FRET-FLIM prakticka ukazka na hybridizaci DNA

Cil:

Demonstrace FRET (ForsterQv rezonancni prenos energie) fenoménu pomoci hybridizace DNA.
Jednoretézcovd DNA (single-strand) o velikosti 40bp je modifikovana fluorescencni znackou
Cy5 (akceptor) na svém 5 konci a fluorescencni znackou Alexa Fluor 488 (donor) na svém 3*
konci. Samotné jednoretézcové vldkno je znacné flexibilni, diky ¢emuZz se jednotlivé
fluorescencni znacky pfiblizi k sobé natolik, aby nastal jev FRET. Po pfidani neznaceného
komplementarniho vldkna dochazi k hybridizaci a vznikld dvoretézcovda DNA ztrati miru
flexibility a nabyde prostorového usporadani, kde se dva fluorofory od sebe vzdali natolik, ze
pozorujeme vymizeni FRET signalu.
Demonstraci budeme meérit pomoci fluorescencnich spekter danych fluorofori a také
komplementarné pomoci FLIM (Fluorescence Lifetime), kde budeme pozorovat zvyseni ¢asu

dohasinani donoru.
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Obrazek 1: Excitac¢ni a emisni spektrum fluorofor(i Alexa Fluor 488 a Cy5.

Vzorky a material:

Znacena jednoretézcova DNA o zasobni koncentraci 10 uM.
Komplementarni retézec DNA o zdsobni koncentraci 10 uM.
Fosfatovy pufr (50 mM NaPi, 50mM NaCl, pH=7).

100x fedény roztok Ludox (koloidni silice).

Pristrojové vybaveni:

Fluorimetr Fluoromax 4 s TCSPC méfici kartou, pulsnim zdrojem a FLIM detektorem.

Méfici kyvety.
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Postup méreni:

e Zapnout pfistroj Fluoromax 4.

e Zapnout méfici pfistroj DeltaHUB a NanoLED (nechat klicek v poloze StandBy).

e Zapnout PC.

e Spustit program FluorEssence a inicializovat pristroj (ikona M).

e Spustit program FluoroMax4USBLamp a vypnout lampu pfistroje.

e Naredit fluorescencné znacené DNA vlakno na finalni koncentraci 100 nM o objemu
1,5 ml.

e Napipetovat 1,4 ml zfredéného roztoku Ludox do optické kyvety a umistit do méfici cely
pfistroje.

e Spustit program DataStation, vybrat konfiguraci Fluoromax_PLUS_C, vybrat Emission
1 jako emisni monochromator a S jako detektor. Zakliknout Use NanoLED Sample
Chamber...

e Vybrat méfici metodu Lifetime.

e Otocit klickem na NanoLED pfistroji do pozice ON.

e Nastavit S detector na 950 V, Cout rate na 5000, emisni vinovou délku na 456 nm a
Sitku Stérbiny 8 nm.

e Zkontrolovat, Ze je kryci desticka pred detektorem pftistroje, a ne detektorem lifetime.

e Oznacit Prompt signal a spustit méreni pro ziskani IRC signdlu.

e Napipetovat 1,4 ml zfedéné fluorescencné znacené DNA do kyvety a vloZit do pfistroje.

e Zménit emisni vinovou délku na 515 nm (maximalni emise donorového fluoroforu),
ponechat Sirku Stérbiny na 8 nm.

e Prejmenovat signdl Decay na DNA-ss a spustit méreni. Zde sbér dat bude trvat
podstatné déle nez v ptipadé méreni IRC signdlu. Dano koncentraci a svitivosti
fluoroforu.

e Prejit do programu FluorEsscence, opét zapnout lampu pfistroje a vyndat kryci
desticku pred detektorem pfristroje. Vybrat méreni emisniho spektra s nastavenim:
excitace pfi 490 nm (maximalni excitace donorového fluoroforu), méreni rozsah emise
495-750 nm. Stérbiny ponechame na hodnoté 5 nm. Detektor nastavime na méreni
S1/R1 signalu. Zmérit dané spektrum.

e Pridat 20 ul komplementarniho fetézce DNA do kyvety a fadné promichat. Inkubace
5min pfi RT.

e Vypnout lampu pfistroje, vlozit kryci desticku prfed detektor pfistroje, zkontrolovat
pfedchozi identické nastaveni pro méfeni lifetime. Pridat novy signdl Decay a
prejmenovat jej na DNA-ds a spustit méreni. Ulozit data.

e Opét prejit do programu FluorEssence a dle identického nastaveni v pfedchozim kroku
zméfit emisni spektrum.

e Pomoci softwaru DAS6 analysis vyhodnotit lifetime data a porovnat zménu.

e Porovnat zménu emisnich spekter pred a po hybridizaci DNA.

e Diskuze vysledkd.



Uzitecné informace:

TpA
E=1-2
Tp

7

kde E je efektivita FRET prenosu, 7p,4 znaci dobu Zivota fluoroforu donoru v pritomnosti
akceptoru a tp znadi dobu Zivota fluoroforu donoru bez pfitomnosti akceptoru.

_ R
Ro®+RS’

kde Ro je Forsterova vzdalenost pfi E rovno 50 %. R je redlna vzdalenost fluorofora.

V nasem ptipadé sledovany fluorescenéni FRET par ma hodnotu Ro = 60 A.

Jedna nukleotidova baze v DNA fetézci odpovida priblizné 3,4 A vzdalenosti.



