17 Organicka barviva v molekularni biologii

Lidsky genom (kompletni geneticka informace) obsahuje tfi miliardy
nukleotidli, které utvari dvacet dva parll chromozom(l a dva autozomy, kde kazda
tato sekvence DNA obsahuje 50-500 milioni nukleotidl. Organizace a sekvence
DNA je v soucasnosti jednim z nejrychleji se rozvijejicich védeckych oborl. V
soucasnosti existuji dvé techniky, jak stanovit sled jednotlivych nukleotidd v DNA.
Prvni je zalozena na dideoxy terminacni metodé fetézce a druha je zaloZena na
chemickém rozkladu makromolekuly. Tak jako tak, obé& metody vedou ke vzniku
fragmentl DNA, které jsou ukonéeny uréitymi bazemi, a které jsou ,oznackovany“
riznymi fluorescenénimi barvivy. Princip je ten, Ze se na DNA nebo jeji ¢ast plsobi
fluorescenénim barvivem (Ci barvivy - tzv. multicolor technika), které se navaze na
urcité misto v makromolekule a po rozloZzeni makromolekuly na jednotlivé €asti Ize
detekci luminiscence zjistit misto a tim usporadani nukleotiddi v makromolekule.
Jednim z nejvétsich problému teto techniky je mit soubor fluorescenénich barviv pro
znackovani jednotlivych bazi, protoZe se vyzaduje, aby emisni pasy téchto fluorofort
se vyznamné nepiekryvaly. Tento na prvni pohled snadny poZadavek neni tak
jednoduché vyresit, protoze polositka emisniho pasu obvyklého fluoroforu je 40-80
nm. Znamena to, Ze pozZadujeme uzké emisni pasy. Za druhé je nutny pomérné
vysoky kvantovy vyté&zek fluorescence. Tento pozadavek plati pro fluorofor, ktery je
navazan na nukleovou kyselinu.

Pokud chceme pouzit multicolor techniku, to je, Ze souCasné jsme pouZili vice
fluoroford, tak vzhledem k tomu, Ze excitaéni zafeni ma urcitou (jednu) vinovou
délku, je nutné, aby pouzita barviva absorbovala v jedné &asti spektra a s dobrym
kvantovym vytéZzkem fluoreskovala pfi rozdilnych vinovych délkach (bez pfekryvu).
Je velmi obtizné najit fluorofory s velmi velkym Stokesovym posunem. Prikladem
takového fluoroforu je nasledujici cyaninové barvivo (17.1), které ma maximun
absorpce 543 nm (s = 46000 I.mol'1.cm'1) a maximum emise 712 nm.
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Podivame-li se na nukleové kyseliny blize, tak se jedna o makromolekuly
tvoiené retézci spojenych nukleotidd. Podle typu cukerné slozky rozlisujeme kyselinu
deoxyribonukleovou a kyselinu ribonukleovou (obrazek 17-1).
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Obrazek 17-1. Sekvence DNA, nebo RNA

Pro nas je podstatné, Ze v alkalickém prostfedi, napf. plsobenim louhu se ustavi
nasledujici rovnovaha (obrazek 17-2).
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Obrazek 17-2. Acidobazicka rovnovaha fosforeéného zbytku

Pridame-li fluorofor, Cili barvivo, které je kationaktivni (v barvarské nomenklatuie
oznacované jako bazické), napfiklad rhodamin 6G (17.2), dojde k iontové vyméné.
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Maly kaniont Na* je nahrazen velkym planarnim kationtem fluoroforu, ktery diky své
planarité, velkému n-systému a diky vzniku H-vazeb, ma velkou afinitu k nukleové
kyseliné (obrazek 17-3).
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Obrazek 17-3. lontova vyména Na” kationtu za kationt barviva

Velikost molekuly fluoroforu a pocet kladnych naboju, které si nese je velmi
podstatny z hlediska stability molekuly ,nukleova kyselina-fluorofor® coz Ize
dokumentovat tim, Ze napf. molekula ,nukleova kyselina-TOTO-1“ je tak stabilni, Ze
se nerozpadne ani pfi elektroforéze. TOTO-1® je registrovana znacka pro cyaninovy
bazicky fluorofor, ktery ma 4 kladné naboje (17.3).
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Pro porovnani, molekula ,nukleova kyselina-thiazolova oranz® se pfi elektroforéze
rozpadne a nelze proto tuto Cistici techniku v tomto usporadani pouzit.

