Vlastni fluorescence proteini

Vlastni fluorescenci proteini je zpusobena aromatickymi aminokyselinami vnich
obsazenymi: tryptofanem (Trp), tyrozinem (Tyr) a fenylalaninem (Phe). Dominujici je
fluorescence tryptofanu, naopak prakticky vibec se neuplatiuje fenylalanin. V této tloze
jsou zmetena fluorescencni excitaéni a emisni spektra albuminu a cistého tryptofanu a
tyrozinu.

Vlastnosti L-tryptofanu
e MW =204.23, £ (Trp) = 5690 M cm™
absorpeni maximum: Aexmax = 295 nm
fluorescenéni emisni maximum: Aemmax = 353 nm
emise Trp je vysoce zavisla na polarité a okolnim prostiedi

Vlastnosti L-tyrozinu
e MW =181.19; £ (Tyr) = 1280 Mtcm™?
e absorpeni maximum: Aexmax = 275 Nm
o fluorescenéni emisni maximum: Aemmax = 304 nm
e emise Tyr je relativné mélo citliva na polaritu rozpoustédla

Fluorescence proteint je obvykle excitovana pti 280 nm nebo pti delSich vinovych
délkach, takze fenylalanin neni ve vétSin¢ experimenti excitovan. Navic je kvantovy
vytézek fluorescence Phe velmi maly (kolem 0,02). Tryptofanovou fluorescenci

v proteinech lze selektivné excitovat pti 295-305 nm.

Material
e L-tryptofan (Applichem), L-tyrozin (Applichem)
e Hovézi sérovy albumin (BSA, MW = 67000), & (BSA) = 49915 M-tcm™?
e pufr A (50 mM NaCl, 50 mM Na-fosfat, pH 7,0)

Postup

1. Pripravte roztoky Trp, Tyr a BSA nated’te pufrem A pomoci tabulky:

zasobni 1. fedéni 1. pocet fedéni 2. fedéni 2. pocet
koncentrace | (do 1000 ul) (napt. 1000x) | (do 1500 ul) fedéni
Trp 10 mM 20 uM 50 nM
Tyr 2mM 10 uM 1000 nM
BSA 0.3mM 3uM 150 nM
2. Zmétte excitacni a emisni spektra vzorka za podminek uvedenych v tabulce.
excitacni spektrum | emisni spektrum
Aex (NM) [Aem (NM) | Aex (NM) | Aem (M)
L-tryptofan 240-300 350 280 290-420
L-tyrozin 240-290 300 270 280-420
BSA 240-320 350 275,292 [ 300-420
Vysledky

Urcete, jaka Cast fluorescence BSA je zpuisobena tryptofanem a jaka tyrozinem za pouZiti

diferen¢niho spektra.



