Forsteruv rezonancni pfenos energie

Fluorescencni rezonancni prenos energie (FRET = Fluorescence Resonance Energy Transfer ¢i Forster
resonance energy transfer) je fyzikalni jev popisujici pfenos energie mezi dvéma fluorofory. Pfi vhodné zvolenych
fluoroforech (nutnost prekryvu emisniho spektra donoru a absorpc¢niho spektra akceptoru) mdze donor, ktery je v
excitovaném stavu, prenést energii na akceptor pomoci nezarivé dipdl - dipdl interakce. Vysledkem je excitovana
molekula akceptoru, kterd poté vyzari energii, kterou plivodné absorboval donor. Pri FRET nedochéazi k emisi fotonu
donorem, jednd se tedy o nezérivy prenos energie. Efektivita tohoto prenosu je neprimo Umérna Sesté mocniné
vzdéalenosti mezi donorem a akceptorem, coz &ini FRET extrémné citlivym na malé vzdalenosti.

Stanoveni efektivity FRET umoznuje rozlisit, zda jsou dva fluorofory v urcité vzdalenosti od sebe. Toho vyuziva
biologicky a chemicky vyzkum.

Terminologie

Forsterliv rezonanéni prenos energie je pojmenovan po némeckém védci Theodoru Forsterovi. JelikoZ jsou oba
fluorofory fluorescentni latky, je ¢asto pouzivan termin ,Fluorescencni rezonanc¢ni prfenos energie”, a to i presto, ze
energie neni ve skutecnosti prendsena flourescenci. Aby se predeslo chybnému vykladu tohoto jevu, jehoz
podstatou je nezarivy prenos energie, je preferovan termin ,Forsterlv rezonancni prenos energie” pred
.Flourescencni rezonan¢ni prenos energie”, presto se vsak ve védecké literature mizeme ¢astéji setkat s druhym
jmenovanym.

Teorie

Rezonancni prenos energie xharakterizuje rychlostni konstantoa (kDA), ktera vyjadruje pravdépodobnost prenosu;
uréujici sloZzkou je dipdl-dipdlovy prenos energie, pro néjz byl odvozen ForsterQv vzorec (v pripadé slabé vazby, kdy
vzajemné interakce donoru a akceptoru neovlivni optickd spektra) napr. v této formé:

kpa = (1/tp) (Ro/r)®

= Tp - doba dohasinani fluorescence donoru

= Rj - vzdalenost, ve které je pravdépodobnost pfenosu energie rovna pravdépodobnosti vnitfni deaktivace
vzbuzeného stavu molekuly

= r - vzdalenost mezi donorem a akceptorem

Rezonancni prenos energie je tedy silné zavisly na vzdalenosti donoru a akceptoru.
Uéinnost pfenosu energie

U¢innost pfenosu energie je dana pomé&rnym mnozstvim foton(, které jsou absorbovany donorem a nasledné
vyzareny akceptorem.
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Méfi se urcenim relativni intenzity fluorescence donoru za nepfitomnosti (Fp) a za pfitomnosti akceptoru (Fpa).
Rychle klesa se 6. mocninou vzdalenosti.

U&innost pFenosu je determinovdna mnoha parametry, jez mohou byt shrnuty do téchto bodd:
= vzdalenost mezi donorem a akceptorem (typicky v rozmezi 1-10 nm)

= spektrdini prekryv emisniho spektra donoru a absorp¢niho spektra akceptoru
= relativni orientace emisniho dipélového momentu donoru a absorpcniho dipélového momentu akceptoru

Forsterova vzdalenost (Rg)


https://www.wikipedia.org/wiki/cs:Fluorofor

Rg je vzdalenost donoru a akceptoru, pfi které je Uc¢innost pfenosu energie 50 %. Velikost Rg je obvykle 2-6 nm, coz
je srovnatelné s velikosti biologickych molekul. Zavislost Ucinnosti prenosu E na vzdalenosti r je nejvyraznéjsi
(nejrychleji se ménici) v pfipadé, Ze vzdalenost donoru a akceptoru je blizka Rg. Rg udava, do jaké stfedni
vzdalenosti mlze dany par donor-akceptor komunikovat - je to charakteristika paru fluoroford.

Vyhody FRET

= U¢innost pfenosu energie nezavisi na prostfedi mezi donorem a akceptorem
= Méreni poméru intenzit umoznuje pouziti FRET analyzy nezavisle na koncentraci
= Pro vétSinu aplikaci neni nutno znat Rg

Vyuziti

FRET se vyuzivd k méreni vzdalenosti a detekci interakce molekul, a ma tak radu aplikaci v biologickém a
chemickém vyzkumu. Je uzivdn k méreni vzdalenosti mezi vlastnimi doménami proteinu a poskytnout tak
informace o jeho konformaci (umoznuje napr. sledovani denatura¢nich zmén protein(, folding protein(). Také se
pouziva k detekci interakci mezi proteiny. In vivo v burikdch se FRET pouZziva k lokalizaci a detekci interakce genl a
faktor( regulujicich jejich expresi. Déle je mozné tento jev pouzit ke zkoumani metabolickych a signéalnich drah.
Hojné se taktéz vyuziva ke studiu lipidovych raftd v bunéénych membranach a zkoumani prostorového rozlozeni
membranovych receptort. FRET je také béZnym nastrojem ve studiu enzymové reakéni kinetiky a molekularnich
motord.
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