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Nevlastni fluorofory

fluorescencni znacky - pridavaji se ke
studovanému vzorku a vazou se na nej
kovalentné. Vazou na proteiny a nukleoveé kyseliny
pres aminove, sulfhydrylové nebo histidinove
bocCni retezce a thiolove skupiny.

fluorescencni sondy - vazou se na studovany
vzorek nekovalentne a po vazbe meni svoje
fluorescencni vlastnosti (napr. intenzitu, polohu
em. maxima)
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Moznosti zavedeni fluoroforu

 Kovalentni vazba
vyuziva se chemické reakce derivatu fluoroforu,
behem které se vytvari kovalentni vazba
s biomolekulou

* Nekovalentni vazba
fluorofor s vaze na biomolekulu prostrednicvim
nekovalentnich (napfr. elektrostatickych)
interakci

* Fluorogenni reakce
vyuziva se chemicke reakce, pri které se
nefluorescencni prekurzor meni na fluorofor
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Vznikaji reakci karboxylove kyseliny a alkoholu

O O

7y /,
R-C + R —OH » R-C + H,O
O-H 0-R’

karboxylova kyselina alkohol ester
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Vznik amidu
——————————————————————————————————————————

Amidy vznikaji reakci esteru s aminem

O O
// //
R-C° 4 H,N-R” ~ R-C_
O-R’ N—R"
H

ester amin amid
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STP Ester Carboxamide

i
R'C—O—N

O
Succinimidyl Ester

1]
+ R®NH, —» R'C—NHR®
Carboxamide
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Vyuziva se
reakce esteru
S aminem za
vzniku amidu



ﬁea!ce Eargoxy‘ove !yse‘lny znac!y xlexa !gg

Alexa Fluor® 488 carboxylic acid, 2,3,5,6-
tetrafluorophenyl ester (Alexa Fluor® 488
11 5.TFP)



Jak pridat NH, skupinu k DNA?

Rovnou pri syntéze oligonukleotidu se
pripoji alyfaticky retezec zakonceny NH,
skupinou (amino-linker)

Modifikace 5° konce amino linkerem  0=p—c”H®
I
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Znaceni DNA pres NHa skupinu

o +
7
I
SDENH{CHE}E-—:: =0=N

Rhodamine Red ™-X, _ _
succinimidyl ester DNA s ,,amino-linkerem*
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DNA znacena Rhodaminem Red-X a
OregonGreen
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"""DalSi reakce pro znaceni pres”
0 Skupi

Reakce isothiokyanatu s primarnim aminem

S

I F
RiIN=c=g + Fu:ENH2 — » R'NH-C-NHRZ

Isothiocyanate Thiourea

Reakce chloridu sulfonoveé kyseliny s aminem

R'so,cl  + R°NH, —— R'SO,—NHR® + HCI

Sulfonyl chloride Sultonamide
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PFipojeni pres SH thiolovou
<upi ku thioet
S

N

R1 R2

* Thioether je podobny esteru, jenom je O
nahrazen S

* Thioether vznika reakci alkylacnich Cinidel
(napf.halogenu, maleimidu) s thioly
(obsahuji SH skupinu)
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ReaRce Pri Rovalenhm ZNaceni s

* Reakce thioloveé skupiny s maleimidem za
vzniku thioetheru

* Dvojna vazba maleimidu reaguje s thiolovou SH
skupinou za vzniku thioetheru

0 0
Fﬂ-mb + R°SH —= F:qub\
SR°
0 0

Maleimide Thioether
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..........seskupinousSH
Disulfidy

R's-sr!' + R%SH ——» R's-sp® + RlsH

Symmetric disulfide Mixed disulfide

lodoacetamidy ?
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Dalsi zpusoby znaceni

@ « DNA muze byt kovalentné
O - znacena bez pfipojeni NH,
. skupiny pri synteze
% - * Vyuziva se reaktivity N7
o guaninu s platinovymi
N/
V komplexy
| - Platinovy komplex obsahuje
o fluorescencni znacku, ktera
| ~ ~ je po reakci kovalentné
77, i, pfipojena ke guaninu
\:‘f N NH;
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Separace nenavazane znacky

« Chromatografie (protein)
gelova filtrace

» Srazeni (DNA)
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Chemické znaceni proteinu in vivo

A)

Target Pretain

. Enzyme
Target Protein

Target Pratein

) Fluorggenic probe

_.,

_—

Target Pretain

Target Protein

A)Receptor-protein —
fluorescencCni znaCka nebo sonda
je pripojena k moleklule, ktera ma
vysokou afinitu

k receptoru (avidin - biotin)

B) Vazba zprostfedkovana
enzymem — fluorofor je pfipojen k
substratu, ktery muze byt
kovalentné navazan na peptidovy
,ag" proteinu prostrednictvim
dalSiho proteinu -enzymu

