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Fluorofory kolem nas

Fluorofory se déli do dvou obecnych tfid:

vnitini (vlastni, intrinsic) — vyskytuji se pfirozené proteiny

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

Fluorescence proteinu

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

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

Proteiny jsou fluorescencni diky tfem
aromatickym aminokyselinam:
tryptofanu, tyrozinu a fenylalaninu

Vyskytuji se v sekvenci relativné malo
Tryptofan (Trp) se vyskytuje jen asi v 1%
mol, coz je patrné dano jeho pomérné
metabolicky naroCnou syntézou
Tryptofan je citlivy na lokalni prostredi

fluorofor E."3 Ao | kvantovy | doba Zivota
(nm) (nm) vytézek (ns)
tryptofan 295 353 0,13 3,1
tyrozin 275 304 0,14 3,6
fenylalanin 260 282 0,02 6,8
3



Zmena emisniho spektra
v zavislosti na prostredi
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http://micro.magnet.fsu.edu/primer/javal/jablonski/solventeffects/index.html



INTENSITY

Vliv okolniho prostredi v proteinu
na emisni spektrum tryptofanu
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1 apoazurin PFI
2 ribonuclease T,
3 nukleaza sfafylokoka

4 glukagon

Tryptofan ma v nepolarnim
prostfedi emisni maximum
posunuto k nejkratsi vin. délce
(apoazurin)

Tryptofan vystaveny okolnimu
polarnimu roztoku ma maximum
pfi nejdelsi vin. délce (glukagon)
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Faktory ovlivnujici emisi tryptofanu

» Zhaseni prenosem protonu z blizkych
aminoskupin

» Zhaseni elektronovymi akceptory (COO")

« Zhaseni prenosem elektronu z disulfidu a
amidu

« Zhaseni prenosem elektronu z peptidické
vazby kostry proteinu

 FRET mezi ruznymi molekulami tryptofanu
6



FLUORESCENCE INTENSITY
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Emise tryptofanu v nepolarnim
proteinovem prostredi - azurin
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Azurin z Pseudomonas aeruginasa je
protein, ktery obsahuje médény iont a
podili se na prenosu elektront u
denitrifikanich bakterii

Struktura je tvofena 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 (napf. cyklohexan)

V denaturovaném stavu se emisni
spektrum posouva, coz odpovida
pfechodu Tryptofanu do polarniho
prostredi

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



Absorpcni a emisni spektra
aromatickych aminokyselin
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FLUORESCENCE

Emise tryptofanu pri zamene
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Kdyz byly cilenou mutagenezi
azurinu nahrazeny nepolarni
iIsoleucin a fenilalanin za polarni
serin, doslo k posunu spektra k
delsim vinovym délkam

Zameéna za serin s OH skupinou
vyvolala podobny efekt, jako by
se Trp nachazel v etanolu

Jiz mala zmena v okoli Trp
vyvolala vyrazny posun spektra

Moy ey

N N

isoleucin fenylalanin serin 9



FRET mezi aminokyselinami

Mezi riznymi aromatickymi aminokyselinami dochazi k rezonanénimu
prenosu energie

FRET mezi tyrozinem a tryptofanem se vyskytuje nejCasteji, protoze se
nejCastéji 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 pfenosu energie je zavisla na okolnim prostredi jednotlivych AK

K rezonanénimu pfenosu muze dochazet také mezi dvéma molekulami
Trp v pripade, ze jedna je v nepolarnim prostredi a druha je vystavena
do vnéjSiho prostredi (polarni roztok)

Donor I Akceptor I R, (A)
Phe Tyr 11-13
Tyr Tyr 9-16
Tyr Trp 9-18
Trp Trp 4-16 10




FLUORESCENCE (awu)
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Interferon y je produkovan aktivovanymi
lymfocyty a ma antivirové a imunoregulacni
ucinky

Aktivita interferonu je zavisla na pomeérném
mnozstvi dimer

Vlastni fluorescence interferonu, ktera je dana 4
tyroziny a + tryptofanem, byla pouZzita ke
sledovani disociace dimerd na monomery
Emisni spektrum dimeru pfi excitaci 270nm
ukazuje, Ze se na fluorescenci podili tryptofan i
tyrozin

Pfi excitaci 295 nm je pozorovana pouze emise
tryptofanu

Rozdil v emisnich spektrech pfi excitaci 270 nm
a 295 nm udava spektrum tyrozinu

V pfipadé dimeru je relativni intenzita emise
tyrozinu 20 % ve srovnani s emisi tryptofanu

