
Univerzita Palackého v Olomouci
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2.2 Dynamické zhášeńı fluorescence . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

2.3 Kombinace statického a dynamického zhášeńı
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A1.3 Nastaveńı př́ıstroje a měřeńı fluorescence . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
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A1.6 Určeńı korekčńıch koeficient̊u při ředěńı roztoku . . . . . . . . . . . . . . . 76

3



Souhrn

Tato práce je zaměřena na problematiku tryptofanové fluoresence a zhášeńı fluorescence.

Teoretická část stručně popisuje nutné teoretické základy včetně použitých protein̊u. Mo-

delovým fluoroforem je neutrálńı analog tryptofanu, NATA (N-acetyl-L-tryptofanamid).

Modelovými proteiny pak byly HSA (albumin z lidského séra), BSA (albumin z hověźıho

séra) a série jednotryptofanových mutant̊u velkého cytoplazmatického segmentu C45

Na+/K+-ATPasy.

Bĺıže se tato práce zabývá vlivem iontové śıly na efektivitu zhášeńı fluorescence. Experi-

menty byly provedeny pro široké spektrum iontových sil (50 - 750 mM) a pro dvě odlǐsná

zhášedla. Prvńım zhášedlem byl jodidový aniont, který umožňuje sledováńı elektrosta-

tických interakćı. Druhým zhášedlem byl akrylamid, jež může být použit jako reference,

protože nenese náboj.

Poměr bimolekulárńıch zhášećıch konstant pro akrylamid a pro jodid nese informace o

elektrostatických interakćıch mezi molekulami zhášedla a fluoroforem.
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Abstract

This work is focused on tryptophan fluorescence and fluorescence quenching. Theoretical

part briefly describes principles including description of proteins used for experiments. Mo-

del fluorophore is neutral tryptophan analog, called NATA (N-acetyl-L-tryptophanamide).

Model proteins were HSA (human serum albumin), BSA (bovine serum albumin) and se-

ries of single-tryptophan mutants of the Na+/K+-ATPase.

This work studies influence of ionic strength on fluorescence quenching effectivity. Experi-

ments were done for wide range of ionic strength and for two different quenchers. The first

quencher was iodide anion, which enables measuring of electrostatic interactions. Second

quencher was acrylamide, which can be used as reference, because it has no charge.

The ratio of bimolecular quenching constant for acrylamide and for iodide carries infor-

mations about electrostatic interactions between molecules of quencher and fluorophore.
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Kapitola 1

Úvod

Ćılem této práce je sledovat elektrostatický potenciál na povrchu biomakromolekul po-

moćı dynamického zhášeńı fluorescence. Zhášeńı fluorescence je obecně proces, při kterém

docháźı k poklesu intenzity flouorescence vlivem molekulárńıch interakćı. Těchto mole-

kulárńıch interakćı existuje v́ıce, přičemž jednotlivé procesy prob́ıhaj́ı odlǐsným mecha-

nismem zhášeńı. Tyto procesy primárně děĺıme na dvě skupiny - statické a dynamické

zhášeńı. Tato práce se zaměřuje na problematiku dynamického zhášeńı fluorescence. Me-

toda zhášeńı fluorescence nám může poskytnout celou škálu informaćı o vzorku, jako je

např́ıklad:

• pozice fluoroforu (exponovaný na povrchu, pohřbený uvnitř)

• konformačńı změny

• difúze zhášedla nebo fluoroforu

• elektrostatická interakce mezi fluoroforem a zhášedlem

Posledńı zmı́něná charakteristika je snadno sledována nepř́ımou metodou s využit́ım pa-

rametru zvaného iontová śıla. I když se vliv tohoto parametru v experimentech často

zanedbává, je dokázáno, že vliv iontové śıly rozhodně neńı zanedbatelný a ovlivňuje do-

konce i rovnováhu reakce. Iontová śıla popisuje, jak moc se daný roztok lǐśı od ideálńıho

roztoku. Popisuje také vliv iont̊u v rozpouštědle a je př́ımo úměrná koncentraci. S ros-

toućı iontovou silou roste i počet iont̊u v roztoku, což oslabuje elektrostatickou interakci

(repulzi i přitahováńı) mezi intereaguj́ıćım párem zhášedlo-fluorofor.

Pro studium těchto interakćı jsme zvolili tryptofanovou fluorescenci. Tryptofan je označo-

ván za nepolárńı aminokyselinu, jej́ıž přirozená fluorescence je široce použ́ıvaná pro stu-

dium protein̊u. Tato práce se zaměřuje na fluorofory: NATA, HSA, BSA a sadu osmi
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KAPITOLA 1. ÚVOD 7

mutant̊u velkého cytoplazmatického segmentu C45 Na+/K+-ATPasy. Takto jsme źıskali

širokou škálu fluorofor̊u s r̊uznými pozicemi tryptofanového residua, které jsme zkoumali

bĺıže.

Ćılem této práce bylo

1. Seznámit se s problematikou dynamického zhášeńı fluorescence a jeho využit́ı při

studiu struktury protein̊u.

2. Provést měřeńı zhášeńı tryptofanové fluorescence pro vybrané modelové molekuly.

3. Odhalit vliv iontové śıly roztoku na účinnost zhášeńı fluorescence.



Kapitola 2

Zhášeńı fluorescence

Při procesu zhášeńı fluorescence pozorujeme pokles intenzity fluorescence, jež je zp̊usoben

interakćı molekul zhášedla a fluoroforu. Počátky této metody se datuj́ı do obdob́ı 20. let

20. stolet́ı. Tato metoda se využ́ıvá ke studiu biomakromolekul, membrán, difúze nebo

pozice fluoroforu v rámci větš́ıho celku.

Zhášeńı fluorescence je zp̊usobeno molekulárńımi interakcemi, které prob́ıhaj́ı zejména

v excitovaném stavu. Typickým př́ıkladem těchto interakćı jsou srážky s jinými moleku-

lami (zhášedlo) popř́ıpadě formováńı komplexu v základńım stavu. Podle výše uvedených

interakćı děĺıme zhášeńı fluorescence na dvě skupiny: statické a dynamické zhášeńı.

Statické zhášeńı je popsáno jako formováńı komplexu mezi fluoroforem a zhášedlem,

přičemž tento komplex neńı po excitaci schopen zářivého přechodu zpět na základńı hla-

dinu. Toto formováńı komplexu snižuje počet molekul schopných emitovat zářeńı a t́ım

zp̊usobuje pozorovaný pokles intenzity fluorescence. V př́ıpadě statického zhášeńı neńı

pozorován pokles doby života excitovaného stavu z toho d̊uvodu, že fluorofor z̊ustává che-

micky shodný, ale měńı se pouze počet emituj́ıćıch molekul fluoroforu.

Oproti tomu dynamické zhášeńı fluorescence je zp̊usobeno druhými popsanými interak-

cemi, a to srážkami molekul zhášedla s excitovaným fluoroforem. Tyto srážky zp̊usob́ı

deexcitaci bez vyzářeńı fotonu. Dynamické zhášeńı trvale neměńı strukturu fluoroforu,

ale měńı dobu života excitovaného stavu. V praxi je možné pozorovat kombinaci sta-

tického a dynamického zhášeńı. V tomto př́ıpadě emituje fluorescenci ta část molekul

fluoroforu, která neńı v komplexu se zhášedlem, a ani nebyla zhasnuta srážkami s těmito

molekulami.
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KAPITOLA 2. ZHÁŠENÍ FLUORESCENCE 9

2.1 Statické zhášeńı fluorescence

Pokud docháźı k formováńı komplexu, který po absorpci zářeńı neńı schopen emitovat

foton, tak mluv́ıme o statickém zhášeńı. K intenzitě fluorescence přisṕıvaj́ı pouze ty mo-

lekuly fluoroforu, jež nejsou vázány v komplexu. Pokud uvažujeme v souladu s [Lakowicz,

J. R., 1999, str. 242], že intenzita fluorescence je př́ımo úměrná koncentraci fluoroforu [F ],

můžeme psát Stern-Volmerovu rovnici ve tvaru

F0

F
= 1 +KS [Q] , (2.1)

kde F0 je intenzita fluorescence v nepř́ıtomnosti zhášedla a plat́ı [FT ] = F0.

Ze Stern-Volmerovy rovnice plyne, že Stern-Volmerova zhášećı konstanta KSV je rovna

disociačńı konstantě KS.

Při statickém zhášeńı tedy docháźı k poklesu intenzity fluorescence v d̊usledku sńıžeńı

koncentrace molekul schopných emitovat fluorescenci. Stav fluoreskuj́ıćıch molekul (tzn.

těch, které nejsou v komplexu se zhášedlem) však z̊ustává nezměněn a nedocháźı tedy ke

změně středńı doby života excitovaného stavu těchto molekul (τ = τ0).

2.2 Dynamické zhášeńı fluorescence

Dynamické zhášeńı můžeme popsat pomoćı následuj́ıćıho schématu:

Obrázek 1 - Schéma dynamického zhášeńı podle [Valeur, B., 2006, str. 73].

O dynamickém zhášeńı mluv́ıme tehdy, pokud docháźı ke srážkám fluoroforu, který

je v excitovaném stavu, s molekulami zhášedla a v d̊usledku toho přejde fluorofor zpět

do základńıho stavu bez vyzářeńı fotonu. Pravděpodobnost srážek je úměrná koncentraci

zhášedla [Q].

