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1. Jak zviditelnit, co nevidime? Priklady fluorescence Zivocich(

Za pouziti fluorescence!

UmozZiuje nam vidét pouhym okem,

co bychom jinak nevidéli

Co je to fluorescence? Svétlo = elektromagneticka vina

c=Af

c je konstanta, pak

jestlize se zvysi vinova délka,
musi se snizit frekvence, aby
byl soucin konstantni.

« Emise z excitovanych singletovych stavi elektront

¢ Prakticky: fluorescenci pozorujeme béhem buzeni a po jeho

Vinova délka A je nepfimo

vypnuti rychle mizi
umérna frekvenci f

* Doba dohasinani T (Lifetime) je prGmérny cas, ktery uplyne od
E=hf

Cim je vétsi frekvence, tim je
vétsi energie zafeni.

excitace po emisi — je fadové 1 - 10 nanosekund

Cim je vetsi vinova délka A,
tim je mensi energie zareni.
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Kolobéh Zivota fluoroforu Spektrum fluoroforu

*  Excitaéni/Absorpéni spektrum
Fluorophore in Ground State Zavislost intenzity absorbce/fluorescence na
. excitacni vinové délce pfi konstantni vinové

délce emitovaného zafeni

* Emisni spektrum
Zavislost intenzity fluorescence na emisni
2 2 vinové délce pfi konstantni vinové délce

* NejdUlezitéjsi charakteristiky spektra:

Intenzita

Flusrophore Energy levels maxima

Stokesiv posuv

Vinova délka 1

Vznik absorpéniho=excitacniho iiiiliiiil iﬁi|iii||ﬁ {
spektra

Zavislost intenzity fluorescence na excitacni
vinové délce pfi konstantni vinové délce
emitovaného zareni

Mg, SCAN  Ag,= konst.

Excitation Range

Vznik emisniho spektra Emisni spektrum

Zavislost intenzity fluorescence na vinové
délce pri konstantni excitacni vinové délce

Agy= konst. Aem SCan

Emission Range
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Zavislost emisniho spektra na Stokestv posun

excitacnim svétle

Fluorescence Emission
Emitované svétlo ma vidy mensi energii (vétsi vinovou
B délku) nez je energie absorbovaného svétla (mensi
).

Rozdil mezi maximem absorpcniho a
maximem fluorescenéniho emisniho spektra je
specificka charakteristika daného fluoroforu.

Jak pfispélo vino k objeveni
fluorescence?

Vznik Stokesova posunu

Stokes Shift

Pristroje pro méreni fluorescence
I —————————

Experiment G. G. Stokese

1. spektrofluorimetry — méfi stiedni signal celého vzorku

1852, Cambridge
umisténého obvykle v kyveté nebo v jamce mikrodesticky

2. fluorescencni skenery (véetné ctecek mikrodesticek) — méri
fluorescenci dvojrozmérnych makroskopickych objektt
(elektroforetické gely, bloty, chromatogramy)

3. fluorescenéni mikroskopy — umoZzriuji pozorovat
fluorescenci dvoj- nebo trojrozmérnych mikroskopickych objektd

4.  prutokové cytometry — méfi fluorescenci velkého mnozstvi
jednotlivych bunék a umoznuji identifikaci a separaci jejich

Modré skio subpopulaci
Slunce okna v kostele Sklenice vina G.G

Propousti svétlo s Roztok Propousti svétlo s giokes

A <400 nm chininu A >400 nm

Excita¢ni filtr Emisni filtr
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SeektroFLUOROmetr

Xenonova lampa

@Q

Detektor

L

Emisni
monochromator

." °"§* g,
*o 7 /

.

N

Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon

15—
Geometrie pri méreni fluorescence

Emitované
svétlo

> Kyveta

shora
Dopadajici
excitujici svétlo

Fitr pro vybér excitacniho svétla |

* Long Pass filtr

Filters

Fitr pro vybér excitacniho svétla Il

¢ Band Pass filtr

Excitation Window

Filtr emitovaného svétla

zlepsi viditelnost fluorescence

Single-Dye Detection

Dokumentacni systém

"inteliientnitemné komora“

Umozniuje stanovit hodnotu lokalni e
optické absorpce i fluorescence ;

je zpravidla transiluminator, ktery

Zdrojem univerzalniho budiciho zafeni F
emituje v UV oblasti.

