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Energeticky digram
Doplrite diagram a srovnejte dé&je podle parametrii v pFiloZené tabulce:
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Energeticky digram
Doplrite diagram a srovnejte dé&je podle parametrii v pFiloZené tabulce:
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Ulohy na rozjezd - rozhodnéte o pravdivosti ndsledujicich
tvrzeni

@ Molekuly schopné fluorescence jsou obvykle rigidni aromatické slouceniny s
omezenou vibraéni svobodou.
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Ulohy na rozjezd - rozhodnéte o pravdivosti ndsledujicich
tvrzeni

@ Molekuly schopné fluorescence jsou obvykle rigidni aromatické slouceniny s
omezenou vibragni svobodou.

@ Fosforescence oznaluje emisi fotonu ze stavu o multiplicité jedna.

© Rotaéni korela¢ni &as je mensi pro objemnéjsi molekuly ve viskéznéjsim
prost¥edi.

@ P¥itinou Stokesova posunu je nezafiva vibraéni relaxace.

@ Totozné fluorescenéni spektrum je pozorovano nezavisle na vinové délce
excitaéniho zafeni.

O Resonanéni pfenos energie (RET, FRET) predpoklada reabsorpci fotonu mezi

donorem a akceptorem.
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omezenou vibraéni svobodou.
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Totozné fluorescenéni spektrum je pozorovdno nezdvisle na vinové délce
excitaéniho zafeni.

Resonantni prenos energie (RET, FRET) predpoklddd reabsorpci fotonu mezi
donorem a akceptorem.
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Doba Zivota fluorescence zavisi nepfimo Umérné na sumé rychlostnich
konstant za¥ivych i nezafivych d&ja.
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Ulohy na rozjezd - rozhodnéte o pravdivosti ndsledujicich
tvrzeni

@ Molekuly schopné fluorescence jsou obvykle rigidni aromatické slouceniny s
omezenou vibragni svobodou.

Fosforescence oznaluje emisi fotonu ze stavu o multiplicité jedna.

Rotalni korelalni ¢as je mensi pro objemné&jsi molekuly ve viskéznéjsim
prost¥edi.

P¥itinou Stokesova posunu je nezafiva vibraéni relaxace.

Totozné fluorescenéni spektrum je pozorovdno nezdvisle na vinové délce
excitaéniho zafeni.

Resonantni prenos energie (RET, FRET) predpoklddd reabsorpci fotonu mezi
donorem a akceptorem.

Doba Zivota fluorescence zavisi nepfimo Umérné na sumé rychlostnich
konstant za¥ivych i nezéfivych déjd.
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Pro mérfeni anizotropie emisniho signdlu se pouZiva cirkuldrné polarizovaného
excitaéniho zaveni.
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Uloha 1

Ke strukturdm uvedenych fluorescen&nich sond ptifad'te zkratky a biochemickou
aplikaci
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Ke strukturdm uvedenych fluorescen&nich sond ptifad'te zkratky a biochemickou
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Uloha 2: Fluorescen&nf metody

P¥itad'te vhodnou strategii vyuZivajici fluorescenéni spektroskopie k ndsledujicim
tloham:

A) M&Feni hydrodynamického polomé&ru proteinu.

B) DNA hybridizace.

C) Lokalizace Trp residua (na povrchu &i v nitru proteinu).

D) Zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin v biomembrang.
E) Urgeni asocia&ni konstanty dimerizace eosinu.



Uloha 2: Fluorescen&nf metody

P¥itad'te vhodnou strategii vyuZivajici fluorescenéni spektroskopie k ndsledujicim
tloham:

A) M&Feni hydrodynamického polom&ru proteinu. anizotropie znatky-korela&ni &as
B) DNA hybridizace. FRET

C) Lokalizace Trp residua (na povrchu & v nitru proteinu). zhdseni, Stokesiv
posun

D) Zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin v biomembrang.
viskozita-anizotropie DPH

E) Ur&eni asocialni konstanty dimerizace eosinu. emise excimeru
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Uloha 3: FRET

Pokuste se interpretovat fluorescenni experiment provedeny na komplexu
proteinkindzy, tvoFené dvéma katalytickymi (C) a dvéma receptorovymi
Jednotkami (R). Obé& jednotky jsou oznaceny fluorescenénimi znac¢kami: jednotka
C fluoresceinem (Fl) a jednotka R rhodaminem (Rh). V nativni formé& R, G, Ize
detekovat FRET. Urlete smér pFenosu a vysvétlete viiv pfidavku cAMP a

inhibitoru PKI na podobu spektra.
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Uloha 3: FRET