Stern-Volmerova rovnice pro dynamické zhášeńı je podle [Lakowicz, J.R., 1999,

str. 239-241] následuj́ıćı:

Φ0

Φ
=

F0

F
=

τ0

τ
= 1 +KSV [Q] = 1 + kqτ0 [Q] . (2.2)
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Charakteristické hodnoty bimolekulárńı zhášećı konstanty se náchazej́ı v intervalu

109 − 1010M−1s−1. Ńızká hodnota bimolekulárńı zhášećı konstanty znač́ı nepř́ıstupnost

fluoroforu. Naopak vysoké hodnoty naznačuj́ı, že docháźı k vazebné interakci. Obecně plat́ı

kq = kDP , kD je difúzńı rychlostńı konstanta pro bimolekulárńı reakce a P je efektivita

zhášeńı. Pro př́ıpad dynamického zhášeńı a pro standardńı zhášedla je hodnota efektivity

zhášeńı bĺızká jedné.

Bimolekulárńı zhášećı konstantu je možné svázat s molekulárńımi parametry pomoćı

Smoluchowského rovice, která má následuj́ıćı tvar

kq = 4πNA (RF +RQ) (DF +DQ) . (2.3)

V této rovnici vystupuje Avogadrova konstanta NA, kolizńı poloměry molekul fluoroforu

a zhášedla RF , RQ a difúzńı koeficienty fluoroforu a zhášedla DF , DQ.

V př́ıpadě samotného dynamického zhášeńı je Stern-Volmer̊uv graf lineárńı, jeho pr̊use-

č́ık na ose y je vždy roven jedné a jeho směrnice odpov́ıdá Stern-Volmerově zhášećı kon-

stantě KSV . Pokud jsme ale obdrželi lineárńı Stern-Volmer̊uv graf, tak to nemuśı zname-

nat, že se jedná o dynamické zhášeńı, protože i statické zhášeńı je v tomto grafu popsáno

lineárńı závislost́ı. Mezi látky zp̊usobuj́ıćı dynamické zhášeńı patř́ı akrylamid, molekulárńı

kysĺık, jodid, oxid dusnatý a bromistanový aniont.

2.3 Kombinace statického a dynamického zhášeńı

fluorescence

Existuje mnoho př́ıpad̊u, kdy docháźı k dynamickému zhášeńı během formováńı komplexu

s týmž zhášedlem. Dı́ky takovéto kombinaci zhášeńı je schopná emitovat fluorescenci jen

nezkomplexovaná část fluoroforu, která nebyla zhasnuta srážkami se zhášedlem.

Statické zhášeńı je popsáno Stern-Volmerovu rovnici ve tvaru

F

F0
=

1

(1 +KS [Q])
, (2.4)

kde KS je Stern-Volmerova konstanta pro statické zhášeńı.

A nav́ıc docháźı i k dynamickému zhášeńı popsanému Stern-Volmerovou rovnićı

F ′

0

F ′
= (1 +KD [Q]) , (2.5)
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KD je Stern-Volmerova zhášećı konstanta pro dynamické zhášeńı.

Pro výslednou kombinaci obou zhášeńı dostaneme

F0

F
= (1 +KS [Q]) (1 +KD [Q]) = 1 + (KD +KS) [Q] +KDKS [Q]2 . (2.6)

Současně dynamické i statické zhášeńı se projev́ı kvadratickým zakřiveńım Stern-Volmerova

grafu směrem nahoru.

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
5,0
5,5
6,0
6,5
7,0
7,5
8,0
8,5

F 0
/F

, 

koncentrace Q (mol.dm-3)

Obrázek 2 - Stern-Volmer̊uv graf zobrazuj́ıćı kombinaci statického a dynamického

zhášeńı podle [Lakowicz, J. R., 1999, str. 243]. Červeně je zde zobrazen poměr intenzit F0

F

a černě je zobrazen poměr dob života excitovaného stavu τ0
τ
.

Lineáńı je potom modifikovaný Stern-Volmer̊uv graf závislosti
(F0

F
−1)

[Q]
na [Q]. V tomto

př́ıpadě je zhášeńı popsané pomoćı zdánlivé zhášećı konstanty KApp, která je dána rovnićı

KApp = KD +KS =
(

F0

F
− 1

)

1

[Q]
= (KD +KS) +KDKS [Q] . (2.7)

Pr̊useč́ık tohoto modifikovaného grafu s osou y je roven právě zdánlivé zhášećı konstantě

a jeho směrnice je KDKS.

K současnému statickému a dynamickému zhášeńı docháźı např́ıklad při zhášeńı FAD

nebo NADH adeninovou složkou. Flavinová fluorescence je zhášena oběma procesy. Vzhle-

dem k tomu, že tyto aromatické sloučeniny maj́ı nestabilńı strukturu vlivem konjugo-

vaného postaveńı vazeb, tak je komplex v základńım stavu také nestabilńı a výsledkem je

právě kombinace statického a dynamického zhášeńı.



Kapitola 3

Mechanismy zhášeńı

Intersystémová konverze

Intersystémová konverze je obecně pojem pro nezářivý přechod mezi dvěma isoenerge-

tickými vibračńımi hladinami patř́ıćımi k elektronickým stav̊um s r̊uznou spinovou mul-

tiplicitou. Přechod mezi stavy s rozd́ılnou multiplicitou je principiálně zakázaný (kvantová

fyzika), ale spin-orbitálńı interakce (interakce mezi orbitálńım magnetickým momentem

a spinovým magnetickým momentem) může být dostatečně velká, aby k tomuto procesu

mohlo doj́ıt. Pravděpodobnost intersystémové konverze záviśı na singletńım a tripletńım

stavu, mezi kterými se přechod uskutečňuje. Tento mechanismus můžeme zahrnout do pro-

blematiky zhášeńı, jak ilustrujeme na jednoduchém př́ıkladu. Uvažujme excitovaný fluo-

rofor v singletńım stavu a srážka se zhášedlem zp̊usob́ı jeho přechod do tripletńıho stavu.

Tripletńı stav má větš́ı dobu života excitovaného stavu než singletńı stav, proto může

doj́ıt k účinnému zhášeńı jiným mechanismem. Často docháźı k nezářivému přechodu

do základńıho stavu a energie je přeměněna na teplo. Mezi zhášedla zp̊usobuj́ıćı inter-

systémovou konverzi patř́ı např́ıklad molekulárńı kysĺık a jodid.

Přenos elektronu indukovaný světlem

Tento mechanismus je častý u zhášedel bohatých na elektrony nebo naopak s nedostat-

kem elektron̊u. V př́ıpadě zhášedla bohatého na elektrony docháźı při reakci s excitovaným

fluoroforem k přenosu elektronu na fluorofor. Vzniká tedy redukovaný fluorofor a oxido-

vané zhášedlo. V př́ıpadě zhášedla s nedostatkem elektron̊u proces prob́ıhá analogicky, ale

vzniká oxidovaný fluorofor a redukované zhášedlo. Tento mechanismus je častý např́ıklad

ve fotosyntéze (světlem indukovaná separace iont̊u) nebo při jiných fotochemických re-

akćıch, popř́ıpadě se s t́ımto mechanismem setkáme při zhášeńı antracenu diethylanilinem.

12



KAPITOLA 3. MECHANISMY ZHÁŠENÍ 13

Přenos protonu indukovaný světlem

Analogicky s [Valeur, B. (2005)] budeme uvažovat pouze reakce ve vodných roztoćıch.

Voda se d́ıky svým amfifilńım vlastnostem může chovat jako akceptor nebo jako donor

protonu a tedy být kontaktu s kyselinou (voda je akceptor protonu) nebo se zásadou

(voda se chová jako donor protonu). Tyto kyseliny popř́ıpadě zásady, které jsou v kon-

taktu s molekulami vody pak procházej́ı deprotonizaćı nebo protonizaćı během excitace.

Obecně jsou acidobazické vlastnosti látek v základńım a excitovaném stavu r̊uzné. Tento

jev je pravděpodobně zp̊usoben redistribućı elektronové hustoty během excitace. Exis-

tuj́ı př́ıpady, kdy jsou zásady nebo kyseliny silněǰśı v excitovaném stavu než ve stavu

základńım. V takových př́ıpadech může doj́ıt k přenosu protonu vlivem excitace fluoro-

foru.

Tvorba excimer̊u a exciplex̊u

Excimery jsou excitované dimery, které mohou vznikat při srážce excitované molekuly

se shodnou molekulou v základńım stavu. Fluorescenčńı pásy excimer̊u jsou ve spektru

posunuté k deľśım vlnovým délkám než pásy monomer̊u a neobjevuj́ı se v jejich bĺızkosti

vibračńı satelity. Exciplexy jsou pak excitované komplexy vytvořené při srážce excitované

molekuly s jinou molekulou v základńım stavu. Typickým př́ıkladem je excitovaný kom-

plex mezi antracenem a N,N-diethylanilinem. V tomto komplexu docháźı nav́ıc k přenosu

elektronu z duśıku aniĺınu na antracen. Tvorba exciplex̊u a excimer̊u je ř́ızena difúźı. Dále

je ovlivňována koncentraćı látek, teplotou a viskozitou prostřed́ı. Např́ıklad spektra exci-

plex̊u se s roztoućı polaritou prostřed́ı posouvaj́ı do červena. Excimery i exciplexy mohou

přecházet do základńıho stavu zářivým i nezářivým přechodem.



