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Kinetiné biomolekuliy spektroskopija

1. Darbo tikslas

ISmatuoti BSA (jaucio serumo albumino) ir GFP (zaliai fluorescuojancio

baltymo) baltymy fluorescencijos gyvavimo trukmes, nustatyti bei palyginti

baltymuy sukimosi relaksacijos laikus jvairaus klampumo terpése. Pagal GFP

sukimosi relaksacijos greitj apskaiciuoti tirpalo klampuma.

2. Darbo uzdaviniai

. ISmatuoti BSA ir GFP sugerties bei fluorescencijos spektrus.
. ISmatuoti nuostoviosios GFP ir BSA fluorescencijos poliarizacijos laipsni.
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[Smatuoti fluorimetro FL.920 laiking skyra.

. ISmatuoti BSA ir GFP fluorescencijos gyvavimo trukmes fosfatinio buferio

tirpaluose.

ISmatuoti BSA fluorescencijos anizotropija su laikine skiriamaja geba,
apskaiciuoti baltymo sukimosi relaksacijos laika ir pagal ji apskaiCiuoti
tirpalo klampuma.

ISmatuoti GFP fluorescencijos anizotropija su laikine skiriamaja geba,
apskaiciuoti baltymo sukimosi relaksacijos laika ir pagal ji apskaiciuoti
tirpalo klampuma.

ISmatuoti GFP baltymo sukimosi relaksacijos laiko priklausomybe nuo

tirpalo klampos.

3. Teoriné dalis

Sviesos saveikos su bioobjektu pasekméje vyksta daugelis fotofizikiniy ir

fotocheminiy procesy. Vienas i§ pagrindiniy — Sviesos emisijos vyksmas, kuris,

be abejonés, labai informatyvus, tiek bioobjekto ar biostruktiros, tiek paciame



bioobjekte vykstan¢iy procesu pozitriu. Bendresniu pavadinimu Sis reiskinys
zinomas kaip liuminescencija, kuri apjungia du optiskai suZzadintos molekulés
energijos relaksacijos kelius — fluorescencija ir fosforescencija. Molekulei
sugérus Sviesos kvanta, iSorinés orbitalés elektronas perSoka 1 viena i§ laisvy
molekulés elektroniniy lygmeny ir molekulé tampa energiskai suzadinta.
Molekulé turi rinkini neuzpildyty lygmeny ir elektrono Suoli 1 tuscia lygmeni
salygoja fotono energijos dydis, arba, tiksliau, Sviesos bangos ilgis. Suzadinta
molekulé yra nepusiausvyrinéje biisenoje, todél visada stengiasi uzimti
energiskai Zemiausia padéti, tai yra relaksuoja 1 pagrinding nesuzadinta bisena,
pertekling energija atiduodama aplinkinéms molekuléms, transformuodama ja {
savo atomy virpesing ir/ar rotacing energija, arba iSspinduliuvodama energija
Sviesos kvanto pavidalu, ty. liuminescuodama. Remiantis Vavilov’o
apibrézimu, liuminescencija yra vadinama tam tikros temperatiiros kiino
perteklini (vir§ Siluminio spinduliavimo) Svytéjima tam tikroje spektro srityje,
jeigu Sis perteklinis Svytéjimas turi baigting trukme (fluorescencijos gyvavimo
trukme), t.y. i§ karto neiSnyksta paSalinus ji sukelianCia priezasti. Véliau
Vavilov’as patikslino savo apibrézima pridédamas trukmés kriteriju:
liuminescencija yra Svytéjimo perteklius vir§ Siluminio spinduliavimo, jeigu jis
turi baigting trukme — mazdaug 10" s ir daugiau. Svytéjimo trukmé yra
tiesiogiai susijusi su molekuliy suzadintos biisenos gyvavimo laiku. Tai gana
budingas liuminescencijos pozymis, skiriantis ja nuo S§viesos sklaidos,
atspindzio ir kity reiSkiniy. Véliau buvo jvestas dar vienas liuminescencijos
apibréZimas, apibiidinant ja kaip nepusiausvyrini suzadinty daleliy arba i§ ju
sudaryty medziagy spinduliavima. Nepusiausvyrinis Svytéjimo pobtudis atskiria
liuminescencija nuo Siluminio spinduliavimo, Kkuris atsiranda esant
pusiausvyriniam elektrony pasiskirstymui energijos lygmenyse. Deja, visa
apimancio liuminescencijos apibrézimo taip ir nepavyko suformuluoti, tad
priklausomai nuo objekto tyrimo salygy ir liuminescencija palydinciy reiskiniy

i§skiriamos vienos ar kitos liuminescencijos savybeés, atskiriancios ja nuo kity
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reiskiniy. Mus domina tai, kad liuminescencija galima stebéti arba fiksuoti
jautriais prietaisais ar medziagomis ir ji specifiné konkreciai molekulei, t.y 18
liuminescencijos parametry rinkinio galima identifikuoti konkre¢ia molekule.
Molekuliy liuminescencija pasiZymi visai kitomis, lyginant su sugertimi,
savybémis, kurios naudingos identifikuojant biomolekules ar atskirus
biosubjektus.

Pagal Svytéjimo trukme¢ liuminescencija skirstoma | fluorescencija
(10210 s), fosforescencija (>10° s) ir uzlaikytaja fluorescencija. Uzlaikytoji
fluorescencija biidinga medziagoms, kuriy energinis tarpas tarp S; ir T,
lygmeny yra mazas (mazdaug k-T eilés). Tokiu biidu uzlaikytos fluorescencijos
daznis lygus fluorescencijos dazniui, ta¢iau Svytéjimo trukmé yra Zymiai
ilgesne.

Gamtoje stebima liuminescencija taip pat yra skirstoma pagal jos
suzadinimo pobidi:

e fotoliuminescencija - Svyt¢jimui naudojama sugertos Sviesos energija;

e (bio-)chemiliuminescencija - Svyté¢jimas salygotas tam tikry

(biologiniuose objektuose vykstan¢iy) cheminiy reakciju metu
vykstanc¢iy energijos virsmuy;

e termoliuminescencija - medziagy Svyt¢jimas jas paSildzius (esant

zemai tripletinio lygmens padéciai);

e clektroliuminescencija - suzadinama stipriu elektriniu lauku;

e sonoliuminescencija - ultragarso poveikyje atsiradgs Svytéjimas;

e triboliuminescencija - §vytéjimas dél trinties;

e katodoliuminescencija - suzadinama katodiniais spinduliais;

e rentgenoliuminescencija - suzadinama rentgeno spinduliais;

¢ radioliuminescencija - suzadinama greitomis dalelémis.

Molekulei sugérus Sviesos kvanta, iSorinés orbitalés elektronas perSoka {

vieng 1§ laisvy molekulés elektroniniy lygmeny ir molekulé tampa energetiSkai



suzadinta. Suzadinta molekulé yra nepusiausvyroje bisenoje, todél visada
stengiasi uzimti energetiSkai zemiausia padeéti. Ji relaksuoja 1 pagrinding biisena,
pertekling energija atiduodama aplinkinéms molekuléms, transformuodama ja {
savo atomy virpesing ir/arba rotacing energija, arba iSspinduliuvodama energija
Sviesos kvanto pavidalu, t.y., liuminescuodama. Liuminescencija, skirtingai nei
Siluminis spinduliavimas, yra nepusiausvyrasis vyksmas. Liuminescencija yra
perteklinis daleliy Svytéjimas ta prasme, kad jis virSija temperatiirini (arba
Siluminj) spinduliavima, kaip kad seka i§ Kirchhoff’o désnio.

Profesorius A. Jablonskis pasiiilé daugiaatomés molekulés energijos

lygmeny ir energetiniy virsmy diagrama:
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1 pav. Molekulés energijos lygmeny diagrama (S — sugertis, F — fluorescencija,
VR - virpesiné relaksacija, VK — vidiné konversija, IK — interkombinaciné
konversija, Fs — fosforescencija)

Zadinant $viesa, medziagos molekulés i§ pagrindinés singuletinés S,
blisenos pereina 1 aukS$tesnes suzadintas singuletines biisenas (Sy,...S,). Vyksta
Sviesos sugertis. Daugiaatomiy molekuliy kiekvienas energinis lygmuo turi
daug virpesiniy bei rotaciniy polygmeniy, todél sugerties spektry juostos yra
iSplitusios.

PradZioje suzadintos molekulés nespinduliniu keliu per ~10™"s relaksuoja
1 pirmo suzadinto elektroninio lygmens nulini virpesini polygmeni. Toks

nespindulinis Suolis tarp elektroniniy lygmeny vadinamas vidine konversija
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(VK). Is zemiausio suzadinto energinio lygmens S; galimi trys relaksacijos
vyksmai: vidiné konversija i$§ S; =2 S, (energija Simumos pavidalu atiduodama
aplinkai), interkombinaciné konversija (IK) S; = T; (pakinta blisena — i$
singleto i tripletq) ir fluorescencija (F) — molekulés grizimas 1 pagrinding biisena
isspinduliuojant fotona. Siy vyksmuy tikimybés priklauso nuo molekulés
simetrijos ir nuo S; ir Sy lygmeny energiju skirtumo. Kuo AE didesnis, tuo
vidinés konversijos S; =2 S, tikimybé mazesné, o fluorescencijos tikimybé
didesné. Taigi fluorescencijos tikimybé (tuo paciu ir kvantinis naSumas)
priklauso nuo konkuruojanciy vyksmuy, kurie mazZina suzadintojo S; lygmens
uzpilda.

