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Otazky a odpovedi

B - Coje napini prednasek?
_\é « Jakeé budou praktické ulohy v cviceni?

 Kde se daji ziskaneé poznatky vyuzit?

ﬁ . Jaka bude organizace vyuky?



ProcC spektroskopické metody?

Poskytuji kvalitativni a kvantitativni udaje, coz usnadnuje

srovnavani molekul a celych biologickych systému.

Proc fluorescence?

Umoznuje nam videt pouhym okem, co bychom jinak nevideli.



E Obsah prednasek |

 Absorpcni a fluorescencni spektroskopie
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» Vlastni fluorescence proteinu

« Casové ustalena — Steady state a asové

rozliSena - Time-resolved fluorescence




B Obsah prednasek li

» Zhaseni fluorescence, fluorescencni
rezonanchni prenos energie — pouziti pri
sledovani interakce a strukturnich zmeén
biomolekul

* Anizotropie fluorescence a jeji zmena pri
vzajemné vazbe biomolekul
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to YFP, resulting in lower
CFP fluorescence
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* Nevlastni fluorescence - fluorescencni

znacky, sondy a indikatory

* Fluorescenéni znaceni DNA a proteinu

* Analyticke pouziti fluorescence pro

stanoveni koncentrace molekul

Fragment DNA s navazanou
fluorescenéni sondou DAPI

Intenzita fluorescence
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E Demonstracni pokusy na prednaskach

Vérime tomu, co vidime

* Praktické ukazky a demonstrace
podstaty jevu jsou zafazeny do
vykladu tak, aby objasnily

principy
* Pozorovani provadenych

experimentu navic podporuje

upevneni znalosti vsemi smysly.



4 2. Praktické dlohy — cviéeni C7235

» Méfeni spektralnich charakteristik protein a * Vizualizace makromolekul pfi elektroforetické
nukleovych kyselin separaci

« Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin a proteint « VyuZiti fluorescencniho rezonancniho pfenosu

za pouziti fluorescence a UV-VIS absorpcni energie (FRET) pfi sledovani hybridizace
spektroskopie komplementarnich fetézcd nukleovych kyselin
* Vliv pH a teploty na spektralni vlastnosti « Sledovani zmeény intenzity fluorescence po relaxaci
fluorescencnich sond vlasenkoveé struktury fluorescencéné znacené DNA
» Méfeni vlastni fluorescence proteinu * Fluorescencni mikroskopie vlastnorucné

pfipravenych fluorescencnich vzorku
» Priprava fluorescenéné znaceného proteinu
 Studium interakce biomolekul za pomoci anizotropie
» Stanoveni ucinnosti fluorescencniho znaceni fluorescence — vazba proteinu a fluorescencné
biomolekul znacené DNA
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Schematické znazornéni metodickych pristupti pouzitych pri praktické vyuce cviceni C7235

Fluorescencni znaceni biomolekul

Spektroskopicka charakterizace
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spektrum (B) fluorescenéné znacené

Vizualizace biomolekul pfri

F primer

R primer
Intenzita emitovaného zafeni je pfimo
umérna mnozstvi amplifikované DNA.

gelova filtrace separuje
nenavazané fluorofory po
znaceni fragmentu DNA

Studium vazby DNA a proteinu Anizotropie
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Webova stranka predmetu C7230 a C7235

e UCebni materié|y jSOU USpOFédény Fluorescencni metody

ve védach o zivoté

cesta od molekuly k burice

Prednasky

do webové stranky

2. Definice a charakteristiky absorbce, fluorescence a fosforescence

Y Pv d A k 1 © b ~ ~7 ~ 3. Pristrojové vybaveni pro méfeni — spektrofotometr, spektrofluorometr
rednasky jsou prubezne

4. Casoveé ustalena fluorescence (Steady state)

5. Casoveé rozlisena fluorescence (Time-resolved)

a kt u al i Z OVén y 6. Anizotropie fluorescence a jeji zména pri interakci makromolekul

