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Otazky — prakticke vyuziti fluorescence

» Jaké metody vyuzivaji detekce proteinu na zakladé vnitrni
fluorescence aminokyselin”?

* ProC a jak se pouziva kombinace fluorescencniho prenosu
energie a casove rozlisene fluorescence pro validaci primeé vazby
biomolekul?

* Ktere fluorescencni znacCky a sondy jsou vhodné pro kvantitativni
analyzu pritomnosti proteinu a DNA a s jakou citlivosti?
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Luminiscence kolem nas

A glowing underground network of fungi - Attenborough's Life That Glows: BBC 2
https:/lyoutu.be/33-3UCTRZWM?t=28
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1. Barevneé zaklady luminiscence 000

barevneé a srozumitelné vysvetleni biofyzikalnich zakladu

a) Absorpce

b) Fluorescence

c) Fosforescence

d) Chemiluminiscence

e) Elektrochemiluminiscence
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Svetlo = Elektromagneticka vina

c=Af
c je konstanta — jestlize se zvySi vinova délka,

musi se snizit frekvence, aby byl souCin konstantni.

Vinova délka A je neprfimo umeérna frekvenci f

E=hf

Cim je vétsi frekvence, tim je v&tsi energie zafeni.
Cim je vetsi vinova délka A, tim je mensi energie
zareni.
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Luminiscence

* Emise svetla z nejaké latky; nastava z elektronovych excitovanych
stavu

* Podle puvodu délime luminiscenci na
e fotoluminiscenci 2. chemiluminiscenci

_uminiscence se déli na:

\

.fluorescenci

2.fosforescenci



Fluorescence

* Emise z excitovanych singletovych stavu

* Prakticky: fluorescenci pozorujeme behem buzeni a po jeho
vypnuti rychle mizi

* Doba dohasinani T (Lifetime) je prumérny ¢as, ktery uplyne od
excitace po emisi —
je radove 1 —-10 nanosekund

*pozn. : svetlo urazi za 1 ns 30 cm



Fosforescence

* Emise z excitovanych tripletovych (zakazanych) stavu
 Prakticky: fosforescence ma mnohem delsi dobu
dohasinani nez fluorescence
Doba dohasinani radove
milisekundy az sekundy

pozn. : svetlo urazi za tu dobu 300 az 300 000 km
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Komentovany uvod -fluorofor

Definition of Fluorescence

S —-

Fluorophore molecule

Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr
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Jak pozname mozny flouorofor?

* molekula je planarni

- aromaticka: obsahuje konjugovane vazby

Néroqm’ centr_um
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Absorpce a emise energie molekulou
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Shrnuti Casu a energie - zarivé a nezariveé prechody
mezi elektronove vibracnimi stavy molekuly

absorpce fluorescence fosforescence
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Vznik absorpcniho~excitacniho spektra

Excitation Range
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https://youtu.be/SGFIr1jFNBM
AbsorpCni=excitaCni spektrum znazorriuje pravdépodobnost, ze pfi MUNT Nees
z 7 y . . . wr v arodni centrum
dané vinové délce dojde k excitaci fluoroforu dopadajicim svétlem. SCI

pro vyzkum biomolekul



https://youtu.be/SGFlr1jFNBM

Vznik emisniho spektra

Emission Range

Dye solution

https://youtu.be/SGFIr1jFNBM

Emisni spektrum,urCuje pravdépodobnost, ze dojde k emisi fluorescence o
dané vinové délce = barve. Zavisi na fluoroforu a je jeho charakteristikou.

Narodni centrum
pro vyzkum biomolekul
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https://youtu.be/SGFlr1jFNBM

SpektroFOTOmetr

* Pristroj pro mereni absorpce svetla vzorkem
Absorbance je mérena pfi ruznych vinovych délkach
Vysledkem je absorpcCni spektrum latky

Y || N »

zdroj stérbina  vybér vinoveé délky vzorek detektor
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Geometrie pri méereni absorbance

> >

Dopadajici svetlo  Kyveta Prochazejici svetlo

Néroqnl' centr_um
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SpektroFLUOROmetr
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Geometrie pri méreni fluorescence

Emitované
fluorescencni
svetlo
Dopadajici
excitacni svétlo
Kyveta WUNT 885,
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Chemiluminiscence

» Chemiluminiscence je emise svéetla vznikajicino chemickou reakci.