Zdrojem selektivniho budiciho zareni
jsou LED diody na boénich stranach

Emitované svétlo je selektovano filtry
v oto¢ném karuselu.

Emise je sledovana (digitalnim) X
fotoaparatem nebo chlazenym CCD -
detektorem
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T
Fluorescencni scanner
I ———
* Snim3 oblast a sleduje zavislost intenzity
emise fluorescence pfi daném excitaénim
zafeni

*Pouziva se k detekci fluorescenéné
znaCenych a barvenych molekul po
elektroforetické separaci l .

:

Fluorescencni scanner - schéma
|

FLUOR Stage
Sample !
I
—

Qlﬂm _w CErriie 8 o e

Prevzato z produktové dokumentace firmy FujiFilm

(|
Fluorescencni mikroskoE

Hlavni rozdil oproti spektrometram :
nepouzivad monochromatory, ale excitacni a emisni filtr

CCOD Camera D

p—
Excitation o
Filter 7" Emission
* 0 E__K Dichroic

Li Beamsplitter

Pfevzato z J.R. Lakowicz, Principles of
Third Edition, Springer, 2006

magnet.fsu. j
lightpathsfluorescence/index. html

Ctecka mikrodesticek

Prevzato z pfistrojové dokumentace
Biotek

Shrnuti |

1. Jak zviditelnit, co nevidime? Fluorescence

2. Jak prispélo vino k objeveni fluorescence? Stokestiv jev
3. JakIze zméfit fluorescenci? Spektrofluorometr

4. Jak zlepsit viditelnost fluorescence? Filtrem

Proc sviti sviti na diskotéce i to co normalné
nesviti?
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Prehled Il

1. Jak fluorescenéné obarvit proteiny a DNA?
2. Jak Vikingové navigovali své lodé v mize?

3. Co se da urcit z anizotropie pfi interakci proteini a

DNA?

4. Kde se s anizotropii setkavame denné?

Jaky roztok chininu se hodi na

diskotéku?

Tonik obsahuje
chinin v koncentraci

30-80 mg/L

{“J/xm
i N}

My =

0

Fluorescencni znacky

Svitivost znacky (Brightness)

Vhodna znacka pro kovalentni vazbu na
biomolekulu by méla mit nasledujici
parametry:

- vysoka intenzita fluorescence

- stabilita i pfi souvislém ozarovani

- minimalni vliv na biologické chovani
studované molekuly

* je dana soucinem kvantového vytézku a
molarniho extinkéniho koeficientu ¢

Bs=Qe
* Dobry parametr pro Ucinnost s jakou znacka
pfeménuje excitacni svétlo na fluorescenci

¢ Po kovalentni vazbé k biomolekule ¢asto
dochdzi k vyrazné zméné ve svitivosti

* Pro praxi je vhodné mit znacku se svitivosti

Bc>5000

Priklady svitivosti nevlastnich fluorofor(

Pfiklady fluorescencnich znacek

Kvantovy Svitivost
Fluorofor | &(cmM) P y
vytézek (Q) (Bs)
Oregon Green®
488 87 000 0.9 78 300
BODIPY FL 91 000 0.9 81900
Fluorescein
(FAM) 79 000 0.9 71100
JOE 71 000 0.6 42 600
TAMRA 103 000 0.2 20 600
Rhodamine
Red-X (ROX) 82000 0.7 57 400
Texas Red 139 000 0.9 125 100

http://www.promega.com/geneticidproc/ussymp8proc/21.html

TRITC Aerylogan

dansyl chlorid (DNS-CI; 5-dimetylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid)
fluorescein-5-izothiokyanat (FITC)

5-jodoacetamidofluorescein (5-IAF)

tetrametylrhodamin-5(a 6)-izothiokyanat (TRITC)
4-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol ( ; 4-chloro-7-nitrobenzofurazan)
6-akryloyl-2-dimetylaminonaftalén (Acrylodan)
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Fluorescein a rhodaminy

e Alexa Fluor
e FITc *  Patfi k nejrozsifenéjsim fluorescenénim znac¢kam
. Abs.max. Em. max. , .
.
fluorescein (490nm) (520) VySOky kvantovy

Ceanae  vytéZek -> vysokd
o P 75O svitivost
* Zlepsena
rozpustnost ve vodé
* Mala zavislost
fluorescence na pH

rhodaminy (500-600 nm) (530-620)
« Citlivé na polaritu solventu a na pH
* vysokd hodnota & ~ 80 000 M-*cm*
*  Vysoky kvantovy vytézek Q ~ 0.3-0.8

* Doba dohasinani fluorescence ~ 4 ns

*  je syntetizovano velké mnoZstvi derivatd, které se

Fluorescance emission

poutZivaji ke znaceni proteini a DNA pfes NH,
skupinu nebo SH skupinu

== |+ Fotostabilni !

