Studium vazby molekul za pouziti anizotropie fluorescence

Zména anizotropie fluorescence je pouzivana pii popisu vzajemné interakce molekul.

V ptipadé, Ze se fragment DNA s fluorescencni zna¢kou voln¢ pohybuje (rotuje) v roztoku, je
pozorovana anizotropie relativné nizka. V ptipadé, Ze dojde ke vzniku komplexu DNA a
proteinu, dochézi k vyraznému snizeni pohyblivosti DNA s fluorescencni znackou, coz ma za
nasledek zvySeni anizotropie fluorescence. Takto zména anizotropie popisuje miru interakce
DNA a proteinu.
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Material

Fragment DNA (GTTTAGG)4 zna¢eny Rhodaminem Red X (Aex = 572, Aem= 591 nm)
Roztok proteinu (Myb DNA vazebna doména, MW = 11 kDa)

Pufr P (200 mM NaCl, 50 mM fosfat sodny, pH 7.0)

Spektrofluorometr vybaveny polarizatory pro méfeni anizotropie fluorescence
Mikrokyveta s magnetickym michadlem

L3

Postup

Ptipravit 1.4 mL roztoku fluorescencné zna¢eného fragmentu o koncentraci 20 nM v pufru P
Roztok ditkladné promichat a ptfenést do kyvety.

Zm¢éfit anizotropii fluorescence pii Aex = 572 nm, Aeyy = 591 nm, Sitka Stérbin 8/8 nm. Méteni
zopakujte 5X a zaznamenejte pramérnou hodnotu.

Ptipravit roztok 100pL proteinu o zasobni koncentraci 100 uM v pufru P a z néj natedit
200 pL roztoku proteinu o koncentraci 10 uM v P pufru.

Postupné pridavat 10 uM roztok proteinu tak, aby celkovy objem ptidaného roztoku byl 1, 2,
5,10, 20, 50, 100, 200 pL a po kazdém ptidavku métit hodnotu anizotropie fluorescence.



Postupné ptidavat po alikvotech 100 uM roztok proteinu tak, aby celkovy objem piidaného
roztoku byl 20, 50, 80 uL a po kazdém piidavku métit hodnotu anizotropie fluorescence.

Provést upravu hodnot anizotropie na zménu objemu po ptidavku roztokd proteinu.
Vynést zavislost hodnot anizotropie fluorescence na koncentraci ptidaného proteinu.

Analyzovat kfivku vazby proteinu a stanovit disocia¢ni konstantu Kd.
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Obr. 1. Zavislost anizotropie fluorescence znaceného fragmentu DNA na koncentraci
proteinu.



