Vlastni fluorescence protein U

Vlastni fluorescenci protein je zpisobena aromatickymi aminokyselinami v nich
obsazenymi: tryptofanem (Trp), tyrozinem (Tyr) anyflalaninem (Phe). Dominujici je

fluorescence tryptofanu, naopak praktickypgc se neuplatije fenylalanin. V této tloze jsou

zmeiena fluorescemi excit&ni a emisni spektra albuminu¢astého tryptofanu, tyrozinu a

fenylalaninu.

Vlastnosti L-tryptofanu
e MW = 204,23
o absorgni maximumAegxmax= 295 nm
» fluorescekni emisni maximum\emmax= 353 M
e emise Trp je vysoce zavisla na pokaatokolnim prosedi

Vlastnosti L-tyrozinu
« MW =181,19
e absorgni maximumAegymax= 275 nm
» fluorescekni emisni maximum\emmax= 304 nm
* emise Tyr je relativimalo citliva na polaritu rozpoustla

Vlastnosti L-fenylalaninu
+ MW =165,19
e absorgni maximumAegxmax= 260 nm
o fluorescerni emisni maximum\emmax= 282 nm
» emise Phe je strukturovana

Fluorescence proteirje obvykle excitovanaip280 nm nebo # delSich vinovych délkach,
takze fenylalanin neni vetin¢ experimeni excitovan. Navic je kvantovy Witek
fluorescence Phe velmi maly (kolem 0,02). Tryptofasu fluorescenci v proteinech Ize
selektivré excitovat i 295-305 nm.

Material

« L-tryptofan (Applichem), L-tyrozin (Applichem), Lehylalanin (Applichem)
« Howezi sérovy albumin (BSA, MW = 67000)
« pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/Iris HCI, pH 7,4)

Postup

1. Pripravené zdsobni roztoky 10 mM Trp, 2 mM Tyr, 10 Rk a 0,25 mmol/l
albumin pro vlastni gfeni naed'te pufrem A na koncentrace:
5uM Trp, 20uM Tyr, 200 uM Phe a 0.6M albumin

2. Zmeite excit&ni a emisni spektra vzarkza podminek uvedenych v tabulce.



excitatni spektrum| emisni spektrum

Aerr (NM) | Aex (NM) | Aex (nM) | Ay (NM)
L-tryptofan | 350 240-30( 280 290-420
L-tyrozin 300 240-29(Q 270 280-450
L-fenylalanin| 280 240-27( 250 260-360
albumin 350 240-32(0 280 300-420

Vysledky

Zmeiena exciténi a emisni spektra vlastni fluorescence tryptofdmp), tyrozinu (Tyr),
fenylalaninu (Phe) a albuminu v pufru A jsou na Qla Obr 2. Z vyslednych spekter je
ziejme, Ze prakticky vesSkera vlastni fluorescencaralbu pochazi od tryptofanu. dveni
byla provedena na spektrofluorometru FluoroMax-4.
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Obr. 1 Excitatni spektra UM Trp (Aem= 350 nm), 2QUM Tyr (Aem= 300 nm),

200uM PheXem= 280 nm) a 0.6iM albuminu fem= 350 nm).
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Obr. 2 Emisni spektra pM Trp (Aex = 280 nm), 2QM Tyr (Aex = 270 nmM),
200uM Phe Qex = 250 nm) a 0.¢tM albuminu fex = 280 nm).