* Molekuly s specialni strukturou mohou prejit do excitovaného
stavu = ziskat excitovane elektrony chemickou reakci. Pri

prechodu z excitovaného stavu do zakladniho je emitovano svetlo.

Vystaveni znacky alkalickému roztoku peroxidu vodiku vyvola
zablesk svetla.
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Bioluminescence

 Bioluminiscence je druh chemiluminiscence, pri které enzym katalyzuje premenu substratu za

vzniku excitované molekuly, ktera nasledné emituje svétlo.

» Kfenova peroxidaza (HRP) katalyzuje rozklad luminolu v pfitomnosti peroxidu za vzniku

meziproduktu v excitovaném stavu.

 Alkalicka fosfataza (AP) katalyzuje odstépeni fosfatove skupiny z AMPPD. se tato sloucCenina

destabilizuje a rozklada se prostrednictvim excitovaneho intermediarniho aniontu AMPD,

ktery nasledné vyzaruje svetlo.

d

{
I
|
I
I
]

=3
] '

=
I
.}

0

| |
=
I
]

o O

I—I*

_—eem mm Em Em Emm Emm Em Em Emm Em Em Em mm Em Em Em = = o my,

P Alkaline 2%
phosphatase

Bioluminiscence Luminol-HRP (a) and AMPPD-AP (b).
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Elektrochemiluminiscence — princip

* Pozoruhodna tim, ze reagent je regenerovan a
pouzivan opakovane — recyklace.

* Reagent - tris(bipyridyl) ruthenaty komplex

Ru(bpy);3* se za pfitomnosti tripropylaminu

(TPA) méni na — naty Ru(bpy),;?* excitovany @O%
Ru(bpy).* e st
komplex, ktery prechazi do zakladniho stavu - ‘- S DvC
g

vyzarovanim oranzoveého svetla. e & Rupy)

Ru{tf;ih /’

° 3+ 4 4 2+ 4 ‘u'iisible V

Ru(bpy)s°* 1ze zpétne regenerovat z Ru(bpy), 2 AN N o

na elektrode.
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Electrochemiluminiscence — aplikace
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https://youtu.be/GdLMyUnQn o07?7t=25
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https://youtu.be/GdLMyUnQn_o?t=25
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Prehled
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Vnitrni fluorescence pri detekci proteinu

* V/nitfni fluorescence proteinu je
nizka, dana hlavné Trp, Tyr Nete S ee!

 Zvysena fluorescence po 1 ENGl 3
reakci s trihalogeny CHCI; — Y @\
pfidava konjugovanou vazbu C *’5@‘“
navic. 2SO kns

* Detekce proteinu na gelu bez " < .
nutno Stl Zna ée ni indole and CHOL Steps -5 occt nearly cimmltanconusly when the
Ex 280 nm/ Em 360 nm sz o e xcisd il ks e cirfon i o

the indole and the chloroform. Steps 6 and 7' are likely side reac-
tions that regenerate the indole chromophore.

Edwards, R.A., Jickling, G. and Turner, R.J. (2002)
The Light-induced Reactions of Tryptophan with

Halocompoundsq]. Photochemistry and Photobiology,
75, 362-368.

Narodni centrum
pro vyzkum biomolekul
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Detekce proteinu bez nasledného barveni

https://youtu.be/Dz6MCOSWw7k?si=IxXSRZGrilfPBhXju&t=27

29 Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr


https://youtu.be/Dz6MCOSWw7k?si=lxSRZGriIfPBhXju&t=27

Princip sledovani vazby biomolekul — anizotropie a polarizace

_ Emise
Excitace fluorescence

R TI TR RS

nizka anizotropie
I t~ns

usmeérnénost
30 Interakce biomolekul - COREQ75 Ctirad Hofr
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Anisotropie fluorescence — usporadani mereni

Ijj—1, _ lyy—Ilyy

- I11+21 IVV+21VH

Iy —1, _ Ilyy—Ilyg

Ijj+1;,  Ilyy+lyy

« Hodnota anizotropie r je podil

rozdilu |\, - |,y intenzity fluorescence pfi
rovnobézném (vertikalnim) a kolmém
(horizontalnim) nato¢eni analyzatoru vuci
excitaCnimu polarizatoru a celkové intenzity
fluorescence |,,+2l,,, ve 3D tj. vSech tfech

smeérech Sireni fluorescence.