Kapitola 4

Faktory ovlivňuj́ıćı zhášeńı

fluorescence

4.1 Vliv teploty na zhášeńı fluorescence

Vliv teploty na zhášeńı je výhodné sledovat pomoćı změn ve Stern-Volmerově grafu.

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

1,0

1,5
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3,5
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F 0
/F

Koncentace zhá edla (mol.dm-3)

Obrázek 3 - Vytvořeno podle [Lakowicz, J. R., 1999, str. 240]. Tento Stern-Volmer̊uv

graf zobrazuje změny efektivity dynamického zhášeńı vlivem teploty, přičemž červeně jsou

zobrazeny hodnoty źıskané za zvýšené teploty.
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Obrázek 4 - Tento Stern-Volmer̊uv graf opět zobrazuje změny, ke kterým docháźı u

statického zhášeńı vlivem rostoućı teploty. Červeně jsou zobrazeny hodnoty při zvýšené

teplotě. Analogický Stern-Volmer̊uv graf je uveden v [Lakowicz, J. R., 1999, str. 240].

Zvýšeńı teploty zp̊usob́ı zvýšeńı difúzńıch koeficient̊u a tedy zvýš́ı efektivititu dyna-

mického zhášeńı, které je zp̊usobené právě srážkami molekul zhášedla s fluoroforem.

V př́ıpadě statického zhášeńı bude nár̊ust teploty znamenat zvýšeńı disociace slabě váza-

ného komplexu, který zp̊usobuje zhášeńı. Efektivita zhášeńı bude tedy klesat s rostoućı

teplotou.

4.2 Vliv elektrostatických interakćı na zhášeńı

fluorescence

Minimalizace efekt̊u elektrostatické interakce mezi molekulami zhášedla a fluoroforu se

často provád́ı pomoćı udržováńı vysoké iontové śıly roztoku. Uvažujeme-li fluorofor navá-

zaný na makromolekulu ve shodě s [Eftink, M. R., 1991, str. 71]. Srovnáńım zhášeńı

s nabitými nebo neutrálńımi zhášedly jsme schopni źıskat informace o elektrostatickém

potenciálu v bĺızkosti fluoroforu. Různé hodnoty iontové śıly mohou být využity k popisu

vzdálenosti mezi náboji lokalizovanými v bĺızkosti fluoroforu a počtu těchto náboj̊u, jak je

uvedeno v [Ando, T. a Asai, H., 1980]. Zdánlivá zhášećı konstanta je pro nabité zhášedlo

podle [Ando, T. a Asai, H., 1980] popsána rovnićı
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ktǫ
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)

1 + a
λ



 , (4.1)

kde a je nejmenš́ı možná vzdálenost obou molekul, k0 je zhášećı konstanta bez elektrosta-

tických interakćı, zM , zQ je náboj makromolekuly a zhášedla, e0 je elementárńı náboj,

ǫ je dielektrická konstanta, R0 je nejmenš́ı interakčńı vzdálenost fluoroforu a zhášedla a

λ je Debye̊uv poloměr, který je definován jako

λ =

(

1000kTǫ

8πNAe
2
0

)

1
√
µ
. (4.2)

V této rovnici vystupuje iontová śıla µ. Hodnotu iontové śıly jsme schopni určit pomoćı

vztahu

µ =
1

2

∑

cir
2
i , (4.3)

kde ci je koncentrace daného iontu a ri je náboj iontu. Rovnici 5.1 lze za podmı́nek R0 ≈ a

a a << λ aproximovat na

log kq,elec ≈ log k0 + 0, 434
zQZMe20
TR0kB

(

1−
1

ǫ

)

+ CzQzM
√
µ, (4.4)

kde C je konstanta rovna 1,02 pro vodné roztoky při 25◦C.

Rovnice 5.4 se v literatuře často označuje jako Scatchardova rovnice. Tato rovnice je

odvozena pro následuj́ıćı podmı́nky: 20◦C, koncentrace KI 0-5 mM, koncentrace S2O
−

3 byla

10−4, 10 mM ethenoadenosin fosfátový pufr o pH 7,0. Během experimentu byl pozorován

nár̊ust iontové śıly.



Kapitola 5

Iontová śıla

Jedná se o parametr roztoku, který charakterizuje pr̊uměrnou elektrostatickou interakci

mezi ionty v elektrolytu. Počátky teorie elektrolytických roztok̊u byla zpracována Pete-

rem Debyem a Erichem Hückelem v 20. letech 20. stolet́ı. Původńı poznatky o odchylkách

chováńı elektrolyt̊u od chováńı ideálńıch roztok̊u byly publikovány v [Debye, P., Hückel

E., 1923] a dnes jsou známy jako Debye-Hückelova teorie. Jedná se o však o velmi jedno-

duchý model elektrolytu a současně se jedná o linearizaci Boltzmanova modelu. Hlavńım

př́ınosem této teorie je Debye-Hückel̊uv limitńı zákon. Ten se uvád́ı ve tvaru:

log γ± = −0.509
∣

∣

∣Z+Z−

∣

∣

∣

√
I,

kde γ± je středńı aktivitńı koeficient, I je iontová śıla, Z+, Z− jsou náboje iont̊u a hod-

nota -0,509 je numerická konstanta odpov́ıdaj́ıćı vodnému roztoku při 25 ◦C. Iontová śıla

bĺızce souviśı s molárńı koncentraćı (molaritou)a indikuje tzv. efektivńı náboj, j́ımž je iont

st́ıněn, popř́ıpadě stabilizován pomoćı ostatńıch iont̊u (tento jev se také nazývá iontová

atmosféra).
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Obrázek 5 - Model iontové atmosféry. Každý iont je ve svém okoĺı obklopen několika

daľśımi ionty opačného náboje.

Iontová śıla má d̊uležitou roli v Debye-Hückelově teorii, protože udává, jak moc se

chováńı daného elektrolytu odchyluje od ideálńıho roztoku (nějčastěji iontového). Iontová

śıla byla p̊uvodně definována jako:

I =
1

2

∑

J

mJ

mφ
z2J ,

kde mJ je molalita iontu, mφ je standardńı molalita a zJ je nábojové č́ıslo daného iontu

(bezrozměrná veličina udávaj́ıćı násobek elementárńıho náboje).

Dnes je iontová śıla častěji určována podle následuj́ıćıho vztahu, uvedenéno v [Tinoco, I.,

1985]:

I =
1

2

∑

i

ciz
2
i ,

kde ci je koncentrace daného iontu a zi je náboj iontu. V našem př́ıpadě pro výpočet

iontové śıly budeme už́ıvat posledńı zmı́něný vztah. V́ıce informaćı o Debye-Hücklově

teorii nebo iontové śıle je v [Atkins, P. W., 1998] nebo [Wright, M. R., 2007].



Kapitola 6

Tryptofanová fluorescence

Tryptofanová fluorescence je velmi rozš́ı̌renou metodou studia protein̊u. Velkou výhodou

této metody je, že využ́ıvá přirozené fluorescence aminokyseliny tryptofanu (Trp). V pro-

teinech jsou schopné poskytovat fluorescenčńı signál i aminokyseliny fenylalanin (Phe) a

tyrosin (Tyr). Jednotlivá emisńı spektra těchto aminokyselin se však překrývaj́ı. Pokud

ale vzorek osvětlujeme v rozmeźı 295 - 305 nm, tak selektivně excitujeme pouze tryp-

tofan. Tato aminokyselina je kódována pouze jedńım kodonem v genetickém kódu, což

zp̊usobuje jej́ı nižš́ı zastoupeńı v rámci peptidového řetězce. Nicméně tryptofan přináš́ı

daľśı výhody oproti tyrosinu nebo fenylalaninu, a to že fluorescenčńı parametry tryptofa-

nové fluorescence jsou závislé na prostřed́ı, ve kterém se daný protein nalézá.

Obrázek 6 - Obrázek skupiny indolyl, která je obsažena v aminokyselině tryptofanu.

Je zde zobrazeno označeńı jednotlivých uhĺık̊u v rámci cykl̊u.

Hlavńım d̊uvodem této citlivosti k okolńımu prostřed́ı je rozsáhlá redistribuce elektro-

nové hustoty v rámci asymetrického indolového cyklu tryptofanového residua po absorpci
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fotonu, jak uvád́ı [Reshetnyak, Y., on-line]. Tento efekt neńı pozorován u tyrosinu a fe-

nylalaninu z d̊uvodu, že postranńı řetězce těchto aminokyselin obsahuj́ı pouze symetrické

kruhy. Obrázek indolového kruhu z tryptofanového residua je uveden výše.