Panagrin¢kime hipoteting molekulg turin¢ia du energinius lygmenis S ir
S;. Jeigu i Sia molekule krenta intensyvumo /(v) Sviesos srautas, kuris
energetiSkai atitinka energinj tarpa tarp molekulés lygmenuy, tai sugerdama
Sviesos kvanta molekulé Suolio Sy— S; metu pereis | suzadinta biiseng S,
grei¢iu By;. Tai energiSkai nenaudinga bisena, tad molekulé stengsis grizti 1
energiSkai Zemiausia lygmeni Sy grei¢iu B , kuris tenkins salyga By; = B, (Cia
By ir Bjy yra EinSteino koeficientai). Tegu miisy sistemoje 7, molekuliy yra
bisenoje Sy o n; molekuliy - biisenoje S;. Atitinkamy Suoliy greiciai Siuo atveju
i1SreiSkiami nyBy;-I(v) ir n; By I(v). Jeigu miisy sistema tenkina pusiausvyros
salygas, tada n,-B,,-I(v) =n, B, I(v).

Taigi nepriklausomai nuo krentancios | molekule¢ Sviesos intensyvumo
molekuliy esanciy lygmenyje a ir lygmenyje b koncentracijos yra lygios:
ny =n;. Gavome absurdiska rezultata. Kai molekulés neSvitinamos, natiiralu jos
visos bus lygmenyje S, kuris energetiskai patogiausias. Prie silpny zadinancios
Sviesos intensyvumy, kazin ar mes turésime didelius nukrypimus nuo energiskai
pusiausvyrinés padéties, taigi sunku tikétis didelés lygmens S; uZpildos. Sias
uzpildos vertes galime surasti naudodamiesi statistikine mechanika. Jeigu

lygmenys neiSsigimg, eksponentinio Boltzman’o daugiklio iSraiska:



n .
0 _ GBoEN/KT _ Jhv/aT (1)
n,

Pirmasis nurodes kaip iSspresti 81 loging prieStaravima, buvo EinSteinas,
kuris ivedé spontanini fotono i$spinduliavima i§ suzadinto lygmens (4,) kurio
intensyvumas nepriklauso nuo krentan¢ios $viesos intensyvumo I(v). Siuo
atveju pusiausvyros lygtis, kai tenkinama tiesioginio ir griZtamo proceso greiciy
lygybé tarp Sy ir S; lygmeny iSreiSkiama taip:

ny _ BJwv)+4, 1+A4,

- 2)

n, B, I(v) B,I(v)

Sulyging (1) ir (2) lygybes, galime nesunkiai surasti 4;,. Taciau pries tai
1siveskime absoliuciai juodo kiino spinduliavimo iSraiSka, esant temperatiirai 7.
Absoliuc¢iai juodo kiino sugerties ir spinduliavimo tankiai pusiausvyrinése
salygose turi sutapti, ir kiino, esancio pusiausvyroje, prie temperatiros 7'

i1§spindulivojamo intensyvumo tankis iSreiSkiamas:

)= 3)
IraSe Sia intensyvumo israiska i (2) gauname
ny _1+4, _ 1+1<110(e’””"3—1)c3 @)
n, Byul(v) B, 87hv
Sulyging (1) ir (4) lyg€iy deSiniasias puses, gauname
= ZuS 5

Papildoma spontaninio molekulés spinduliavimo iSraiSka galime gauti,
pasinaudoje koeficiento By, =2z /3% )D,, idraiska gaunama vertinant $viesos
saveika su medziaga, kur D,; molekulés dipolinis momentas rezonansinis
zadinanciai elektromagnetinei bangai.

32733
Ay = WDm (6)

Si igraiska yra patogi tuo, kad netgi be spontaninio spinduliavimo

matavimy, o tiesiog 1§ molekulés sugerties spektry galima apskaiciuoti



spontaninio spinduliavimo parametrus, kadangi dipolio stipruma (Dy;) ir daznj
(v) galime surasti 1§ molekulés sugerties spektry.
Kai molekulé i§ anksto jau yra biisenoje S; tai jos Suolis 1§ Sios biisenos 1

pusiausvyring, kai molekulés neveikia jokie iSoriniai veiksniai yra iSreiSkiamas:

d.
% =~ AN (7)

Sios diferencialinés lygties sprendinys yra funkcijan,(t) = n,(0)e "',
kur n(0) - molekuliy suzadintoje biisenoje koncentracija laiko momentu 1 =0 .
Tokiu biidu mes galime apsiskaiciuoti spinduling molekulés gyvavimo trukme

busenoje Sy, kuri iSreiSkiama

T=—o (8)

AIO
Molekulés dipolinis momentas D, tiesiogiai susijes su molekulés
sugertimi. Dy; ir A;y) proporcingi, kaip tai matyti i§ formulés (6). Tokiu biidu
lygtis (6) rodo, kad kuo intensyvesné sugertis, tuo stipresnis neindukuotas
spinduliavimas. Realiy molekuliy sugertis yra salygota ne tik elektroniniy
Suoliy, bet ir vibraciniy ir rotaciniy lygmenuy bei molekulés saveikos su aplinka,
taigi tirdami spinduliavimo charakteristikas mes galime daug ka pasakyti apie

biologiniy molekuliy savybes.

Molekuliy sugerties ir fluorescencijos charakteristiky rySys.
Jeigu molekulés neveikia jokie papildomi iSoriniai poveikiai, Sviesos
sugert] vienalytése sistemose apraso Buger’io désnis:
1 = Iyexp(-kl) 9)
Cia I yra kritusios, o I - praéjusios Sviesos intensyvumas, I - optinio kelio
ilgis (bandinio ar kiuvetés storis). Dydis k yra vadinamas sugerties koeficientu.
Sviesos sugertj silpnuose pigmenty tirpaluose apraso Buger’io ir Beer’o désnis:

I =1,e (10)



Cia a yra sugerties rodiklis, n - pigmento molekuliy skaiCius tiirio vienete
(cm™). Skaigiavimuose patogu naudoti defimtainius logaritmus, todél) désni
galima paraSyti kitaip:

I=1,10" (11)

Sioje formuléje & vadinamas ekstinkcijos koeficientu arba tiesiog
ekstinkcija. MedzZiagos tirpalo koncentracija c¢ iSreiSkiama mol/I=M, optinio
kelio ilgis 1 - cm, todél ekstinkcijos koeficiento dimensija yra M"' cm™.
ISlogaritmavus formulg gauname:

Ingoz ecl (12)

Kaip zinome dydis T=I/I, vadinamas bandinio pralaidumu, o D=¢ecl -

bandinio optiniu tankiu. Taigi, formul¢ galima perrasyti taip:

|g;:gclzo (13)

ApraSant Sviesos sugerties molekulinése sistemose vyksma, yra jvedama
molekuliy, patalpinty Sviesos sraute, sugerties akto statistikines tikimybeés
savoka, t.y. molekuliy sugerties skerspjiivis ©. Sugerties akto tikimybe,

perskaiciuota vienai molekulei, yra vadinama sugerties skerspjuviu:

k
o= (14)

¢ia n - molekuliy skaiCius tiirio vienete. Sugerties skerspjiivio dimensija
yra cm’.

Auks¢iau apraSyti pagrindiniai sugerties ir fluorescencijos désningumai
rodo, kad tarp sugerties ir fluorescencijos vyksmy yra tam tikras rySys.
Pabandykime nustatyti §j ry$i idealioms molekuléms, kuriy fluorescencijos
tikimybe bty lygi 1.

Jei Sviesos srauto intensyvumas yra I, tai fotony skai¢ius bus I/hv, o
sugerty fotony skaiCius tiirio vienete onl/hv. Tuomet idealioms molekuléms
nuostovaus zadinimo salygomis sugerty fotony skaicius per 1 s turi biiti lygus

iSspindulivoty fotony skaiciui:



o =k (15)

&ia kq - fluorescencijos spartos konstanta [s'], n” - suzadinty molekuliy
koncentracija. PerraSome (15) iSraiska:
I ky(v)n* hv,

o=

(16)
¢ia vq - fluorescencijos daznis, h - Planck’o konstanta, o(v)n=k(v).
Nuostovaus zadinimo salygomis kairéje lygybés puséje esantis narys

I/hv=const, o desinéje pusé¢je esantis narys kn(v)n hvy isreiskia fluorescencijos

intensyvuma I;. Tada (16) iSraiSka galima uZzraSyti Sitaip:

Ifl
hv,

k(v)-const = (17)

Si israiska naudojama sugretinant sugerties ir fluorescencijos spektrus, o
taip pat skaiCiuojant grynai elektroninio Suolio dazni. Ji yra iSvesta idealioms
molekuléms, kai kiekviena sugerties akta lydi fluorescencijos aktas. Praktikoje,
kaip taisykle, fluorescencijos kvantinis naSumas @g<l. NeZidirint 1 tai, (17)
1SraiSka turi savo prasmg ir $iuo atveju. Lyginant sugerties ir fluorescencijos
spektrus, (17) formuléje vietoje sugerties koeficiento galima naudoti
ekstinkcijos koeficienta g(v).

Fluorescencija apibiidinama jos trukme tg=1/kgy. Realiai matuojame jos
gyvavimo trukme¢ t,, mazesng uz tikraja tq, nes lygmens S; uzpildos mazéjimas
salygotas keliu dezaktyvacijos vyksmu: fluorescencijos (kg), vidingés (ky) ir
interkombinacinés (ksr) konversijuy bei gesinimo (kg), jeigu tirpale yra gesiklio
molekuliy (pvz., deguonies). Taigi, tikroji fluorescencijos gyvavimo trukmé

1
Ty= ;
9 ky+ky +ksr +kglQl

(18)

¢ia [Q] — gesiklio molekuliy koncentracija.
IS Sios formulés matome, kad kuo didesnés fluorescencijos (kg), vidinés

(ky) ir interkombinacinés (ksr) konversijy spartos konstantos tuo trumpesné
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fluorescencijos gyvavimo trukmé. Molekulés fluorescencijos gyvavimo trukmé

taip pat mazéja didinant gesiklio molekuliy koncentracija.

