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https://www.youtube.com/watch?v=vWVWk-0z4Ffs
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Fluorofory kolem nas

Fluorofory se déli do dvou obecnych tfid:

Vnitrni (vlastni, intrinsic) — vyskytuji se pfirozené napf. u proteinu.

Vnéjsi (nevlastni, extrinsic) — jsou pfidany ke vzorkum, které nemaji vhodné fluorescencni
vlastnosti.

Fluorescence proteint

V proteinech jsou hlavnimi fluorofory aromatické aminokyseliny tryptofan (Trp), tyrozin (Tyr) a
fenylalanin (Phe). Jejich absorpcCni pas lezi mezi 240 a 300 nm, emise je rovnéz v ultrafialove
oblasti. Dominantnim fluoroforem je tryptofan, resp. jeho indolova skupina, nebot' ma mnohem
SirSi emisni spektrum nez tyrozin, jehoz fluorescenci umoznuje jeho fenolovy kruh. Fenylalanin se
na celkove fluorescenci bilkovin prakticky nepodili.

Fluorescence tryptofanu je velmi citliva na vlastnosti jeho okoli a Ize ji proto pouzit pro sledovani
konformacnich zmén proteina (napf. pfi vazbé ligandu nebo pfi interakcich protein-protein).
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Absorpcni a emisni spektra aromatickych

aminokyselin
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Zmena emisniho spektra v zavislosti na

prostredi

WAVELENGTH (nm)
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* Emise tryptofanu je ovlivnéna okolnim prostfedim — lokalnim elektrickym polem proteinu,
polaritou rozpoustedla a iontovou silou roztoku.
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/jablonski/solventeffects/index.htmi
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Vliiv okolniho prostredi v proteinu na emisni

spektrum tryptofanu

1 apoazurin PFI
2 ribonuclease T,
3 nukleaza stafylokoka

s s 4 glukagon
/
 Tryptofan ma v nepolarnim prostfedi emisni
C / maximum posunuto k nejkratsi vin. délce
Z T .
g / (apoazurin).
/  Tryptofan vystaveny okolnimu polarnimu

300 350 400 roztoku ma maximum pri nejdelsi vin. délce
WAVELENGTH (nm) (glukagon).
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Faktory ovlivnujici emisi tryptofanu

« Zhaseni prenosem protonu z blizkych aminoskupin.

« Zhaseni elektronovymi akceptory (COO").

» Zhaseni pfenosem elektronu z disulfidi a amidu.

« Zhaseni pfenosem elektronu z peptidické vazby kostry proteindu.

 FRET mezi ruznymi molekulami tryptofanu.
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Emise tryptofanu v nepolarnim proteinovém

prostredi - azurin
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« Azurin z Pseudomonas aeruginasa je protein, ktery obsahuje
médeény iont a podili se na prenosu elektront u
denitrifikaCnich bakterii.

 Struktura je tvorena a-Sroubovici a 8 B-listy, které vytvareji

strukturu B-barel s velmi hydrofobnim jadrem.

 V nativnim stavu je emisni spektrum stejné jako v pripadé
nepolarniho prostredi (napfr. cyklohexan).

* VV denaturovaném stavu se emisni spektrum posouva, coz
odpovida prechodu tryptofanu do polarniho prostredi.

* Emisni spektrum je rozdilné pfi ruzné excitacni vin. délce,
protoze pfi 275 nm se excituje take tyrozin (peak ~ 300nm),
zatimco pfi 292 nm se excituje pouze tryptofan.

