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Fluorescence Lifetime - FRET prakticka ukazka na hybridizaci DNA

Jednoretézcova DNA (single-strand) o velikosti 40bp je modifikovana fluorescenéni znackou Alexa
Fluor 594 (akceptor) na svém 5' konci a fluorescenéni znackou Fluorescein (donor) na svém 3° konci.
Samotné jednoretézcové vilakno je znacné flexibilni, diky ¢emuz se jednotlivé fluorescenéni znacky
pfiblizi k sobé natolik, aby nastal jev FRET (Forsterdv rezonanéni pfenos energie). Po pfidani
neznaceného komplementarniho viakna dochazi k hybridizaci a vznikla dvoretézcova DNA ztrati miru
flexibility a nabyde prostorového usporadani, kde se dva fluorofory od sebe vzdali natolik, Ze pozorujeme

vymizeni FRET signalu.

Demonstraci budeme méfit pomoci fluorescenénich spekter danych fluorofort a také komplementarné

pomoci Fluorescence Lifetime, kde budeme pozorovat zvySeni ¢asu dohasinani donoru.

Material

e ZnacCena jednofetézcova DNA (AF594 a FITC) o zasobni koncentraci 10 pM
e Komplementarni fetézec DNA o zasobni koncentraci 10 uM

e Fosfatovy pufr — 50 mM NaPi, 50 mM NaCl, pH 7

e 100x fedény roztok Ludox (koloidni silice)
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Obrazek 1: Excitacni a emisni spektrum fluorofort Fluorescein (FITC) a Alexa Fluor 594.
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Vytvoreni standardni kfivky
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Zapnout pfistroj Fluoromax 4.

Zapnout méfici pFistroj DeltaHUB a NanoLED (nechat kli¢ek v poloze StandBy).

Zapnout PC.

Spustit program FluorEssence a inicializovat pfistroj (ikona M).

Spustit program FluoroMax4-USBLamp a vypnout lampu pfistroje.

Napipetovat 1,4 ml 1x zfedéného roztoku Ludox do optické kyvety a umistit do méfici cely.

Naredit fluorescenéné znac¢ené DNA vlakno na finalni koncentraci 100 nM o objemu 1,5 ml.
Spustit program DataStation, vybrat konfiguraci Fluoromax_PLUS_C, vybrat Emission 1 jako
emisni monochromator a S jako detektor. Zakliknout ,Use NanoLED Sample Chamber..."
Vybrat méfici metodu Lifetime.

Otocit klickem na NanoLED pfistroji do pozice ON.

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

Zkontrolovat, Ze je kryci destiCka pfed zdrojem fluorescence pfistroje (Skvira vice vzadu), a ne pred
zdrojem Lifetime (Skvira blize).

Oznacit Prompt signal a spustit méfeni pro ziskani IRC signélu.

Napipetovat 1,4 ml zfedéné fluorescenéné znacené DNA do kyvety a vlozit do pfistroje.

Zmeénit emisni vinovou délku na 515 nm (maximalni emise donorového fluoroforu), ponechat Sitku
Stérbiny na 8 nm.

Pfejmenovat signal Decay na ssDNA a spustit méfeni. (Zde sbér dat bude trvat podstatné déle nez
v pfipadé méreni IRC signalu. Dano koncentraci a svitivosti fluoroforu.)

Prejit do programu FluorEsscence, opét zapnout lampu pfistroje a vyndat kryci desticku pred
zdrojem fluorescence pfistroje. Vybrat méfeni emisniho spektra s nastavenim: excitace pfi
490 nm (maximalni excitace donorového fluoroforu), méfeni rozsah emise 495 - 750 nm. Stérbiny
ponechame na hodnoté 5 nm. Detektor nastavime na méreni S1/R1 signalu. Zméfit dané spektrum.
Pfidat 20 pl komplementarniho fetézce DNA do kyvety a fadné promichat. Inkubace 5 min pfi RT.
Vypnout lampu pfistroje, vioZit kryci destiCku pfed zdroje fluorescence pfistroje, zkontrolovat
pfedchozi identické nastaveni pro méfeni Lifetime. Pfidat novy signal Decay a pfejmenovat jej na
dsDNA a spustit méFeni. Ulozit data.

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

Pomoci softwaru DAS6 analysis vyhodnotit lifetime data a porovnat zménu.

Porovnat zménu emisnich spekter pfed a po hybridizaci DNA.

Diskuze vysledku.