* Intenzita fluorescence je zavisla na pH Wavalength (nm]

' *  Maji sklon k fotovybélovani

FLUCRESCENCE EMISSON

Reakce esteru znacky Alexa Fluor a NH,
skupiny proteinu

Fotostabilita fluoroforu

S0y

,;,l::/'-‘-.. ,/I‘ Ny
LS

N

100

* Po urcitém casu dojde u
kazdého fluoroforu
k fotovybéleni

* NejdilezZitéjsi je fotostabilita
pfi mikroskopii, kde se
pouZivaji vysoké intenzity
excitaéniho svétla

80

60

)

L0

o Alaxo Fluor 488 * Nejvyssi fotostabilitu ukazuji iy
® Oregon Green 514 sondy skupiny Alexa &
20F & Bodipy FL * Zatim nebyla zjisténa zadna e
D Oregori Grewn spojitost mezi strukturou
® Fluorescein o .
ol i 1 . s N L fluorofor( a jejich Alexa Fluor® 485 carboxylc acd. 2.3.5.6
i lexa Fluor® 488 carboxylic acid, 2,3,5,6-
0 10 20 30 40 50 601 fotostabilitou tetraluorophen estor (Aexa Fluore 458
5-TFP)

TIME (s)

DNA znacena Rhodaminem Red-X a

Znaceni DNA pres NH, skupinu OregonGreen

Rhodamine Red™-X,
succinimidyl ester DNA s ,,amino-linkerem”
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Zavislost emisniho spektra na polarité

Fluorescenc¢ni sondy rozpouitedla

* Fluorescencni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se

ke sledované struktufe vazou nekovalentné a ¢asto NicH;l,
pritom méni své fluorescencni vlastnosti.
504501
DNS-CI

Fluorescenc¢ni sondy jsou sami v roztoku Pode 2vySujif se §

. . P v s polarity: a2
zpravidla velmi malo fluorescencni. Po g

X : % H-h 3
vazbé na proteiny nebo DNA se v$ak CH- oykiohexan :
jejich fluorescence velmi vyrazné zvysi. A acotat S — %

WAVELENGTH (mm)

Bu — n-butanol

Praktickd ukazka DNA sondy

Interkaldtory EB, AO, TOTO se vazou

. . . = vmezefenim mezi pary bazi
* Prodan (N, N-Dimethyl-6-propionyl-2-naphthylamine) @h‘-“""' Hoechst, DAPI se vazou do malého lébku
DNA
I EB zvy3uje intenzitu fluorescence po vazbé
P 30x
CH, C - Cyklohexan O i a1 se prodluzuje z 2 na 20 ns
{ OH o} - *  DAPI zvy3uje intenzitu fluor nce nejvit
N _ y3uje intenzitu fluorescence nejvic
cH, ~ch 3 G-Glycerol ;I on < o - \‘3:‘:3;,& v blizkosti AT pari
& D - dimetylformamid HAN/C"B " %wee, o TOTO (Thiazole Homodimer) zvySuje
= in , 342 intenzitu fluorescence po vazbé 1100x
®  E-Etanol CH,CH,0H ¢ Sondy s velkou afinitou jak EB homodimer

(vaze se 10 000x pevnéji nez monomer EB)
a kladné nabity TOTO z0stavaji navazané
na DNA i béhem elektroforézy a pouzivaji
se k vizualizaci DNA na gelu a umozriuji
2zvysit citlivost az 500x ve srovnani s
klasickym barvenim EB

Jak je mozno snizit spotfebu sondy?