Studie pomoćı kvantové mechaniky ukázaly, že největš́ı úbytek elektronové hustoty

v rámci indolového kruhu je pozorován u duśıku Nǫ1 a uhĺıku Cγ, přičemž tato elektro-

nová hustota je během excitace rozložena mezi atomy Cǫ3, Cζ2, Cδ2. Tyto změny

v elektronové hustotě vedou ke sńıžeńı dipólového momentu v excitovaném stavu oproti

stavu základńımu. Změna dipólového momentu dále vede ke vzniku lokálńı nerovnováhy

v prostřed́ı, které obklopuje tryptofanové residuum. Během doby života excitovaného

stavu může doj́ıt k mnoha kombinaćım specifických a univerzálńıch interakćı, které záviśı

na fyzikálńıch a strukturńıch vlastnostech prostřed́ı tryptofanových residúı v proteinech.

Může docházet i ke zhášeńı indolu, jak popisuje [Eftink, M. R. a Ghiron, C. A., 1976].

Emisńı spektra jsou široce použ́ıvaná pro studium struktury protein̊u a jejich konformace.

Tvar a pozice maxima těchto spekter jsou parametry, které záviśı na energetickém rozd́ılu

mezi základńım a excitovaným stavem. Prostřed́ı tryptofanu ovlivňuje tento energetický

rozd́ıl, což se projev́ı v emisńım spektru.

6.1 Spektrálńı posun tryptofanu

Změna v redistribuci elektronové hustoty na indolovém kruhu je závislá na chemických

vlastnostech, polaritě a flexibilitě prostřed́ı, jak popisuje [Reshetnyak, Y., on-line]. Jak již

bylo uvedeno výše, změna ve spektru souviśı se specifickými nebo obecnými interakcemi

v excitovaném stavu. Mezi tyto obecné interakce patř́ı dipól-dipólová relaxace nebo reo-

rientace proteinových skupin nebo molekul solventu okolo tryptofanového residua. Tento

proces se odehrává ve vodných roztoćıch v časové škále do deseti pikosekund.

Tyto interakce hraj́ı d̊uležitou roli při posunu emisńıch spekter do oblasti deľśıch vlnových

délek. Posun spektra ve škále vlnočt̊u (vlnových č́ısel) záviśı na několika faktorech:

• rozd́ıl dipólových moment̊u excitovaného a základńıho stavu

• permitivita prostřed́ı, index lomu prostřed́ı

• rychlost dipólové relaxace tryptofanu obkolopeného dielektrikem

Tento posun může být popsán pomoćı Lippertovy rovnice, uvedené v [Valeur, B. 2002,

strana 211] jako:
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ν̄a − ν̄f =
2

hc
(µe − µg)

2
a−3∆f + konstanta,

kde a je poloměr kavity, ve které je molekula solutu, ∆f je orientačńı polarizibilita, µe

a µg jsou dipólové momenty, h je Planckova konstanta, c je rychlost světla a ν̄a − ν̄f je

spektrálńı posun.

Posun spektra nemůže být popisován pouze jako efekt solventu, na který můžeme

nahĺıžet jako na médium se specifickými vlastnostmi (elektrická polarizibilita, molekulárńı

polarizibilita). Ve skutečnosti fluorofory tvoř́ı vlastńı specifické interakce s molekulami

solventu ve svém bĺızkém okoĺı. Tyto specifické interakce mohou zahrnovat tvorbu slabých

vod́ıkových vazeb v excitovaném stavu nebo přenos náboje a projevuj́ı se v emisńıch

spektrech. Posun spektra tryptofanu diskutuje např́ıklad [Mach, H. a Middauch, R., 1994]

a nebo [Edelhoch, H., 1967].

Závislost spektrálńıho posunu na polaritě prostřed́ı popř́ıpadě v závislosti na pozici

tryptofanového residua je často studovaným tématem. Na polaritu prostřed́ı nahĺıž́ı [Vi-

vian, J. T a Callis, P. R., 2001] jako na dvě možné situace. Prvńı situaćı je polarizace

molekul vody nabitým a polárńım proteinem. Druhou sitaćı je elektronická polarizace

tryptofanových kruh̊u elektrickým polem obou prostřed́ı - molekul vody a proteinu v okoĺı

tohoto residua. Obě tyto situace poskytuj́ı r̊uzný typ interakce. V prvńım př́ıpadě jsou

molekuly vody v okoĺı tryptofanového risua vzdálené 15-25 angströmů a tyto molekuly

vody zp̊usob́ı posun hlavńıho ṕıku spektra o 5-10 nm. V druhém př́ıpadě interakce roste,

protože záviśı na změně dipólového momentu během excitace. Změna tohoto dipólového

momentu roste vlivem pole okolo tryptofanového residua, což se projev́ı rudým posunem

spektra.



Kapitola 7

Na+/K+-ATPasa

Na+/K+-ATPasa je nejstarš́ı identifikovou adenosin trifosfatásovou (ATPásovou) iontovou

pumpou. Byla objevena v roce 1957 dánským vědcem jménem Jens Christian Skou a

v roce 1997 byla za tento objev udělena Nobelova cena.

Obrázek 7 - Struktura Na+/K+-ATPasy źıskaná pomoćı programu PyMOL. Zdrojová

struktura 2ZXE byla źıskána z www.pdb.org. Uložeńı v membráně je uvedené např́ıklad
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v [Goodsell, D. (on line)].

Na+/K+ ATPasa nebo také Na+/K+ pumpa je jedńım z významných transmembrá-

nových protein̊u v buňkách. Tento protein patř́ı do rodiny ATPás P-typu, a to z d̊uvodu

vlastńı autofosforylačńı a autodefosorylačńı funkce. Biologická funkce a obecná struktura

je uvedená např́ıklad v [Alberts, B. 2008, str. 661-663].

Jedná se primárně o Na+ pumpu vzhledem k tomu, že K+ iont může být optimálně na-

hrazen jinými monovalentńımi ionty (včetně Na+ iontu) nebo organickými kationty, jak

uvád́ı [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F. (2011)]. Oproti tomu Na+ iont může být

pouze částečně nahrazen H+ nebo Li+ ionty. Bĺıže se selektivitou Na+/K+-pumpy zabývá

[Ratheal, I. M. a kolektiv, 2010]. Klidový potenciál na plazmatické membráně je pak dán

konduktanćı (vodivost́ı) membrány pro K+ ionty, a to z d̊uvodu disipace K+ iont̊u trans-

portovaných přes K+-kanál.

Gradienty Na+ a K+ jsou tvořeny a zachovávány pomoćı Na+/K+-ATPasy. Tyto gradi-

enty jsou následně využity pro mnoho r̊uzných děj̊u - jako je např́ıklad tvorba akčńıho

potenciálu podél nervu nebo jako zdroj energie pro daľśı sekundárńı aktivńı transport.

Na+/K+-ATPasa je exprimována ve všech zv́ı̌rećıch buňkách a tento proces je př́ısně re-

gulován.

Struktura Na+/K+-ATPasy podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011] obsa-

huje dvě podjednotky (α a β) a pomocnou regulačńı podjednotku (někdy označovanou

jako podjednotka γ). Katalytická podjednotka, podjednotka α, obsahuje okolo 1 000 re-

sidúı, oproti tomu podjednotka β je vysoce glykosylovaná a obsahuje cca 300 residúı.

Posledńı část tohoto proteinu, tkáňově specifická pomocná regulačńı podjednotka, jež je

složena z FXYD protein̊u, a obsahuje pouze 70-180 residúı. U člověka má podjednotka α

čtyři isoformy, podjednotka β existuje ve třech isoformách a bylo objeveno sedm isoforem

FXYD protein̊u. Vzhledem k této rozmanitosti je možné źıskat velký počet variant celého

komplexu Na+/K+-ATPasy, což komplikuje jej́ı studium.

Na+/K+-ATPasa je ćılem pro kardiotonické steroidy (CTS) nebo glykosidy jako je např́ıklad

digoxin. Vazebné mı́sto pro CTS je vysoce konzervovaná sekvence, která má pravděpodobně

fundamentálńı význam při regulaci fyziologických proces̊u. Nověǰśı studie navrhuj́ı exis-

tenci velkých signálńıch komplex̊u regulovaných CTS, přičemž tyto komplexy jsou tvořené

Na+/K+-ATPasou a daľśımi proteiny, jako je např́ıklad IP3 (inositol trifosfátový) recep-

tor nebo Src kináza (zkratka pro sarcoma, jedná se o enzym tyrosin-protein kinázu). Dále

má Na+/K+-ATPasa kĺıčovou roli při sr̊ustáńı buněk a je považována za d̊uležitý ćıl pro

terapeutika. Tento transportńı proteinový komplex je stěžejńı pro regulaci buněčné ho-

meostázy.
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7.1 Reakčńı cyklus

Reakčńı cyklus ATPás P-typu je vyjádřen pomoćı Post-Albersova schématu (viz. [Post,

R. L., Hegyvary, C. a Kume, S., 1972] nebo [Albers, R. W., 1967]), což je jinak označované

jako E1/E2 teorie. Podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011] při stavu E1

má transmembránové vazebné mı́sto pro kationty s vysokou afinitou k Na+ iont̊um a je

otevřená směrem k cytoplazmě. Oproti tomu E2 stav má ńızkou afinitu k Na+ ale vy-

sokou afinitu k K+. Tato konformace je otevřená směrem k extracelulárńımu prostoru.