V pfipadé monomeru je relativni intenzita emise
tyrozinu 50 % ve srovnani s intenzitou tryptofanu
Zvyseni rel. intenzity tyrosinu po disociaci je
dano oddalenim tryptofanu (akceptord FRET),
které byly v dimeru v t&sné blizkosti tyrozinu
SniZeni pfenosu energie mezi tryptofanem a
tyrozinem ukazalo, Ze pfi disociaci dochazi k
oddaleni &tyf ,vnéjSich® tyrozinovych zbytkl od
tryptofanu

11



Vyuziti FRET mezi aminokyselinami
K urceni prostoroveho usporadani

Head group region

Hydrophobic core

FLUORESCENCE INTENSITY (a.u.)
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Membranovy protein M13 je zanofen do
membrany E. coli pfi pfipojeni fagove
Castice

Bylo navrzeno, ze dvé a Sroubovice
tohoto proteinu jsou v membrane v tésné
blizkosti

Cilenou mutagenezi byly vytvoreny
varianty proteinu, ktere obsahovaly
tyrozin a tryptofan (donor —akceptor
FRET) v rdznych pozicich

Ponechan vzdy pouze jeden par tyrozin —
tryptofan

Byla sledovana emise fluorescence pfi
excitaci 280 (---) a 295 nm (...) a z rozdilu
byla ur€ena emise tyrozinu

V pfipadé, kdy je vzdalenost tyrozinu a
tryptofanu vétsi, je intenzita emise
tyrozinu vetsi

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

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 ruznych procesu.

Srazkoveé (dynamické) 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 zmeneny na rozdil od

statickeého 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 hustoté
znaceni. 13



Dynamicke zhaseni

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

Fo/F = /=1 + Kk, 7, Cg4

— kvantovy vytézek fluorescence za nepritomnosti zhasedla,
Ié) totéz za pritomnosti zhasedla o koncentraci C,, T, — doba
dohasinani fluorescence bez zhasedla, t - doba dohasinani
v pritomnosti zhasedla, k, — bimolekularni zhageci konstanta
(= bimolekularni rychlostnl' konstanta urCena difuzi vynasobena
ucinnosti zhaseni).
Hodnota k, udava koncentraci zhasedla, pfi ktere se snizi intenzita
fluorescence na polovinu.

NejcastejSim dynamickym — kontaktnim zhasedlem fluorescence i
fosforescence je molekularni kyslik (O,). Dale fluorescenci zhaseji
(v dusledku mezisystémove konverze) atomy halogenu jako je brom
a jod. Casto pouzivanym zhasedlem je také akrylamid. 14



Jak to, Ze se kyslik dostane i do
tfnich oblasti eint?

« Je maly a proteiny ,dychaji”
http://nbcr.net/news.php?news=2007

15



Statické zhaseni

« Vytvari se komplex fluoroforu a zhasedla, ktery jiz
nefluoreskuje

* Plati pro néj také Sternova-Volmerova rovnice:

FolF = lt=1+ K, 75 C,

Kde K, je asociacni konstanta fluoroforu a zhasedla

Typickymi statickymi zhasedly jsou:
Baze nukleovych kyselin
hlavneé Guanin
Nikotinamid
Tezke kovy
16



Vyuziti zhaseni pri lokalizaci
fluoroforu

V membraneée

« Jestlize je fluorofor P1 zanoren
v membrané, je pro zhasedlo Q
nedostupny a ke zhaseni témer

. nedochazi.

Vystaven na povrche S rostouci koncentraci zhasedla

se intenzita fluorescence temeér

nemeni.

Intensity
Intensity

Na povrchu
« Jesltize je fluorofor P2 na

Airml
Wy or P,

2 — 2N w or povrchu, dochazi k uginnému

@ o - or R ;v ’

§ 2 R‘“a zhaseni.

£ — + Srostouci koncentraci zhasedla
fal tal intenzita fluorescence velmi

vyrazneé klesa.
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Zhaseni pri studiu struktury proteinu

aneb

je tryptofan na povrchu proteinu?

