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Prvni setkani v ramci predmetu

1. Co je naplni prednasek?

2. Jake budou praktické ulohy
VvV cviceni?

3. Kde se daji ziskané poznatky
vyuzit?

4. Jaka bude organizace vyuky?

s
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ProcC sEektroskoEické metodx?

» Poskytuji kvantitativni udaje, coz usnadnuje
srovnhavani ruznych biologickych systému

ProcC fluorescence?

« Umoznuje nam videt pouhym okem,
co bychom jinak nevidéli
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1.0bsah prednasex | ;

« Absorbcni a fluorescencni
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* Vlastni fluorescence proteinu
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Obsah prednasek Il

« Zhaseni fluorescence,
fluorescencni rezonanc¢ni prenos
energie - pouziti pfi sledovani
Interakce a strukturnich zmén
molekul

* Anizotropie fluorescence a jeji
zmena pri interakci makromolekul

CFP transfers its energy
to YFP, resulting in lower

CFP fluorescence

Fluorescence
acceptor

log r (f)
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Obsah Bfednééek 1

* Nevlastni fluorescence -
fluorescencni znacCky, sondy a
indikatory

* Fluorescencni znaceni DNA a
proteinu

« Analyticke pouziti fluorescence
pro stanoveni koncentrace
molekul

Fragment DNA s navazanou
fluorescenéni sondou DAPI

Fluorescenéni stanoveni koncentrace DNA
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Pokrocilé biofyzikalni metody v experimentalni biologii

Prednasky

1. Zakladni prehled biofyzikalnich metod pouZivanych v biologii

Definice a charakteristiky absorbce, fluorescence a fosforescence

Pristrojoveé whbaveni pro méfeni - spektrofotometr, spektroflucrometr

Casové ustalena fluorescence (Steady state)

Casové rozlidena fluorescence {Time-resolved)

Anizotropie fluorescence a |gji zména pfi interakcl makromolekul

Absorpéni spektroskopie v biologickeé analyze molekul

. Zhaseni fluorescence, fluorescenéni rezonancni pfenos energie - poufiti pfi sledovani strukturnich zmén molekul

. Vlastni fluorescence biologicky wznamnych molekul
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. Nevlastni fluorescence - fluorescencni znacky, sondy a indikatory
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. Fluorescenéni znaceni DNA a proteini

12. Fluorescenéni mikroskopie

13. Analtické pouZiti fluorescence pro stanoveni koncentrace

14. Priklady wuZiti fluorescence v biologické praxi

http://is.muni.cz/el/1431/podzim2015/C7230/um/6053971/PBMEBuvod.html 1/7
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Literatura

——

» Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence
Spectroscopy. Third Edition, Springer +
Business Media, New York, 2006.

e FiSar Z.: FLUORESCENCNi SPEKTROSKOPIE

V NEUROVEDACH
http://www21.If1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm
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Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této prednasky laskavé poskytnuta
profesorem J.R. Lakowitzem.
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2. Prakticke l]lohx

Méreni spektralnich charakteristik proteinu a nukleovych kyselin

Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin a proteinu za pouZiti fluorescence
a absorbcni spektroskopie (kolorimetrie)

Vliv pH a teploty na spektralni vlastnosti fluorescencénich sond
Méreni vlastni fluorescence proteinu

Priprava fluorescencné znaCeného proteinu

Vizualizace makromolekul pfi elektroforetické separaci

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

Sledovani zmény intenzity fluorescence po relaxaci vlasenkové struktury
fluorescencné znaCcene DNA

Fluorescencni mikroskopie (fluorescencni in situ hybridizace)

Studium interakce molekul za pomoci anizotropie fluorescence —

vazba proteinu a fluorescenéné znacené DNA
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Fluorescencni metody ve védach o zivoté
Schematické znazornéni metodickych pfistupl pouzitych pfi praktické vyuce predmétu

Priprava fluorescen¢né znacené DNA

Spektroskopicka charakterizace
fluorescencéné znacené DNA
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Vizualizace molekul pfri
elektroforetické separaci

Real-time PCR

detekce amplifikace DNA
Emitor fx
F primer ‘ ' Zhasedlo

R primer

Intenzita emitovaného zareni je pfimo
umérna mnozstvi amplifikované DNA.