Statinis ir dinaminis fluorescencijos gesinimas. Sterno-Folmerio (Stern-
Volmer) lygtis.

Bet koks fluorescencijos kvantinio naSumo maz¢jimas gali biti
nagrin¢jamas, kaip  fluorescencijos  gesinimo  vyksmas. Pagrindiné
fluorescencijos intensyvumo mazéjimo priezastis — tai fluorescuojanciy
molekuliy saveika su kitomis molekulémis tirpale. Gesiklio ir fluorescuojancios
molekulés saveika gali pakeisti atstuma tarp jos energiniy lygmenuy, padidinti
bespindulinés suZadinimo energijos relaksacijos tikimybg, kartais padidinti
interkombinacinés konversijos S;=T; tikimybg.

Labai aktyvis fluorescencijos gesikliai:

1.Sunkiujy metaly katijonai ir anijonai I, Br', Cs" ,Cu*" (ie gesikliai
padidina interkombinacinés konversijos tikimybg).

2.Paramagnetiniai jonai ir molekulés O,, Mn?", nitroksiliniai radikalai.

3.Tirpiklio molekulés. Fluorescencija labiausiai gesina poliniai
tirpikliai, (pav. Vanduo) kurie padidina interkombinacinés
konversijos tikimybg fluorescuojancioje molekuléje.

4.Elektoninio suZadinimo energijos akceptoriai vieni aktyviausiy
fluorescencijos gesikliy.

Tenka pazyméti, kad fluorescencija gesinama tirpikliais sunku nagrinéti,
kadangi biologiSkai aktyviy molekuliy fluorescencija matuojama viename ar
kitame tirpiklyje — todel galime tik palyginti fluorescencijos kvanting iSeiga
viename ar kitame tirpiklyje.

Anksiau nagrinétais gesinimo atvejais tirpiklio koncentracija buvo
laikoma pastovi ir tirpiklio gesinimas buvo iskaitomas | konstanta k, (vidiné
konversija). Praktikoje gesikliais laikomas papildomai 1 tirpikli ivedamos
medziagos, kurias apraSo konstanta kj ir [Q] — gesiklio koncentracija.
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Pagal Vavilova fluorescencijos gesinimas gali buti statinis (I tipas) ir
dinaminis (II tipas). Dinaminio gesinimo atveju stebimas lygiagretus ¢ ir 1

maz¢jimas didinant gesiklio koncentracija.

I—]():1+k[Q]

L =1+ ky7[0] =1-K[Q] (19)
Tn

T

— =0

Tn

Statinis gesinimas salygotas su nefluorescuojan¢iy kompleksy (NK)
susidarymu: ® + 0 <> NK. Santykis laisvos ir suriStos fluorescuojancios
medziagos gali buti surastas 1§ pusiausvyros lygties:

PamL[) 20)
[NK]

kur Kp — komplekso disociacijos konstanta.

Lyginant fluorescuojan¢ios medziagos ir jos nefluorescuojancio
komplekso sugerties spektrus skiriami du atvejai:

1. Fluorescuojancios medziagos ir jos nefluorescuojancio komplekso
sugerties spektrai nesiskiria. Gesinimo laipsnis:

¢ _[NKI+[g] _,  [NK] o)
o, (@] [@]

2. Fluorescuojanc¢ios medZziagos ir jos nefluorescuojancio komplekso
sugerties spektrai skiriasi. Gesinimo laipsnis randamas analogiskai pirmajam
atvejui, taciau esant mazam optiniam tankiui, t.y. [¢] mazéja nezymiai:

I _[NK]+[4]

22
1, [4] (22)

kur I — fluorescencijos intensyvumas be gesintojo, Iy — fluorescencijos

intensyvumas esant gesintojui. Pasinaudoj¢ IL:HK[Q] gauname analogiSka
f

iSraiska:
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IL=1+L[Q]. (23)

N K D

Si lygtis labai panasi | pagrinding Sterno-Folmerio lygti:

Ii _1+K[O] (24)

"

Tokiu budu, pagal fluorescencijos intensyvumo priklausomybe nuo
gesintojo koncentracijos, statinio ir dinaminio fluorescencijos gesinimo
mechanizmai neatskiriami. Taciau esant statiniam gesinimui fluorescencijos
gyvavimo trukmé nesikeicia, keiCiasi tik fluorescuojanciy molekuliy
fluorescencijos kvantinés iSeigos kitimas.

Atskiru statinio fluorescencijos gesinimo atveju gali buti laikomas
fluorescencijos gesinimas, kuris susij¢gs su nefluorescuojan¢iy dimery ar
agregaty susidarymu esant didelet molekuliy  koncentracijai:
[D]+[®] «> Dimeras(nefluorescuojantis). ~ Pavyzdziui turime tirpala su 9-
aminoakridinu. [vedus lasteliy 1 tirpala 9-aminoakridinas kaupiasi lastelése ir
mitochondrijose. Susidaro didelé ju koncentracija, ko pasékoje lokaliné
koncentracija didéja ir susidaro nefluorescuojantys agregatai. Kadangi 9-
aminoakridino kaupimasis lastelése ir mitochondrijose priklauso nuo pH, tai
pagal fluorescencijos gesinima galima iSmatuoti pH lastelése.

Cianiniai dazai gali biti sekmingai naudojami lasteliy transmembraninio
potencialo matavimams. Pav. Zondas dis-C; — kurio molekulés yra teigiamai
lelektrintos kaupiasi mitochondrijose joms energizuojantis, kada ant
mitochondriju membranos vidinés pusés kaupiasi neigiamas kriivis. Kuo
didesnis neigiamas vidinis membranos potencialas tuo daugiau kaupiasi zondo
molekuliy, tuo labiau pasireiSkia zondo fluorescencijos gesinimas. Taip ir gali

biti matuojamas mitochondrijos vidinis potencialas.

13



Liuminescencijos poliarizacija ir jos taikymas molekuliy tyrimui.

Molekulés sugeria ta spinduliavima, kurio elektrinis vektorius nukreiptas
lygiagreciai elektrono Suolio vektoriui molekuléje. Tirpaluose molekulés
i§sidésto chaotiskai — tuo padiu ir juy elektroniniy Suoliy vektoriai. Zadinant
poliarizuota Sviesa — selektyviai zadiname tik dali molekuliy. Tuo paciu ir
fluorescencija turi biiti dalinai poliarizuota. Fluorescencijos poliarizacija bus
maksimali kai:

1) Tirpalas apSvieCiamas tiesiSkai poliarizuota Sviesa.

2) Molekulés sugerties ir emisijos vektoriai lygiagretus.

3) Kai molekul¢ per suzadinta busenos gyvavimo trukme¢ nespéja
pakeisti savo orientacijos (pasisukti).

Kiekybiniam apraSymui naudojamos dvi tarpusavyje susijusios
charakteristikos emisijos poliarizacijos koeficientas P ir emisijos anizotropija A.

Principiné matavimo schema labai paprasta.

é Pol

2 Pav. Fluorescencijos poliarizacijos registravimo schema: S- Sviesos $altinis, Pol —
poliarizatorius, B- bandinys, Anal — analizatorius, D — detektorius.

IS Saltinio Sviesa patenka i poliarizatoriy i§ kurio iSeina su elektrinio
vektoriaus orientacija z kryptimi. Y kryptimi fiksuojama fluorescencija per
analizatoriy. Vienu atveju analizatorius orientuojamas taip, kad praleisty x

krypties poliarizacijos plokStuma, kitu — kad praleisty z poliarizacijos Sviesa.
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Taip uzregistruojami I; ir I, fluorescencijos intensyvumai. Fluorescencijos
intensyvumas gali biiti nagrin¢jamas, kaip miSinys plokS¢iai poliarizuotos
bangos I, ir nepoliarizuotos I, miSinys. Poliarizacijos laipsnis Siuo atveju gali
biti iSreikStas kaip:

1
P:I Jfl (25)

)4 n

Poliarizacijos laipsni galime iSreiksti ir eksperimente gaunamais dydZiais
Iy ir I,. IS optikos Zinoma, kad idealus poliarizatorius sumazina nepoliarizuotos
Sviesos intensyvuma 2 kartus ir praleidzia visa tiesiSska poliarizuota Sviesa jeigu
poliarizuotos Sviesos vektorius sutampa su poliarizatoriaus vektoriumi ir

visiS$kai nepraleidzia Sviesos, jeigu poliarizatoriaus ir Sviesos vektoriai statmeni.

Tada aisku:

L =1, +I_n5
2

. (26)

I, = ?”;

[sistatg I ir I, reikSmes | P gauname:

I, -1
F= IH + 1l @7

(e

Indélis vektoriaus, sklindan¢io y kryptimi, lygus 0, kadangi Sviesos
bangos judancios y kryptimi neturi poliarizacijos vektoriaus. Taciau paties
pavyzdzio Svietimas turi §i vektoriy. Todé¢l kartais liuminescencijos
charakteristikoms nusakyti naudojama anizotropija A, kur jeina visi elektrinio
lauko vektoriai.

I+1 +1,=1+1, (28)

Tada fluorescencijos anizotropija yra lygi:

_ [H_IL

I +21, (29)

I8 ¢ia galima surasti rySj tarp P ir A.
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Fluorescencijos poliarizacijos dydis priklauso nuo kampo [ tarp
elektroniniy sugerties ir fluorescencijos Suoliy vektoriy bei nuo aplinkos
klampumo m. (t.y tegu n = oo, tai reiSkia, kad per biisenos gyvavimo laika

elektriniy Suoliy vektoriai nepasikeicia.)

