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Prenos excitacni energie

Prenos elektronové energie se uskutecnuje mechanismy
zarivymi nebo nezarivymi.

K zarivému (trivialnimu) pfenosu energie dochazi,

kdyz excitovana molekula donoru emituje zareni,

které je nasledné reabsorbovano molekulou akceptoru.
Dochazi k vymené fotonu

K excitaci nezarivym prenosem energie (fluorescencni
rezonancni prenos energie, FRET) dochazi, kdyz ve smési
molekul dochazi k absorpci pouze molekulami donoru, avsak
konecnym vysledkem jsou excitované molekuly akceptoru, které
budici zareni neabsorbuji. Pri tomto prenosu energie nedochazi
kK emisi svétla donorem.

Nedochazi k vymeéné fotonu!



K cemu lze pouzit rezonancni
prenos energie?
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RezonancCni prenos energie

* Analogie s prenosem energie mezi ladickami

 V pripade molekul dochazi k prenosu
energie diky dipol-dipdlovym interakcim



Dipolovée momenty prechodu

== Absorpce
=== Emise

Dipolovy 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 prednostne absorbuji zareni, jehoz elektricka slozka kmita ve stejné
roviné jako je absorpcéni dipélovy moment prechodu elektronu do vyssSi
energetické hladiny.

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



Interakce dipolovych momentu

prechodu Donoru a Akceptoru
Donor Akceptor

~  Absorpce donoru - Absorpce akceptoru
=== Emise donoru === Fmise akceptoru

Fluorescence




FRET - nezarivy

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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prenos energie

« V pritomnosti vhodného
akceptoru muze donor
prenést energii
excitovaneho stavu prfimo
na akceptor bez vyzareni
fotonu.

» Takto excitovany
akceptor pak vyzari
energii,kterou puvodné
absorboval donor.



Fluorescencni rezonancni prenos
energie (FRET)

RezonancCni prenos energie Ize charakterizovat rychlostni
konstantou (kp,), ktera vyjadruje pravdepodobnost
prenosu; urcujici slozkou je dipol-dipdlovy prenos energie,
pro néjz byl odvozen Forsteruv vzorec (v pripadé slabé
vazby, kdy vzajemné interakce donoru a akceptoru
neovlivni opticka spektra) v teto forme L[5/ museen e
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1p — doba dohasinani fluorescence donoru, R, — vzdalenost ve které je
pravdepodobnost prenosu energie rovna prav&e_podobnostl vnitrni deaktivace
vzbuzeného stavu molekuly, r — vzdalenost mezi donorem a akceptorem.

Rezonancni prenos energie je silné zavisly na vzdalenosti donoru
a akceptoru.
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Uginnost pfenosu E

Je dana pomérnym mnozstvim fotonu, které jsou
absorbovany donorem a nasledne vyzareny
akceptorem

E — i(DA(r) E _ Rg E |:DA
7o +Kpa(r) Ry +1° Fo

Meri se urCenim relativni intenzity fluorescence
donoru za nepritomnosti (Fy) a za pritomnosti
akceptoru (Fpa)

Rychle klesa se 6 mocninou vzdalenosti!



R, Forseterova vzdalenost

R, je vzdalenost donoru a akceptoru, pri které je ucinnost prenosu E
50%

Velikost R, je obvykle 2 — 6 nm, coz je srovnatelné s velikosti
biologickych molekul
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Zavislost u€innosti prenosu E na vzdalenosti r je nejvyraznéjsi (nejrychleji se
meéni) v pfipade, Ze vzdalenost donoru a akceptoru je blizka R,,.

R, udava, do jaké stfedni vzdalenosti muze dany par donor-akceptor
komunikovat — je to charakteristika paru fluoroforu
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Na cem zavisi R,?

R, =0.211(x*nQ, 3 (1) }*  (vA)

Na orientaci dipolovych momentl pfechodu pro emisi donoru a
absorbci akceptoru (pro faktor k2 se pouziva se hodnota 2/3)

Na optickych vlastnostech prostfedi (index lomu vody n,,,= 1.33)
Na kvantovém vytézku donoru Q

Na mife prekryvu J (L) emisniho spektra donoru a absorpc¢niho
spektra akceptoru

:Abs :

s o s
Fluorescence
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Zavislost orientacniho faktoru k2 na orientaci
dipélovych momentu prechodu

x2=(cos ;-3 cos &p cos@Alz

x2={51n8n sinfjcos® -2 cosfp CDSQA]E

Pro nahodné usporadani

dipdlovych momentu prechodu
k2 =2/3

V praxi se tato hodnota bezne

pouziva

V pripade, ze jsou dipdlové momenty
prechodu kolmé «?=0
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EMISSION (——)

Zavislost R, na spektralnim
prekryvu
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Mereni vzdalenosti pomoci FRET

A

1 Trp ( Donor) === Dansyl (Acceptor) i
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A V&b ol

struktury, rozklada bilé a Cervené krvinky, zpusobuje odumirani
bunky) pfi IéCbé se vyuziva jeho protizanétlivych ucinku

Melitin je slozen z 26 AK Tryptofan v poloze 19 byl donorem,
Dansyl na N konci byl akceptorem

Po samostatné spektralni charakterizaci melitinu s Trp jako donoru
a Dansyl jako akceptoru byla urcena hodnota R,=2.36 nm.