Interakce biomolekul - COREQ75 Ctirad Hofr
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L

analyzator detektor

polarizator
- Pfistroj - fluorometr s polarizatorem excitacniho svetla a

oto€Cnym polarizatorem = analyzatorem vyzarené fluorescence

pro zjisténi intenzity v rGznych smérech.

- Potrebujeme ~ 10x vySSi koncentraci nez na méreni klasické

fluorescence — polarizatory propousti 10x méne svétla.

- Hodnota anisotropie r je bezrozmeérna veliCina = podil Cisel.
MUNT NSBR

Narodni centrum
S C I pro vyzkum biomolekul



Vazebna afinita z anizotropie fluorescence

Anisotropie fluorescence — princip

» ,Usmérnenost” emitovaného svetla se zvysi
po vytvoreni komplexu protein-DNA; po

excitaci linearné polarizovanym zarenim

dochazi k emisi fluorescence znacené
molekuly prevazné v jednom smeru.
Prakticky

« zna¢ime mensi z proteind.

 pfidavany protein neni znaceny.

» koncentrace pridavaneho proteinu je
minimalneé 10x vetsSi nez koncentrace
znaceneho proteinu

32 Interakce biomolekul - COREQ75 Ctirad Hofr

Slozeni roztoku

v merici kyveté

100

25

0 K 20 40 60 80 100
D e rd rd .
Koncentrace pridavaneého proteinu “«

Disociacni konstanta Ky - koncentrace proteinu, pri
které je obsazena polovina vazebnych mist na DNA.
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@ Prakticka poznamka

Pro detekci interakce dvou ruzné velkych molekul je vhodnéjsi
fluorescencné naznacit malou nebo velkou molekulu?

A) Velkou molekulu, protoze bude lepe videt.

B) Malou molekulu, protoze je pohyblivejsi a vazba s velkou

molekulou vice ovlivni jeji vlastnosti.
C) Je to jedno.
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FRET — rezonancni prenos energie

* RezonancCni prenos energie je nezarivy prenos energie mezi
dvéma molekulami fluorofory. Je znamy takeé jako Forsteruv Ci
fluorescencCni rezonancni prenos energie (FRET). Pri FRET

muze donorovy fluorofor prenaset energii na akceptorovy

chromofor prostrednictvim nezarivé dipolove-dipolove interakce.

« Uginnost pfenosu energie je nepfimo Umérna $esté mocniné
vzdalenosti mezi donorem a akceptorem, takze FRET je velmi

citlivy na malé zmeny vzdalenosti biomolekul.

Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr
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K cemu lze pouzit rezonancni prenos energie?

» St&peni proteinu/DNA
* Fuze membran

« Konformacni zmeény
* Vazba ligandu a receptoru

Biomolecular Fluorescence Resonance Energy Transfer Applications

Conformational

Changes ﬁ ﬂ

Donor Acceptor

Ligand-Receptor ¥la
nterantlnnps Figure 11 Fusion of Lipid Vesicles

Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr
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Interakce dipélovych momentu prechodu
Donoru a Akceptoru

Donor

Absorpce donoru

Akceptor

—— Absorpce akceptoru

=== Emise donoru === Fmise akceptoru

| Abs |

Fluorescence

37 Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr k(nm)
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FRET - nezari

' 4

* VV pritomnosti vhodneho

akceptoru muze donor

prenést energii

excitovaného stavu primo
na akceptor bez vyzareni

fotonu.

 Takto excitovany akceptor

ry sy

pak vyzari energii, kterou
puvodné absorboval donor.

