fluorescence
(horizontalnim) natoCeni analyzatoru vici pro zjisténi intenzity v rznych smérech.

excitacnimu polarizatoru a celkove intenzity . Potfebujeme ~ 10x vy$$i koncentraci nez na méfeni klasické
fluorescence Iy +2ly,,ve 3D — vsech trech fluorescence — polarizatory propousti 10x méné svétla.

smérech Sifeni fluorescence. - Hodnota anisotropie r je bezrozmérna veli¢ina (podil &isel).



Microscale thermophoresis
MST

Princip MST

Vytvorime lokalni teplotni gradient — ozarime vzorek v
kapilare infraCervenym laserem.

Vzorek zaroven osvétlujeme excitaCnim svétlem pro
fluorofor, kterym je znaCeny mensi protein.

Detekujeme pohyb fluorescencné znaCenych molekul jako
zménu fluorescence v mikrooblasti osvétlené IR laserem.
Pfi konstantni koncentraci fluorescencné znaceného
proteinu zvySujeme koncentraci pridavaného neznaceného
proteinu = ligandu.

Sledujeme snizeni miry poklesu fluorescence

v Case se vzrustajici koncentraci ligandu.

https://en.wikipedia.org/wiki/Microscale thermophoresis
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Ubytek fluorescence
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unbound

Cas ozarovani vzorku ~ 20 s

vsSe
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polovina
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samotny
znaceny
protein


https://en.wikipedia.org/wiki/Microscale_thermophoresis

Prakticky MST meéreni .
protein-protein interakce //

Vytvofime fedici fadu druhého proteinu =

Fluorescencné naznaCime mensi protein. w ﬂ
? Fluorescent molecule

ligandu jeho postupnym redenim 2x.

Saturation
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Smichame roztoky tak, ze koncentrace 1000
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Vyneseme zménu fluorescence v zavislosti
na logaritmu koncentrace ligandu.

Z inflexniho bodu sigmoidy uréime
J y Obrazek laskavé poskytl Dr. Josef Houser,

disociacni konstantu vzniku komplexu CORE FACILITY Biomolecular Interactions and Crystallization

protein-ligand. http://bic.ceitec.cz/cs



http://bic.ceitec.cz/cs

Srovnani fluorescencnich metod
urceni afinity biomolekul

0 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 4 Spotfeba vzorku

_ 2 Délka pripravy vzorku a méreni
m Presnost urCeni KD

Uzivatelska pfivétivost
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Fluorescencni rezonancni prenos energie
Fluorescence resonance energy transport - FRET

FRET je jev, pfi kterém dochazi k absorpci fotonu pouze molekulou donoru
— pfijemcem fotonu. Nasledné dojde k nezarivému prenosu energie — bez
vymeény fotonu - z donoru — darce energie na akceptor pfijemce energie.
Kone¢nym vysledkem jsou excitované molekuly akceptoru, které budici
zareni pro donor neabsorbuji, ale presto emituiji.

FRET vysvétlujeme za pouziti dipélovych momentt prechodii
absorpce a emise, které jsou dany okamzitym stavem elektronového
obalu molekuly. Velikost dipélového momentu prechodu udava schopnost
molekuly v daném stavu absorbovat nebo emitovat svétlo. Smér
dipolového momentu pfechodu udava smer, ve kterém je svétlo = jeho
elektricka slozka molekulou nejlépe absorbovano nebo emitovano, déelka
Sipky = velikost dipolu udava pravdépodobnost pfechodu elektronu mezi
energetickymi hladinami.

Donor Akceptor
~—  Absorpce donoru —— Absorpce akceptoru
=== Emise donoru === Fmise akceptoru

Fluorescence |«

Podminkou FRET je prekryv emisniho spektra
donoru a absorpéniho spektra akceptoru.



Pravdepodobnost
pfenosu energie ky,

Rychlostni konstanta kp, urCuje pravdépodobnost rezonancniho
prenosu energie FRET.

Velikost ky, pro dipol-dipolovy prenos energie v pripadé slabé vazby,
kdy vzajemné interakce donoru a akceptoru neovlivni opticka spektra
vypocitame podle Forsterova vzorce

Tp I
T, — doba dohasinani fluorescence donoru, R, — Forsterova vzdalenost,
ve které je pravdépodobnost prenosu energie poloviéni 50% tj. rovha

pravdépodobnosti vnitini deaktivace vzbuzeného stavu molekuly,
r — vzdalenost mezi donorem a akceptorem.
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OO0

V — /112052

6
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Rezonanéni prenos energie je
nepfimo umeérny Sesté mocniné
vzdalenosti donoru a akceptoru
podobné jako pfi interakci
indukovaného dipodlu a
permanentniho dipolu.



Uéinnost fluorescenéniho
rezonancniho prenosu E

Uginnost rezonan&niho pfenosu energie E je zavisla na pomé&rném mnozZstvi
energie fotonu, které jsou absorbovany donorem a nasledné je jejich energie
vyzarena akceptorem.

c__ Koalr) c_ R, c_q_foa

TD_l +Kpa () RS +r° Fo

Prakticky se ucinnost rezonanéniho prenosu energie E méfi urCenim relativni
intenzity fluorescence donoru za nepritomnosti F5 a za pritomnosti akceptoru Fy,.

E rychle klesa se 6. mocninou vzdalenosti!



Popis hybridizace DNA
za pouziti FRET

 P¥i hybridizaci DNA se
dostavaji do tésné blizkosti
fetézce znacené D zelené a A
cerveneé.

 Dochazi ke snizeni emise
donoru a zaroven k navyseni
emise akceptoru pri excitaci v
oblasti excitacniho maxima
donoru.

o Zmena emisniho spektra
ukazuje na FRET mezi
komplementarnimi retézci a je
dukazem hybridizace DNA.

Intenzita fluorescence

VInova délka emise

oblast emise A (nm) oblast emise
Donoru Akceptoru



Kde se muUzete dozvedet
vice?

C7230 Fluorescencni metody ve védach o zivoté - cesta
od molekuly k bunice

C7235 cviceni

Teoreticka vysvétleni principu fluorescence a prakticka
vyuka aplikace fluorescencénich pfistupu
Podzim 2020

FE010 Experimental Methods in Biophysics - life
science laboratory approaches and excursions

Pfednasky odbornikl a exkurze do vyzkumnych
laboratofi mezinarodné uznavanych spolecnosti
Podzim 2020
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https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/C7230/um/web/index.html
https://www.zonerama.com/LifeB/Photo/4904157/167314247?secret=GU94ms3la97eNotju2Mtab4rK
https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/C7230/um/web/index.html
https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/C7230/um/web/cviceni/Program_cviceni_Leden_2020.pdf
https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/FE010/um/web/index.html
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