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Nevlastni fluorofory

fluorescencni znacky — pridavaji se ke studovanému vzorku
a vazou se na nej kovalentne. Vazou na proteiny a nukleove
kyseliny pfes aminové nebo thiolové skupiny a bocCni retezce.

fluorescencni sondy — vazou se na studovany vzorek nekovalentne

a po vazbe meni svoje fluorescencni vlastnosti
(napf. intenzitu, polohu em. maxima).
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Moznosti zavedeni fluoroforu

« Kovalentni vazba
vyuziva se chemicke reakce derivatu fluoroforu, behem kterée
se vytvari kovalentni vazba s biomolekulou

* Nekovalentni vazba
fluorofor se vaze na biomolekulu prostrednictvim nekovalentnich
napr. elektrostatickych interakci

* Fluorogenni reakce
vyuziva se chemické reakce, pri které se nefluorescencni
prekurzor meni na fluorofor.
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Estery

Vznikaji reakci karboxylove kyseliny a alkoholu

O O
‘% /,
R-C + R —OH » R-C + H,O
O—-H O-R’
karboxylova kyselina alkohol ester

Fluorofory ve formeé esteru jsou nejcasteji pouzivany

pro kovalentni znaceni biomolekul.
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Amidy vznikaji reakci esteru s aminem

O O
// //
R—C\ + HZN-R" > R—C\
O—-R N—R"’
H
ester amin amid
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Reakce esteru pfi kovalentnim zna¢eni molekul s NH, skupinou

STP Ester Carboxamide

i
R'C—0—N

0

Succinimidyl Ester

0
RIC—0
F F
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o Vyuziva se reakce esteru
Il . . .
+ R?NH; —®= RIC—NHR® S aminem za vzniku amidu

Carboxamide



Reakce esteru karboxylové kyseliny znacky Alexa 488 s NH, skupinou proteinu

R
Alexa Fluor® 488 carboxylic acid,
2,3,5,6-tetrafluorophenyl ester (Alexa Fluor® 488 5-TFP)
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Jak pridat NH, skupinu k DNA?

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

. , . . I
Modifikace 5" konce amino linkerem D:Flf'—o@ H
0

:
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Znaceni DNA pres NH, skupinu

2

Rhodamine Red ™-X, succinimidyl ester DNA s ,,amino-linkerem*
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DNA znacena Rhodaminem Red-X a OregonGreen

Rhodamine Red-X

Oregon Green
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Dalsi reakce pro znaceni pres amino skupinu

Reakce isothiokyanatu s primarnim aminem

-

¢ I ;

RINSC=S + R°NH, » R'NH—C—NHR®
Isothiocyanate Thiourea

Reakce chloridu sulfonové kyseliny s aminem

H15=::2|:| + H?MHE — = F‘:1EDE—HHHE +  HCI

Sulfonyl chloride Sulfonamide
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Pripojeni pres SH thiolovou skupinu za vzniku thioetheru

* 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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ovalentim znaceni s

* Reakce thiolové skupiny s maleimidem za vzniku thioetheru
* Dvojna vazba maleimidu reaguje s thiolovou SH skupinou
za vzniku thioetheru

0 0
R'-N 1] + R°SH — R'-N
SR*
0 0

Maleimide Thioether
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Jaisli reakce pro znaceni moiekul se skupinou

SH
Disulfidy
1 1 2 1 2 1
R'S-5H + R SH = H S-5RH + R SH
symmetric disulfide Mixed disulfide
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“Click” chemistry

A 504" 504"
p 0, H;
i Gy’
I1(:—[:—[':H—[II1_.(:H;.::E[_‘.H + —_—
NH;
M
N=P=N—(CH.}.NH=C 9 /K/"N CH ) gNH=C
===z ! —(CH ) gNH=(
1l HO—C—CH—CHLCH. = o 1l
i &)
MH.
OH N
_Utl“n Cu NF
#Ma qH
S —— I~ MNH H;
H OH
MNH
. __nrlm
COHaN=N=N L
: CH; o
H OH
O N N=N
)
GCHy—N, s —CHyNH—C

Reakce katalizovana Cu?*

azide—alkyne cyklizaéni chemie pro detekci A) proteint a B) cukr.

