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ProcC biofyzikalni metody?

 Biofyzikalni metody vyuzivaji fyzikalni principy
ke studiu biologickych systému

» Poskytuji kvantitativni udaje, coz usnadnuje
srovnavani ruznych experimentalnich systému

ProcC fluorescence?

* Umoznuje nam videt pouhym okem,
co bychom jinak nevidel
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Obsah prednasek

AbsorbcCni a flouorescencni spektroskopie v biologické analyze molekul
Vlastni fluorescence proteinu

Casové ustalena a asové rozliena fluorescence (Steady state,
Time-resolved)

Zhaseni fluorescence, fluorescencni rezonancni prenos energie - pouziti
pri sledovani strukturnich zmen molekul

Anizotropie fluorescence a jeji zmeéna pfi interakci makromolekul
Nevlastni fluorescence - fluorescenc¢ni znacky, sondy a indikatory
Fluorescencni znaceni DNA a proteinu

Fluorescencni mikroskopie

Analytické pouziti fluorescence pro stanoveni koncentrace molekul
Priklady vyuziti fluorescence v biologicke praxi
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Pokrocilé biofyzikalni metody v experimentalni biologii

Prednasky

1. Zakladni pfehled biofyzikalnich metod poudivanych v biologii

2 Definice a charakteristiky absorbee fluorescence a fosforescence

3. Pfistrojove whaveni pro méfeni - spekirofotometr, spekirofluorometr

4. Casové ustalena fluorescence (Steady state)

5. Casové rozlidena fluorescence (Time-resolved)

E. Anizotropie fluorescence a jejl zména pfi interakci makromolakul

7. Absorpéni spektroskopie v biologicke analyze molakul

5. Zhasenifluorescence, fluorescenéni rezonancni pfenos energie - pouditl pii sledovani strukturnich zmén molekul

9. Vlastni fluorescence biologicky wenamnych molekul

10. Mevlastni fluorescence - fluorescencni znacky, sondy a indikatory

11. Fluorescenéni znaceni DINA a proteinl

12. Fluorescenéni mikroskopie

13, Anahtické pouditi fluorescence pro stanowveni koncentrace

14. Priklady wyuziti fluorescence v biologicke prax 1 /4




Praktickeé ulohy

Mé&reni spektralnich charakteristik proteinu a nukleovych kyselin

Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin a proteint za pouziti fluorescence
a absorbcni spektroskopie (kolorimetrie)

Vliv pH a teploty na spektralni vlastnosti fluorescencnich sond
Mérfeni vlastni fluorescence proteinu

Priprava fluorescenéné znaceného proteinu nebo DNA
Vizualizace makromolekul pfi elektroforetické separaci

Vyuziti fluorescencniho rezonancniho prenosu energie (FRET) pfi
sledovani hybridizace komplementarnich fetézcl nukleovych kyselin

Sledovani zmény intenzity fluorescence po relaxaci vlasenkové struktury
fluorescencné znaCené DNA

Real-time PCR - detekce amplifikace DNA
Fluorescencéni mikroskopie (fluorescencni in situ hybridizace)

Studium interakce molekul za pomoci anizotropie fluorescence —
vazba proteinu a fluorescen¢né znacené DNA
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Pokrocilé biofyzikalni metody v experimentaini biologii

Cviceni - praktické dlohy

1. Méfeni spektralnich charakteristik proteint a nulkleowch legselin

2. Pfesné stanoveni koncentrace nukleowich kyselin a
proteint za pouZiti fluorescence a absorbéni spektroskopie

3. Wliv pH a teploty na spektralni wiastnost fluorescencnich sond

W&fani viastni fluorescence albuminu, tryptofany, tyroziny a fenylalaninu

U

Friprava fluorescencné znacengho proteinu

£ Spekiroskopicka charakteristika fluorescenéné znacene DMNA a proteinu

T Vizualizace makromolekul pii elektroforetické separaci

8. Realtime PCE - detekce amplifikace DA,

9. Mikroskonie Ziweh rostlin znacdenwch GFF

10. Fluorescenéni mikroskopie (fluorescencni in situ hybridizacea)

11, Studium vazby molekul za pomoci anizotropie fluorescence — vazha proteinu a fluorescentng znacens DMNA
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Pokrocilé biofyzikalni metody v experimentalni biologii
Schematické znazornéni metodickych pristupl pouzitych pfi praktické vyuce pfedmétu