3 pav. elektroniniy sugerties ir fluorescencijos vektoriy Suoliai
Panagrin¢kime  kampo ijtaka. Poliarizacija paZymime P,. Pagal Perreno-
formule (tiesiSkai poliarizuotai bangai):

B 3cos’ -1

P
* " cos?B+3

(30)

[domu tai, kad netgi nepoliarizuotai bangai, fluorescencija matuojant 90°
kampu, kaip ir miisy atveju, fluorescencija bus dalinai poliarizuota. Tai susij¢ su
tuo, kad déka skersiniy Sviesos bangos svyravimy Svieciant nepoliarizuota
Sviesa susizadina molekulés kuriy sugerties osciliatoriaus vektorius guli
plokStumoje z0Oy, ir nesusizadina jeigu S$io vektoriaus kryptis sutampa su asimi
X. Tokiu atveju poliarizacija P, esant nepoliarizuotam Zzadinimui ir kampa
kei¢iant nuo 0 iki 90":

P - (3cos’ ,82—1)
(7—cos” )

Poliarizuotai Sviesai: Py kei¢iasi nuo +1/2 iki -1/3;

€2y

Nepoliarizuotai Sviesai: Py keiciasi nuo 1/3 iki -1/7;
Sie poliarizacijos koeficientai nagrinéti ties fiksuotu Zadinimo ir
fluorescencijos bangos ilgiu. Naudojant monochromatorius galima matuoti du

poliarizacijos spektrus. Zadinimo poliarizacija Py = f(Asq). Fluorescencijos
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poliarizacija Py = f(Aqur). Kadangi fluorescencija visada vyksta i§ to paties
lygmens S; nepriklausomai nuo suzadinimo kampo B, o tuo paciu P,
nepriklauso nuo bangos ilgio A jeigu tirpalas homogeninis. Spektre tai biity
tiesios linijos. Taciau visiSkai kitaip su poliarizacijos Zadinimo spektru, kadangi
zadiname | skirtingus elektroninius lygmenis, o jie gali turéti skirtinga B su
fluorescencijos poliarizacija. Tuo paciu galima gauti informacija apie molekulés
vidiniy elektroniniy Suoliy tarpusavio orientacija.

Visi Sie iSvedimai yra teisingi jeigu molekulés nejuda. Taciau realiose
salygose fluorescencijos poliarizacija paprastai stipriai sumazinta dé¢l difuzijos ir
rotacijos (sukamoji difuzija). Sukamoji (arba rotaciné difuzija) aprasoma
rotaciniu difuzijos koeficientu D arba sukamosios relaksacijos laiku p:

_RT
s f
1

p=3D, (33)

D (32)

&- trinties koeficientas aplinkoje, R — duju konstanta; T — absoliutiné
temperatiira. Pagal Stokso désni ¢ priklauso nuo aplinkos klampumo n ir

molekulés spindulio r. Sferinéms molekuléms:

E=8m’n=6nV (34)
p =& (35)
o

kur V — vieno molio molekuliy tiiris. Vietoje p daznai naudojamas

rotacinis koreliacijos laikas o = g .

Natiiralu, kad déka rotacinés difuzijos fiksuojama fluorescencijos
papildoma depoliarizacija, t.y. P yra mazesnis negu P,. Taip pat fluorescencijos
depoliarizacija priklauso nuo suzadintos molekulés gyvavimo laiko .

Bendras fluorescencijos poliarizacijos laipsnis P apraSomas Perino —

Jablonskio formule:
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Lii{L;IHEJ:(L;}[HETJ (36)
P 3 F, 3 Yol P 3 Vn

Anizotropija A esant poliarizuotam Zadinimui uZraSoma formule:

:L(lﬂfj (37)

% A, Vn
éia n Z—A RT .
(4, - AW

Tokiu biidu i$ fluorescencijos poliarizacijos arba anizotropijos matavimuy
Zzinant suzadinto lygmens gyvavimo laika galima iSmatuoti aplinkos
mikroklampuma. Taciau reikia atsiminti, kad Sio metodo naudojimas yra
salygotas:

1. zondo matmenuy;

2. suzadintos buisenos gyvavimo laiko T;

3. zondo geometrijos nukrypimy nuo sferinés molekulés modelio.

Daugumos dazy fluorescencija vandeniniuose tirpaluose pilnai
depoliarizuota. Taciau poliarizacija atsiranda, kai dazo molekulg patalpiname
klampioje aplinkoje (pvz. lipidu sluoksnyje). Taip pat poliarizacija stebima
baltymuy ir dazy molekuliy kompleksy vandeniniame tirpale.

I8 poliarizacijos matavimy galima nustatyti:

1. baltymo molekuliy dydj;

2. baltymy kompleksacija vieno su kitu (susidarant kompleksui

molekuleés dydis padidéja ir poliarizacija didéja);

3. fluorescuojanciy molekuliy kompleksacija (agregacija).

Poliarizaciniai procesai yra neinertiski, todél galima atlikti kinetinius
matavimus. Siuo metodu nustatyta, kad membrany lipidinio bisluoksnio

klampumas lygus augalinio aliejaus klampumui.
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Fluorescencijos spektroskopija su laiko skyra.

Kaip jau minéjome, vienas i§ budy, kuriais relaksuoja suzadintos
molekuliy  busenos, yra fluorescencija. Nuostoviojoje fluorescencijos
spektroskopijoje matuojami fluorescencijos ir fluorescencijos zadinimo
spektrai, t.p. fluorescencijos anizotropija. Nuostovusis fluorescencijos spektras

— tai fluorescencijos intensyvumas suintegruotas laike:

Fo (@) = [ F(@.0)d (38)

Kitaip tariant, detektorius susumuoja visus fotonus, kuriuos
iSspinduliuoja bandinio molekulés, pradedant tuo momentu, kai jos buvo
suzadintos, ir baigiant tuo, kai uzgeso paskutinés molekulés suzadinta biisena. IS
(38) formulés matyti, kad i§ nuostoviosios fluorescencijos eksperimento
neimanoma nustatyti, kada ir kaip uzgesta molekulés suzadinta busena: pvz.,
dvieju molekuliy fluorescencijos intensyvumas gali biiti vienodas, nors viena
Sviecia labai stipriai, bet trumpai, o kita — labai silpnai, uztat ilgai. Atitinkamai
néra galimybés 1§ nuostoviosios fluorescencijos matavimy pasakyti, kas vyksta
su molekule per ta laika, kol ji yra suzadinta, ar kaip jos suzadinta biisena
praranda energija.

Kinetingje spektroskopijoje, kurioje néra signalo integravimo laiko
atzvilgiu, gauname informacija apie procesus, vykstancius su molekule tol, kol
ji dar tebéra suzadinta. Sie procesai gali biiti tokie:

e spinduliné relaksacija (molekulé iSspinduliuoja fotona ir grizta 1
pagrinding biisena);

¢ vidiné konversija arba nespinduliné relaksacija;

¢ interkombinaciné konversija (susidaro tripletiné molekulés biisena);

e konformacinis molekulés pakitimas (pvz., trans-cis izomerizacija).
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Pavienés molekulés biina tik dujuy fazéje, o biologinéje medziagoje jas
visada supa kitos molekulés — baltymai, vanduo, lipidai ir pan. todel egzistuoja
dar keletas procesy, veikian¢iy suzadintos molekulés dinamika:

e energijos pernasa i gretima molekulg;

e solvatacija (tirpiklio molekuliy persiorientavimas, prisitaikant prie
suzadintos molekulés elektroninés orbitalés konfigiiracijos);

e fotoindukuota reakcija, pvz., protono arba elektrono pernasa nuo
suzadintos molekulés i tirpiklj arba ant jos kaimynés.

Visi $ie procesai veikia molekulés biisena, (taigi ir jos fluorescencijos
spektra). Si poveiki galima stebéti kinetinés fluorimetrijos metodais.
Fluorescencijos kinetingje spektroskopijoje molekulés suzadinamos trumpu
Sviesos impulsu (lazerio impulsu arba impulsinés lempos blyksniu) ir
matuojamas ju fluorescencijos spektras kaip laiko funkcija, t.y. registruojamas
signalas uzraSomas taip:

F=F(A,t) (39)

Panagrinékime supaprastinta pavyzdi: molekuliy ansamblis suzadinamas

gausiniu  lazerio impulsu, kurio intensyvumas aprasomas formule
-

Ner: e * (Zr. uztuSuota kreivg 4 pav.), o molekulés suzadinta biisena
T

gesta tik spinduliniu biidu (iSspinduliuojant fotong). Tarsime, kad Zadinantis

I(t) =

impulsas néra labai intensyvus ir sugerties jsisotinimo dél priverstinio
spinduliavimo galime nepaisyti. Molekuliy skai¢ius suzadintoje biisenoje

tuomet aprasomas tokia diferencialine lygtimi:

an__A e 1, (40)
dt 2zt 7,

kurioje A — zadinanCio impulso amplitudé, o 7z; — charakteringoji
suzadintosios biisenos fluorescencijos trukmé (atvirkstinis dydis fluorescencijos

greiiui).
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Lygti (40) atitinkan¢ios homogeninés lygties sprendinys yra gestanti

t

eksponente Ce ” (plona linija su kvadratukais 4 pav.), o varijuodami konstanta
ir jras¢ prading salyga, n(t=-0)=0 galime surasti ir bendraji sprendini, kurio

grafinis vaizdas pateiktas 4 pav. (iStisin¢ linija) kuris susideda i§ dviejy

daugikliy:

t

n(t)=G(t)-e (41)
G(t) analizinés iSraiSkos neturi, taCiau ji yra proporcinga gausinés
impulso gaubtinés integralui nuo -« iki ¢ ir iSreiSkiama per vadinamaja

paklaidos funkcija erf(¢):

G(t)O 1+erf (1j
L ‘ (42).
erf(t) = N ! e dt

Grafinis jos pavidalas pateiktas 4 pav. (punktyriné linija), o fizikiné
prasmé irgi aisSki: taip kisty suzadintos biisenos molekuliy skaicius, jei
fluorescencijos gyvavimo trukme z; biity be galo ilga (tuomet eksponenté (41)
formuléje pavirsty vienetu). Natiiralu, kad tuomet suzadinty molekuliy skaicius
ansamblyje yra proporcingas ansambli aplankiusiy fotony skaiciui iki laiko

momento £, t.y. impulso gaubtinés integralui nuo —oo 1ki .
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4 pav. Fluorescencijos kinetika hipotetinéje molekul¢je, suzadinus ja
gausiniu impulsu. Zadinan¢io gausinio impulso intensyvumas parodytas
uztusuota kreive, fluorescencijos intensyvumas — istisine linija. Punktyriné linija
rodo fluorescencijos intensyuma tuo atveju, kai fluorescencija neuzggsta (arba
gesta be galo 1étai, palyginti su zadinan¢iojo impulsu trukme). Plona linija su
kvadratukais rodo eksponentg, apraSancia suzadintos biisenos gesima (Zr. (41)
formulg).