Fluorescencni mikroskopie
sledovani hybridizace in situ

Metafazové chromozémy
po fluorescenéni in situ
hybridizaci (FISH)
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PFi pfipraveé fluorescencéné
znacené DNA se pouZiva
gelovéfiltrace pro separaci
nenavazaného fluoroforu po
znaceni fragmentu DNA

Studium vazby DNA a proteinu
Anizotropie fluorescence

nizka
anizotropie

vysoka
anizotropie

SniZeni pohyblivosti po vazbé proteinu => pomalejSi zména

usporadani molekul => zvySeni anizotropie fluorescence r
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Priprava fluorescencné znaceného proteinu

Vyhody fluorescenc¢niho
znaceni molekul

* Neni nutno pracovat s
radioaktivitou

* dlouha zivotnost znaceni

 moznost kvantitativniho

vyhodnocenl' mnozstvi DNA Pri qu?rgscenénim znaceni _se pouziva
gelova filtrace pro separaci

o vysoké citlivost nenavazaného fluoroforu od znacené
biomolekuly.
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Spektroskopicka charakterizace
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Vizualizace molekul pri
elektroforetické separaci

Jenom protein protein

DNA + DNA

QO M T —_

Zmeéna rychlosti putovani v PA
gelu po vazbé proteinu na DNA G RRRASIE
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Qeal-tlme ECQ
FprimerEmitor '\ ® Zhasedlo ‘ | ®
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3.Pfi kazdém amplifikaénim cyklu ods$tépuje polymeraza

1.Znadena sonda se hybrldlZUje S komplementérnl' Emitor jehoi Zzafeni je detekovano

sekvenci. Zareni Emitoru je zhaseno a neni pozorovano.
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2.Pfi polymerizaci dochazi k nahrazeni sondy novym fetézcem. 4.Polymerizace je dokoncCena. Intenzita emitovaneho

zareni je primo umeérna mnozstvi amplifikované DNA.
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Huorescencnl mlkroskople

Metafazové chromozomy po fluorescencni
in situ hybridizaci (FISH) 1/15



analyzator detektor

polarizator
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"~ Princip sledovani vazby

Excitace Emise
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anizotropie

1/17

‘B




Vazba Eroteinu na DNA
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3.Kde se daji vyuzit ziskane znalosti?
——————————————————————————

* VSude tam, kde se setkate v praxi
s fluorescenci a fluorescencni spektroskopii
« Kdyz mate vzorku malo pro klasicke metody
detekce, zviditelnite si ho pomoci
fluorescence

* V kazdodenni laboratorni praxi
napr. vizualizace biomakromolekul v gelu a pod mikroskopem

* V navazujicich cvicenich C7235!
¢
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Multicolor Detection:

4

Stain Target Color

BODIPY® FL phallacidin F-actin Green
MitoTracker® Red CMXRos Mitochondria Orange



Prutokova cytometrie - Flow Cytometry

Summary

Electronics and computer
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life technologies

Rozdéleni populace bunék podle
jejich velikosti a pfitomnosti
fluorescencnich sond 1/21

Detekce kazdé bunky zvlast



Spektroskopie kolem nas
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Je tato fluorescence prirodniho nebo syntetického puvodu? 193



Ulohx = pripadové studie
* Celkove 4 ulohy

« Za ulohy lze ziskat body, které se pripocCitavaji

K testu u zkousky
* V pripade uspesného splneni vsech uloh
dostatek bodu pro vykonani ustni zkousSky

e Omezena doba moznosti reSeni uloh 48 h



Datum Hraktického cviceni

Navrh terminu pro cviceni

14.-16.1.2019

1/26



Pristé: Co vsSechno sviti na diskotéce?
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 Naucit se komentovat video od 0:42 do 3:00
Introduction to Fluorescence
https://www.youtube.com/watch?v=SGFIrl1jFNB

M&feature=youtu.be&t=42
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