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Fluorescence a fluorofory
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Schéma konvenc¢niho fluorescen¢niho mikroskopu

-Na fluorescencné znaceny

vzorek dopada pouze svétlo o FLUORESCEN C N I A
vinovych délkach excitujicich ~ MIKROSKOPIE 2
dany fluorofor. U

-Do okularu prochazi pouze okular ~ —

sveétlo emitované fluoroforem. |

-Lze aplikovat vice riznych |
fluorofort na jeden vzorek.
Potom je moZno studovat 1
vzajemne postaveni téchto
struktur v ramci jedne¢ bunky. ZDROJ
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Konfokalni mikroskopie
Hlavnim ptinosem konfokalniho typu mikroskopu je omezeni svétla které je mimo
fokus. To umoznuje ,,roziezat* objekt pomoci svételného paprsku, snimat serie obrazki
a posléze rekonstruovat 3D obraz objektu. Nasledujici schéma popisuje fluorescencni

konfokalni mikroskop.

- Svételny  (laserovy) paprsek
dopadajici na objekt je fokusovan do
mal¢ho bodu na objektu.

- Smés reflektovaného a
emitovane¢ho svétla je zachycena
c¢ockou a je skrze dichroické zrcadlo
(Stipa¢ paprsku) fokusovana na
fotodetektor. Dichroické zrcadlo
vSak nepropusti reflektované svétlo
(excitujici) nybrz pouze emitované
svétlo.

- Pied fotodetektorem se nachazi
konfokalni apertura (Stérbina) skrze
kterou prochazi pouze emitované
svétlo a pouze z mista fokusu.
Ostatni paprsky emitované¢ho svétla
se odrazeji pryc¢.
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onfokalniho mikroskopu
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Princip spinning-disk konfokalniho mikroskopu
Spinning Disk Microscope Configuration
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Multifotonova konfokalni mikroskopie

Béhem snimani pomoci konfokalniho mikroskopu dochazi k excitaci fluoroforu velmi
silnym zdrojem svétla - laserem. To vede k rychlému vysviceni fluoroforu nejen v
misté snimani, ale téZ v mistech kudy paprsek prochazi k mistu fokusu. Multifotonova
mikroskopie je zaloZena na principu snimani pomoci svétla jehoZ energie je priliS nizka
pro excitaci fluoroforu. V misté fokusu vSak dochazi k setkdni dvou nebo tti
nizkoenergetickych paprski (fotonll) a scitajici se energie se stava dostateCnou pro
excitaci daneho fluoroforu. K excitaci dochazi tedy pouze v misté fokusu.

1 photon excitation 2 photon excitation

TV,

focal plane
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GFP - green fluorescent protein

Aequoria victoria




Vlastnosti GFP

Protein o délce 230 aminokyselin
Molekulova hmotnost 27-30 kDa
Excitace 390-470 nm, emise cca 509 nm

Fluorofor:

Beta-barelova struktura: 11 antiparalelnich beta
fetézcll, uprostied se nachazi alfa-helix s
chromoforem. Fluorophore of GFP
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GFP v rostlinném organizmu

Rostliny v DNA sekvenci GFP myln¢€ rozeznavaly intron a ten vystépovaly. Vysledné

GFP bylo nefunk¢ni.

Nutna optimalizace uZziti kodoni.
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Mutace GFP

Cilem mutacnich tprav bylo a je:

.

2
3.
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optimalizace uziti kodon,
optimalizace teplot pro maturaci (Phe64Leu)
urychleni maturace

posun excitatnich a emisnich spekter do Cervené
casti spektra (S65T — tzv. EGFP)

navySeni intenzity fluorescence

zabranéni opligomerizaci atd.
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Mutace GFP

Excitation

EBFP ECFP EGFPF  EYFP DsRed

100 4

vznika z GFP mutaci Thr203Tyr a dalSimi
nutnymi mutacemi. Je charakteristicky jesté
delsim posunem do Cervené oblasti.