Velikost molekuly fluoroforu a také pfitomnost &i nepfitomnost naboje je také
dllezitd z hlediska moznosti penetrace barviva skrz bunénou membranu a je
vlastnosti, kterd se také udava u pfislusného fluoroforu (angl. permeant,
impermeant). To lze dokladovat tim, Ze napfiklad akridinova oranz (17.4) buné&cnou
membranou prochazi, zatimco podobny homodimer (17.5) nikoliv.
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Z aplikaniho hlediska je vyhodné, kdyz fluorofor fluoreskuje az po navazani na
nukleovou kyselinu. Toho se dociluje tzv. efektem t&zkého atomu, kdy barvivo pied
aplikaci ma takovou konstituci, Ze aniont, ktery kompenzuje kladny naboj vlastniho
chromoforu ma tézky atom, napf. Br a nejlépe J. Tento zhasi fluorescenci tak
ucinné, Ze kvantovy vytézek fluorescence je < 0,01. Po aplikaci, kdy dojde k iontové
vymeéné se jodidové (nebo bromidové) anionty vymyjou ze vzorku a nova molekula
,Nukleova kyselina-fluorofor* intenzivn& fluoreskuje (kvantovy vytéZzek se Casto blizi
0,9). Napfiklad nasledujici fluorofor (17.6) ve vodé velmi slabé fluoreskuje (636 nm),
ale po navazani na nukleovou kyselinu stoupne jeho fluorescence o 10 rfadi (617
nm).
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Rada fluorescenénich barviv se pouziva pro konformaéni analyzu ,in vivo* a
,in vitro“. Intenzita fluorescence, jeji maximum a vazebna afinita takového barviva
silné zavisi na sekvenci a konformaci parl bazi v DNA.

Napf. barvivo (17.7) rozlisi paralelni a antiparalelni usporadani ¢asti fetézcl v
DNA.

Ethidium monoazid (17.8) navazany na DNA dovoluje mé&fenim zhaseni
fluorescence zjiStovat pomalé reorientacni pohyby.

Psoraleny, napf. (17.9), se pouzivaji pro odhaleni kfizovych a tzv. Z-oblasti v
DNA.
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Akridinovy homodimer (17.10) ma velmi vysokou afinitu k oblastem biomolekuly,
které jsou bohaté na adenosin trifosfat (AT).
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Je-li navazan na DNA ma modrozelenou fluorescenci, jejiz intenzita stoupne oproti

barvivu nenavazanému asi 10* krat. Tento fluorofor zaroves vynika vysokou
fotostabilitou.



Pro detekci interakce dvou proteinovych retézcl se vyuziva pyrenmaleinimid
(17.11).
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Na oba retézce se tento reaktivni luminofor navaze a plati, Ze jsou-li oba fetézce (Cili
pyreny) vzdaleny vice nez 1 nm, potom luminiskuji jako samotny acylovany amino-
pyren, to je 371,5 nm. Ve chvili, kdy se pfibliZzi k sobé& vice, vznikne excimer (dimer v
excitovaném stavu) a maximum luminiscence se bathochromné posune na 470 nm.