V -Voda H,0
Bu - n- Butanol CH,;CH,CH,CH,0H

Interkalace Vazba do zlabku DNA

Syber Green

* Selektivné se vaZe na ds DNA
do malého Zlabku

* Detekce od 1 ng/mL

* VlyuZziti pti Real-Time PCR ke
kvantifikaci namnozené DNA

% &

D

J_LLUJJJJJJ%

O O O

Benzpyrene
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Srovnani sond pro kvantifikaci dsDNA Proteinové sondy

« Zvyseni * Zvy3uji intenzitu fluorescence po vazbé na protein
. A vantovy : . it wews v ,
Citlivost | Extinction | cicsoy po | Intenzity * Nejcitlivéjsi fluorescenéni sondy pro barveni
Sonda pro Coefficient vazbé na fluoresc%nce e . A ,
dsDNA | (cm'M-) oDNA. | PO vazbé na proteinu v gelu jsou ze skupiny organokovovych
dsDNA slou¢enin SYPRO
PicoGreen pgz/ﬁ“_ 70,000 0.53 ~2000x * SYPRO Red, Orange, Tangerine, Rose
Hoechst 1-10 * Vysoka citlivost ~ ng/mL
33258 ng/mL 40,000 0.59 ~100x * Pred pouZzitim je nutnad kysela fixace
Ethidium 1-10 * Primarné pouzivané pfi barveni protein{i na ¢ g
. 5,000 <0.3 ~30x vipr TRTI o
bromid ng/mL * Vyuziti v kriminalistice ;
Extinkéni koeficienty byly zjistény pro volné sondy ve vodném roztoku
http://www.promega.com/geneticidproc/ussymp8proc/21.html

— , . . Indikace Ca?* v nervovych burikach za
Soucasné barveni DNA a protein( na gelu Fluoro-3

* DNA byla
barvena
zyber Za poufZiti sondy
reen .
o bylo sledovano
M rotein s
oo odurrluranvl
Ruby nervové burky

Jak Vikingové navigovali své lodé?

Viking routes

The National Maritime Museum

http://www.nmm.ac.uk
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Vikingové pouzivali slunecni kompas

*Poloha severu je uréena stinem slunce.
«Stin byl vyznacovén pravidelné béhem dne.
«Slunce je v nejvy$sim bodé v poledne

a proto je vrzeny stin vystupku nejkratsi.

«Je to pfesné v poloviné cesty stinu mezi

Horvath  etl. 2011

North North vychodem a zapadem.
e i b *V bodé, kde je kivka nejblize stiedu byla

| vyznaCena Céra, kterd ukazuje smér

o

G sever/jih.
y

=7

The National Maritime Museum

http://www.nmm.ac.uk

Slunecéni kamen

Iceland spar

Poloha slunce mohla byt diky slune¢nimu kameni uréena i
pfi oblacnosti a za mlhavého pocasi.

Fluorescenéni metody studia .
biomolekul C. Hofr y

Zakladni otazky soucasné védy

* Nebylo ndahodou moZno navigovat
na zakladé odhadu polohy slunce
pouhym okem?

 Za jakych podminek je moZno pouZzit slunecni
kdmen pro uréeni polohy slunce?

Ovéreni uréeni polohy slunce za pomoci

znalosti Vikingt
* Dr. Gabor Horvath, E6tvos University

polarizatorem

*Bylo vyvraceno, ze by Vikingové mohli navigovat na
Sirém mofi odhadem polohy slunce pouhym okem bez
dalich navigatnich pomiicek.

*Bylo prokazano, Ze polarizator mohl byt pouzivan k
presnému uréeni polohy slunce za podminek mlhy a

e
velkd pfesné

odchylka uréeni nelplné oblaénosti.

Horvath G et al. 2011, Hegediis R et al. 2007
59

Dnesni méreni anizotropie fluorescence

e I -

analyzator detektor

polarizator —

C+21,

I|| _|¢

10
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Méreni anizotropie pfi ustalené fluorescenci

Anizotropie - méfi polarizovanou emisi

Polarizator je na draze excitacniho svétla a déla z néj rovinné
polarizované

Polarizator (analyzator) je na draze emitovaného svétla —
fluorescence

MEéFi se intenzita fluorescence pfi natoceni polarizatoru vertikdlné
a analyzétoru vertikalné (VV), nasledné pfi natoceni polarizatoru
vertikdIné a analyzatoru horizontalné(VH)

Ze zmérenych intenzit se vypocitd hodnota anizotropie <r>

Iy — |
r VvV VH
Ly +2- 1y,

Dipdlové m

nty prechodu

Absorpce

=== Emise

* Dipélovy moment pfechodu je kvantové mechanickd zaleZitost.
Neni skute¢nym dipdlovym momentem. Je ddn okamZitym stavem elektronového obalu
molekuly. Velikost dipdlového momentu pfechodu udéava schopnost daného stavu
molekuly absorbovat nebo emitovat svétlo. Smér dipélového momentu pfechodu
uddvd smér, ve kterém je svétlo molekulou nejlépe absorbovéno nebo emitovéno.