C) Znacka puvodné
nefluoreskuje. Po jeji vazbeé k
,<Jagu“ dochazi k aktivaci
fluorescence (fluorogenni reakce)

11 http://wwwa3.interscience.wiley.com/cqi-bin/fulltext/114262216/HTMLSTART
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Fluorogenni detekce

ST
<
<

fﬂm

11 http://www3.interscience.wiley.com/cqi-bin/fulltext/114262216/HTMLSTART

In vivo labeling of B-gal by a
fluorogenic probe with spectral
change. The labeling is proposed
to take place in two steps. The
first step involves O-galactoside
bond cleavage, which generates
an active intermediate quinone
methide. This intermediate is
susceptible to nucleophilic attack
by a nearby amino acid residue,
which leads to covalent
attachment of the FRET donor
(D) to the enzyme and
displacement of the acceptor (A).
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DNA beacons

« Beacon zn. angl.signalni ohen,

Target DNA lampa (ne slanina)
5 -

Sequence « DNA beacon sestava z

complementary to  molekuly DNA, ktera je

target DNA schopna tvofit vlasenkovou
strukturu

« DNA ma na jednom konci

pripojen fluorofor a na druném

jeho zhasedlo

Hybrid
~r N « P¥i hybridizaci s

-~ ™

\ komplementarni DNA dochazi
Fluorophore Quencher k oddélenl’ zhééedla a
nasledné emisi fluorescence
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Struktura a vlastnosti ,DNA beacon®

T 100 _ . o
L 1 Pri zvysovani teploty
-c © > r r
AT 3 dochézi k tani
o z struktury vlasenky,
0 0
o-pet § 2 COZ Se projevuje
M o vzrustem intenzity
o
ORI = fl
L Eogl—/ . . . uorescence
@ 25 35 45 55 65 75
0 N< Temperature (°C)

&
EDANS Dabcyl

Pozn. V pfipadé Dabcylu byla zjiSténa neoCekavana schopnost zhaset Siroké spektrum
fluoroforll bez ohledu na miru pfekryvu spekter. Dlvodem pro toto univerzalni zhaseni je
pravdépodobné vytvareni nefluorescenéniho komplexu Dabcylu s fluoroforem.
Kazdopadné je to vyhodné, protoze jedno zhasedlo mize byt pouZzito pro celou fadu

11 fluoroforu.
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FLUORESCENCE

11

pOUZIEI Dchyl-Fluoresceln paru na
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Intenzita
fluorescence je
primo umerna
mnozstvi
amplifikované DNA
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FLUORESCENCE INTENSITY
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Vysoka citlivost DNA beacon

"5-CATAGGTCTTAACTT-3' * V pripade, ze dojde k
nybridizaci s DNA,
Ktera se liSi | pouze v
jednom nukleotidu,
nedochazi k narustu

signalu fluorescence

* Vysoka citlivost a
pomer on/off signalu
v pritomnosti /

5-CATAGGTGTTAACTT-3'

nepritomonsti

. 5=CATAGGT-TT TT-3'

0 5 10 15 komplementarni DNA

TIME (minutes)

22



11

Hybridizace v sousednich oblastech

Exon B Target Exon 7
S TGACAACTTIGGTATCGTGGAAGGACTCATG,/ACCACAGTCCATGCCATCACTGCCACCCA -3
ACCATAGBACETTCETG.AG\ GGTGTCAGGTACGGTAGT,
¥ / t,
3 Cy3: FAM e 5
Fd Acceptor Beacon Donoer Beacon ,
Dabeyl Dabeyl
1.2

FAM Donor and occeptor beacons . no larget
— 0+T Donor beacon with target
= 1.0 /_\ A+T Acceptor beoccon with target
% ,."' \ Donor ond acceptor beacons with target

Y
= ' \D+T FAM
w 0.6
S D+A+T
O 0.4H
v |
L
+A+T
§ 02f ° .
bD+A - A+T
d 0 1 i ' '_\_\_1"::::
500 525 550 575 600 625 650

Donor beacon

3

Acceptor beacon

A
FRET g

-

EMISSION WAVELENGTH (nm]

Vyhodné usporadani ke snizeni
faleSné pozitivnich vysledku
Pouzivaji se dve vlasenky

Jedna vlasenka obsahuje donor a
druha akceptor FRET

Bez cilové DNA jsou oba fluorofory
ve vlasence zhaseny

V pripade, ze dochazi ke spravné
hybridizaci s cilovou DNA, je
pozorovan FRET

Kdyz se hybridizuje pouze jedna
vlasenka, dochazi sice ke zvyseni
intenzity, ale nezvysuje se FRET

Tak se zvySuje specifita analyzy
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Detekce mRNA v zivych bunkach

