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Jev anizotropie

Jestlize dochazi k excitaci svéetlem
kmitajicim v jedné rovine, emise
fluorescence se Casto stava polarizovanou.
Uroveri polarizace emise je popsana
veliCinou anizotropie (nestejnorodosti).
Latky, které vykazuji urcity stupen
nestejnorodosti, emituji polarizovanou
fluorescenci.

Co zpusobuje, ze je emitované svétlo
polarizované? 2



Dipolové momenty prechodu

== Absorpce
=== Emise

+ Dipoélovy moment prechodu je kvantové mechanicka zalezitost.
Neni skuteCnym dipélovym momentem. Je dan okamzitym stavem
elektronoveého obalu molekuly. Velikost dipdlového momentu prechodu udava
schopnost daného stavu molekuly absorbovat nebo emitovat svétlo. Smér
dipélového momentu pfechodu udava smer, ve kterém je svétlo molekulou
nejlépe absorbovano nebo emitovano.

* Molekuly prednostné absorbuji zareni, jehoz elektricka slozka kmita ve stejné
roviné jako je absorpéni dipélovy moment prechodu elektronu do vysSi
energetické hladiny.

* Molekuly prednostné emituji zafeni ve stejné rovine jako je emisni dipdélovy
moment prechodu elektronu do nizsi energetické hladiny. 3



Fotoselekce

Je-li roztok fluoroforu
excitovan linearné
polarizovanym zarenim,
potom budou excitovany
pouze ty molekuly, které
maji nenulovy prumét svého
absorpcniho prechodoveho
momentu do smeru
polarizace budiciho zareni
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Anizotropie fluorescence
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Intenzita fluorescence

Z teorie depolarizace fluorescence vyplyva, ze intenzita fluorescence
pozorovana pomoci analyzatoru, ktery je otoCen o uhel oo od sméru
rovnobézne polarizace je
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" PFi jakém Uhlu natoceni jakem uhlu natoceni
polarizatoru oo muzeme zmeérit

..celkovou intenzitu fluorescence?

 Celkova intenzita fluorescence
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Celkovaintenzita se mé&fi pri.

» Celkova intenzita I(t) = |, (t) + 2 1,(t)
nezavisi na rotacnim pohybu fluoroforu a
meri se pod ,magickym” uhlem 54,7°



Casova zaws\osf po\arlzovane

a pro casovou zavislost anizotropie plati
r(t) = (3 cos? y(t) — 1)/5

kde v je - uhel dipdlové reorientace v Case od 0 do t
- Uhel mezi dipélovym momentem absorbce a emise

T
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Dipélové momenty
== Absorpce

== [Emise 9



Maximalni hodnota anizotropie

(3cos” ¥ —1)
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« Ze vztahu plyne, ze za nepritomnosti depolarizace (napr. ve
zredenych zmrzlych roztocich za nepritomnosti depolarizacnich
mechanismu a za predpokladu, Ze jsou pfechodové momenty
absorpce a emise rovhobézné) je mezni hodnota anizotropie
fluorescence buzené polarizovanym zarenim dana pouze
fotoselekci.

"% = 2/5 = 0.4
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Mereni anizotropie pri ustalené fluorescenci

Anizotropie - meri polarizovanou emisi

Polarizator je na draze excitacniho svetla a dela
Z nej rovinne polarizované

Polarizator (analyzator) je na draze emitovaného
svetla — fluorescence

Meéri se intenzita fluorescence ve vertikalnim
(VV) a horizontalnim smeéru (HH)

Ze zmerenych intenzit se vypocita hodnota

anizotropie <r> _
P [VV ]VH

T =
[VV+2'[VH 11
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Anizotropie
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G faktor — charakteristika pFistroje
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Interakce Erotein-DNA
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Sledovani vytvareni dimeru
—————————————————————————————
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Sledovani rozpletani DNA
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Vazba represoru na DNA

TRP represor se po aktivaci sitiminttmth it
tryptofanem Véze na DNA a 3 TAGCTTGATCAATTGATCATGCGTT S
. ’ [Trp]ltmMm)
kontroluje syntézu tryptofanu. 017 F — = /
Po vazbé TRP na fluoresenéné . 01 ENEES I
v v o 4.00
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Casove rozlisena anizotropie
fluorescence

« Meéreni Casove rozlisené anizotropie fluorescence pfri
pulznim buzeni poskytuje mnohem vice informaci o
rotacnich pohybech fluoroforu, nez ustalena
fluorescence.