Fluorescence — PokroGENPRO

Ctirad Hofr

Vy prenos energie

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram

Abggﬁm Coupled Transitions

{Excitation)
i E-
Donor
Fluorescence

Emission
[—1

Resonance
Ene2¥
Transfer

Non-Radiative
Donor
Energy Transfer
= &

MnR-RadiaHue

cceptor

Excitaﬁitgn sﬂ
= =

Vibrational Donor Excited
Relaxation Excited State State
iy Transitions Transitions

Figure 3

# Donor

e
" Tranﬁer
Or— Acceptor

ll Sensitized
) Emission
[
1
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FRET umoznuje rozlisit mezi vice variantami usporadani flexibilnich proteint

* apoA-I protein reguluje
metabolismus cholesterolu.

« apo A-|l se vaze do lipidové
membrany

* byla navrzena dvé mozna
uspofadani proteind v
membrané

 kvuli flexibilité lipidi neni mozno
pouzit strukturni metody

 jeden z Fetézcl apoA-| proteinu
byl naznacen fluoresceinem
(Donor)

a druhy tetrametylrodaminem
(Akceptor)

* Nejdrive bylo zmérfeno emisni
spektrum samotného donoru na
jednom fetézci ApoA-I

» Po prfidani druhého retézce s
akceptorem byl sledovan ubytek
intenzity fluorescence donoru

39 Fluorescence — PokroGENPRO

Fluorescein and
Rhodamine - labeled
Apo A-l in HDL

0.8 Donor alone

0.6
0.4

0.2 Acceptor

alone
0 1 1

500 550 600 650
WAVELENGTH (nm)

FLUORESCENCE INTENSITY

« Detekce vyrazného rezonancniho prenosu energie

proakuzuje relativné malou vzdalenost mezi donorem a
“Picket-Fence” Conformation akceptorem
* Bylo potvrzeno pasové usporadani ApoA-|

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/1a402727a

Narodni centrum
pro vyzkum biomolekul
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http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/la402727a

FRET mezi CFP a YFP detekce v bunkach

w0 20 40 60 80 100
8 :

Bioluminescence Resonance Energy lransfer
(BRET)

www.cytographica.com
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Zhaseni FRET fotovybelovanim akceptoru

w0 20 40 60 80 100

Bioluminescence Resonance Energy Transfer

(BRET)

Acceptor Photobleaching Method

CFP

a2 51
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Skladani proteinu in vivo

Escltetion. EXGIaEon » ApoE4 je spojen s Alzheimerovou nemoci
Emission }J‘N Emission é\ ;v , v
P0MMY___ & 430 hm a vaze se na nervove bunky
» ApoE3 ma podobnou sekvenci AK, ale na
nervove bunky se nevaze
ApoE4 » Bylo navrzeno, Ze vazebna schopnost k

nervovym burikam souvisi s ruznym

CFP FRET |
usporadanim domén ApoE proteinu

* Pro ovéreni byly v nervovych bunkach
transfekovany ApoE konstrukty

 FRET analyza ukazala, ze ApoE4
v konformaci se spojenymi doménami se
vaze na nervove bunky, zatimco ApoE3

YFP-ApoE3-CFP

nema sve domeny ve vzajemne blizkosti
a na nervové bunky se nevaze

Narodni centrum
pro vyzkum biomolekul

YFP-ApoE4-CFP
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Nejkrasnejsi aplikace FRET

Lei, G and MacDonald, R.C., Biophys J. 2003

FRET byl pouzit pro vizualizaci fuze lipidovych dvojvrstev s vezikuly:

Meziprodukty zachycené pomoci vysokorychlostni mikrofluorescenc¢ni spektroskopie
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FLIM - doba dohasinani fluorescence

* Doba dohasinani fluorescence (lifetime) je prumérna doba, za
kterou se excitovana molekula po absorpci vrati do zakladniho
stavu.

* Pokud je populace fluoroforu excitovana, doba Zivota je doba, za
kterou se 36,8 % puvodni populace excitovanych molekul vrati do
zakladniho stavu.

* Doba Zivota fluorescence je dulezitym parametrem pro praktické
mereni fluorescencniho rezonancniho prenosu energie.

Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr



Jak dlouho trva fluorescence?

