15. Mereni fluktuaci intenzity



PocCet ¢astic v pozorovanem objemu

Poissonovska statistika fika, ze pravdépodobnost P, ze se v daném
objemovém elementu V nachazi v dany okamzik n ¢astic, je rovna

n
-N

P(n,N)= ':']!

e

kde N je prumérny pocet ¢astic v objemu V. S molarni koncentraci c je tedy
spojen vztahem

N
c=
N,V
Napf. pro objemV =1flac=1nM (tj. N = 0,6) dostavame
P(0) = 0,55 P(1) = 0,33 P(2) = 0,10




FIDA (Fluorescence intensity distribution analysis)
PCH (Photon counting histogram)
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RozliSeni dvou fluoroforu s
ruznou jasnosti

Sample I: many but dd,m{ 3 oM flnorescein at pH 6.3)
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FIDA (PCH) smési je konvoluci histogramu jednotlivych
slozek. Vysledny histogram je pak SirSi, nez bychom
oCekavali pro vzorek obsahujici pouze 1 slozku.



Puvod fluktuaci

Difuze

Enzymaticka aktivita
Fazove prechody
Konformacni dynamika
Rotacni pohyby
Sbalovani proteinu
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FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy)

sledovani

Fluorescence
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Difuzni koeficient

Potfebujeme znat velikost a tvar
detekéniho objemu. Pro gaussovsky
profil plati

a(r)= c;(o)(1+ 4Djj_l(1+ 4Dj)‘“

S u

S a u znamenaji vzdalenost od mista s
maximalni intenzitou, kde intenzita
poklesne na 1/e2.
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Praktické poznamky

Stanoveni difazniho koeficientu vyzaduje pfesnou kalibraci rozméru detekéniho
objemu (~fl), nejéastéji pomoci fluoroforu se znamym D.
Mé&reni je pfesné pouze pfi malych koncentracich (~nM)

Jeden zaznam dat muzeme vyhodnocovat jako FCS | jako FIDA !
(FCS dokaze rozlisit molekuly s rznym difaznim koeficientem, FIDA rozliSi
molekuly s rdznou relativni intenzitou fluorescence (brightness). Oba zpusoby
vyhodnoceni nesou informaci o poctu ¢astic.
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PokrocilejSi metody

Two-color FCS (Cross-correlation FCS) Sledovani kolokalizace molekul

Sample

Detectar 1: F;

(dF,(t)-dF,(t+ 7))
=
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Time-resolved FCS

Excitace pulznim svétlem - sou€asné vyhodnocovani autokorelacni funkce a kinetiky
dohasinani fluorescence

Rozliseni molekul na zakladé riznych dob Zivota.




FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)

Metoda na sledovani lateralni difGze v membranach

& O

Photoblanchiment volna frakce = D/(d+D) = 1- imobilizovana frakce

““ (I V(5 | = et (14.26)
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Shrnuti

Fluktuace signalu muzeme vyhodnocovat jako FCS i FIDA

FIDA (PCH) - nese informaci o poCtu ¢astic a jejich relativni intenzité
FCS - informace o poctu Castic a difuznim koeficientu

Metody pracuji optimalné pfi sledovani velmi malého objemu a velkem
zfedéni fluoroforu

Pokrocilé metody - two-color FCS, time-resolved FCS, FRAP