- Ustalena fluorescence poskytuje zprumérované hodnoty
merenych parametru a pro jejich interpretaci je nutno
provadét fradu méreni pfi riznych teplotach; oproti tomu
metodou Casove rozlisené polarizace fluorescence
ziskame potrebne udaje jiz z meéreni pri konstantni
teplote.

* PTFi pouziti metody Casove rozliSene anizotropie
fluorescence se méri Casové zavislé slozky intenzity [, (t)
a |,(t). Celkova intenzita I(t) = I, (t) + 2 | (t) pritom
nezavisi na rotacnim pohybu fluoroforu a méfi se pod
,magickym” uhlem 54,7°
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—
Jake informace muze dat casove

rozlisena anizotrogie fluorescence?

« Pokud jsou doba dohasinani fluorescence t a rychlost molekularni
reorientace srovnatelné, potom bude polarizace fluorescence modulovana
molekularnim pohybem a analyza Casové zavislosti emisni anizotropie
bude poskytovat informaci o anizotropii systému, v némz se fluorofor
nachazi.

« Mérfeni polarizace fluorescence poskytuje informace o molekularni orientaci
a pohyblivosti a procesech, které je moduluji, napr.:

interakce protein-DNA
interakce ligand-receptor
flexibilita biopolymeru
fluidita membran
proteolyza

kontrakce svall

N o bk =

aktivita proteinkinaz 20



perrlnova rovnice pro vzfa” anlzofrople d

r 4

<pr> 1

o 1+ %

r, anizotropie v case 0

t doba dohasinani fluorescence

¢ rotacni korelacni Cas — popisuje rotaci molekul
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'Kdy nam muze dat Gasové rozlisena

anizotropie informaci o pohybu

7=10 ns

¢=01ns  <I"> 5 00009
¢~ 10 ns o : 0.5
¢;= 1000 ns o 0.99

Kdyz se pohyb molekul deje v Case srovnatelném s dobou dohasinani

fluorescence
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pOUZIEI Perrlnovy rovnice pro

<r> 1 kTt

= =14+6D 7 =1-

S

r, anizotropie v case 0

T doba dohasinani fluorescence

¢ rotacni korelacni Cas

D, rotacCni difuzni konstanta

V objem molekuly

n Vviskozita prostredi

k Boltzmanova konstanta (=1.38 .10-23JK-1)

T absolutni teplota 23



Casova zawslosf JE SlOZIEejSI pro
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Meéereni casove rozlisene

%

Pulsed
Excitation

InI(t)

Emission
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Vzorek je excitovan kratkym
pulzem s trvanim mnohem kratSim

nez doba dohasinani 7

Zmefri se dohasinani celkové
intenzity pfi natoCeni polarizator
pod magickym uhlem

Zmeri se dohasinani intenzity pfi
rovnobézné natoCenych
polarizatorech

Zmefri se dohasinani intenzity pfi
kolmo na sebe natoCenych
polarizatorech

Podle vztahu pro vypocet
anizotropie se krivky slozi a ziska
se Casova zavislost anizotropie
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 Zavislost anizotropie je vypoctena z Casove zavislosti vertikalne a
horizontalné polarizovane emise.

« V pripade, ze jsou absorpCni a emisni momenty prechodu
rovnobézne, je pocatecCni anizotropie r,=0.4

« Horizontalone polarizovana emise klesa pomaleji
26



Zmena rofacm”o Rorelacnllio Casu

 Casové zavislosti
anizotropie
fluorescence lze
pouzit pri sledovani
zmeny dynamiky
systemu molekul

e Sledovani
multimerizace
fosfofruktokinazy
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Flexibilita DNA

e Jak zavisi ohebnost DNA
na okolnich podminkach?

« Jaky je nejmenSi prumér
poru, kterym muze DNA
projit 7

http://www.ks.uiuc.edu/Research/nanopore/
PICTURES/ds2.0-V3.2.mpg




“"Sledovani pohybu DNA po
nterkalaci E{E

03} W
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Ethidium Bromide
in Chromatin

ANISOTROPY
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* Po zvyseni iontove sily (Carkovane) dochazi ke zpevneni
struktury DNA

* Prvni Cast krivky dohasinani fluorescence popisuje torzni
pohyb DNA

+ Pozd8jsi gast kfivky popisuje ohyb DNA struktur 29
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rovinani mereni ustaliene a casove

Ustalena Casove rozlisena
Vice informaci!
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Podekovani

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