Eksperimente stebimas fluorescencijos intensyvumas yra proporcingas
molekuliy, esanc¢iy suzadintoje buisenoje, skaiCiui, taigi (41) formulés matome,
kad miisy paprastame molekuliy ansamblyje fluorescencijos intensyvumas,
uzaugs tokiu greiciu, kokiu i ji impulsas atne$ fotonus, o paskui eksponentisSkai
uzges. Svarbu tai, kad laiko momentais, daug vélesniais uz Zadinan¢io impulso
pasirodyma, fluorescencijos gesimas yra eksponentinis ir visy su impulsu
susijusiy subtilybiy galime nepaisyti. Tai galioja tada, kai zadinancio impulso
trukmeé daug trumpesné uz fluorescencijos gesimo trukmeg.

Kol kas miusy modelyje nebuvo jtrauktas joks procesas, veikiantis
bandinio fluorescencijos spektra, todél iSnagrinétu atveju registruojamo
fluorescencijos spektro forma bus pastovi, tik jo intensyvumas laikui bégant
uzges pagal (41) formuleg.
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Laike koreliuotas pavieniy fotony skaiciavimas

Sis elektroninis metodas taikomas, kai Zadinimui naudojame didelio
impulsy pasikartojimo daZznio lazerius arba impulsines lempas. Molekulg
suzadinus lazerio impulsu, po tam tikro laiko tarpo At ji iSspinduliuos fotona. Jei
pavykty iSmatuoti Ar daugeli karty (t.y. suzadinus molekules daugeliu impulsy),
gautos vertés pasiskirstyty pagal tikimybe, jog molekule i$spinduliuos fotona
tam tikru laitko momentu. Tai ir atlickama laike koreliuoto pavieniy fotony
skai¢iavimo (TCSPC (angl. Time-Correlated Single Photon Counting)
eksperimente, kurio principiné schema pateikta 5 pav. Didelio pasikartojimo
daznio Sviesos Saltinis siuncia ultratrumpuosius impulsus i bandinj. Dalis lazerio
impulso Sviesos atskeliama pluosto dalikliu ir nukreipiama i fotodioda, kuris
generuoja elektronini impulsa. Sis impulsas toliau patenka i diskriminatoriu,
kuris i§ diodo (nezinomos formos) impulso sugeneruoja skaitmeninj elektronini
impulsa, vadinama ,,start” impulsu. ,,Start* impulsas patenka i vadinamaji laiko-
itampos keitikl; ir ji paleidzia. Laiko-itampos keitiklis — tai prietaisas,
iSduodantis jtampa, proporcinga laiko tarpui tarp dvieju elektroniniy signaly
(,,start™ ir ,,stop*). IS esmées tai yra kondensatorius, jkraunamas pastovia elektros
srove. Fluorescencijos fotona, kuri iSspinduliuoja bandinys, uZregistruoja
jautrus fotodaugintuvas, kurio signalas irgi pereina diskriminatoriy ir patenka 1
laiko-itampos keitiklj; tai vadinamasis ,,stop* signalas. Tokiu budu laiko-
itampos keitiklyje atsiranda itampa, proporcinga laiko tarpui tarp ,start ir
,stop®“ fotonu pasirodymo, arba, paprasCiau tariant, trukmei tarp bandinio
suzadinimo ir fotono i§spinduliavimo. Si jtampa uzraSoma daugiakanaliniame
analizatoriuje. Sis analizatorius - tai elektroninis prietaisas, kuris paskirsto
itampas i kanalus, pagal ju verte, pvz, itampos nuo 0 iki 0.1 V pakliiiva | pirma,
kanala, nuo 0.1 iki 0.2 V — 1 antrg ir t.t. Kiekvienas kanalas turi su juo susieta

skaitiklj, kurio verté, padidinama vienetu, jei jtampa i ji pakliuvo.
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Daugiakanalis analizatorius

5 pav. Laike koreliuoto pavieniy fotony skaiciavimo eksperimento schema:
lazerio impulsas padalijamas 1 dvi dalis, kuriy viena paleidzia laiko-itampos
keitikli, o kita — suzadina bandini. Keitiklis ima kaupti itampa, o ji sustabdo
fluorescencijos fotonas, kuri iSspinduliuoja bandinio molekule, uZzregistruotas
fotodaugintuvu. Trukme tarp impulso, at€jusio 1 fotodioda ir fotono,
uzregistruoto  fotodaugintuvu,  atitinkanti  itampos  vert¢  iraSoma
daugiakanaliniame analizatoriuje. Atlikus eksperimenta daugeli karty,
gaunamas laikinis fluorescencijos trukmeés pasiskirstymas (fluorescencijos
gesimo kinetika).

Tokiu biidu registruojama fluorescencijos gesimo histograma: kanalai,
kurie atitinka dazniausiai stebimas fluorescencijos uzlaikymo trukmes, sukaupia
didziausias vertes (ju skaitikliai suveikia daznai), o reciausias vertes atitinkantys
kanalai ,,pamato* vos keleta fotonu.

TCSPC metodas — elektroninis metodas, taigi pagrindinis jo trilkumas —

nelabai gera laikiné skyra. Ja riboja ne detektoriy (fotodiodo, fotodaugintuvo)
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atsako laikas: diskriminatoriai registruoja ne patj atsaka, bet generuoja
sinchronizacijos impulsa tada kai detektoriaus itampa pasiekia tam tikra
procenta maksimalios jtampos. Tokiu biidu, net jei diodo atsakas | lazerio
impulsa uztrunka kelias mikrosekundes, jei tik jo forma tobulai atsikartoja tarp
skirtingy impulsy, paklaidos neturésime ir galésime registruoti nanosekundziy ir
pikosekundZziy trukmes procesus. Paklaidas salygoja vadinamasis ,,tirt¢jimo*
(angl. Jitter) triukSmas, t.y. detektoriaus atsako formos kitimas nuo impulso prie
impulso. Praktikoje TCSPC metodika leidzia pasiekti iki 50 ps laiking skyra.
Laikin¢ skyra apibréZiama kaip instrumentinés atsako funkcijos pilnas plotis
pusés aukstyje. Ja galima iSmatuoti, vietoje bandinio idéjus Siek tiek Sviesa
i1§sklaidancios nefluorescuojancios medziagos (pvz., vandens su kreida ar
pienu). Kadangi tampri sklaida yra momentinis procesas, tai ir matysime signala
kuri lems matavimo sistemos atsakas | momentini zadinima. Kaip dar viena
trikuma galime paminéti tai, jog metodas yra 1§ esmes vienspalvis: vienu metu
registruojama fluorescencijos kinetika ties vienu bangos ilgiu, o norint
registruoti spektra, reikia matuoti daugeli bangos ilgiy paeiliui, arba prietaise
imontuoti keleta detektoriy ir visy elektronikos komponenty, o tai yra brangus
sprendimas.

Taciau TCSPC metodika turi svarbiy privalumy: jai nereikia dideliy
lazerio intensyvumy (netgi prieSingai: impulsy energijos negali biiti per didelés,
nes visas metodas grindZiamas prielaida prielaida, kad 1§ kiekvieno impulso
bandinys iSspinduliuoja tik vienq fluorescencijos fotona, kurj registruoja
detektorius), beveik visai nesvarbus lazerio stabilumas (t.y. net jei lazerio
impulsu energijos svyruoja labai smarkiai, pvz., du kartus, metodas veikia).
TCSPC eksperimento metu galima pusvalandziui iSjungti lazeri, o grizus lyg
niekur nieko ji jjungti ir matuoti toliau. Kadangi metodas yra kaupiamasis,
galima skaiciuoti fotonus tol, kol signalo-triuk§mo santykis pasieks norima riba

ir gauti duomenys leis atsakyti | eksperimentatoriy dominanti klausima.
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Be to, Sis metodas yra pigus, palyginti su kitais laiko skyros
fluorescencijos metodais. Ypac jis iSpopuliaréjo, kai atsirado diodiniai lazeriai,
galintys generuoti apie 100 ps trukmés impulsus, kuriy kaina tesudaro keleta
procenty to, kiek kainuoja ,tikra* ultrasparioji lazerin¢ sistema. TCSPC
pastaruoju metu placiai taikomas vadinamojoje laiko skyros mikroskopijoje, kur

konfokaliniu mikroskopu registruojama fluorescencija dar iSskleidziama ir

laike.