300 350 400 450
WAVELENGTH (nm)

Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Absorpcni a emisni spektra aromatickych

aminokyselin
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Emise tryptofanu pri zameneé okolnich

aminokyselin
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FRET mezi aminokyselinami

* Mezi ruznymi aromatickymi aminokyselinami dochazi k rezonancnimu prfenosu energie.
« FRET mezi tyrozinem a tryptofanem se vyskytuje nejCasteji, protoze se nejCasteji vyskytuji
v sekvenci proteinU a oba jsou excitovany pfi 275nm.
* Mira prenosu energie je dana emisnim spektrem a kvantovym vytézkem aminokyseliny,
ktera slouzi jako donor.
» Mira prenosu energie je zavisla na okolnim prostredi jednotlivych AK.
» K rezonanénimu prenosu muze dochazet také mezi dvéma molekulami Trp v pfipadé,
ze jedna je v nepolarnim prostredi a druha je vystavena do vnejSiho prostredi (polarni roztok).

Donor . Akceptor l R, (A)
Phe Tyr 11-13
Tyr Tyr 9-16
Tyr Trp 9-18
Trp Trp 4-16
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FRET mezi tyrozinem a tryptofanem u

Interferonu y

* Interferon vy je produkovan aktivovanymi lymfocyty a ma antivirové a imunoregulacni

ucinky.
L Tyr__ o Aktivita interferonu je zavisla na pomérném mnozstvi dimerd.
s  Vlastni fluorescence interferonu, ktera je dana 4 tyroziny a tryptofanem, byla pouzita

TyF Tyr Tyr ke sledovani disociace dimert na monomery.

. p— e Emisni spektrum dimeru pfi excitaci 270nm ukazuje, Ze se na fluorescenci podili
3 I Fitas tryptofan i tyrozin.
< 100}  P¥i excitaci 295 nm je pozorovana pouze emise tryptofanu.
§ sl * Rozdil v emisnich spektrech pfi excitaci 270 nm a 295 nm udava spektrum tyrozinu.
O A e g ey  V pfipadé dimeru je relativni intenzita emise tyrozinu 20 % ve srovnani s emisi
- 5ol tryptofanu.
- HRncmes . V pfipad& monomeru je relativni intenzita emise tyrozinu 50 % ve srovnani
= 0 s intenzitou tryptofanu.
" 50 « ZvySeni rel. intenzity tyrosinu po disociaci je dano oddalenim tryptofana (akceptoru

. T FRET), které byly v dimeru v tésné blizkosti tyrozinu.

ae0 WA?/;LENGT?_{B‘(’ )“20  Snizeni pfenosu energie mezi tryptofanem a tyrozinem ukazalo, Ze pfi disociaci
nm 4 4 7 7 v v Vv s “ . s o o
dochazi k oddaleni ¢tyr ,vnéjSich“ tyrozinovych zbytkd od tryptofanu.
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Vyuziti FRET mezi aminokyselinami

K urceni prostorovéeho usporadani
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 Membranovy protein M13 je zanofen do membrany
E. coli pri pripojeni fagoveé Castice.

* Bylo navrzeno, ze dve a-Sroubovice tohoto proteinu
jsou v.membrane v tesné blizkosti.

 Cilenou mutagenezi byly vytvoreny varianty
proteinu, které obsahovaly tyrozin a tryptofan
(donor—akceptor FRET) v ruznych pozicich.

« Ponechan vzdy pouze jeden par tyrozin — tryptofan.

 Byla sledovana emise fluorescence pfi excitaci 280
(---) @a 295 nm (...) a z rozdilu byla urCena emise
tyrozinu.

 V pripadé, kdy je vzdalenost tyrozinu a tryptofanu
vetsi, je intenzita emise tyrozinu vetsi.

« Kdyz jsou tyrozin a tryptofan v tésné blizkosti
dochazi k FRET, coz vyrazné snizuje emisi tyrozinu.

80« Snizeni intenzity emise tyrozinu v pfipadé

W39Y(-15) prokazalo tésné usporadani a-Sroubovic.
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Zhaseni fluorescence

« Zhaseni fluorescence Ize definovat jako bimolekularni proces, ktery snizuje
kvantovy vytézek fluorescence (tzn. intenzitu fluorescence) beze zmény
fluorescencniho emisniho spektra. Muze byt dusledkem rdznych procesu.