DalSi technikou pouzivanou v konformacni analyze je fluorescencni
resonancéni pfenos energie. Spociva v tom, Ze jsou-li na dvou mistech biomolekuly
navazany fluorescenéni donor a fluorescenéni nebo nefluorescenéni akceptor
energie, tak pfi jejich pfiblizeni dojde v excitovaném stavu k pfenosu energie z
donoru na akceptor, pficemz akceptor bud fluoreskuje a méfi se intenzita jeho
luminiscence a nebo akceptor neluminiskuje a méfi se ubytek luminiscence donoru
(zhaSeni fluorescence donoru). Napfiklad:

Donor Akceptor Ro (10'1°m)

fluorescein tetramethylrhodamin 55

Vzdalenost, pfi které je prenos energie 50% je definovana tzv. Foérstrovym
polomérem Ry, ktery zavisi na spektralnich vlastnostech donoru (D) a akceptoru (A).
Uginnost pfenosu je tim vy$si, &m vice se prekryvaji emisni (fluorescenéni)
spektrum donoru a absorpcni spektrum akceptoru, kde plocha prekryvu je dana J(A).
Zaroven zavisi na vzajemné prostorové orientaci D a A. Plati, Ze:

Ro=1[8,8+10%-k*.n* QYp - JOUI"® 107 m/,

kde n je index lomu, k? je dipolovy orientacni faktor (jeho hodnota je v rozmezi 0-4,
k*=2/3 plati pro nahodné orientované donory a akceptory), QYp je kvantovy vytéZzek
fluorescence donoru v nepfitomnosti akceptoru.

Prekryvovy integral je:
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kde ea je absorpEni molarni koeficient akceptoru, Fp je intenzita fluorescence donoru
vyjadiena jako podil celkové (integrované) intenzity fluorescence donoru.

Casto se stane, Ze uréité biomolekuly (&i uréitd mista v nich) jsou slabé
detekovatelné. V takovéem pfipadé lze vyuzit tzv. avidin-biotin nebo antibody-
haptenovou techniku. Ta spociva v tom, Ze se na molekulu (nebo urcité cilové misto,
napf. receptor) napoji biotin, nebo hapten. K tomu slouzi reaktivni biotinylacni Cinidla,
napf. biotin jodacetamid, biotin maleinimid (17.12) (oba thiol-reaktivni).
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Timto zplsobem dostaneme do daného mista velmi specifické usporadani (biotin,
nebo hapten), které jsme schopni detekovat vhodnym avidinovym konjugatem (avidin
se fixuje na biotin) nebo anti-haptenovym ,antibody“ konjugatem (fixuje se na
hapten). Tyto detekéni konjugaty jsou oznackovany fluoroforem, nebo
fluorescenénimi mikrokulickami (latexové), enzymy, nebo pouhymi barvivy. Tato
pomérné komplikovana detekce se pouziva z nékolika davodd. Za prvé
nizkomolekularni reaktivni ¢inidla (které bychom mohli navazat na plvodni
biomolekulu pfimo) maji svoje omezeni a to v nespecificnosti plsobeni, za druhé by
mohlo dojit k vysrazeni biomolekuly, ¢i zméné funkce znackovaného receptoru. Asi
hlavni diivod ale spociva v tom, Ze na jednu biotinovou jednotku mizeme fixovat
detekéni avidinovy konjugat, ktery mize mit ve své molekule vice fluorescencnich
molekul a znasobovat tak detekéni signal.

Schopnost avidinu fixovat se na biotin je znama pomérné dlouho (rok 1970).
Jedna se o protein izolovany z vaji¢ek, jehoZz totalni sekvence byla jiz stanovena (viz
Merck Index).

Velmi zajimavou skupinou tzv. ,caged probes“ (caged pfeloZzeno uzavien v
kleci) jsou fotoaktivovatelné slouéeniny, které zableskovou fotolyzou uvolfiuji
kontrolované v ¢ase a misté biochemicky aktivni produkt (slou€eninu), ktera pred
ozafenim neni aktivni. Pro tyto U€ely existuji ,uzaviena fluorescencni barviva“, ktera
fluoreskuji az po ozareni (fotoaktivace fluorescence). Nebo se uvolni specifické
slougeniny, které pak mohou napf. detekovat mnozstvi Ca”* (je zajimavé, Ze
rakovinové buriky vykazuji zvySeny obsah téchto kationtll)) pH, membranovy
potencial, neuronové prenosy, apod..