Fluorescencijos anizotropijos su laikine skyra matavimas

Fluorescencijos anizotropija su laikine skiriamaja geba galima iSmatuoti
naudojant fluorimetra (ar fluorescencijos matavimo sistema), kuriuo
matuojamos fluorescencijos gyvavimo trukmés. Siuo atveju reikia atlikti tik
nezymuy prietaiso patobulinima — jmontuoti poliarizatoriy (kuris poliarizuoty
zadinanc¢ia spinduliuotg) ir analizatoriy (per kuri i detektoriy patekty tik
reikiamos poliarizacijos Sviesa). Kai kurie fluorimetrai su laikine skiriamaja
geba Siuos komponentus turi imontuotus.

Fluorescencijos anizotropija su laikine skyra yra apibréziama kaip:

_L,0-LO
RUACEERAD )

¢ia I,(¢+) - iSmatuoto fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo
laiko kai poliarizatorius ir analizatorius yra orientuotas lygiagreciai vienas kito
atzvilgiu, 7, (z) - iSmatuoto fluorescencijos intensyvumo priklausomybé nuo
laiko kai poliarizatorius ir analizatorius yra orientuotas lygiagreciai vienas kito
atzvilgiu.

Jei tiriama molekul¢ laikysime sferiniu rotoriumi tai tokiu atveju
fluorescencijos anizotropijos gesima galima apraSyti monoeksponentine
funkcija, kuri priklauso nuo sukamosios relaksacijos koreliacijos laiko 1, ir yra

aprasoma lygtimi:
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At) =4, -e ™ (44)

¢ia A — yra anizotropija pradiniu laiko momentu.

Sis sukamosios relaksacijos laikas 1, yra tiesiogiai proporcingas

molekulés tdiriui V ir ja supan¢ios aplinkos klampai 1. Si rysi nusako lygtis:

4
T = (45)

¢ia k — Bolcmano konstanta, T — tiriamo tirpalo temperatiira kelvinais.
Taigi iSmatavus baltymo sukamosios relaksacijos laika ir tirpalo klampa galima
apskaiciuoti baltymo tiiri.

Globuliniy baltymy sukimosi relaksacijos laikas yra susijes su ju moline

mase ir apytiksliai yra apskai€iuojamas pasinaudojus tokia formule:

M
= 7 ) (46)

T

¢ia ¥V - specifinis baltymo tiris, h — baltymo hidratacijos koeficientas, T
— temperatiira kelvinais, R — universalioji duju konstanta, n — tirpalo
klampumas. Baltymo specifinis turis apytiksliai yra lygus 0,73 ml/g, hidratacija
apie 0,23 g vandens 1 g baltymo. Pagal Sia lygybe apskaiCiuoti baltymo
sukimosi relaksacijos laikai gali skirtis nuo iSmatuoty apie du kartus (jie yra
trumpesni). Sis skirtumas atsiranda dél to, kad specifinis baltymo tiris bei

baltymo hidratacijos laipsnis yra jvertinami ne tiksliai, be to daroma prielaida,

kad baltymas yra sferinis.

Zaliai fluorescuojantis baltymas

Kai kurie jury organizmai, tokie kaip planktonas, zuvys ir mediizos
kartais spinduliuoja Sviesa, kuri susidaro ju metabolizmo cheminiy reakcijy
metu. Vienas i tokiy organizmy yra mediiza Aequoria victoria. Kodél §i
mediiza liuminescuoja, nezinoma; tiesg sakant, jei jos niekas nelie€ia, ji SvieCia

gana retai, taciau Svytéjima iSSaukti nesunku, iSorisSkai dirginant Siuos gyviinus.
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Zinoma, kad $vytéjimas atsiranda chemiskai aktyviame baltyme, vadinamame
aekvorinu, kuris skleidzia mélyna Sviesa (spektro maksimumas apie 469 nm).
Taciau dirginant mediiza, ji $vieGia Zaliai (508 nm). Si skirtuma salygoja dar
vienas baltymas, vadinamas Zaliai fluorescuojanciu baltymu (GFP — angl. green
fluorescent proteine), kuriam aekvorinas perduoda energija, ir kuris
isspinduliuoja zalius fotonus. Sis baltymas unikalus tuo, kad yra optiskai
aktyvus matomoje spektro srityje visiskai neturédamas prostetiniy grupiy (tokiy,

kaip fotosintezé¢je dalyvaujantys pigmentai — chlorofilai ir karotinoidai).

6 pav. Erdvinés GFP struktiiros vaizdas ,,i§ Sono“ (A) ir ,,i§ virSaus®“ (B). Beta klostés
pavaizduotos Zaliomis juostomis, o chromoforas parodytas kaip rutuliuky ir strypeliy
strukttra. C: GFP chromoforo, susintetinto atskirai nuo baltymo, cheminé¢ struktiriné

formulé.

GFP fluoroforas susiformuoja autokatalitiSkai 1§ pirminés jo amino
rigitiy sekos. Si GFP savybé yra neikainojama molekulinéje biologijoje:
biochemikai iSmoko ji klonuoti ir priverté¢ bakterijas sintetinti §i baltyma.
Genetinémis manipuliacijomis galima ,,privirinti“ §j baltyma prie kito kokio
nors mus dominancio baltymo, o tada pastarojo judéjima ir pasiskirstyma
organizme galime stebéti pagal Zalia fluorescencija. Taigi, GFP naudojamas
kaip nenuodingas ir visiSkai biologiSkas fluorescencinis Zymeklis, kurio savybes

biochemikai iSmoko tiksliai valdyti. Svarbu suprasti ir biofizikinius §io baltymo
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fuorescencijos mechanizmus, nes jie atveria kelia sintetinti jo analogus su
molekulinés biologijos tyrimams reikalingomis savybémis.

GFP yra vandenyje tirpus baltymas, kurio trimat¢ erdving struktiira 1996
nustaté Ormo su bendraautoriais [15]. Baltymo globule sudaro beta klos¢iy
,statinaité* (6A, B pav.), kuri supa ir saugo nuo aplinkos autokatalitiSkai
susiformavusi chromofora (6 C pav.).

Chromofora sudaro benzolo ziedas, kurio OH grupé baltyme yra
prisijungusi protona, ir imidazolo ziedas su dviem azoto atomais. Konjuguoty
jungciy sistema, atsakinga uz pigmento sugert] matomoje spektro srityje, jungia
abu ziedus. GFP sugeria violeting Sviesa (apie 400 nm), taCiau fluorescuoja
zaliojoje spektro srityje (apie 508 nm). Ilgai buvo neaiSku, 1§ kur atsiranda toks
didelis stokso poslinkis, kol M. Chattoraj su bendraautoriais atliko
fluorescencijos daznio sumavimo eksperimenta, pagaliau leidusi iSsiaiSkinti

zalios GFP fluorescencijos prigimti.

A e 460 nm

Fluorescencijos intensyvumas (s.v.)
I[l__t‘l(l]lll']ll[ll(]l'lll‘f.

A = 508 nm

1
IBRAE AR AR R R R L R AN AR AR RE RN RR R

v AP IR I B o ; .
0 40 80 120 160 O 40 80 120 160
Laikas (ps)

7 pav. Fluorescencijos daznio sumavimo signalai GFP: A, C fluorescencijos
intensyvumo priklausomybé nuo laiko ,jnormaliame® GFP. A paveikslélyje parodyta
fluorescencija uzregistruota ties 460 nm, C paveikslélyje — ties 508 nm. B, D — tokie patys
eksperimentai, kaip A ir C, atlikti su GFP, istirpintu D,0, kuriame benzolo zZiedo OH grupés
protonas pakeistas deuteriu.
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Eksperimente fluorescencijos daznio sumavimo bidu buvo matuojama
laiko skyros fluorescencija ties 460 nm ir 508 nm. IStirti du bandiniai: vienas
»iprastinis“ GFP, kitas — GFP, istirpintas buferiniame tirpale, kurio pagrinda
vietoje vandens sudar¢ D,O. Tokiomis salygomis GFP chromoforo benzolo
grupés protonas pakeiciamas deuteriu (t.y. ,,pasunkéja* du kartus). Matome, kad
fluorescencija ties 460 nm abiejuose bandiniuose atsiranda 1§ karto po
suzadinimo (7 A,B pav.), t.y. ji vyksta i§ tos pacios biisenos, | kuria GFP
chromofora suzadina fotonas. Tuo tarpu pradiniu laiko momentu =0 nei
deuteruotame, nei paprastame bandinyje fluorescencijos ties 508 nm nestebime
(7 B,D pav.). Praéjus mazdaug 20 ps paprastame GFP ir 100 ps deuteruotame
GFP, pradZzioje stebéta fluorescencija ties 460 nm uzZggsta, ir uzauga
intensyvumas ties 508 nm (t.y. ten, kur GFP nuostovusis fluorescencijos
spektras turi maksimuma). Cia ypa¢ svarbis yra eksperimentiniai faktai, jog i
fluorescencija yra daug intensyvesne, nei stebima ties 460 nm, ir kad jos
atsiradimo greitis priklauso nuo to, ar GFP chromofore ant benzolo ziedo yra
protonas, ar deuteris. Tai leido M. Chattoraj ir bendraautoriams padaryti
dviguba iSvada: a) stebima zalia GFP fluorescencija vyksta i$ kitos biisenos,
negu ta, 1 kuria GFP suzadina fotonas; b) §i Zaliai fluorescuojanti biisena
susiformuoja i§ suzadintos GFP biisenos pernesant protona (nes kitaip jos
susiformavimo greitis nepriklausyty nuo to, ar GFP yra H,0, ar D,O

buferiniame tirpale).
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4. Praktinés uzduotys

I.
2.

9.