804

60

Excitation

A0 4

204

BFP vznikd z GFP mutaci Tyr66His(Trp). Spise
slabé fluorescencni, nutn¢ dalsi upravy molekuly.
Velmi kratka excitaéni vlnova délka cytotoxicka.
Pouzivané hlavné pro dvojité znafeni nebo pro
studie FRET. B | Emission
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EBFP ECFP EGFP EYFP DsRed

je ,cyan® (modrozeleny) chromofor, je
oproti BFP posunut ve sméru cervené Casti
spektra a je excitovan vlnovymi délkami které
jsou pro buiiku meéné toxicke. Pouzivan ve FRET
studiich s chromoforem.

Emission

S 4w 45 5% 515 G G5 105

Wavelength (nm)



Nova generace fluorescencnich

proteinu - mFruits
dsRedFP izolovan z motské sasanky Discosoma striata. Mensi jasnost, ¢asto oligomery,
agreguje. [zolovany dalSi RFP z jinych motskych zivocichu.

Excitation Emission
Maximum Maximum

Protein Color (nm) (nm)

mPlum far red 590 649

E2-Crimson far red 611 646

mRaspberry far red 598 625 GEP o WRFPidorived  Evohediy st
HoRed? farred 588 =
mCherry red 587 610

mStrawberry red 574 596 — ' ' ' ' ' ' ' v

AsRed2 red 576 592 " 5}]. <333 s 3
DsRed-Monomer  red 557 592 T D 5 % s 2 % s

DsRed2 red 563 582 5 §°°° 3%

tdTomato red 554 581

DsRed-Express2 red 554 591

DsRed-Express red 554 586

mOrange2 orange 549 565

mBanana yellow 540 553



ous GFF and GFP-like proteins from Tsien k&b
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Press Release

8 October 2008

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the Nobel

Prize in Chemistry for 2008 jointly to

Osamu Shimomura, Marine Biological Laboratory (MBL), Woods Hole, MA,
USA and Boston University Medical School, MA, USA,

All Nobel Pr

Martin Chalfie, Columbia University, New York, NY, USA
and

Roger Y. Tsien, Howard Hughes Medical Institute, University of California, San
Diego, La Jolla, CA, USA

"for the discovery and development of the green fluorescent protein, GFP".
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http://en.wikipedia.org/wiki/Green_fluorescent protein




Vyuziti fluorescencnich proteinu jako
molekularni fluorescencni znacky

Fuzni proteiny

Vyhody

Pozorovani dynamiky proteinovych struktur v Ziveé buiice bez nutnosti fixace
MozZnost uziti inducibilnich promotort a tedy indukovat tvorbu flznich jen
v urcitém Case

Nevyhody

Faze se milize projevit v nefunkénosti fizniho proteinu

Fototoxicita modrého kratkovinneého svétla pouzivaného pro excitaci BFP



FRET:

Fluorescence resonance energy transfer
(nékdy téz Forster resonance energy transfer)

Metoda pro méreni nanometrovych vzdalenosti a jejich zmén mezi molekulami in vivo i
in vitro.

Zakladni podminky pro FRET:

1. Donorovy a akceptorovy fluorofor. Absorpcni spektrum akceptoru se musi
prekryvat s emisnim spektrem donoru.

Donor J(A) Acceptor
fluorescence absorption

Wavelength (1)

2. Donorovy a akceptorovy fluorofor musi byt velmi blizko u sebe, aby doSlo k FRET
(vétSinou 10-100 A).

Natue Structural Biology 2000: 7(9) 730-734



FRET:
Fluorescence resonance energy transfer

Uginnost pfenosu energie (E) se Fidi podle vzorce
E=1{1+(R/R,)¢},

kde R, je vzdalenost mezi fluorofory, pfi které je 50% energie predano (tedy 50%
excitovanych donorovych molekul je deaktivovano diky FRET). Zavisi na spektralnich
charakteristikach fluorofort a jejich vzajemné orientaci.

Zname-li R, a méfime-li E, je mozné stanovit vzdalenost mezi molekulami. Obecné Ize
takto stanovit spiSe zménu vzdalenosti mezi molekulami, nebot E zavisi také na
orientaci molekul a dalSich faktorech.

Priklady fluoroforu tvoricich pary pro FRET:

GFP a jeho derivaty (zvlasté ECFP a YFP)

Coumarin — derivat fluoresceinu

Cyaninové barvy (Cy5, Cy5.5, Cy7) — vhodné pro méfeni vzdalenosti >100 A (R, je velké)

Chelaty lanthanoidd — organické fluorofory



FRET:
Fluorescence resonance energy transfer
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FRET:
Fluorescence resonance energy transfer

360 nm

Fig. 1 GFP based FRET was used to measure conformational changes in
myosin upon ATP binding and hydrolysis. Figure modified from ref. 4
with parmission.