Předpokládáme systém obsahuj́ıćı dvoje hradla - jedna hradla jsou na cytoplazmatické

straně a druhá na extracelulárńı straně. Obě hradla se muśı otev́ırat s přesnou koordinaćı a

reakčńı cyklus muśı obsahovat krok, kdy jsou obě hradla uzavřená a transmembránová va-

zebná mı́sta pro kationty jsou nepř́ıstupná z obou stran membrány (tzv. okludovaný stav).

Během reakčńıho cyklu docháźı k autofosforylaci a autodefosforylaci aspartátu v kataly-

tické podjednotce enzymu. Cytoplazmatická hradla se uzavřou po navázáńı tř́ı Na+ iont̊u

a jsou uzavřena přenosem fosforylové skupiny na aspartát (přepnut́ı do E1P stavu). Vazba

Na+ iont̊u je ve stavu E1P okludovaná, což se označuje jako E1P[3Na+]. Během přepnut́ı

do E2P stavu se otev́ıraj́ı hradla na extracelulárńı straně membrány a tři Na+ ionty jsou

následně uvolněny. Potom jsou vazebná mı́sta zaplněna dvěma K+ ionty a docháźı k an-

tiportu. Extracelulárńı hradla se uzav́ıraj́ı po hydrolýze aspartylfosfátu. Vrátka z̊ustávaj́ı

uzavřená v E2.2K+. Tento stav je stabilńı, proto je přepnut́ı do E1 stavu velmi pomalé.

Posledńı popsaný krok prob́ıhá bez spotřeby ATP. Celý proces je uveden na obrázku ńıže.

Obrázek 8 - Post-Albersovo schéma funkce Na+/K+-ATPasy. Část uvedená na pravé

straně tohoto schématu odpov́ıdá transportu do extracelulárńıho prostoru. Druhá část,
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uvedená vlevo, odpov́ıdá transportu do intracelulárńıho prostoru (popř́ıpadě do cyto-

plazmy). Uvedené Post-Albersovo schéma bylo vytvořeno podle [Dempski, R.E., Friedrich,

T. a Bamberg E., 2009]. Navázáńı třech atomů Na+ na enzym v konformaci E1

s navázaným ATP zp̊usob́ı uzavřeńı hradel (v obrázku znázorněno vlevo nahoře). Následně

enzym přecháźı do okludovaného stavu, uvolňuje se ADP a enzym přecháźı do fosforylo-

vaného E2 stavu včetně navázaných atomů Na+ (v obrázku vpravo nahoře). Tyto atomy

jsou následně uvolněny do intracelulárńıho prostoru. Dále docháźı k vazbě dvou K+ atomů

na fosforylovaný emzym ve stavu E2 (v obrázku vpravo dole). V daľśım kroku se enzym

defosforyluje a přecháźı do E2 okludované formy. Vazbou ATP se enzym navraćı do E1

stavu (v obrázku vlevo dole) a uvolňuje K+ atomy do extraceulárńıho prostoru. Enzym ve

stavu E1 s navázaným ATP je pak schopen opět vázat Na+ ionty a celý cyklus se opakuje.

7.2 Struktura α podjednotky

Tato podjednotka je také nazývána katalytickou podjednotkou, a to vzhledem k jej́ı funkci.

Tato podjednotka je sestavena ze tř́ı cytoplazmatických domén a deseti transmembránových

helix̊u (M1 - M10). Cytoplazmatické domény se označuj́ı jako: pomocná podjednotka

(A jako actuator), nukleotidová vazebná doména (N) a fosforylačńı doména (P). Doména

A je podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Comelius F., 2011] tvořena segmentem C23,

nalézá se mezi transmembránovými helixy M2 a M3. Velký cytoplazmatický segment C45

je tvořen P a N doménou, což odpov́ıdá cca 40% hmoty celé podjedotky α. Segment

C45 se nalézá v uzavřené konformaci za př́ıtomnosti Mg2+ nebo Mg-ATP. Pokud je ale

ATP přidán v nepř́ıtomnosti Mg2+, tak docháźı ke konformačńı změně a segment zaujme

otevřenou konformaci, jak popisuje [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011]. Na-

tivńı C45 segment obsahuje 2 tryptofanová residua v pozićıch 385 a 411.

Transmembránové helixy M4 - M6 a M8 koordinuj́ı transportované kationty. Helixy M7 -

M10 maj́ı specifickou funkci a procházej́ı velkou škálou přeskupeńı.

Vazebné mı́sto pro K+ je méně specifické než pro Na+.

7.3 Struktura podjednotky β

Primárńı role podjednotky β je molekulárńı chaperon, jak uvád́ı [Toyoshima, C., Kanai,

R. a Cornelius, F., 2011]. Asociace podjednotky β s nově syntetizovanými molekulami
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usnadňuje jejich směrováńı a inzerci do plazmatické membrány, zat́ımco uděluje kon-

formačńı stabilitu α podjednotky, jak popisuje [Geering, K., 2008]. Podjednotka β také

moduluje funkčńı vlastnosti celého enzymu, včetně afinity vazby kationt̊u nebo okluze K+.

Podjednotka β obsahuje N-koncovou cytoplazmatickou doménu dlouhou cca 30 residúı,

jeden transmembránový helix lokalizovaný ve žlábku mezi helixy M7 a M10 podjednotky

α a mezi velkou extracelulárńı doménou (ektodoména). Ektodoména obsahuje okolo 240

residúı, které pokrývaj́ı celý extracelulárńı povrch podjednotky α. Pro cytoplazmatic-

kou doménu zat́ım nebyl vytvořen atomárńı model. Extracelulárńı doména je tvořená

pokřiveným antiparalelńım β skládaným listem. Hlavńı část podjednotky β podle [Toy-

oshima, C., Kanai, R. a Cormelius F., 2011] je tvarově podobná ahezńım molekulám jako

je např́ıklad nektin, přičemž tvar, do kterého je tato část složena, je stabilizován třemi

disulfidickými vazbami.

Transmembránový helix podjednotky β je skoro paralelńı s M7 helixem podjednotky α.

Podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011] je tento helix tvořen několika kon-

takty mezi M7 a M10 helixy pomoćı klastr̊u s aromatickými rezidui. Dále na extracelulárńı

straně membrány má podjednotka β komplexńı interakce s L7/8 smyčkou. Interakce kom-

plexu α-β pravděpodobně vysvětluje roli podjednotky β při kinetice pumpy.

7.4 FXYD proteiny

Tyto proteiny jsou tkáňově specifické reagulátory Na+/K+-ATPasy, které moduluj́ı ki-

netické vlastnosti této pumpy, a to pomoćı úpravy afinit Na+, K+ a ATP. V [Toy-

oshima, C., Kanai, I. R. a Cornelius F. (2011)] se uvád́ı, že FXYD proteiny jsou tvořeny

jedńım transmembránovým helixem, cytoplazmatickou část́ı s mı́stem fosforylace (FXYD

1,FXYD 10), extracelulárńı část́ı na N-konci, jež obsahuje FXYD(Y) motiv. Tento motiv

je lokalizován před transmembránovým helixem a zač́ıná aminokyselinou Phe 12, která

ukotvuje segment do podjednotky β pomoćı stacking interakce s Phe 187 z této podjed-

notky. FXYD(Y) motiv se zdá být d̊uležitý pro stabilizaci α-β-FXYD interakce. FXYD

proteiny ovlivňuj́ı Na+/K+ vazbu a kinetické vlastnosti pumpy.
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Albumin z lidského séra (human

serum albumin, HSA)

Obrázek 9 - Obrázek struktury albuminu z lidského séra. Obrázek byl poř́ızen na

základě struktury 1E78 z www.pdb.org a pomoćı programu PyMOL.

Jedná se o protein, jež je nejv́ıce procentuálně zastoupen v lidské krevńı plazmě. Tento

protein je monomerńı a má mnoho významných biologických funkćı. Molekulová hmot-

nost albuminu z lidského séra je 67 kDa a poločas rozpadu je okolo 20 dńı.

Albumin z lidského séra je syntetizován v játrech jako preproalbumin, na jehož N-konci je

specifická peptidová sekvence. Tato sekvence je odštěpena před transportem nascentńıho

proteinu z hrubého endoplazmatického retikula. Proalbumin (produkt po odštěpeńı sek-

vence na N-konci) je transportován do vezikul Golgiho aparátu. Zde je protein dále štěpen

na konečný produkt, který je sekretován do cytosolu.
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Mezi biologické funkce tohoto proteinu patř́ı zachováváńı osmotického tlaku, transport

hormon̊u (často thyroidńı hormony nebo hormony rozpustné v tućıch), transport volných

mastných kyselin do jater a myocyt̊u, transport léčiv a zachováváńı konstantńıho pH.