Kas yra fluorescencija, kokios jai biidingos gyvavimo trukmés?
Kas yra fluorescencijos kvantinis naSumas? Kokie procesai vykstantys

molekuléje j1 mazina?

. Kodé¢l fluorescencijos spektras yra pasislinkes, sugerties spektro atzvilgiu, |

ilgesniy bangy srit}?
Kaip galima apskaiCiuoti S; biisenos molekulés radiacing gyvavimo

trukme?

. Nuo ko priklauso molekulés fluorescencijos gyvavimo trukmé? Kaip ji

keiciasi did¢jant vidinés konversijos spartos konstantai?

Kas yra statinis ir dinaminis fluorescencijos gesinimas? Ar jiems vykstant
keiciasi fluorescencijos gyvavimo trukme? Kodéel?

Kokia Sviesa vadinama poliarizuota?

Kaip  apskaiCiuojamas  Fluorescencijos  poliarizacijos  laipsnis?
Apskaiciuokite ji kai [; = 0,8 X I,

Nubraizykite fluorescencijos anizotropijos matavimo schema.

10.Kaip galima iSmatuoti molekulés fluorescencijos gyvavimo trukme?

11.Nubraizykite fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimo (naudojant laike

koreliuoto pavieniy fotony skai¢iavimo metoda) schema.

12.Nubraizykite fluorescencijos anizotropijos su laikine skyra matavimo

schema.
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5. Aparatiira ir darbo metodika

Sio laboratorinio darbo metu bus naudojamas sugerties spektrometras
Carry 50 (Varian, Australija), fluorimetras Carry Eclipse (Varian, Australija) ir
fluorimetras su laikine skyra FL920 (Edinburgh Instruments, Skotija). Trumpai

aptarsime Siuos prietaisus.

9 pav Cary Eclipse fluorescencinis spektrofotometras.

Carry 50 spektrometre kaip Sviesos Saltinis yra naudojama ksenono
lempa, juo galima atlikti matavimus 190 nm — 1100 nm bangy ilgio intervale.
Prietaiso skiriamoji geba didesné¢ nei 1,5 nm. Spektrometras gali iSmatuoti
bandiniy sugerti iki 3 optiniy vienety, todél atlieckant matavimui reikia stebéti
kad tirpaly optinis tankis nevirSyty Sios reikSmeés.

Carry Elipse spektrometre kaip Sviesos Saltinis yra naudojama impulsine
ksenono lempa, todé¢l juo galima dirbti neuzdarius bandiniy skyrelio, taciau
rekomenduojama ji uzdaryti, kad atliekant matavimus biity i§laikomos pastovios

salygos. Siuo fluorimetru galima atlikti matavimus 200 nm — 900 nm bangy
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ilgio intervale. Prietaiso skiriamoji geba didesné nei 1,5 nm. Detaliau apie Siuos
prietaisus galima pasiskaityti spektrometry aprasuose.

Pagrindinis prietaisas kuris bus naudojamas atliekant §j laboratorinj darba
yra modulinis spektrometras (10 pav.). Tai yra pladiausiy galimybiy bei pats
sudétingiausias spektry registravimo jrenginys. Jame kiekviena dalis, pvz.
lempa, monochromatorius ir t.t. yra atskiras modulis. Prietaisas, kaip
konstruktorius, yra surenkamas i§ tokiy moduliy. Natiralu, kad Siuos modulius
reikalui esant galima nesunkiai keisti, taCiau modulinio spektrometro esme, kad
biity galima pasidaryti prietaisa sujungiant tiek moduliy, kiek yra reikalinga ir
dirbant nieko keisti nereikty. Taigi pirmoji visy spektrometry dalis yra Sviesos
Saltinis. Kad biity galima atlikti {vairiy tipu fluorescencijos matavimus
reikalingas Sviesos Saltinis spinduliuojantis Sviesa nuo ultravioleto iki
infraraudonosios spektrinés srities. Siame prietaise yra naudojama ksenono
lempa, kuri skleidzia tiek UV, tiek VIS, tiek ir NIR srities Sviesa. Tam tikrais
atvejais netgi IR srityje gali biti naudojama ksenono lempa. Taciau jos
emituojamas spektras néra tolygus. IR sri¢iai labiau tinkamos kvarco-volframo
halogeninés lempos. Abiejy tipy lempas galima pajungti prie spektrometro ir
atliekant atitinkama uzduoti pasirinkti vienos arba kitos lempos spinduliuotg.
Sios lempos — tai nuostoviosios fluorescencijos §viesos Saltiniai. Prie $io
spektrometro taip pat yra prijungti ir Sviesos Saltiniai skirti fluorescencijos
registravimui su laikine skyra. Pirmiausia tai yra impulsiné ksenono lempa,
kurios impulso trukmé siekia kelias nanosekundes. Tam tikrais atvejais tokia
trukmeé yra per ilga, todel papildomai galima naudoti impulsinius lazerius (ju
impulso trukmé yra keliy deSimciu pikosekundziy eilés), kurie taip pat yra
pajungiami prie spektrometro per specialy lazerinés spinduliuotés ivada. Prie Sio
fluorimetro yra prijungtas 405 nm bei 490 nm bangos ilgio Sviesa
spinduliuojantys lazeriai. Jei Sie bangos ilgiai tinka numatomam eksperimentui
tada, kaip Sviesos Saltini reikéty naudoti lazeri. Jei Sis bangos ilgis netinka

eksperimentui reikés naudoti impulsing ksenono lempa. Kaip jau aukSciau
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minéjome lempa skleidzia plataus spektro Sviesa, todél naudojant lempa yra
reikalinga spektrinés sudéties modifikavimo sistema. Taigi visos lempos yra
jungiamos taip, kad jvairiy optiniy sistemy pagalba (I¢Siai, veidrodziai ir pan.)
ju spinduliuotés biity suvedamos 1 kita moduli — monochromatoriy. Pagrindiné
monochromatoriaus dalis, kuria Sviesa yra iSskaidoma | spektra, yra difrakciné
gardele, o pagrindinés monochromatoriy apibiidinancios charakteristikos yra
dispersija (arba iSbarstymas), pralaidumo efektyvumas ir pasalinés Sviesos
kiekis. Moduliniame spektrometre monochromatorius yra kaip atskiras
prietaisas, todél Siuos reikalavimus galima i8pildyti geriausiai. Dispersija, arba
kaip stipriai bus iSskirtos Sviesos spalvos, nulemia tiek pati gardelé, tiek
monochromatoriaus matmenys. Kadangi tai yra atskiras modulis, jis gali biti
daromas tiek mazas, tiek ir didelis. Pralaidumas yra nevienodas kiekvienam
bangos ilgiui, tai vélgi nulemia, kuriai spektrinei sriciai yra optimizuoti
difrakcinés gardelés réziai. Taigi dirbant skirtingose spektrinése srityse (UV,
VIS, NIR, IR) reikéty prietaiso su keliomis skirtingomis gardelémis. Siame
prietaise monochromatoriuje galima imontuoti tris skirtingas gardeles ir véliau
pasirinkti tinkama pagal spektring sriti, kurioje numatome dirbti. Tokiu biidu
yra iSlaikomas aukStas monochromatoriaus pralaidumas pla¢iame spektriniame
ruoze. Paskutinis parametras, kurio apibiidinamas monochromatorius yra
Sviesos kiekis uz pasirinktos spektrinés srities (spalvos) riby. Norint sumazinti
pasalinés Sviesos kieki reikty iSskirta tam tikros spalvos spinduliuote dar karta
praleisti pro monochromatoriy. Moduliniame spektrometre ir tai gali buti
padaryta sujungiant du atskirus monochromatorius. Be abejo, monochromatoriai

turi i€jimo bei i§¢jimo plysius, kuriy plociai gali buti keiciami.
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Ksenono lempa
ps impulsing
lempa

Standartinis

deteldonius

Papildomas
deteltonus

Spindulia
nukreipgjas

Bandiniy
laikilklis

y Papildoma
veldroding optila

ns impulsiné

monnchrommat

Atfeniuatonus .

Atmminis 2 Ernizijos
c_ietcl-:torit/;;r' & monochromatonus

"y

Poliatizatorius

& andirll_iq Papildomas
skoyrelis jvadas
spindulivote

10 pav. Edinburgh Instruments spektrometro FL920, principiné schema.

Sekanti modulinio spektrometro dalis — bandiniy skyrius, jame yra kai
kurie svarbiis optiniai komponentai. Tai yra poliarizatorius, kuriuo yra
poliarizuojama spinduliuote, jei yra atliekami poliarizaciniai matavimai, bei
intensyvumo reguliatorius, kuriuo galima keisti 1 audini krentancios
zadinanciosios spinduliuotés intensyvuma. Bandinio skyriuje taip pat yra
imontuotas spinduliuotés intensyvumo detektorius, kuris registruoja bet kokius
zadinanciosios spinduliuotés svyravimus ir atitinkamai yra modifikuojamas
fluorescencijos spektras. Bandiniy skyriuje yra dar vienas ivadas Sviesos
Saltiniui, t.y. kelias aplenkiant monochromatoriy. Jis yra skirtas lazeriniams
Sviesos Saltiniams, kuriy spinduliuoté yra monochromating.

Surinktas fluorescencijos signalas eina | detektoriy. Emisijos atSaka yra
labai panas$i 1 Zadinimo atSaka: taipogi yra poliarizatorius, kuris Sioje atSakoje
yra vadinamas analizatoriumi, viengubas arba dvigubas monochromatorius ir
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detektoriai. Monochromatoriuose yra imontuotos kitokios difrakcinés gardelés

nei Zadinimo atSakoje, nes fluorescencija vyksta kitoje spektrinéje srityje nei

zadinimo spinduliuoté. Detektoriy skai¢iy vélgi apsprendzia tai, kokioje

spektrinéje srityje ir kokio tipo yra atliekamas tyrimas. Bendrai galima iSskirti

tris detektorius — vienas UV — VIS sriciai, Kitas NIR ir IR sriciai, ir trecias,

labai greitas — fluorescencijai su laikine skiriamaja geba. Sie greiti detektoriai

taip pat yra skirtingi skirtingoms sritims.