» Srazkové (dynamicke) zhaseni nastava, kdyz je fluorofor v excitovaném stavu
deaktivovan (tj. navraci se nezarive do zakladniho stavu) pri srazce s molekulou
zhasedla. Molekuly nejsou pri tomto procesu chemicky zmenéeny na rozdil od

 statického zhaseni, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhasedla vytvari
nefluorescencni komplex.

« Samozhaseni je zhaseni fluoroforu jim samotnym; nastava pri jeho vysokych
koncentracich nebo pri vysoke hustote znaceni.
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Dynamickeé zhaseni

 Snizeni intenzity fluorescence dynamickym zhasenim je popsano Sternovou-Volmerovou
rovnici:

FolF = /=1 +k, 75 Cq

F, — kvantovy vytezek quorescence za nepritomnosti zhasedla,
F — totéz za pritomnosti zhasedla o koncentraci C,
1, — doba dohasinani fluorescence bez zhasedla,
T - doba dohasinani v pritomnosti zhasedla,
k, — bimolekularni zhaseci konstanta (= bimolekularni rychlostni konstanta urcena difuzi
vynasobena ucinnosti zhaseni).

* Hodnota k, udava koncentraci zhasedla, pfi které se snizi intenzita fluorescence na
polovinu.

« NejCastéjSim dynamickym — kontaktnim zhaSedlem fluorescence i fosforescence je

molekularni kyslik (O,). Dale fluorescenci zhaseji (v dusledku mezisystemove konverze)
atomy halogenu jako Je brém a jod. Casto pouzivanym zhasedlem je také akrylamid.
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Jak to, ze se kyslik dostane 1 do vnitrnich
oblasti proteinu?

« Je maly a proteiny ,dychaji”
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Statické zhaseni

 Vytvari se komplex fluoroforu a zhasedla, ktery jiz nefluoreskuje.

* Plati pro ngj také Sternova-Volmerova rovnice:

FolF =1+K, 7, C,

Kde K, je asociacni konstanta fluoroforu a zhasedla.

Typickymi statickymi zhasedly jsou: Baze nukleovych kyselin (hlavné Guanin)
Nikotinamid

T&zké kovy
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Intensity

‘ntensity

V membrane
* Jestlize je fluorofor P1 zanofen v membraneé,

je pro zhasedlo Q nedostupny a ke zhaseni

témeéer nedochazi. _ _
* S rostouci koncentraci zhasedla se intenzita

fluorescence témer nemeni.

Na povrchu
« Jesltize je fluorofor P2 na povrchu, dochazi k

ucinnému zhaseni. _ _
* S rostouci koncentram zhasedla intenzita
fluorescence velmi vyrazné klesa.
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Zhaseni pri studiu struktury proteinu aneb

je tryptofan na povrchu proteinu?

* Dynamické zhaseni vyzaduje primy kontakt
fluoroforu a zhasedla.

Surface Tryptophan

« Kdyz je tryptofan umistén ,uvnitr® proteinu,

| A . nedochazi k jeho zhaseni (W1).
Alnm)
gl =l - « Kdyz je tryptofan umistén na povrchu
g £ proteinu, ke zhaseni dochazi (W2).
al (Qal
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INTENSITY
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Zhaseni pri studiu apoazurinu

Apoazurin Ade . , .
[\/\\ « Apoazurin ma v sekvenci dva tryptofany.
@
\\.
\\,‘O'O MKI « Jeden tryptofan je na povrchu, druhy zanoreny.
p DS \\\

» Po pridani zhasedla (KI) do roztoku dojde ke

zhaseni povrchoveého tryptofanu.