Albuminy ze séra obecně podléhaj́ı pomalým neenzymatickým glykosylaćım, jak je popsáno

např́ıklad v [Day, J. F., Thorpe, S. R. a Baynes, J. W., 1979]. Tyto glykosylace poten-

cionálně měńı biologickou aktivitu a funkci celé skupiny albumin̊u. Zmı́něné glykosylace

jsou nejčastěji tvořeny pomoćı tvorby Shiffovy báze mezi ǫ-amino skupinou lysinového

(nebo argininového) residua a molekulou glukózy, která je také přirozeně obsažena

v krevńım séru. Tato reakce může být inhibována některými antioxidanty. Albuminy ze

séra obsahuj́ı několik lysinových nebo argininových residúı, ale jen některé podléhaj́ı gly-

kosylačńım reakćım. I když k těmto glykosylaćım docháźı přirozeně, tak zvýšená hladina

glykoalbuminu je projevem onemocněńı cukrovkou (diabetes mellitus), jak uvád́ı [Iberg

N. a Flückinger R., 1986].
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Albumin z hověźıho séra (Bovine

serum albumin, BSA)

Obrázek 10 - Obrázek struktury albuminu z hověźıho séra. Obrázek byl poř́ızen na

základě struktury 4F5S z www.pdb.org a pomoćı programu PyMOL.

Typický zástupce ze skupiny sérových albumin̊u. [Huang X. B., Kim H.-Y. a Dass

Ch., 2004] popisuje velkou strukturńı i funkčńı podobnost mezi BSA a HSA. Sekvenčńı

podobnost mezi oběma zmı́něnými proteiny je asi 76 %. Pro fluorescenčńı techniky je

významným rozd́ılem, že HSA obsahuje pouze jedno tryptofanové residuum, přičemž ve

struktuře BSA nalezneme tato residua dvě.

Albumin z hověźıho séra je také označován jako frakce V. Toto označeńı vyplývá z Edwin

Cohnovy purifikačńı metody aplikované na plasmatické proteiny, kde BSA je eluován jako

pátá frakce. V́ıce informaćı o Edwin Cohnově metodě purifikace je uvedeno v [Cohn, E.

J., 1925].
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Prekurzorový protein pro BSA má délku 607 aminokyselin a na svém N-konci má 18 re-

sidúı dlouhý signálńı peptid, jež je odštěpen během sekrece. Z tohoto produktu je dále

odštěpena sekvence čtyř aminokyselin, přičemž vzniká konečný produkt obsahuj́ıćı 583

aminokyselin.

Molekulová hmotnost tohoto proteinu je 66 463 Da. Izoelektrický bod ve vodném prostřed́ı,

při 25◦C je u pH 4,7, jak uvád́ı [Ge, S. a kolektiv, 1998]. Tento protein má široké aplikace

v biochemických metodách analýzy jako je např́ıklad ELISA (Enzyme-Linked Immuno-

sorben Assay) nebo imunoblotting (otisky gelu z elektroforézy na membránu a následná

detekce). Je také často použ́ıván jako koncentračńı standard.
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Materiál a metody

10.1 Chemikálie

Prvńım fluoroforem byl albumin z lidského séra (HSA, human serum albumin, Sigma) ve

vodě o celkové koncentraci 20 µM a druhým albumin z hověźıho séra (BSA, bovine serum

albumin, Sigma). Jako daľśı fluorofor byl použ́ıván N-acetyl-L-tryptofanamid (NATA,

Sigma) ve vodném roztoku o koncentraci 750 µM. Daľśımi použitými fluorofory byly mu-

tanti Na+/K+ ATPasy (Na+/K+ pumpa). Detailněǰśı popis a postup generováńı mutant̊u

bude uveden dále v této práci. Koncentrace těchto mutant̊u byly určeny pomoćı metody

Bradfordové a jsou uvedené v tabulce ńıže.

Jako zhášedlo byl použit roztok KI (Lachema) ve vodě nejčastěji o koncentraci zásobńıho

roztoku 1 M a vodný roztok akrylamidu (Biorad) o koncentraci 1 M. K roztoku KI byl

podle [Zelent, B. a kolektiv, 1998] přidán vodný roztok thiośıranu disodného Na2S2O3

(Sigma Aldrich) o koncentraci 1 mM, aby bylo zabráněno tvorbě aniont̊u I−3 , které by

mohly experiment ovlivnit.

Pro udržeńı stálého pH byl použit pufr 20 mM Tris-HCl, pH 7,4. Experimentálně byla

hodnota pH ověřena pomoćı pH-metru (typ pH 330i, WTW, Německo). Pro vytvořeńı

pufr̊u o r̊uzných iontových silách byl použit 1 M roztok NaCl (Lachema). Postup byl

následuj́ıćı: 1 M roztok NaCl byl naředěn daným množstv́ım pufru, přičemž jsme źıskali

řadu pufr̊u o iontové śıle v rozmeźı 50 - 750 mM.
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10.2 Př́ıprava mutant̊u velkého cytoplazmatického

segmentu C45 Na+/K+ ATPasy

Námi použitý set mutant̊u obsahuje několik jedno tryptofanových mutant̊u s následuj́ıćım

označeńım: W385, V426W a F683W. Jak bylo uvedeno v teoretické části této práce,

tak segment C45 v nativńım stavu obsahuje dvě tryptofanová residua. Prvńım krokem

je tedy odstraněńı jednoho nebo obou těchto residúı. T́ımto źıskáme dva jednotryptofa-

nové mutanty označované jako WT-W385F, WT-W411F a jeden dvojitý mutant WT-

W385FW411F. Dvojitý mutant je označován jako TL (tryptophanless, bez tryptofanu)

a je výchoźım genetickým konstruktem pro celou řadu daľśıch mutant̊u, jež je možné

źıskat mı́stně specifickou mutageneźı. V našem př́ıpadě t́ımto procesem źıskáme mutanty

F426W, F683W. Detailněǰśı informace jsou uvedeny v [Grycova, L. a kolektiv (2009)] a

[Kubala, M. a kolektiv (2009)].

Obrázek 11 - Obrázek rozmı́stěńı jednotlivých residúı, jež jsou mutovány ve velkém

cytoplazmatickém segmentu C45. Obrázek byl poř́ızen pomoćı programu PyMOL, na

základě struktury s označeńım 2ZXE ze stránek www.pdb.org.

10.3 Postup transformace plazmid̊u do buněk E. Coli

Na př́ıpravu daného počtu misek potřebujeme stejný počet poměrných část́ı buněk (často

po 10 µl roztoku) Rosseta LB médium (Luria Bertani medium). LB médium je složené

z 10 g peptone z kaseinu, 5 g kvasinkový extrakt Servabacter a 10 g NaCl na jeden litr

roztoku, přičemž pH má být 7,4.
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Postup:

1. Necháme plazmidy 30 minut při pokojové teplotě (plazmidy se skladuj́ı při teplotě

- 20 ◦C) a potom je polož́ıme do ledové lázně.

2. Buňky stále chlad́ıme v ledové lázni a rozděĺıme je do daného počtu alikvót̊u v

odpov́ıdaj́ıćıch nádobách.

3. Do nádob s buňkami přidáme plazmidy.

4. Chlad́ıme na ledu po dobu 30 minut.

5. Inkubujeme 45 sekund směs plazmid̊u a buněk ve vodńı lázni o teplotě 42 ◦C.

6. Provedeme opakované zchlazeńı v ledové lázni nejméně po dobu 2 minut.

7. Do každé nádobky přidáme 250 µl LB média.

8. Následně necháme roztoky dobře promı́chat 1 hodinu na orbitáńı třepačce při teplotě

37 ◦C. Rychlost třepáńı nastav́ıme v rozmeźı 180-200 RPM.

9. Obsah nádob odstřed́ıme na centrifuze (2 minuty, 4000 RPM). Zachováme 50 - 100

µl peletu (v závisloti na velikosti použitých misek), kterým naočkujeme připravené

misky.

Př́ıprava misek:

1. Připrav́ıme dostatečné množstv́ı LA média. LA médium je složeno z LB média a

agaru.

2. Médium necháme sterilizovat a po vychladnut́ı přidáme antibiotikum kanamycin

(finálńı koncentrace byla 30 µg/ml).

3. Takto upravené LA médium rozlijeme do připravených sterilńıch misek a počkáme,

dokud neztuhne.

4. Naneseme buňky pomoćı plastových tyčinek.

5. Necháme buňky inkubovat přes noc při teplotě 37 ◦C.

Pokud byl proces transformace úspěšný, tak by se měly na agarovém médiu objevit

kolonie rezistentńı proti selekčńımu markeru - v našem př́ıpadě jsou buňky rezistentńı

proti antibiotiku kanamycinu.
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10.4 Postup exprese segmentu C45

Postup exprese daného segmentu spolu s purifikaćı rozděĺıme do pěti krok̊u z d̊uvodu

zachováńı přehlednosti celého procesu. Uved’me zde také soupis nutných pufr̊u a enzymů

pro celou proceduru s výjimkou složeńı LB média, které je již uvedeno výše v této práci:

• Purifikačńı pufr - 10 mM TRIS, 10 mM NaCl, pH 8,8.

• Promývaćı pufr - 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,6.

• Elučńı pufr - 500 mM imidazol, pH 7,6.

• Dialyzačńı pufr - 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, pH 7,6.

• Inhibitory proteáz - jednotlivé inhibitory přidáváme do 10 ml roztoku dialyzačńıho

pufru.

15 mg lysozymu.

26 mg PMSF (fenylmetylsulfonyl fluorid).

10 µl leupeptinu o koncentraci 2 mg/ml.

4 µl pepstatinu o koncentraci 5 mg/ml.

10 µl DTT (dithiothreitol) o koncentraci 1 M.