Fig. 2 FRET constructs for measuring intracellular calcium. Cyan fluoras-
cence protein labeled calmodulin and vellow fluorescence protein
labeled calmodulin binding pepticde (M13-YFP) were coexpressed. High
Ca* |ewvels (right) lead to binding and FRET emission of ¥FP (pseudo color
redl; lows Ca® levels {left) lead to little FRET and mostly blue emission
(pseudocolor green). Figure from ref. 5 with permission.

Natue Structural Biology 2000: 7(9) 730-734



FRAP:
Fluorescence recovery after photobleaching

# .__.-F - e
[~
Metoda vyvinuta puvodné pro lateralni difGzi molekul v membranach. 5,#-‘—”"'4
-."'-.___ - II
Cell “«\*'“"" o
Princip FRAP: ¥ Photobleach
Fluorescenc¢ni molekula je fuzovana se zkoumanym proteinem T T
, . e # r “\_‘q_ b
nebo membranovymi lipidy. | - )
3 |.
Po ozafeni vybraného mista excitaCnim svétlem je fluorescence ~— j
molekul vysvicena. T r
]
Pozorujeme znovuobnoveni fluorescence ve vysviceném miste, i Recovery
které svédcCi o lateralnim pohybu molekul v membranach, kontinuité e .r____;w.
membranovych organel (ER nebo GA), turnoveru zkoumanych [ ~
molekul nebo transportu molekul (cytoskelet). A |

http://microscope.olympus.com/contentsDB/01world/01reseach/a_appli/17/contents.html



FRAP:
Fluorescence recovery after photobleaching
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Praktikov¢ ulohy

1. Endomembranovy systém

2. Cytoskelet

3. Jadro




1. Endomembranovy systém

A. Vizualizace ER, GA, vakuol, peroxisomu. Popis struktury a dynamiky
B. Demonstrace role cytoskeletu v dynamice endomembranovych organel
C. Studium transportu v ramci sekretoricke drahy

D. Role peroxisomu v oxidativnim stresu

Teoreticka ptiprava na praktikum:

* Sekretorickd draha, organely sekretorické drahy, definice, funkce jednotlivych
organel, struktura organel.

* Role cytoskeletu v pohybu organel, mechanismus pohybu cytoplazmy
* Regula¢ni mechanismy kontrolujici transport v ramci sekretorické drahy

* Mechanismus ucinku: brefeldin A



2. Cytoskelet

A. Vizualizace aktinu a mikrotubulu. Popis struktury a dynamiky

B. Popis mikrotubularniho cytoskeletu v difizné rostoucich bunikach, organizace
mikrotubull v bunikach s riznymi tvary

C. Role mikrotubuli v dé€leni jadra a bunky — zmény MT v pritbéhu bunééneho cyklu
D. Demonstrace role mikrotubulll v syntéze bunécné stény a udrzeni tvaru bunék
E. Demonstrace role aktinového cytoskeletu v pohybu organel

Teoretickd ptiprava na praktikum:
» Struktura a zékladni funkce mikrotubularniho a aktinového cytoskeletu v rostlinné bunce

* Vysvétleni, co znamena dynamika rostlinneho cytoskeletu
* Slozeni bunééné stény a jeji mechanicke vlastnosti
* Mechanismus u¢inku: latrunkulin B, oryzalin, isoxaben.

*Co je mutace procustel? Jaky je fenotypovy projev této mutace?



3. Jadro

A. Vizualizace jader pomoci riznych technik
B. Vizualizace fazi mitdzy

C. Demonstrace struktury jader v diferencovanych bunkach, pohyb jader

D. Déleni jadra

Teoreticka priprava na praktikum:
* Struktura a zékladni funkce jadra

* Faze bunécného cyklu a mitdzy
» Jaderny obal a transport mezi jadrem a cytoplazmou
* Mechanismus ucinku: leptomycin B

* Princip vizualizace pomoci barviva Hoechst 33258, SYTO barviva (web praktika)



