Anizotropie fluorescence

V této Uloze bude demonstrovano méreni interakce proteinu se znaéenou DNA metodou
anizotropie fluorescence. Metoda je zalozena na zméné rychlosti rotacniho pohybu molekul
znacené DNA po excitaci linearné polarizovanym svétlem. Pokud je v roztoku pouze volna
znacena DNA, anizotropie fluorescence je relativné nizka diky rychlému rotovani molekul. Po
vazbé proteinu na DNA vznika pomaleji se pohybujici komplex a anizotropie fluorescence
vzrista. Z jednotlivych bodu interakce je ziskana vazebna kfivka a nasledné vyhodnocena
vazebna afinita interakce.

Material

fluorescencné znacena dsDNA AlexaFluor 488 (vysuseny alikvot, n = 11,25 pmol)
protein TRF2 (c = 57 uM)

pufr 50 mM NaPi, 50 mM NacCl, pH 7,0

Kyveta

Spektrofluorometr FluoroMax-4

Postup

» Rozpustte dsDNA AlexaFluor 488 (n = 11,25 pmol) v pufru do vysledné koncentrace
7,5 nM

= Do kyvety pipetujte 1400 pl roztoku

» Zméfte excitaéni spektrum dsDNA znacené AlexaFluor 488 (pozn.: Cislo v ndzvu
fluoroforu odpovida excitatnimu maximu volného fluoroforu) a odec¢téte maximum

= Zméfte emisni spektrum a odecététe maximum

» Zméfte anizotropii v jediném bodé udavaném maximy spekter (excitacniho a emisniho)
a v magickém uhlu

=  P¥idajte postupné 1, 1, 1, 1, 1, 2, 3, 3 a 5 pl roztoku proteinu (57uM) do kyvety a vzdy
zmérte anizotropii pfi stejném nastaveni

» Ze ziskanych bodu vytvofte vazebnou kfivku a z ni vyhodnotte disociacni konstantu
interakce protein-DNA

Spektrofluorometr: Program FluorEssence
Pro vybrani excitatniho / emisniho spektra:

Nastaveni pro méfeni excitacniho spektra:
Zéalozka ,Monos*:
= excitation: rozsah kolem predpokladané vinové délky fluoroforu v kyveté
» emission: pfedpokladana emise fluoroforu v kyveté
= slit (Stérbina): oboji 5 nm
Pozn. k nastaveni 8térbin: pokud neni kfivka hladka nebo intenzita je pfilis nizka
(<100 000), tak rozsifit; pokud jsme ziskali pfili§ vysokou intenzitu (>2 000 000),
tak zuzit



Zalozka ,Detectors*:

Signals:
v s1
¥ R1
Signal algebra: S1/R1 Add =>
<=Remove S1,R1
RUN

Nastaveni pro méfeni emisniho spektra:
Zéalozka ,Monos*:
= excitation: vinova délka excitatného maxima stanovena v pfedchozim méfeni
= emission: rozsah vinovych délek zacinajici cca 15 nm od zjisténého excitacniho
maxima
= slit (Stérbina): oboji 5 nm
Zalozka ,Detectors":
Signals:
v Ss1
¥ R1
Signal algebra:
S1/R1 Add=>
<=Remove S1,R1
RUN

UloZeni méfeni:

Po prvnim méfeni vysko&i okno na zadani nazvu — Browse — rozkliknout slozku Cvi¢eni 2017
— jako nazev souboru napsat oznaceni skupiny

Po dokonc€eni mé&feni kliknout na ikonu diskety a tim uloZit celé mé&feni.

Pro vybrani méfeni Anizotropie v ,single point:

Nastaveni pro méfeni anizotropie fluorescence
Zélozka ,Monos":
= excitation: odectena hodnota maxima excitacniho spektra
= emission: odedtena hodnota maxima emisniho spektra
= glit settings (Stérbiny): pro excita¢ni i emisni 8-10 nm
= experiment settings: Maximum trials — 3, Target Std. Error — 10

Zalozka ,Detectors":

Formulas
e Anisotropy
e S1 vm

RUN

Pro zopakovani méfeni podle posledniho aktualniho nastaveni: EI