* Dynamicke zhaseni
vyzaduje primy
kontakt fluoroforu a
zhasedla

Surface Tryptophan e Kdyz je tryptofan
umisten ,uvnitr”
proteinu, nedochazi k
jeho zhaseni (W1)

« Kdyz je tryptofan
umistén na povrchu

proteinu, ke zhaseni
dochazi (W2)

Intensity
Intensity

Intensity
Intensity

[Ql [al 18



INTENSITY

Zhaseni pri studiu apoazurinu

DS
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Apoazurin ma
v sekvenci dva
tryptofany

Jeden tryptofan je na
povrchu, druhy
zanoreny

Po pridani zhasedla
(KI) do roztoku dojde
ke zhaseni
povrchoveho
tryptofanu

DS je diferencni
spektrum 19



Zhaseni proteinu s jednim

tryptofanem roztokem akrylamidu

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

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

Nejméne dostupnym pro zhasedlo je tryptofan v azurinu 20



Zhaseni 2 tryptofanu v myoglobinu
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Pfi zhaseni tryptofanu u koriského myoglobinu (obsahuje 2 Trp) bylo
zjisteno, ze pomerna polovina intenzity je zhasena

To vedlo k potvrzeni, ze tryptofan W14 je umistén ve vnitini Casti
struktury mezi o Sroubovicemi, zatimco W7 je na povrchu proteinu 21



Relative change of fluorescence
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Kalmodulin se vaze na vapenaté ionty,
dochazi k jeho strukturni zmenée, coz ma
za nasledek zvyseni schopnosti vazby k
receptorim a proteinim, 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 iontd

Porovnani zavislosti ukazalo poradi
obsazovani jednotlivych vazebnych mist
vapenatymi kationty

22



Interakce proteinu a DNA
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Pfi interakci proteinu s DNA dohazi ke zhaseni tryptofanu bazemi DNA
SSB (single-stranded DNA binding) protein vaze DNA s velkou afinitou, ale nizkou specifitou
Vytvafi homotetramer, ktery vaze asi 70 nukleotidd dlouhou DNA

SniZzeni 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 kolem
proteinového komplexu 23



Zhaseni fluorescence tryptofanu v Myb
oncoproteinu pri vazbe na DNA

* Myb onkoprotein je spojovan
chromatinem a reguluje genovou
expresi

* N koncova Cast proteinu obsahuje
R1, R2 a R3 domeénu

« Kazda z domeén obsahuje tri
tryptofany, které je v sekvenci velmi

R,R5; fragment
No DNA

[y
o
|

With 16 mer

Fluorescence Intensity
o
wn

%0 350 400 konzervovany, coz naznaduje, Ze se
WAVELENGTH (nm) podili na vazbé k DNA
>  Fluorescence R2R3 fragmentu MYDb
12 | onkoproteinu je CasteCné zhasena po
ool vazbe na DNA
3 o « Po vyneseni zavislosti fluorescence
= o ; na koncentraci DNA, bylo zjisténo, ze
7 . o = . o
418 doslo ke zhaseni intenzity ze 67%
J T [2T9P87 | |+ Ztoho vyplyva, Ze 2 ze 3 tryptofant v
o 1 2 3 4 5 Kkazdé domene se podileji na
1/[DNAT (107 M7 interakci s DNA
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Protein, ktery ma fluorescenci
Ve jmene

25



Green Fluorescent Protein

* Slozen z 238 aminokyselin

- ,Barva v plechovce”
("Paint in a can”)

 Monomer je slozen z
centralni o Sroubovice
obklopene 11
antiparalelnimi (3 retézci ve
tvaru cylindru

« Pramér struktury je 30A a
délka 40A

 Fluorofor se nachazi na
centralni o Sroubovici

A =488 nm, A =507nm
http://www.cvtographica.com/animations/FRET2.html

http://www.olympusconfocal.com/java/fpfluorophores/gfpfluorophore/inde 26
X.html




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

Vysledny fluorofor obsahuje konjugované
dvojné vazby o

oxldiation @ '
. NaH=—CH=—? "
PP | \ II.' The final luorophore contains
K CHs p—C. aseries of conjugated double bonds
— 0 . . %
= - -"f"r"- i:‘ 0
fh'H—CH—C,_‘_ | & =
MH H .'._ I"il it '..-_\ 1 )
‘-Q“-a.__..-’”' ' OH L=
- autocatalytic cyclization O

http://www.olympusconfocal.com/java/fpfluorophores/gfpfluorophore/inde 27
X.html




Vyuziti GFP

Lokalizace proteinu

Dynamika proteint a organel in vivo

“for the discovery and development of the green fluorescent
protein, GFP"

*Transport mezi organelami
*Reportér genoveé exprese
*Flow cytometrie

Purifikace proteinu

D4 I I- : .h-
.Pohyb bunek Photo: U, Montan Photo: U, Montan

Osamu Shimoemura Martin Chalfie Roger Y. Tsien

GFP muze byt pouZzit ke znac€eni proteinu v Zivych bunkach riznych
organismdu, diky své pfirozené fluorescenci (je potfeba pouze gen kodujici
GFP — c-DNA 1992, Prasher)

http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/cooluses1.html
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Podekovani

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