15 µl EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, etylendiamintetraoctová kyselina) o

koncentraci 100 mM.

krok 1

1. Nejprve připrav́ıme roztok LB média. Př́ıslušné objemy odlijeme do připravených

baněk a necháme sterilizovat.

2. Vybranou kolonii z misek dáme do 4 ml roztoku LB média. Postup provedeme pro

každou misku s r̊uzným typem transformovaných buněk.

3. Přidáme antibiotikum kanamycin (finálńı roztok má koncentraci 30 µg/ml).

4. Necháme r̊ust za stálého mı́cháńı přes noc (13-16 hodin) na orbitálńı třepačce (180

RPM) při teplotě 37 ◦C.
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krok 2

1. Všechen roztok přepipetujeme do 200 ml LB média a přidáme kanamycin.

2. Rotok promı́cháme na shakeru (180 RPM, 37 ◦C).

3. Každých 30 minut měř́ıme absorbanci proti standardu (samotné LB médium) na

vlnové délce 600 nm.

4. Jakmile je hodnota absorbance v rozmeźı 0,6 - 0,8 (což nastane přibližne po 2

nebo 2,5 hodinách), tak indukujeme expresi pomoćı 200 µl IPTG (isopropyl-β-D-1-

thiogalaktopyranosid) o koncentraci 100 mg/ml.

5. Směs necháme mı́chat na orbitálńı třepačce po dobu 24 hodin a při teplotě 17 ◦C.

krok 3

• Buňky z předchoźıho kroku odstřed́ıme na centrifuze - 25 minut při 5000 RCF.

Takto připravené buňky lze po tomto kroku zamrazit na teplotu -20 ◦C a uchovat je tak

pro pozděǰśı použit́ı. Daľśı možnost́ı je pokračovat v postupu krokem 4, tedy purifikaćı.

krok 4

1. Nejprve připrav́ıme afinitńı kolonu se stacionárńı fáźı (6 ml Talon Metal Affinity

Resin, obsahuje Co2+ ionty).

2. Kolonu nejprve promyjeme 200 ml dialyzačńıho pufru a dáme celou soustavu včetně

kolony vychladit do lednice.

3. Rozmraźıme buňky z kroku 3 (v př́ıpadě skladováńı). Buňky smı́cháme s 10 ml

purifikačńıho pufru a inhibitory proteáz.

4. Provedeme rozbit́ı buněk. V našem př́ıpadě jsme použili sonikaci na 30% výkonu, po

dobu 30 sekund (30 sekund sonikace, 30 sekund vypnutý př́ıstroj...) a trojnásobné

opakováńı sonikačńı sekvence. Po celou dobu vzorky chlad́ıme v ledové lázni.

5. Následně provedeme centrifugaci - 25 minut, 15000 RCF.
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6. Supernatant po centrifugaci přelijeme na připravenou kolonu a necháme 1 hodinu

reagovat. Během této doby opatrně roztok promı́cháváme s 15 minutovým interva-

lem.

7. Kolonu prolijeme 40 ml promývaćıho pufru.

8. Provedeme eluci pomoćı elučńıho pufru. Přidáme 2 ml elučńıho pufru, necháme 30

minut reagovat a následně sb́ıráme eluát do připravených mikrozkumavek (eppen-

dorfky). Promyt́ı elučńım pufrem provedeme pro každý buněčný roztok 3x. Źıskáme

tak sadu 3 eluát̊u s r̊uznou koncetraćı námi požadovaného proteinu (označeńı 1.-3.

eluce).

9. Eluátem o objemu 2 ml naplńıme dialyzačńı stř́ıvko a ponoř́ıme jej do 1 litru dia-

lyzačńıho pufru (složeńı je uvedené na začátku této kapitoly), přičemž 30 minut

pufr mı́cháme. Následně vyjmeme stř́ıvko a vlož́ıme ho do daľśıho litru dialyzačńıho

pufru. Dialýzu necháme prob́ıhat přes noc v chladničce.

krok 5

• Provedeme elektroforézu na polyakryamidovém gelu a přibližné stanoveńı koncent-

race proteinu metodou Bradfordové.

10.5 Vlastńı měřeńı

Tato práce nejčastěji použ́ıvá titračńı experimenty ke studiu parametr̊u ovlivňuj́ıćıch

zhášeńı. Pro většinu experiment̊u byly použity mikrotitračńı destičky s 384 jamkami,

které jsou vhodné pro měřeńı v UV oblasti spektra.

10.5.1 Měřeńı kinetiky dohaśınáńı fluorescence

Pro měřeńı kinetiky dohaśınáńı fluorescence byl použit spektrofotometr pro časově ko-

relované č́ıtáńı foton̊u FluoTime 200 (PicoQuant GmbH, Německo) včetně př́ıslušej́ıćıho

měř́ıćıho softwaru PicoHarp 300. Jako světelný zdroj pro excitaci NATA, HSA, BSA a

sady mutant̊u byla použita dioda pro UV oblast o vlnové délce 298 nm. Experimenty byly

prováděny za r̊uzných teplot. Pro všechna měřeńı bylo zachováno nastaveńı frekvence
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excitačńıch pulz̊u 10 MHz, časové rozlǐseńı 16 ps na kanál. V př́ıpadě všech fluorofor̊u

byly použity obě štěrbiny s š́ı̌rkou 16 nm a vlnová délka emise byla 350 nm. Měřeńı bylo

ukončeno uplynut́ım zadaného časového intervalu nebo dosažeńım 10000 foton̊u v jednom

z kanál̊u. Funkce př́ıstrojové odezvy (IRF - instrument response function) byla v př́ıpadě

excitace světlem o vlnové délce 298 nm pomoćı roztoku Ludoxu. Všechna měřeńı byla

provedena v křemenných kyvetách s optickou dráhou 3 mm.

Naměřené kinetiky dohaśınáńı byly vyhodnoceny pomoćı softwaru PicoQuant FluoFit

(verze 4.2.1.). Tento program umožňuje fitováńı naměřené kinetiky dohaśınáńı fluorescence

multiexponenciálńı funkćı, která má obecný tvar

F (t) =
∫

−∞

t
IRF (t′)

n
∑

i=1

Aie
−

t−t
′

τi dt′, (10.1)

kde IRF (t′) je funkce př́ıstrojové odezvy, Ai jsou amplitudy jednotlivých komponent a

τi jsou středńı doby života excitovaných stav̊u jednotlivých komponent.

Při této analýze kinetiky dohaśınáńı byly sledovány parametry redukovaný χ2
R, náhodilost

rozložeńı residúı a autokorelačńı funkce. V př́ıpadě χ2
R byla požadována jeho hodnota

bĺızká jedné.

Pro určeńı bimolekulárńı zhášećı konstanty byly použity intenzitně vážené doby života

excitovaného stavu zjǐstěné pomoćı metody TCSPC.

10.5.2 Měřeńı steady-state intenzity fluorescence

Pro měřeńı steady-state intenzit byl použit automatický spektrometr pro měřeńı na mi-

krotitračńıch destičkách Synergy MX (BioTek Instruments, USA). Pro všechny florofory

byla použita mikrotitračńı destička s 384 jamkami o obsahu 100 µl, která je určena pro

měřeńı v UV oblasti spektra. Vlnová délka excitace byla 298 nm a vlnová délka emise byla

350 nm, přičemž š́ı̌rka spektrálńıho pásu byla 9 nm. Rychlost sńımáńı byla vždy nastavena

jako 30 záblesk̊u na jamku a pozice optiky při sńımáńı byla ve spodu destičky. Nastaveńı

parametru ”gain”bylo 50 a 100, v závislosti na intenzitě signálu. V́ıce informaćı o měřeńı

na tomto př́ıstroji je uvedeno v apendixu této práce.
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Výsledky

Absorpčńı spektra použitých zhášedel jsou uvedena v [Geletičová, J. (2011)]. Tato spektra

dokazuj́ı, že použitá zhášedla neabsorbuj́ı ve sledované oblasti.

11.1 Vliv iontové śıly na zhášeńı fluorescence

Pro zjǐstěńı vlivu iontové śıly použijeme Stern-Volmerovy grafy. Jedná se o jednoduchou

závislost poměr̊u intenzit se zhášedlem ku intenzitě bez zhášedla v závislosti na koncent-

raci zhášedla. Stern-Volmer̊uv graf je lineárńı pro dynamické zhášeńı, jak je uvedeno

v teoretické části této práce. Jako zhášedlo byl použit akrylamid a KI, přičemž obě

zhášedla zp̊usobuj́ı dynamické zhášeńı fluorescence.

38
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Obrázek 12 - Stern-Volmerovy grafy pro zhášeńı NATA pomoćı akrylamidu (černě)

a pomoćı KI (červeně). Konstantńı iontová śıla v př́ıpadě plných symbol̊u byla 50 mM a

v př́ıpadě prázdných symbol̊u byla iontová śıla udržována na 300 mM.

V obrázku 12 je vidět, že pro ńızké i vysoké hodnoty iontové hodnoty iontové śıly má

zhášeńı akrylamidem přibližně stejnou směrnici.
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Obrázek 13 - Stern-Volmerovy grafy pro zhášeńı HSA pomoćı akrylamidu (černě) a

pomoćı KI (červeně). Konstantńı iontová śıla v př́ıpadě plných symbol̊u byla 50 mM a

v př́ıpadě prázdných symbol̊u byla iontová śıla udržována na 750 mM.
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Obrázek 14 - Stern-Volmerovy grafy pro zhášeńı BSA pomoćı akrylamidu (černě) a

pomoćı KI (červeně). Konstantńı iontová śıla v př́ıpadě plných symbol̊u byla 50 mM a

v př́ıpadě prázdných symbol̊u byla iontová śıla udržována na 750 mM.