Reakéni partnefi A) L-homopropargylglycine (HPG) a Alexa Fluor 488 azide and B)
N-azidoacetylgalactosamine a Alexa Fluor 488 alkyne.

Partner vlevo je vpraven do proteind béhem de novo syntézy nebo postranskripénimi modifikacemi.
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DalsSi zpusoby znaceni

')
I'.\ﬂ IH
T+
0

N NH

N" "N NH,
0
v/

 DNA muze byt kovalentné znacena
bez pripojeni NH, skupiny pri synteze
* \Vyuziva se reaktivity N7 guaninu
s platinovymi komplexy
* Platinovy komplex obsahuje
fluorescencni znacCku, ktera je
po reakci kovalentnée pripojena
ke guaninu
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Separace nenavazane znacky

« Chromatografie (protein)
gelova filtrace

« Ultrafiltrace

* Dialyza

* Srazeni (DNA)
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http://www.wiley.com/college/fob/quiz/quiz05/5-6.html
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Chemické znaceni proteinu in vivo

A)

B)

C)

* A) Receptor-protein — fluorescencni znacka

Receptor

nebo sonda je pripojena k molekule, ktera

ma vysokou afinitu k receptoru

Target Protein

(avidin - biotin)

* B) Vazba zprostredkovana enzymem —

substrate

fluorofor je pfipojen k substratu, ktery muze

byt kovalentné navazan na peptidovy ,tag”

v

Enzyme

proteinu prostrednictvim dalsiho
proteinu/enzymu

Fluorogenic probe

. * C) Znacka puvodné nefluoreskuje.

Target Protein Po jeji vazbé k ,tagu” dochazi k aktivaci

Target Protein

fluorescence (fluorogenni reakce)

Dragulescu-Andrasi, A., and Jianghong Rao, ChemBioChem, 2007 Fluorescen&ni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Fluorogenni detekce

Znaceni B-gal in vivo fluorogenni sondou se
zménou barvy emitovaného svétla zpusobenou
pfenosem energie. Nejdfive diky pFfenosu
energie, fluoreskuje konjugat Donoru (D) a
Akceptoru (A) zelené. Kovalentni znaceni
biomolekuly probiha ve dvou krocich.

1. Prvni krok zahrnuje Sstépeni O-galaktosidove
vazby, pfi kterem se odstépuje A vznika reaktivni
meziprodukt chinonmethid, ktery je nachylny
k  nukleofiinimu  ataku  blizkeho  zbytku
aminokyseliny.

2. V druhém kroku dochazi ke kovalentnimu
£ ofipojeni Donoru k molekule, ktery mize zafit
" modre, protoze jiz neni navazany Akceptor.

20 Fluorescencni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR






DNA beacons

Target DNA

Sequence
complementary to
target DNA

,C/uuu.uu.l.l.u\o Hybrid
\\ e

Ny

\
Fluorophore Quencher
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* Beacon zn. angl. signalni ohen
(ne slanina)

* DNA beacon sestava z molekuly DNA,
ktera je schopna tvorit vlasenkovou
strukturu

* DNA ma na jednom konci pripojen
fluorofor a na druhém jeho zhasedlo

* Pfi hybridizaci s komplementarni DNA
dochazi k oddaleni zhasedla
a nasledné emisi fluorescence
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Struktura a vlastnosti ,,DNA beacon*