Z miry zhaseni je mozno urcit vzdalenost Trp a Dansylu
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UrCeni vzdalenosti Trp od N konce
melitinu za pouziti FRET
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* Na zaklade ubytku intenzity fluorescence za pritomnosti
akceptoru je mozno urcit ucinnost prenosu a odtud
vzdalenost donoru (Trp) od akceptoru (na N konci)

e r=244nm
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Vyhody FRET

» Uginnost pfenosu energie nezavisi na
prostredi mezi donorem a akceptorem

* Mereni pomeru intenzit umoznuje pouziti
FRET analyzy nezavisle na koncentraci

* Pro vetsinu aplikaci neni nutno znat R,
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FRET umoznuje rozlisit mezi vice
variantami usporadani proteinu

"Picket-Fence” Conformation

apoA-I protein reguluje metabolismus cholesterolu.

apo A-l se vaze do lipidové membrany

byly navrzeny dvé mozna uspofadani proteinl v membrané
kvuli flexibilité lipidd neni mozno pouzit strukturni metody

INTENSITY

FLUORESCENCE

jeden z fet&zcl apoA-I proteintl byl naznacen fluoresceinem *

(Donor)
a druhy tetrametylrodaminem (Akceptor)

Fluorescein and
1.0F Rhodamine - labeled
f Apo A=l in HDL

\ Donor alone

0.6 F
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olone
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Nejdrive bylo zméfeno emisni spektrum samotného
donoru na jednom fetézci ApoA-I

Po pfidani druhého fetézce s akceptorem byl
sledovan ubytek intenzity fluorescence donoru

Dochazelo k vyraznému rezonancCnimu prenosu
energie

To dokazalo relativné malou vzdalenost mezi
donorem a akceptorem

Bylo potvrzeno pasové usporadani ApoA-I
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FRET mezi CFP a YFP

Bioluminescence Resonance Energy Transfer
(BRET)

www.cytographica.com
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Zhaseni FRET fotovybelovanim

Bioluminescence Resonance Energy Transfer
(BRET)

Acceptor Photobleaching Method
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YFP-ApoE3-CFP

YFP-ApOE4-CFP

Emission
490 nm_,

Skladani proteinu in vivo

Excitation
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i
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Emission
530 nm.y,

Excitation
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ApoE4

FRET

ApoE4 je spojen s Alzheimerovou
nemoci a vaze se na nervové bunky

ApoE3 ma podobnou sekvenci AK, ale
na nervove bunky se nevaze

Bylo navrzeno, ze vazebna schopnost
k nervovym bunkam souvisi s riznym
usporadanim domeén ApoE proteinu
Pro ovéreni byly v nervovych bunkach
transfekovany ApoE konstrukty

FRET analyza ukazala, ze ApoE4 v
konformaci se spojenymi doménami se
vaze na nervove bunky, zatimco
ApoE3 nema své domény ve vzajemné
blizkosti a na nervové burniky se nevaze
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FRET senzory

* Detekce estrogenu

440 nm

.l-_.'Zx
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Flexible 5
Linker~a /2

535 nm

- fl © |
0 min 4 min 8 min 12 min 16 min 20 min

Emission ratio CFP/YFP 0.3 T 1.8 1(480)/1(535)
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Sledovani fosforilace proteinu

Sledovani zpracovani
iInzulinu

Flexible linker Phosphorylation
(GNNGGNNNGGS) recognition domain

Substrate domain
440 nm

5H2

480 nm Tyr

Phosphatase Protein Kinase

535 nm

403 80s 300s 600s
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10 _pl‘n
T Emission ratio 480 /535
100 nM insulin 0.3 I 1.1




INTENSITY

EMISSION

Sledovani morfologickych zmen bunék
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V zelené oblasti FRET se zpracovava nejvice
GTP a v tomto smeru se také bunka pohybuje.

GFP-Rac
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Sté&peni ribozymem
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* Po vazbeé ribozymu na substrat

dochazi k priblizeni Casti A a B,

coz se projevi zvysenim FRET
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Detekce pritomnosti c-fos mRNA

« c-fos mMRNA je
transkripCnim faktorem,
ktery ovlivhuje bunecny
cyklus a diferenciaci

 FRET sondy byly pouzity
pro zjisténi pritomnosti c-fos
MRNA v bunécné kulture
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Membranova fuze

Donor Acceptor

» Jednotlive membrany

== ) obsahuji donor nebo
(CH3CHRI,N @ o, NICH3CHl,
Lo akceptor
m————  vpripadé splynuti
—O

membran pozorujeme
FRET
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Sledovani denaturacnich zmeén
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Studium struktury DNA
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