FRET

Fluorescence Resonance Energy Transfer

FRET: schéma
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FRET

* FRET je Fluorescence Resonance Energy
Transfer — Fluorescenéni rezonanéni energeticky
transfér

« podle objevitele Férster nazyvan také Forster
Resonance Energy Transfer

* prenos energie mezi dvéma fluorofory vzdalenymi
10-100 A

Zakladni vztahy

+ ucinnost FRET E je definovana:

!
E=1-1/m
* kde 1'D a 1D jsou fluorescenéni ¢asy vyhasinani v
pritomnosti a bez pfitomnosti akceptoru

E=1-FL/F

F’p a F jsou intensity fluorescence v pfitomnosti a bez
pritomnosti akceptoru

1. prvni fluorofor (donor) je excitovan specifickou vinovou délkou

2. misto fluorescence je energie prenesena na druhy fluorofor
(akceptor)

3. Akceptor vyzafi pfijatou energii ve formé svétla
Podminky:
a) vzdalenost mezi molekulami je mensi, nez 100 A

b) emisni spektrum donoru se piekryva se absorp&nim (excitanim)
spektrem akceptoru

c) molekuly maji stejné orientovany dipélové momenty
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Zakladni vztahy

+ Gcinnost (E) zavisi na vzdalenosti mezi donorem a akceptorem (r)
1
(1+ (r/Ro)")

* R, je Forsterova vzdalenost pfi které je ucinnost pfenosu 50%

E=

R =88x 10" k’n ™t QqJ

* R, zavisi na integralu pfekryvu emisniho spektra donoru a
absorpéniho spektra akceptoru (J)

+ K2 je faktor zahrnuijici dipdlové orientace, pro volné rotujici molekuly
je vétsinou 2/3

+ nje refrakéni index, Q, je kvantovy vytéZzek samotného donoru




Donor Racephor R, (A met
[ — 49 56 I
[ a5 v
S-tlodoseetamidoihuores e s 12

Hunteuoein Huoresgen 4 it

DN DABCYL 3 In House

Try VDA

= Gl 124

3341 N

Sledovani zmén konformace
molekuly
* napf. sledovani zmén struktury proteinu, pfipadné jinych

biopolymeru
nevyhoda: ovlivnéni struktury navazanim fluorofort
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Sledovani interakci mezi viakny
DNA

« vzdalenost mezi viakny DNA spojenymi vodikovymi mustky je 30-60 A

* na vétsi vzdalenosti: donor obsahuje Ln3*
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Aplikace

« sledovani strukturnich a konformacnich zmén (dvé molekuly
(pfipadné dvé ¢asti molekuly) jsou oznageny donorem a
akceptorem a sledujeme zda dochazi k vyméné energie

« sledujeme: studium struktury proteinGi, polynukleotidi, DNA,
protein-protein interakce, DNA-protein interakce, atd.

« analytické aplikace
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Analytické aplikace FRET
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Chemiluminiscence

Priklad chemiluminiscencni reakce
— oxidace luminolu kyslikem

WH Q ¥HE; O W o
E 20H- W st
| —_— | |
NE g N

& 5 o

Tuminol. Dianion. Ditamion.

lﬁ‘ea‘ctmn with O produces

unstatle peradidz
Q TEH O N Q
Intersystem
- Co

o el ssing T

a a

o
Graund State dianian (5,1 Singlet dianian (S) Triglet diznimn (T))
Excitet State

Chemiluminiscencni reakce

* reakce luminolu v zasaditém prostfedi s kyslikem
(peroxid, vzdusny kyslik) — modre fluoreskujici roztok

« jestlize jsou v roztoku obsaZen také Fe?*, nebo Cu?*
(katalyza reakce) dochazi k zvySeni intenzity

luminiscence

http://people.howstuffworks.com/luminol.htm

Chemiluminiscence
+ zdrojem excitace je chemicka reakce

A + B — X* — Produkt + svétlo

» z reakce jedné molekuly ~ jeden foton

http://en.wikipedia.org/wiki/lmage:Chemoluminescent_reaction.jpg

Bioluminiscence

« celkem je znamo asi 550 druh( organismu, které produkuji
luminiscencni svétlo

« vroce 1887 profesor Duboise izoloval ze svétluSek dveé latky:
luciferin a luciferazu

* na zemi svétélkuji zejména brouci z ¢eledi Lampyriade (svétlusky) a
néktefi kovafici (napr. Pyrophorus noctilucus)

* v moti bylo zatim objeveno pfiblizné svétélkujicich 250 druht:
medusy, chobotnice, krakatice, ryby, paryby, atd.

+ bioluminiscence Zivogichu je vysvétiovana rliznymi divody: hledani
partnera (svétlusky), lakani kofisti (napf. ryba zubatka, nékteré
druhy svétlusek, Zralo¢ek brazilsky ), zastraseni nepfatel (ryba

stfibrna¢, medusy z ¢eledi klanonozcu).




Svétlusky...

