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 znackou volné pohybuje (rotuje) v roztoku, je
pozorovand anizotropie relativné nizka. V ptipad€, Zze dojde ke vzniku komplexu DNA a
proteinu, dochazi k vyraznému sniZeni pohyblivosti DNA s fluorescen¢ni znac¢kou, coz ma za
nasledek zvySeni anizotropie fluorescence.

Pfi titrovani roztoku fluorescenéné znacené DNA roztokem DNA-vazebného proteinu dochazi
k postupné vazbé molekul proteinu na vazebna mista jednotlivych molekul DNA a tedy
k postupnému zvysSovani anizotropie fluorescence. Protein se na vazebna mista na DNA vaze
az do okamziku, kdy je koncentrace proteinu tak vysokd, ze jsou vSechny molekuly DNA
obsazeny. V tomto moment¢ anizotropie fluorescence dosdhne maximalni hodnoty a piestane
se dale zvySovat. Koncetrace proteinu, pfi které hodnota anizotropie fluorescence tvoti 50 %
maximalni hodnoty, se nazyva disocia¢ni konstanta (Kd). Ta reprezentuje afinitu (silu
vazby) konkrétniho proteinu k DNA. Studium zmén Kd v zavislosti napf. na iontové sile ¢i
teplot¢ umoznuje ziskat cenné poznatky o povaze komplexu protein-DNA a o mechanismu,
jakym spolu obé makromolekuly interaguyji.
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Material

e 30 pmol vysuSen¢ho fragmentu DNA (GTTAGG)s znaceného Rhodaminem Red X
(Aex =572, Aem= 591 nm)

e Roztoky proteinu (lidsky telomer-vazebny protein TRFI, MW = 110 kDa) o

koncentracich 1uM a 20uM

Pufr P (20mM HEPES, 180mM KCl, 0,1mM EDTA, 3mM MgCl,, pH 8.0)

IM DTT

Spektrofluorometr vybaveny polarizatory pro méfeni anizotropie fluorescence

Mikrokyveta s magnetickym michadlem
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Postup

Resuspendovat vysusenou DNA v 1,5 ml pufru P a dikladné vortexovat. Vysledna
koncentrace DNA bude 20nM.

Pufrem P natedit resuspendovanou DNA na 2nM, resp. 10nM roztok o objemu 1,5 ml.
Pridat 1.5 ul 1M DTT. Roztok pienést do kyvety. Kyvetu pii manipulaci odzatkovévat jen
na nezbytné dlouhou dobu, aby bylo zamezeno vnéseni ¢astic prachu do vzorku.

Na fluorimetru 5x zméfit anizotropii fluorescence pomoci funkce ,batch experiment a
nastaveni ulozeném v souboru ./RedX titrator/p0.xml (Aex = 572 nm, Aey = 591 nm, Sitka
Stérbin 8/8 nm). Hodnoty anizotropie zaznamenat do tabulky v software SigmaPlot.

Postupné ptidavat 1uM roztok proteinu tak, aby celkovy objem ptidaného roztoku byl 3, 5,
10, 20 a 50 pl. Po kazdém piidavku 5x zméfit hodnotu anizotropie fluorescence a
zaznamenat do tabulky v software SigmaPlot.

Postupné pridavat 20 uM roztok proteinu tak, aby celkovy objem ptidaného roztoku byl 3,
5, 10 a 20 pl. Po kazdém ptidavku 5x zméfit hodnotu anizotropie fluorescence a

zaznamenat v software SigmaPlot.

V software SigmaPlot provést tpravu hodnot anizotropie na zménu objemu po piridavku
roztok proteinu.

Pomoci software SigmaPlot vynést do grafu zavislost korigovanych hodnot anizotropie
fluorescence na koncentraci ptidaného proteinu.

Pomoci software SigmaPlot analyzovat kiivku vazby proteinu a stanovit disociacni
konstantu Kd.
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Obr. 1. Zavislost anizotropie fluorescence zna¢eného fragmentu DNA na koncentraci proteinu.