Nahodné dohasinani zpét do zakladniho stavu:
kazda molekula emituje 1 foton
N
0.8

o N\

I(t)

T
04
0 .
0 500 1000
time, ps

Populace molekul excitovanych
zableskem (pulsem)

46 Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr
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Fluorescence LifeTime Imaging
Microcsopy FLIM

» Sledovani Casoveé zavislosti fluorescence v 2D prostoru.

» Umoznuje rozlisit prostredi ve kterém se fluorofory
nachazeji.
* Umoznuje sledovat zhaseni flouroforu, at’ uz vlivem

prostredi, zhasedla nebo interakce s jinymi molekulami.

Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr
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Pouziti FLIM pri sledovani interakce proteinu

q i Rychlejsi
g gl AT dohasinani
2 £ - oighny, v pfitomnosti
* j \ =, " o ' zhasejiciho

T leime gy v TR proteinu

g j \ s ' Normaini -
| IESEN ., . " pomalé

Littime (pe) ey dohasinani

H. Wallrabe and A. Periasamy, Imaging protein molecules using FRET and FLIM microscopy,
Current Opinion in Biotechnology, Volume 16, Issue 1, Analytical biotechnology, 2005, Pages
19-27.

FRET-FLIM mikroskopie byla vyuzivana pfi charakterizaci vytvareni dimeru
transkripéniho faktoru C/EBPa uvnitf jadra zivych bunék GHFT1-5.
Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166904001673
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Kombinace FRET-FLIM pro spolehlivou detekci vazby
a hledani novych léciv
* In vitro detekce interakce proteinu na desticce.

 High-throughput testovani interakce proteinu a nalézani malych
molekul, které narusSuji vazbu proteinl — mozna budouci IéCiva.

https://youtu.be/Ki901Lz KGM?si=sCph7v2evHEHmMe6{&t=56

Néroqni centr_um
Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr SCI pro vyzkum biomolekul


https://youtu.be/Kj901Lz_KGM?si=sCph7v2evHEHme6f&t=56

PLA — proximitni ligacni analyza

puolinus pLR

e T e e
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PLA Protein Detection Technology https:/youtu.be/pF4Jw4tEf-M?si=A3-pzSP2hOI9YkJO&t=9

Narodni centrum
pro vyzkum biomolekul
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https://youtu.be/pF4Jw4tEf-M?si=A3-pzSP2hOl9YkJO&t=9
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Nanocastice zlata maji unikatni vlastnosti

* Pri rozmeru nanocastic zlata kolem 40 nm ovlivnuji apsorbci svetla

* Agregaci nanocastic zlata dochazi ke zmene barvy — citliva
detekce interakce.

* Nanocastice ovlivnuji dopadajici svetlo, protoze zlato je kov, jehoz
elektrony se mohou volne pohybovat. Pri spravné vinove délce
svetla lze tyto elektrony primet k tomu, aby oscilovaly na stejne
frekvenci. Tato vlastnost zlata se nazyva povrchova
plasmonova rezonance a Ize ji vyuzit k premené nanocastic
zlata na velmi presne detektory navazanych molekul.

Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr



Vyuziti nanocastic zlata pri detekci noveho zivota

Hers pregmamcy slirip lesis wers

- A comjugabed CHP
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https://youtu.be/TvOB4m703647?si=VeuD0d VQYAXAX5T
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https://youtu.be/Tv9B4m7o364?si=VeuD0d_VQYAXAX5T
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Pripadova studie

Jakou metodou Ize zjistit, zda se molekuly nachazeji v blizkosti
nahodnée, nebo se skutecne vazou?

A. FRET-FLIM
B. PLA

C. Modifikované zlaté nanocastice

Fluorescence — PokroGENPRO Ctirad Hofr



Otazky — prakticke vyuziti fluorescence

1. Jaké metody vyuZzivaji detekce proteinu na zakladé vnitrni
fluorescence aminokyselin”?

2. ProcC a jak se pouziva kombinace fluorescencniho prenosu
energie a casove rozlisene fluorescence pro validaci prime
vazby biomolekul?

3. Které fluorescencCni znacCky a sondy jsou vhodné pro

kvantitativni analyzu pritomnosti proteinu a DNA a s jakou

citlivosti?

NCBR
IVI U I\I I Narodni centrum
S C I pro vyzkum biomolekul
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