Priprava fluorescen¢né znaéené DNA

Spektroskopicka charakterizace
fluorescenéné znacené DNA
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Vizualizace molekul pfri
elektroforetické separaci

Fluorescencni mikroskopie
sledovani hybridizace in situ

Real-time PCR

detekce amplifikace DNA

F primer
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R primer

Metafazové chromozomy
po fluorescenéni in situ
hybridizaci (FISH)

Intenzita emitovaného zareni je pfimo
umeérna mnozstvi amplifikované DNA.
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P¥i pFipravé fluorescencné
znacené DNA se pouZiva
gelova filtrace pro separaci
nenavazaného fluoroforu po
znaceni fragmentu DNA

Studium vazby DNA a proteinu

Anizotropie fluorescence
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Priprava fluorescencné znacené DNA
————————————————————————————————

Vyhody fluorescencniho
znaceni molekul

* neni nutno pracovat s
radioaktivitou

* dlouha zivotnost znaceni

Pfi pfipraveé fluorescencné znacené DNA * moznost k\{antlta‘!:lvm,ho
se pouziva gelova filtrace pro separaci vyhodnoceni mnozstvi DNA

nenavazaného fluoroforu po znaceni

fragmentu DNA * vysoka citlivost
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T
Spektroskopicka charakterizace

fluorescencneé znacené DNA
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Vizualizace molekul pri
elektroforeticke separaci

protein

Jenom protein

DNA + DNA
o ® m—— )

Zmeéna rychlosti putovani v PA
gelu po vazbe proteinu na DNA fpRRARIEE 1710



Real-time PCR
detekce amplifikace DNA

Emitor

F primer '\ .

Zhasedlo

T E

R primer

1.ZnacCena sonda se hybridizuje s komplementarni
sekvenci. Zareni Emitoru je zhaSeno a neni pozorovano.

TR LA

2.P¥i polymerizaci dochazi k nahrazeni sondy novym retézcem.
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3.Pfi kazdém amplifikacnim cyklu odStépuje polymeraza
Emitor, jehoz zareni je detekovano
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4.Polymerizace je dokonCena. Intenzita emitovaného
zareni je pfimo umérna mnozstvi amplifikované DRI/A,I 1



Fluorescenéni mllkroskoplle

Metafazové chromozomy po fluorescencni in
situ hybridizaci (FISH) 1/12



Fluorescencni anizotropie

analyzator detektor

polarizator r — III o IJ_

C+ 21,
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Princip sledovani vasz

Excitace Emise
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Vazba Eroteinu na DNA
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Kde se daji vyuzit ziskane znalosti?

Tam, kde se setkate v praxi s fluorescenci a
fluorescencni spektroskopii

Kdyz mate vzorku malo pro klasické metody
detekce, zviditelnite si ho pomoci
fluorescence

V kazdodenni laboratorni praxi

V navazujicich cvicenich Bi7230c !
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Multicolor Detection:

Stain Target

BODIPY® FL phallacidin F-actin




Prutokova cytometrie - Flow Cytometry

Summary

Electronics and computer
system
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Detekce kazdé bunky zvlast

Lasers

élnfevitroggn“
Rozdéleni populace bunek podle
jejich velikosti a pritomnosti

fluorescencnich sond 1/18



Biofyzikalni pristupy kolem nas
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Fluorescence, kde bychom ji necCekall
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Pristé: Co vsSechno sviti na diskotéece?
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