Luciferin

* luciferin se za pfitomnosti katalyzatoru

luciferazy a oxiduje kyslikem na oxyluciferin

» pfeména 1 molekuly luciferinu na oxyluciferin je

doprovazena emisi 1 fotonu (namodralé svétlo)

» utohoto déje se 1 molekula ATP pfeméni na

* u nékterych organism je tzv. fotoprotein —

kyslik, luciferin a luciferaza se nachazeji blizko
sebe, ale teprve zména konformace fotoproteinu
spusti chemickou reakci (,aktivatorem® jsou
vétsinou ionty Ca?*)
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Bioluminiscence medusy A.
Victoria

Vétsina morskych ZivocCichG jevicich bioluminiscenci
emituje namodralé svétlo (zakladem je oxidace luciferinu).
U medusy Aequorea Victoria v§ak byla pozorovana zelena
luminiscence...

Luciferin
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Bioluminiscence medusy A.
Victoria

* medusa obsahuje protein aequorin, ktery se sklada s

apoproteinu (apoaequorin) a prostetického proteinu
(coelenterazine), ktery je podobny luciferinu

« v piitomnosti O, a pfi vysoké hladiné Ca?* dojde k

oxidaci coelenterazinu na excitovany coelenteramid a
Co,

» relaxaci coelenteramidu do zakladniho stavu se uvolfuje

modré svétlo (A = 469 nm)

* uvolnéné svétlo muze byt absorbovano dal$im

proteinem obsazenym v téle medusy — GFP




,Gareen fluorescent protein®

» absorpéni maxima GFP jsou 395 a 475 nm ~ mize
dojit k absorpci svétla uvolnéného z aequorinu

+ absorbované svétlo excitue GFP a dochazi k
vyzareni zeleného svétla (A = 509 nm)

Biolumineseenee in Aequoria vietoria
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aeguorin green Aucrescent profein

Fluorescencni vlastnosti GFP

»Divoky“ typ GFP — smés fenolového a fenolatového derivatu

Hlavni excitacni pik - 395 nm (emisni maximum - 508 nm)
Minoritni excitacni pik - 475 nm (emisni maximum — 503 nm)

Struktura GFP

* GFP byl objeven Shimamurou v 60. letech

» GFP obsahuje bézné aminokyseliny, ale
ve sluneénim svétle jevi lehce nazelenalou
fluorescenci (kolem 500 nm), stejné jako
Ziva Aequorea Victoria v mofi...

Pouziti GFP v chemii a biologii

* |ze pfipravit protein, ktery obsahuje
sekvenci (napf. Ser-Tyr-Gly), ktery ma
vlastnosti stejné jako ostatni proteiny, ale
je mnohem |épe detegovatelny

* genové inzenyrstvi — sekvenci z DNA
medusy, ktera je zodpovédna za tvorbu
GFP Ize vpravit do DNA jiného
organismu, napf. i savce...

Struktura GFP

» GFP vzniké cyklizaci, dehydrataci a oxidaci vzduSnym kyslikem
sekvence proteinu obsahujicim Ser-Tyr-Gly

Tsien Y. R., Annu. Rev. Biochem. 1998. 67:509—44.
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GFK — Green Fluorescent Kralik




Pouziti GFP v chemii a biologii

nejde o bioluminiscenci (chemiluminiscenci), ale o
fotoluminiscenci (excitace lampou, nebo laserem)

obecné lepsi rozliseni pfi sledovani mikroskopem
sledovani genové exprese

medicina a biologie: sledovani metastaze tumoru

Jiné varianty GFP - BFP
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modra luminiscence — BFP (Blue Fluorescent Protein)

Jiné varianty GFP - YFP
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zelenozloutla luminiscence — YFP (yellow fluorescent protein)

Jiné varianty GFP
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TYR je nahrazen indolem (tzv. class 5)

436 nm > 476 nm

modrozelena luminiscence, rozstépeni pika

BRET

» BRET: Bioluminescence Resonance Energy
Transfer

« sledovani interakci v zivych organismech

* moznost sledovani interakci (podobné jako
FRET), ale alespon jeden z fluorofort se ve
sledovaném organismu vyskytuje pfirozené




Elektroluminiscence

Triboluminiscence

* pfi Skrabani, drceni, nebo tfeni muze dojit

k pferuSeni asymetrickych vazeb krystalu
(cukr, diamant)

naboj je po pferusSeni asymetrickych
vazeb nerovnomérné rozlozen

pfi vyrovnani naboja v krystalu dochazi k
luminiscenci

Elektroluminiscence

» material emituje svétlo plisobenim
prochazejiciho proudu, nebo pusobenim
elektrického pole

+ vétSinou se jedna o tzv. radiacni
rekombinaci (zanik paru dira-volny
elektron)

* priklady elektroluminiscencnich materiald:

ZnS dopovany Ag, nebo Cu

Thermoluminiscence

« prirodni krystalické materialy obsahuji poruchy v krystalické mfizce

(napf. obsahuji volné ionty, které narusuiji elektrické pole krystalu)

+ jestlize se vytvori tzv. potencialova dira v elektrickém poli, mize se

v ni usadit volny elektron (elektronova past)

« tento volny elektron mlze byt excitovan (vesmirné zareni,

radioaktivita) a v elektronoveé pasti muze byt jeho energie
zachovana i stovky, nebo tisice let

« termoluminiscenc¢ni datovani: zahfivanim, nebo po ozareni silnym

svétlem ziska elektron v tzv. dlouhodobé elektronové pasti dostatek
energie, aby se uvolnil

* uvolnéna energie se méri
» vhodné pro datovani latek, které byly v minulosti ozareny
* nutnd sloZita kalibrace

Triboluminiscence