* DS je diferencCni spektrum.
0.45MK1 ~

| | | | | ]

300 340 360
WAVELENGTH (nm)
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Vliiv okolniho prostredi v proteinu na emisni

spektrum tryptofanu

1 apoazurin PFI
2 ribonuclease T,
3 nukleaza stafylokoka

s s 4 glukagon
/
 Tryptofan ma v nepolarnim prostfedi emisni
C / maximum posunuto k nejkratsi vin. délce
Z T .
g / (apoazurin).
/  Tryptofan vystaveny okolnimu polarnimu

300 350 400 roztoku ma maximum pri nejdelsi vin. délce
WAVELENGTH (nm) (glukagon).
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Zhaseni proteinu s jednim tryptofanem

roztokem akrylamidu

L
Azurin 50k Adrenocorticotropin //'/
' hormone @?{/
o NATA .
n 40k ACTH
5 R Nase T‘l /_//
— N
z «”S. Nuclease
AN 30 [= '7‘/’/)
O L ,}f.,.-//a
7 o
@) “~__S.Nuclease 2 Iy A REase Ty
wn e W ﬁ//
L . :
[ S Jy Azurin
O o 1.0 — ——— —v v
5
L ACTH
| 0 1 1 1 1 1 ] ]
0 0.2 0.4 06 0.8 o 0.2 0.4 06 0.8
[ ACRYLAMIDE ] [ACRYLAMIDE]

- Cim je sklon Stern-Volmerova grafu vétsi, tim vétsi je mira zhaseni.

* Nejlépe je zhasen tryptofan, ktery je volné v roztoku (reprezentovan NATA- N-acetyl-L-
tryptophanamide).

* Nejméne dostupnym pro zhasedlo je tryptofan v azurinu.
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Zhaseni 2 tryptofanu v myoglobinu
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« P¥i zhaseni tryptofanu u koriského myoglobinu (obsahuje 2 Trp) bylo zjisténo, Ze pomérna
polovina intenzity je zhasena.

« To vedlo k potvrzeni, ze tryptofan W14 je umistén ve vnitfni ¢asti struktury mezi
a-Sroubovicemi, zatimco W7 je na povrchu proteinu.
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Odvozeni upravené rovnice

PP D conral |
y - &CQ' al (l C s m \‘.u| ] { ( | "
)= | | o
', 4 :
1 il ¢ | Eoom AName ’L’/( / f )
1 f | |
L 4= / — N i :
: . G I = \ L
™~ | & fEERlE T
, | h
S ‘ ‘, I’
St - ‘ A
L A . I AL |
. Gy (i i b \\i | \‘1‘(\\
L
e - ‘ &
A - ‘ -
[ = — r/ | -
f" 7 Na &) | }
eOC - | |
_r 4p. ‘
- 1 N e “ \ — R 7 5 :
| A B : fy
|
(]

Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



27

Relative change of fluorescence

Stanoveni poradi obsazeni vazebnych mist
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6

« Kalmodulin se vaze na vapenaté ionty, dochazi k jeho
strukturni zméne, coz ma za nasledek zvyseni schopnosti
vazby k receptorum a proteinum, jejichZ metabolismus

reguluje.

 Cilenou mutagenezi byl zaveden vzdy jeden tryptofan do
blizkosti jednoho ze Ctyr vazebnych mist kalmodulinu a byla
sledovana zména fluorescence s rostouci koncentraci
vapenatych iontu.

» Porovnani zavislosti ukazalo poradi obsazovani jednotlivych
vazebnych mist vapenatymi kationty.

Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Interakce proteinu a DNA

8%
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* Pri interakci proteinu s DNA dohazi ke zhaseni tryptofanu bazemi DNA.
» Protein SSB (single-stranded DNA binding) vaze DNA s velkou afinitou, ale nizkou specifitou.
 Vytvari homotetramer, ktery vaze asi 70 nukleotidu dlouhou DNA.
» Snizeni emise tryptofanu po asociaci DNA a proteinu, ukazalo, Ze dochazi k namotani viakna
DNA kolem tetrameru.
* Oznaceni DNA na jednom konci donorem a na druhém akceptorem ukazalo sbaleni DNA
28 kolem proteinového komplexu.