Pokuste se interpretovat fluorescenni experiment provedeny na komplexu
proteinkindzy, tvoFené dvéma katalytickymi (C) a dvéma receptorovymi
Jednotkami (R). Obé& jednotky jsou oznaceny fluorescenénimi znac¢kami: jednotka
C fluoresceinem (Fl) a jednotka R rhodaminem (Rh). V nativni formé& R, G, Ize
detekovat FRET. Urlete smér pFenosu a vysvétlete viiv pfidavku cAMP a
inhibitoru PKI na podobu spektra.
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Uloha 4: Kinetické parametry fluorescence

Eosinovy flourofor je charakterizovan kvantovym vytézkem 0.65 a dobou
zivota fluorescence 3.1 ns. Vypoc&téte rychlostni konstantu zafivého,
nezafivého prechodu a vlastni dobu Zivota fluorescence.



Uloha 4: Kinetické parametry fluorescence

Eosinovy flourofor je charakterizovan kvantovym vytézkem 0.65 a dobou
zivota fluorescence 3.1 ns. Vypoc&téte rychlostni konstantu zafivého,
nezafivého prechodu a vlastni dobu Zivota fluorescence.

Rychlostni konstanty:
r= 03'% =0.21 ns7 !, ke = % — [ = 3% —0.21 =0.11 ns!




Uloha 5: Perrinova rovnice

Za predpokladu exponencialniho poklesu intenzity /(t) a anizotropie r(t)
fluorescenéniho signalu odvod'te vztah mezi anizotropii r, dobou Zivota 7 a
rotaénim korelaénim &asem 6. P¥i vypoctu vyjdéte z definice Easové
vazeného praméru anizotropie r:

f0°° r(t)I(t)dt

r= Joo° 1(t)dt

N YT



Uloha 5: Perrinova rovnice

Za predpokladu exponencialniho poklesu intenzity /(t) a anizotropie r(t)
fluorescenéniho signalu odvod'te vztah mezi anizotropii r, dobou Zivota 7 a
rotaénim korelaénim &asem 6. P¥i vypoctu vyjdéte z definice Easové
vazeného praméru anizotropie r:

- f0°° r(t)I(t)dt
= T (nde




Uloha 6: FRET

Lidsky sérovy albumin obsahuje jediné Trp residuum

na pozici 214. Vzorek byl kovalentné oznacen na :: s | -
Cys 34 athranilovym fluoroforem. Férsterova ~ / ]
vzdalenost R, pro FRET p¥enos z Trp na anthranoyl B i 1¢
je 30.3A. Za pouziti emisniho spektra vypottéte gor | ;1 8
vzdélenost mezi obéma aminokyselinami v molekule. £ °°f { 18
Pro rychlostni konstantu rezonanéniho prenosu plati < °7 |/ ] :
krer =T (%)6. ot N 3
260 340 420

WAVELENGTH (nm )



Uloha 6: FRET

Lidsky sérovy albumin obsahuje jediné Trp residuum

na pozici 214. Vzorek byl kovalentn& oznaten na :: o A
Cys 34 athranilovym fluoroforem. Forsterova ~ (RS
vzdalenost Ry pro FRET ptenos z Trp na anthranoyl l g : ] g
je 30.3A. Za poutziti emisniho spektra vypottéte ¢ | )
vzdalenost mezi ob&ma aminokyselinami v molekule. £ °7 | | [ ] 3
Pro rychlostni konstantu rezonanéniho pfenosu plati < S 1 %
krer =T (%)6. or v .\‘\\_\; 18
260 340 420

WAVELENGTH (nm )

r r°

-
I+krer — r+r(&)6 Rg+r5
Kvantovy vytéZek ® pro vinovou délku 340 nm: emise albuminu s
akceptorem/emise volného albuminu=0.2/0.55
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Uloha 6: Dipolarni interakce - test orientaéni zavislosti

Efektivita rezonanéniho pfenosu zavisi kromé A
spektralniho pfekryvu donoru a akceptoru na E
vzddlenosti a vzajemné orientaci prechodovych
momenti. Tyto momenty interaguji jako dva dipdly
podle angularniho vztah: L/ .
pa-tig — 3(pna-r)(pup.r) ! !
Vypottéte hodnotu orientaéniho faktoru 2 pro

pfilozeny model.
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Efektivita rezonanéniho pfenosu zavisi kromé A
spektralniho pfekryvu donoru a akceptoru na E
vzddlenosti a vzajemné orientaci prechodovych

momenti. Tyto momenty interaguji jako dva dipdly

podle angularniho vztahu: e

pa-pe — 3(pa-r)(pp-r) ! !
Vypottéte hodnotu orientaéniho faktoru 2 pro
pfilozeny model.
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PFisté: - UV-VIS Absorpcni spektroskopie