Detaliau apie Si spektrometra, jo galimybes bei darbo eiga atliekant

matavimus galite pasiskaityti spektrometro aprase.

6. Darbo eiga

Darbas sudarytas ir Zemiau iSvardinty etapy:

matavimas.

tirpaly paruoSimas;

nuostoviosios sugerties ir fluorescencijos spektry matavimas;
fluorescencijos poliarizacijos laipsnio matavimas;
fluorimetro laikinés skyros matavimas;

tirtamy tirpaly fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimas;

tiriamy tirpaly fluorescencijos anizotropijos gyvavimo trukmiy

Toliau Sias dalis aptarsime detaliau.

Tirpaly paruosSimas.

1. Fosfatiniame buferyje kurio pH=7,3 istirpinkite GFP. ParuoStame tirpale
GFP koncentracija turi bati 5¥10™® mol/l. GFP moliné masé M=27 kDa.

Fluoerscencijos anizotropijos matavimams taip pat reikés pasiruosti

5%10® mol/l GFP tirpalus kuriuose glicerolio koncentracija baty 10%,
30%, 50% ir 70%.
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. Fosfatiniame buferyje kurio pH=7,3 istirpinkite BSA. ParuoStame tirpale

BSA koncentracija turi bati 5*10™° mol/Il. BSA moliné¢ masé M=66,4 kDa.

. Paruoskite sklaidantj tirpala fluorimetro laikinés skyros matavimams (i

vandeni ilasinti pieno).

Nuostoviosios sugerties ir fluorescencijos spektry matavimas (matavimai

atlickami su Varian spektrometrais)

1.

2.

3.

ISmatuokite paruostu GFP ir BSA tirpaly sugerties spektrus. Matuojant
sugert], sugertis ties visais bangos ilgiais neturi nevirSyti 3 optinio tankio
vienety. Gautus duomenis pavaizduoti grafiskai.

ISmatuokite paruosty GFP ir BSA tirpaly fluorescensijos spektrus. Gautus
duomenis pavaizduojami grafiskai.

Sugerties ir fluorescensijos spektrus pavaizduokite viename grafike.

Fluorescencijos poliarizacijos laipsnio matavimas (Sis ir tolesni matavimai

atlickami fluorimetru FL920)

I.

ISmatuokite GFP tirpalo fluorescencijos spektra esant lygiagreciai

orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui.

. ISmatuokite GFP tirpalo fluorescencijos spektra esant statmenai

orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui.

. Abu gautus spektrus pavaizduokite viename grafike.

I -1 iy . .. .. .
Pagal P:”—IL formule apskaiciuokite fluorescencijos poliarizacijos
(!

laipsni.

. ISmatuokite BSA tirpalo fluorescencijos spektra esant lygiagreciai

orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui.
ISmatuokite BSA tirpalo fluorescencijos spektra esant statmenai

orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui.

. Abu gautus spektrus pavaizduokite viename grafike.
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I, -1 y- . .. . ..
8. Pagal P:”—IL formule apskaiciuokite fluorescencijos poliarizacijos

I L1

laipsni.

9. Palyginkite gautus GFP ir BSA poliarizacijos laipsnius.

Fluorimetro laikinés skyros matavimas

I.

ISmatuokite fluorimetro FL920 instrumenting atsako funkcija. Ji

matuojama 1 bandinio skyreli idéjus sklaidanti bandini.

. Atvaizduokite gauta kreive grafiskai.
. Apskaiciuokite fluorimetro laiking skyra (laikiné skyra apibréZiama kaip

instrumentinés atsako funkcijos pilnas plotis pusés aukstyje).

Tiriamy tirpaly fluorescencijos gyvavimo trukmiy matavimas

I.

ISmatuokite GFP tirpalo fluorescencijos kinetika. Fluorescencijos
zadinimui reikia pasirinkti to bangos ilgio Sviesa, kuria GFP sugeria

labiausiai (nustatykite tai 1§ ank§¢iau iSmatuoty sugerties spektry).

. I§ gautos kreives apskaiCiuokite (aproksimuokite eksponente) GFP

fluorescencijos gyvavimo trukme. Siam tikslui galima naudoti fluorimetre

esancig kinetiniy fluorescencijos matavimy analizés programa.

. ISmatuokite BSA tirpalo fluorescencijos kinetika. Fluorescencijos

zadinimui reikia pasirinkti to bangos ilgio Sviesa, kuria BSA sugeria
labiausiai (nustatykite tai 1§ ank§¢iau iSmatuoty sugerties spektry).

IS gautos kreivés apskaiCiuokite (aproksimuokite eksponente) BSA
fluorescencijos gyvavimo trukme. Siam tikslui galima naudoti fluorimetre

esancig kinetiniy fluorescencijos matavimy analizés programa.

. Palyginkite gautas GFP ir BSA fluorescencijos gyvavimo trukmes.
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Tirpaly fluorescencijos anizotropijos matavimas su laikine skyra

l.

ISmatuokite GFP tirpalo fluorescencijos kinetika esant lygiagreciai
orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui. Fluorescencijos zadinimui
reikia pasirinkti to bangos ilgio Sviesa, kuria GFP sugeria labiausiai
(nustatykite tai 1§ ank$¢iau iSmatuoty sugerties spektry).

ISmatuokite GFP tirpalo fluorescencijos kinetika esant statmenai
orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui. Fluorescencijos zadinimui
reikia pasirinkti to bangos ilgio Sviesa, kuria GFP sugeria labiausiai

(nustatykite tai 1§ ankSCiau iSmatuoty sugerties spektry).

. Abi gautas kinetikas pavaizduoti viename grafike.

1,0 —1,()

Pagal A0 =7 210

formule apskaiciuokite fluorescencijos

anizotropijos kinetika, apskaiCiuokite (aproksimuokite gauta kinetika
eksponente) GFP sukimosi relaksacijos trukmeg. Siam tikslui galima
naudoti fluorimetre esancia kinetiniy fluorescencijos matavimy analizes
programa.

nM

. Pasinaudodamir,, ZE(V”I) formule apskaiciuokite baltymo aplinkos

klampa (naudokite apytiksles 7 ir h vertes: V= 0,73 mi , h

g baltymo

—0.23 510,

g baltymo

ISmatuokite BSA tirpalo fluorescencijos kinetika esant lygiagreciai
orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui. Fluorescencijos Zadinimui
reikia pasirinkti to bangos ilgio Sviesa, kuria BSA sugeria labiausiai

(nustatykite tai 1§ ank$¢iau iSmatuoty sugerties spektry).

. ISmatuokite BSA tirpalo fluorescencijos kinetika esant statmenai

orientuotiems poliarizatoriui ir analizatoriui. Fluorescencijos Zadinimui
reikia pasirinkti to bangos ilgio Sviesa, kuria BSA sugeria labiausiai
(nustatykite tai 1§ ankSCiau iSmatuoty sugerties spektry).
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8. Abi gautas kinetikas pavaizduokite viename grafike.

1,@)-1,()

9. Pagal A(t):I 0210

formule apskaiCiuokite fluorescencijos

anizotropijos kinetika, apskaiCiuokite (aproksimuokite gauta kinetika
eksponente) BSA sukimosi relaksacijos trukme. Siam tikslui galima
naudoti fluorimetre esancia kinetiniy fluorescencijos matavimy analizés
programa. .

10.Pasinaudodamizr,, = %(17+ h) formule apskaiCiuokite baltymo aplinkos

klampa (naudokite apytiksles 7 ir h vertes: V= 0,73 mi , h

ghaltyma
—0.23-5m0_ ),
gbaltymn
11.Palyginkite gautas GFP ir BSA fluorescencijos anizotropijos kinetikas,

sukimosi relaksacijos laikus, apskaiciuotas tirpalo klampas.

GFP fluorescencijos anizotropijos gyvavimo trukmiy matavimas skirtingo
klampumo terpése
1. Atlikite pvairaus klampumo tirpaly (vienodos GFP koncentracijos, bet
skirtingo klampumo (0%, 10%, 30%, 50% 70% glicerolio) tirpaly)
fluorescencijos gyvavimo trukmiy bei fluorescencijos anizotropijos
matavimus bei skaiCiavimus aprasSytus auksciau (darbo etape ,,Tirpaly
fluorescencijos anizotropijos matavimas su laikine skyra®“) 1 — 5
punktuose.
1. Gautas anizotropijos kinetikas pavaizduokite viename grafike.
2. Nubraizykite tirpalo klampos priklausomybés nuo glicerolio

koncentracijos grafika.
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7. Kontroliniai klausimai

1.

Laike koreliuoto pavieniy fotonuy skai¢iavimo metodo schema, $io

metodo privalumai ir trikumai.

. Ka galima nustatyti 1§ fluorescencijos depoliarizacijos?

. Kaip galima iSmatuoti kinetinés fluorescencijos matavimo sistemos

laiking skiriamaja geba?

Nuo ko priklauso baltymo sukimosi greitis? Kaip jis kinta didinant tirpalo
klampuma?

Kaip apytiksliai galima apskaiCiuoti baltymo sukimosi relaksacijos
trukme?

Kaip apskaiciuojama sukimosi greicio relaksacijos trukmé?

. Nubraizykite fluorimetro FL920 principing schema ir paaiSkinkite jo

veikimo principa?
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