T 100
'(lf |
y (.T
6-C Ve v v ;s sy s
o-c @ Pri zvySovani teploty dochazi
C-G .. ;s 7
Pl = K tani struktury vlasenky,
O [ v . . o
i § c COZ se projevuje vzrustem
O . .
. ™ o intenzity fluorescence
HNSEO 5
?NH N§N L 0 1 1 1 1 1
@ 25 35 45 55 65 7
0 NS Temperature (°C)

3
EDANS Dabeceyl

Pozn. V pfipadé Dabcylu byla zjisténa neoCekavana schopnost zhaset Siroké spektrum fluoroforu
bez ohledu na miru pfekryvu spekter. Divodem pro toto univerzalni zhaseni je pravdépodobné
vytvareni nefluorescencniho komplexu Dabcylu s fluoroforem.

KazZdopadné je to vyhodné, protoze jedno zhasedlo muze byt pouzito pro celou fadu fluorofordu.
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Vysoka citlivost ,,DNA beacon®

100 |-

80 -

INTENSITY

20

FLUORESCENCE

5’.

TAGGTCTTAACTT-3'

< i

 V pripade, ze dojde k hybridizaci
s DNA, ktera se lisi | pouze
v jednom nukleotidu, nedochazi
k narustu signalu fluorescence.

* VVysoka citlivost
a pomér on/off signalu
v pritomnosti / nepritomnosti
komplementarni DNA.

TAGGTGTTAACTT-3'

TAGGT-TTAACTT-3'
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Pouziti Dabcyl-Fluorescein paru na ,,DNA beacon“ ke sledovani PCR

Pocet molekul

DNA beacon
ve vzorku
10000000
1.0 + o2 1000000
» . & p 100000
S 0.8} 10000 Intenzita fluorescence je
Ll
7 19 pfimo Umérna mnozstvi
w 0.6 o ,
S amplifikované DNA
=
= Qb=
0.2}
il ,.,,;::,,,.-,.:::,,;,;.::: ............ 0
0 B ] 1

0, 1
0 10 20 30 40 50
CYCLE NUMBER
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Hybridizace v sousednich oblastech

Donor beacon Acceptor beacon

Q RT" A .g
FRET @

A/,

WA
Target

Exonb

* Vyhodneé usporadani ke snizeni faleSne pozitivhich
vysledku

* Pouzivaji se dve viasenky

 Jedna vlasenka obsahuje donor a druha akceptor
FRET

Target Exon 7
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e ey seaes, "« Bez cilové DNA jsou oba fluorofory ve viasence
I raer sasen ol Zhaseny
§ VETRAM oo o occepor beocons o o  V pripade, ze dochazi ke spravné hybridizaci
% ;Z 7 e o e it s cilovou DNA, je pozorovan FRET
i 0.6 L ;f:ﬂ « KdyZ se hybridizuje pouze jedna vlasenka, dochazi
% 04 e sice ke zvyseni intenzity, ale nezvysuje se FRET
S 02F o7 , o . . - ,
2 L 0;;5 2 s;ﬁ‘%ﬁ” ] Timto zpusobem je zaruCena specifita analyzy

EMISSION WAVELENGTH (nm)
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Detekce mRNA v zivych bunkach

» Optické a fluorescenéni
zobrazeni ledvinovych
bunek

« Zvysovani intenzity
fluorescence ,DNA beacon”
proti mMRNA pro B-aktin
prokazalo zvyseni
koncentrace mRNA a tedy
zvyseni produkce
B-aktinu
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FISH - fluorescence in situ hybridization

Metaphase chromosomes

NS ﬁﬁﬁm

slide

DNA Probes
I Hybridization

Fluorescence
detection

* DNA ve formé metafazovych chromozomu je vystavena hybridizaci
s fluorescencné znacenou DNA sondou
* DNA sonda ma sekvenci komplementarni k cilové DNA na chromozomu

* Po hybridizaci je ¢ast obsahujici cilovou DNA lokalizovana na zakladé fluorescence
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Fluorescencni deoxyribonukleotidy pro syntéezu FISH DNA sond

