Vlastni fluorescence proteinu

Vlastni fluorescenci proteint je zptisobena aromatickymi aminokyselinami v nich
obsazenymi: tryptofanem (Trp), tyrozinem (Tyr) a fenylalaninem (Phe). Dominujici je
fluorescence tryptofanu, naopak prakticky viibec se neuplatituje fenylalanin. V této uloze jsou
zm¢étena fluorescencni excitacni a emisni spektra albuminu a ¢istého tryptofanu, tyrozinu a
fenylalaninu.

Vlastnosti L-tryptofanu:
o MW =204,23
e absorpcni maximum: Aexmax = 295 nm
e fluorescenéni emisni maximum: Aemmax = 333 nm
e emise Trp je vysoce zavisla na polarité a okolnim prostiedi

Vlastnosti L-tyrozinu:
e MW=181,19
e absorpCni maximum: Aexmax = 275 nm
e fluorescencni emisni maximum: Aemmax = 304 nm
e emise Tyr je relativné malo citliva na polaritu rozpoustédla

Vlastnosti L-fenylalaninu:

MW = 165,19

absorpéni maximum: Aexmax = 260 nm
fluorescenéni emisni maximum: Aemmax = 282 nm
emise Phe je strukturovana

Fluorescence proteintll je obvykle excitovana pii 280 nm nebo pii delSich vinovych délkéch,
takze fenylalanin neni ve vétSin€ experimentd 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), L-fenylalanin (Applichem)
e Hovézi sérovy albumin (MW = 69000)

e pufr A (120 mmol/l NaCl, 10 mmol/l KCI, 30 mmol/l Tris HCI, pH 7,4)

o sklenéné zkumavky, mikropipety, ...

Postup:

1. Pfipravte zasobni roztoky 10 mM Trp, 10 mM Tyr, 10 mM Phe a 0,25 mmol/l
albuminu v pufru A.

2. Pro vlastni méteni je nafed’te pufrem A na koncentrace 5 uM Trp, 20 uM Tyr,
200 uM Phe a 0.6 uM albuminu.

3. Zm¢éite excitacni a emisni spektra vzorkd za podminek uvedenych v tabulce3.5



excitacni spektrum | emisni spektrum

Aem (NM) | Aoy (nM) | Aex (nm) | Aepy (Nm)
L-tryptofan 350 240-320 | 280 300-420
L-tyrozin 300 240-290 | 270 280-360
L-fenylalanin | 280 240-270 | 250 260-360
albumin 350 240-320 | 280 300-420

Vysledky

Zmgeiena excitacni a emisni spektra vlastni fluorescence tryptofanu (Trp), tyrozinu (Tyr),
fenylalaninu (Phe) a albuminu v pufru A jsou na obr. 3.9 a 3.10. Z vyslednych spekter je
ziejmé, ze prakticky veskera vlastni fluorescence albuminu pochazi od tryptofanu. Méfeni
byla provedena na spektrofluorometru FluoroMax-4.

Excitacni spektra 5 uM Trp (Aem = 350 nm), 20 pumol/l Tyr (Aem = 300 nm), 200pumol/l Phe
(Aem =280 nm) a 0.6 umol/l albuminu (Aey = 350 nm).
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Emisni spektra 5 uM Trp (Aex = 280 nm), 20 uM Tyr (Aex = 270 nm), 200mM Phe (Aex = 250
nm) a 0.6 uM albuminu (A = 280 nm).
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