Rada téchto fotoaktivovatelnych slougenin je zaloZzena na o-karboxy-2-
nitrobenzylovem zbytku. Tato skupina zajisti dobrou rozpustnost ve vode, velkou
rychlost fotopfemény (us) s vysokym kvantovym vyt&Zkem (0,2-0,4) a biologicky
neaktivni vedlejSi fotoprodukt. Fotoaktivacni vinové délky této skupiny jsou v UV
oblasi (max. 360 nm) s maximem absorpce 260 nm. Napfi. fotoprodukt
fotochemického s§té&peni (obrazek 17-4) ma o 12,5 fadll mensi chelatacni Ucinnek
Ca* iontti nez vychozi nitrofenylderivat tetraoctové kyseliny.
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Obrazek 17-4. Fotolyza slou€eniny s chelataénim uc¢inkem

Naopak diazo-2 vykazuje velmi nizkou afinitu k Ca®" iontim, ale po ozafeni UV
svétlem se jeho afinita zvy€i v fadu 30-ti nasobné. Do bunék je mozno jej
mikroinjektovat jako K" sl a nebo ve formé esteru (17.14). Fotolyzované diazo-2
vaze volné Ca** ionty v prlibéhu milisekund.
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Oxid dusnaty (NO) hraje dullezitou roli v regulaci jistych biochemickych
procest, jako napf. regulator tlaku krve, pfenos signalu mezi neurony, apod.. Jelikoz
polocas zZivota NO je asi 5 sekund, Ize provadét jen omezeny pocet pokusu. Jednou
z moznosti je uvolfiovat NO fotolyzou slou€enin typu (17.15), které fotolyzou UV

zarenim uvoliuji NO.
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Dal$i moznosti jsou fotolabilni enzymatické ihibitory, aktivatory pfenosli mezi
neurony (obrazek 17-5).
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Obrazek 17-5. Uvolnéni |-glutamové kyseliny fotolyzou inaktivni slou¢eniny

Dokonce existuji svétlem aktivovatelné léky, napf. kardiotonikum dopamin (obrazek
17-6).
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Obrazek 17-6. Uvolnéni dopaminu fotolyzou inaktivni slou¢eniny

Dulezitou (a ¢asto negativni) roli hraje v organismu singletovy kyslik. Doba
Zivota singletového kysliku (4,4 us) je dostatecné dlouha na to, aby pronikl do bunék
a plsobil v nich. Pokud chceme singletovy kyslik generovat, pouzijeme
halogenované derivaty fluoresceinu. Pro detekci singletového kysliku Ize pouZit napf.
anthracen-9,10-dipropionovou kyselinu (silné fluoreskuje), ktera oxidaci pfechazi na
nefluoreskujici endoperoxid (obrazek 17-7).
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Obrazek 17-7. Detekce singletového kysliku

Jinou moznosti je generace chemiluminiscence, napf. fosfolipidické hydroperoxidy
Ize detekovat chemiluminiscenci luminolu (17.16), i kdyZ sdm o sobé& neni vhodny
pro pouziti v Zivych bufkach.
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Podobné Ize v biochemickych aplikacich nalézt fluorescenéni indikatory Zn2+,
Mg®*, K*, Na*, CI', pH indikatory. Jako posledni v této kapitole probereme indikatory
membranového potencialu. Jedna se o slouéeniny, jejichZ fluorescence je citliva na
zménu napéti, napf. styrylové barvivo (17.17). Toto barvivo nefluoreskuje ve vodném
roztoku, ale navaze-li se na fosfolipidickou membranu pak absorbuje pfi 475 nm a
emituje svétlo vinové délky 617 nm.
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Velmi se také pouzivaji cyaninova barviva, napf. (17.18), které ztraci az 98%
fluorescence, stoupne-li polariza¢ni potencial na 100 mV.
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