* Molekuly prednostné absorbuji zéfeni, jeho? elektrickd slozka kmitd ve stejné roviné
jako je absorpéni dipélovy moment pfechodu elektronu do vyssi energetické hladiny.

* Molekuly pfednostné emituji zafeni ve stejné roviné jako je emisni dipélovy moment
prechodu elektronu do nizsi energetické hladiny.

Fotoselekce

Je-li roztok fluorofor( excitovan
linedrné polarizovanym
zarenim, potom budou
excitovany pouze ty molekuly,
které maji nenulovy primét
svého absorpc¢niho
pfechodového momentu do
sméru polarizace budiciho
zéreni

_Excitation

Detekce vazby proteini na DNA ze zmény

anizotropie fluorescence

Rt —5 41 X

nizka
anizotropie

vysoka
anizotropie

d. %é

XN

AF detekce interakce protein-DNA

Kp=2.10°M

LA JNL B B |

Anizotropie Fluorescence

0 5 10 15
protein (uM)

L a T usporadani méreni

Gl
) e &

vertical 1 Excitation — |

i Excitation

Gy 1,-=----- Ratio=Gy /8,

11
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Aplikace | Helikazy

« Katalyzuji rozvijeni DNA nebo RNA za pritomnosti ATP

* Hraji dalezité role ve vétsiné drah metabolismu
nukleovych kyselin

Sledovani rozplétani DNA

0.18

T Low anisotropy Q.15
0.14

=
Q012

£ 0.10

€ 0.08
=

eesatetnn
0-0% | eluorescein-DNa

0.04

0.02
-150 -100 -50 o 50 100 150

Time (second)

Helikdza UvrD navézéna na DNA
Lee & Yang, Cell, 2006 Podileji se na replikaci DNA

Aplikace Il Interakce proteinti SMH s DNA Vazebn3 afinita SMH proteint k DNA
o .
SMH rodina proteind (Single Myb Histone) % / 8 lTeIomerch_(a £
_— ° O Netelomericka
s 5= O
ac
< ;
c2 ~
2 S T Q -
0 S = =5
5 56 13 180 240 290 .g E é :
MW ~ 25 kDa g-E \E"sz
Telomerickd DNA ‘g g 2 é
N ©
5% GGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGGTTTAG E sx
CCAAATCCCAAATCCCAAATCCCAAATC 5 < - 0 -
K =
o o2 4 protein
Netelomericka DNA [protein], uM
5 -CATCATGGCTGGTCATGGCTGGTACTAG Vazebna afinita proteint SMH k telomerické DNA je vyrazné vyssi nez k
GTAGTACCGACCAGTACCGACCATGATC-5' netelomerické DNA.
Hofr C. et al. 2009
NavrZeny model interakce . . , )
SMH proteindi s telomerickou DNA Anizotropie kolem nas: monitor
* Anizotropie se projevuje u LCD monitoru
j-o- + Co je ptitinou?
. Myb doména 2 -
5-GGTTTAGGGTLTAGGGTTTAGGGTTTAG ©#1/5 doména
CCAAAT C TCCCAAATC-5' .
DNA vazebné
misto Myb
domény
SMH proteiny ve formé dimeru se vdZzou telomerickou DNA s velkou afinitou a http://www.youtube.com/watch?v=imQnWrLW2i0
selektivitou ve srovnani s netelomerickou DNA .
Hofr et al, 2009, Biochemical Journal
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1. Jak fluorescenéné obarvit proteiny a DNA?

Reaktivnimi fluorofory — znackami a sondami

2. Jak Vikingové navigovali své lodé v mize?

Sluneéni kamen = polarizator

3. Co se da urcit z anizotropie pfi interakci

proteint a DNA? Disociaéni konstanta

4. Kde se s anizotropii setkavame denné?
Monitor
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