Optické a fluorescencni
zobrazeni ledvinovych
buriek

Zvysovani intenzity
fluorescence ,DNA
beacon” proti mMRNA pro
B-actin prokazalo zvySeni
koncentrace mRNA a
tedy zvyseni produkce
B-actinu
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F|SH H|uorescence I SIEU

Metaphase chromosomes

K e ai,

slide

DNA Probes
| Hybridization

;_; /

:ﬁy Y

« DNA ve formé metafazovych chromozomu je vystavena hybridizaci
s fluorescenc¢né znacenou DNA sondou

 DNA sonda ma sekvenci komplementarni k cilové DNA na chromozomu
« Po hybridizaci je ¢ast obsahuijici cilovou DNA lokalizovana na zakladé
fluorescence

/ Fluorescence
detection

.

11
25



o) ») OH
L

! COOH

0 q
Hay C=C—CHz~ NH-C—(CH,)g~NH-C FL
| | o)
O N H

P % 0
I

CHjp- O_T_O_T_D_F_GH
|
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FLUORESCENCE EMISSION

CB FL TR
} I J\l
350 450 550 650

WAVELENGTH (nm)
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FISH priklady

« Chromozomy, ktere byly hybridizovany
s fluorescencné znaCenymi sondami

1+ ¢ Chromozomalni DNA byla nespecificky obarvena DAPI
27
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Radioaktivni sekvenovani

ssDNA of Unknown Sequence

3?

Q= wun
-

Acrylamide Gel

1
> 6 6

T
&

DNA polymerase I
+ 4 dNTPs
+4 ddNTPs

|

1
G

AR
G G

G C 6 T+ |

St

3’ 5
Labeled 7 |

primer

dd TP

ddTTP ddCTP

ddGTPJ

T

===
=
===

G

Sequence of Original Strand

Prvotni sekvenovani pouzivalo
radioakativné znacCeny primer

Primer byl prodluzovan podle
sekvenovaného rfetézce DNA
polymerazou

Ve smési normalnich nukleotidu
(ANTP) byl pfidan vzdy jeden typ
(ddNTP), ktery zabranuje dalSimu
prodluzovani syntetizovaného fetézce

Takto vznika smés fetézcu DNA s
proménlivou délkou koncici vzdy
danym ddNTP

Kazda reak¢ni smeés pro dany ddNTP
byla analyzovana v jedné
elektroforetické jamce (celkové ve 4
jamkach)

Sekvence byla stanovena z polohy
pasu prislusného ddNTP na gelu
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Schéma ddN TP DNA

Fluorescent

Probe

|

Pyrimidine or
Purine base

A A
Q= P—-Q=P=0~P~0~CHz ,O
g g) g 4’
Phosphate
group

Not available for =
phosphodiester bond
formation

11

Pentose sugar
ddNTP

dNTP

Hydroxyl group

in DNA

» Dideoxynukleotid-
trifosfat ddNTP

« v poloze 3" uribozy
je zaménéna OH
skupina za H, coz
zamezuje dalsimu

prodluzovani retezce
DNA
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Fluorescencnl ZNnacenli zryc|i|||o
| —

ssDNA of Unknown Sequence

5’ 3’
SEERSERRNERRNNY .
6Co T  Pouziti 4 fluorescencnich
L1l B L ..
B znacek umoznilo pouzit pouze
T ST pimen jednu drahu v gelu k
4 froreocent = . identifikaci vdech nukleotidd
ddNTPs == v y s
(E—)  Fluorescencni skenovani
s B T-526

umoznilo dokoncit projekty
sekvenace genomu celych
organismu ve vyrazné kratSi
dobe

Acrylamide Gel

JOUNURONUNET ;

Sequence of Original Strand

11 3’
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Pripojeni znaCky pres acetylénovou trojnou vazbu
Vsechny znacky se excituji jednim laserem (488nm)

A system for rapid DNA sequencing with fluorescent chain-terminating dideoxynucleotides
11 JM Prober, GL Trainor, RJ Dam, FW Hobbs, CW Robertson, RJ Zagursky, AJ Cocuzza, MA Jensen, and K Baumeister
Science 16 October 1987 238: 336-341 3 1



Sekvenovani DNA
——————————————————————————————————————————

+ Nejéastgjsi sekvenaéni primer M13:

5- gTA AAA CgA Cgg CCA gTg -3,

http://www.wiley.com/college/pratt/0471393878/stu
dent/animations/dna_sequencing/index.html

11
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Ukazka sekvenatoru




Literatura
s —
« Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence

Spectroscopy. Third Edition, Springer +
Business Media, New York, 2006.

e FiSar Z.: FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE

V NEUROVEDACH
http://www1 .1f1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podékovani

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

11

34