N
» /L\\ _COOH
(o) % RJJ
H\N)iCEC—CHz- NH-C—(CHZ)S—NH—g }._L
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FISH priklady

* Chromozomy, které byly hybridizovany s fluorescencné znacenymi sondami
 Chromozomalni DNA byla nespecificky obarvena DAPI
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Radioaktivni sekvenovani

 Prvotni sekvenovani pouzivalo radioaktivné

’ ssDNA of Unknown Sequence '
?IIIIIII[I:IIII: znaceny primer
o —— . "¢ ¢t *Primer byl prodluZzovan podle sekvenovaného
DNA polymerase I ¥ obeled TR retezce DNA polymerazou
it Primer » Ve smési normalnich nukleotidd (ANTP) byl
i T pridan vzdy jeden typ (ddNTP), ktery zabranuje
T G 5’ dalSimu prodluzovani syntetizovaného retézce
= . » Takto vznika smés fetézcu DNA s proménlivou
— : délkou kongici vzdy danym ddNTP
: = s : ; « Kazda reakéni smés pro dany ddNTP byla
3 5 analyzovana v jedné elektroforetické jamce
2 e g * (celkoveé ve 4 jamkach)
= : » Sekvence byla stanovena z polohy pasu
= 63, prislusného ddNTP na gelu
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Schema ddNTP DNA

Fluorescent

Probe
1
O oN O ) Pyrimidine or
I | I S Purine base
‘O—P—O-—P—O—FI’—O—CHZ O

Il I |

O O O 4’ 1)

Phosphate H H Pentose sugar

group - s ddNTP
Not available for = W
phosphodiester bond
formation dNTP
3’ Hydroxy!| group
in DNA

OH

32

* Dideoxynukleotid-
trifosfat ddNTP

*V poloze 3" u ribozy je
zamenena OH skupina
za H, coz zamezuje
dalsimu prodluzovani
retézce DNA
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Fluorescencni znaceni zrychlilo sekvenovani

2 ssDNA of Unknown Sequence

S
Frrrrrrrrerrerrr
6 C 58 7Y G G

DNA polymerase I

+4 ddNTPs

+ 4 fluorescent
ddNTPs

Acrylamide Gel

3¢ 5
Unlabeled
primer

Sequence of Original Strand

» Pouziti 4 fluorescencCnich znacCek
umoznilo pouzit pouze jednu drahu v gelu
k identifikaci vSech Ctyf nukleotidu
=> 4-nasobné zrychleni

* Fluorescencni skenovani umoznilo
dokoncCit projekty sekvenace genomu

celych organismu ve vyrazné kratSi dobé
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Fluorescencni znacky pro sekvenaci

0.6F

0.4} ’ \

ABSORBANCE

A ' A

1.0pF -
0.8} / \

06

FLUORESCENCE

Bk <

: G 480 520 560 600

WAVELENGTH (nm)

Pripojeni znacCky pres acetylénovou trojnou vazbu
VSechny znacky se excituji jednim laserem (488 nm)

A system for rapid DNA sequencing with fluorescent chain-terminating dideoxynucleotides

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 Fluorescencni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Human genome sequence

2 December 1999 l International weekly journal of science

www.nature.com

Goodvibrations

Supplement with this issue

48>

Il

Ll

083057

I

9 #7700,
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THE

HUMAN *
GENOME
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« Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy. Third Edition,
Springer + Business Media, New York, 2006.

 FiSar Z.: FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE
V NEUROVEDACH

http://www1.If1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podekovani

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

Analytické stanoveni
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Figure 1 Light Filters
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Zhaseci konstanta K., z rovnice regrese

‘Stern-Volmeruy graf A

y= 0 2657% + 1

0.2 03 04
Koncantrace akrylamidu (M)

IS.muni.cz/el/1431/podzim2014/C7230/um/9156087/RovniceReqgrese Excel 1.mp4
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