SSB Trp FLUORESCENCE
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Zhaseni fluorescence tryptofanu v Myb

oncoproteinu pri vazbe na DNA

Fluorescence Intensity

/4F
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* Myb onkoprotein je spojovan chromatinem a reguluje
genovou expresi.

* N koncova Cast proteinu obsahuje R1, R2 a R3 doménu.

« Kazda z domén obsahuje tfi tryptofany, které jsou v
sekvenci velmi konzervovany, coz naznacuje, ze se podili
na vazbé k DNA.

* Fluorescence R2R3 fragmentu Myb onkoproteinu je
castecne zhasena po vazbé na DNA.

* Po vyneseni zavislosti fluorescence na koncentraci DNA,
bylo zjisteno, ze doslo ke zhaseni intenzity ze 67%.

« Z toho vyplyva, Ze 2 ze 3 tryptofanu
v kazdé domeéneé se podileji na interakci s DNA.
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Protein, ktery ma fluorescenci
ve jméne
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Green Fluorescent Proteln

* Slozen z 238 aminokyselin.

» .Barva v plechovce” (“Paint in a can”).

* Monomer je slozen z centralni
a.-Sroubovice obklopene 11
antiparalelnimi B-retézci ve tvaru
cylindru.

* Prumér struktury je 30A a délka 40A.

* Fluorofor se nachazi na centralni
o—Sroubovici.

A o= 488 nm, A ,,,=507nm

http://www.cytographica.com/animations/FRET2.html
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Fluorofor v GFP

* Ser65-Tyr66-Gly67.
» Fluorofor vznika autokatalyticky pfi baleni proteinu ( 2-4 hod).
» Tyr66 je zdrojem fluorescence.

« Fluorofor vznikl oxidaci Tyr66 a naslednou samovolnou cyklizaci. Glu222

el
« Vysledny fluorofor obsahuje konjugované dvojné vazby. a4

B. OH C. o OH

) CH
. L ""‘-\. _._,.rl"'
oxidiation NeH—CH—C% g% .
! II.' The final fluorophore contains
C“x a series of conjugated double bonds

ME'J

autocatalytic cyclization

http://www.olympusconfocal.com/java/fpfluorophores/gfpfluorophore/index.html
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Vyuziti GFP

 Lokalizace proteinu

« Dynamika proteind a organel in vivo protein, GRpe 1 omen orihe green forescert
« Transport mezi organelami
* Reportér genove exprese
* Flow cytometrie

* Purifikace proteinu

* Pohyb bunék

Photo: U, Montan Photo: U, Montan Photo: U, Montan

Osamu Shimoemura Martin Chalfie Roger Y. Tsien

* GFP muze byt pouzit ke znaceni proteinu v zivych burikach riznych organismu, diky své
prirozené fluorescenci (je potfeba pouze gen kdédujici GFP — c-DNA 1992, Prasher).
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http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/cooluses1.html

ProcC skorpion fluoreskuje?

Kutikula stira obsahuje beta-Carboline (9H-pyrido[3,4-b]indole).

\ N
N
H
B -carboline

Je to derivat tryptofanu, ktery vznika po ztvrdnuti pancire.

Stachel, Shawn J; Scott A Stockwell and David L Van Vranken (August 1999).
Superstitionia donensis "The fluorescence of scorpions and cataractogenesis". Chemistry & Biology
(Cell Press) 6: 531-5309.
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http://www.chembiol.com/content/article/abstract?uid=PIIS1074552199800854
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Chemistry_and_Biology_(journal)&action=edit&redlink=1

37 Fluorescencni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Literatura

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

« FiSar Z.: FLUORESCENCNI| SPEKTROSKOPIE V NEUROVEDACH
http://www1.If1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podekovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této prednasky laskave poskytnuta
profesorem J.R. Lakowitzem.
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