7. Absorpcni spektroskopie v biologické analyze molekul

8. Zhaseni fluorescence, fluorescencéni rezonanéni prenos energie — pouZiti pri
sledovani strukturnich zmén molekul

9. Vlastni fluorescence biologicky vyznamnych molekul

10. Nevlastni fluorescence — fluorescenéni znacky, sondy a&nsbp;indikatory

11. Fluorescenéni znaceni DNA a proteinu

* Webove stranky obsahuji také

12. Fluorescenéni mikroskopie

13. Analytické pouziti fluorescence pro stanoveni koncentrace

L’J | O h y n avaz uj I'C I'h O CVi ée n I’ 14. Priklady vyuziti fluorescence v biologické praxi

https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2021/C7230/um/web/PBM
10 EBprednasky.html


https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2021/C7230/um/web/PBMEBprednasky.html

1. Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy. Third

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

2. Fisar Z.: FLUORESCENCN| SPEKTROSKOPIE
V NEUROVEDACH

http://wwwl1.lf1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.ntm

Podékovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této prednasky laskavé

poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem.
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http://www1.lf1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

®- 3.Kde se daji vyuzit ziskané znalosti?

*\/Sude tam, kde se setkate v praxi s fluorescenci a fluorescencni
spektroskopii

« Kdyz mate vzorku malo pro klasické metody detekce, zviditelnite si
vzorek pomoci fluorescence

*V kazdodenni laboratorni praxi — napr. detekce biomolekul
v gelu a vizualizace fluorofortu pod mikroskopem

*V navazujicich cvic¢enich C7235 !
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Kde se muzete dozvedet vice?

F90/0 Experimentalni metody biofyziky

Prednasky odbornik(, ktefi metody skute¢né pouzivaji
Exkurze do vyzkumnych laboratofi mezinarodné uznavanych spolec¢nosti

C02 - 2.11 Utery od 15:00 Podzim 2023

COREQ75 Do sveta biomolekul

jaké biomolekuly a pro¢ se vyskytuji v bunkach, jak se to vSe dozvidame,

jaky je pravdépodobny pivod biomolekul

Pripravujeme

»

Vedecka llustrace Thermo Fisher 20 November 2018 B

pfiprava védeckych obrazk( a prezentaci. Cilem je zlepsit grafickou

gramotnost a komunikaci v oblasti prezentace biomolekul. Prakticky

vyukovy kurz obsahuje prednasky, videonavody a pripadové studie.


https://is.muni.cz/auth/el/sci/podzim2019/FE010/um/web/index.html
https://is.muni.cz/auth/predmet/sci/podzim2023/CORE075
https://www.zonerama.com/LifeB/Photo/4904157/167314247?secret=GU94ms3la97eNotju2Mtab4rK
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Prutokova cytometrie - Flow Cytometry

Electronics and computer
system

Fluidics system

Optics

Lasers J/
/’ Detectors

Detekce kazdé bunky zvlast

Rozdéleni populace bunék podle velikosti a

pritomnosti fluorescencnich sond a znacek.






Fluorescence, kde bychom ji necekali
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& Organizace vyuky

» Ulohy — pfipadové studie
» Celkové 4 ulohy
« Za ulohy lze ziskat body, které se pripocCitavaji k testu u zkousky
* V pripadé uspésného splnéni vSech uloh dostatek bodu pro vykonani ustni zkousky

* Omezena doba moznosti reSeni uloh —48 h

 Prakticka cviceni v ramci navazujiciho predmétu C7235

 Blokové — tfi dny 9 — 15 hod
» Pfedbézny termin cviCeni 1. béh Utery 9.1.-— &tvrtek 11.1. 2024
2. béh Utery 16. 1. — &tvrtek 18.1. 2024
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Priprava na pristi p

 Naucit se komentovat video od 0:42 do 3:00
Introduction to Fluorescence

https://youtu.be/SGFIr1]FNBM?t=42



https://youtu.be/SGFlr1jFNBM?t=42
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