Oba uvedené obrázky ukazuj́ı velký rod́ıl v trendech při ńızkých a vysokých iontových

silách.
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Obrázek 15 - Stern-Volmerovy grafy pro zhášeńı mutantu s označeńım V426W po-

moćı akrylamidu (černě) a pomoćı KI (červeně). Konstantńı iontová śıla v př́ıpadě plných

symbol̊u byla 50 mM a v př́ıpadě prázdných symbol̊u byla iontová śıla udržována na 750

mM.
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Obrázek 16 - Stern-Volmerovy grafy pro zhášeńı mutantu s označeńım W385 pomoćı

akrylamidu (černě) a pomoćı KI (červeně). Konstantńı iontová śıla v př́ıpadě plných

symbol̊u byla 50 mM a v př́ıpadě prázdných symbol̊u byla iontová śıla udržována na 750

mM.
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Obrázek 17 - Stern-Volmerovy grafy pro zhášeńı mutantu s označeńım V683W po-

moćı akrylamidu (černě) a pomoćı KI (červeně). Konstantńı iontová śıla v př́ıpadě plných

symbol̊u byla 50 mM a v př́ıpadě prázdných symbol̊u byla iontová śıla udržována na 750

mM.

Trendy při ńızkých iontových silách jsou odlǐsné oproti trend̊um při vysoké iontové

śıle. Tato změna ve směrnićıch může být d̊usledkem poklesu efektivity zhášeńı.
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Následuj́ıćı tabulka zobrazuje vybrané hodnoty Stern-Volmerových zhášećıch konstant

při ńızké a vysoké iontové śıle pro všechny studované fluorofory.

NATA HSA BSA V426F W385 F683W

150 mM KI 43,39 34,71 24,58 34,40 13,59 6,36

150 mM akrylamid 34,36 25,01 13,57 20,90 8,44 6,29

750 mM KI 14,17 3,85 4,57 3,95 13,28 1,55

750 mM akrylamid 26,34 4,97 3,36 3,95 3,98 1,50

Tabulka 1 - Tabulka Stern-Volmerových konstant pro NATA, HSA, BSA a mutanty

V426F, W385, F683W. Uvedené hodnoty Stern-Volmerových konstant jsou uvedeny

v jednotkách dm3.mol−1.

Z uvedené tabulky je vidět, že iontová śıla ovlivňuje účinnost zhášeńı pro všechny stu-

dované systémy. A proto jsme se rozhodli proměřit podrobněji závislost efektivity zhášeńı

fluorescence na iontové śıle, viz. následuj́ıćı kapitola.
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11.2 Závislost Stern-Volmerovy zhášećı konstanty na

iontové śıle

Závislost Stern-Volmerových zhášećıch konstant na iontové śıle nese informaci o efektivitě

zhášeńı. Pokud je tato závislost rostoućı, docháźı ke zvýšeńı efektivity zhášeńı. Pokud má

tato závislost klesaj́ıćı trend, je možné mluvit o snižovańı efektivity.
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Obrázek 18 - Graf závislosti Stern-Volmerovy zhášećı konstanty na iontové śıle pro

NATA.

Obrázek 18 zobrazuje pokles efektivity zhášeńı pro obě zhášedla. Je možné pozorovat

rozd́ılnou efektivitu zhášeńı pro akrylamid a pro KI s rostoućı iontovou silou. Akrylamid

se při vyšš́ıch hodnotách iontové śıly stává účiněǰśım zhášedlem než KI.
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Obrázek 19 - Graf závislosti Stern-Volmerovy zhášećı konstanty na iontové śıle pro

HSA.
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Obrázek 20 - Graf závislosti Stern-Volmerovy zhášećı konstanty na iontové śıle pro

BSA.

Po zkoumáńı modelového fluoroforu jsme se zaměřili na studium protein̊u. Zde je

možné pozorovat pokles efektivity zhášeńı pro obě zhášedla.
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Obrázek 21 - Graf závislosti Stern-Volmerovy zhášećı konstanty na iontové śıle pro

mutant s označeńım V426W.
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Obrázek 22 - Graf závislosti Stern-Volmerovy zhášećı konstanty na iontové śıle pro

W385.
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Obrázek 23 - Graf závislosti Stern-Volmerovy zhášećı konstanty na iontové śıle pro

F683W.

Ve všech př́ıpadech jsme pozorovali pokles Stern-Volmerovy zhášećı konstanty s ros-

toućı iontovou silou. Tento pokles efektivity je nejvýznamněǰśı v intervalu iontové śıly

0-150 mM. U zhášeńı NATA jsme pozorovali pokles efektivity zhášeńı u obou zhášedel,

přičemž k poklesu efektivity došlo pravděpodobně jiným typem intrakce.
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11.3 Doby života excitovaných stav̊u

Hodnoty středńıch dob života excitovaných stav̊u jsou nutné pro určeńı bimolekulárńı

zhášećı konstanty. Bimolekulárńı zhášećı konstanta je jedńım z významných parametr̊u

zhášeńı fluorescence, které podávaj́ı informaci o efektivitě zhášeńı. Doby života excito-

vaných stav̊u také poskytuj́ı informace o stavu fluoroforu, v př́ıpadě protein̊u poskytuje

informace o komformaci fluoroforu.

Pro všechny studované fluorofory byl vyhovuj́ıćı tř́ı-exponenciálńı model.

Obrázek 24 - Graf křivky dohaśınáńı fluorescence pro mutant s označeńım F683W a

pro 450 mM konstantńı iontovou śılu. Hodnota χ2 je bĺızká jedné, což vypov́ıdá o dobré

shodě experimentu s tř́ı-exponenciálńım modelem. V dolńı části je uveden graf rozložeńı

residúı pro tř́ı-exponenciálńı dohaśınáńı fluorescence.
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NATA HSA V426W W385 F683W

τ1 1,07 7,23 2,79 2,01 5,65

τ2 2,99 3,76 6,50 5,20 2,10

τ3 0,03 0,28 0,56 24,11 0,57

A1 310 3541 495 833 359

A2 7999 3999 389 313 664

A3 4967 1674 343 1147 476

τiw 2,91 5,88 4,97 4,72 3,94

χ2 0,97 1,01 0,99 0,95 1,00

Tabulka 2 - Tabulka dob života excitovaných stav̊u, středńıch dob života excito-

vaných stav̊u, jednotlivých amplitud a χ2 pro všechny použité fluorofory. Všechny hodnoty

dob života jsou uvedeny v jednotkách 10−9 s. Hodnota τm je intenzitně vážená středńı

doba života excitovaných stav̊u. Pro zjǐstěńı dob života excitovaných stavu byl použit

tř́ı-exponenciálńı model. Uvedené hodnoty dob života excitovaného stavu byly určeny pro

iontovou śılu 450 mM.

Pro úplnost uvedeme hodnoty středńıch dob života excitovaných stav̊u pro použité

fluorofory.

iontová śıla (mM) NATA HSA V426W W385 F683W

50 3,15 6,14 5,07 4,78 3,98

100 3,04 6,10 5,00 4,72 4,00

150 2,99 6,01 4,96 4,78 3,92

200 2,96 5,97 4,96 4,78 3,96

250 2,95 5,99 5,10 4,74 3,83

300 2,95 5,95 4,85 4,83 4,00

350 2,95 5,90 4,89 4,76 3,91

400 2,97 5,90 4,95 4,79 3,90

450 2,91 5,88 4,97 4,72 3,94

500 2,94 5,88 4,92 4,72 3,91

550 2,91 5,88 4,84 4,74 3,95

600 2,92 5,85 5,02 4,77 4,01

650 2,90 5,85 5,06 4,77 3,84

700 2,88 5,83 4,95 4,76 3,93

750 2,87 5,81 4,74 4,77 3,87

Tabulka 3 - Tabulka intenzitně vážených středńıch dob života excitovaných stav̊u
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pro všechny použité fluorofory. Všechny hodnoty jsou uvedeny v jednotkách 10−9 s. Pro

zjǐstěńı dob života excitovaných stavu byl použit tř́ı-exponenciálńı model.

Jak je vidět, středńı doby života excitovaných stav̊u pro NATA, HSA a BSA syste-

maticky klesaj́ı. V př́ıpadě NATA tento pokles středńı doby života excitovaného stavu

může být spojen s navázáńım iontu. V př́ıpadě HSA a BSA může být pokles středńıch

dob života excitovaného stavu vysvětlen konformačńı změnou nebo navázáńım iontu.

Z uvedené tabulky vyplývá, že rostoućı iontová śıla neovlivňuje konformaci proteinu u

série mutant̊u Na+/K+-ATPasy. Tato konformačńı změna by se projevila změnou doby

života excitovaného stavu fluorofor̊u.
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11.4 Závislost bimolekulárńı zhášećı konstanty na ion-

tové śıle

Bimolekulárńı zhášećı konstanta narozd́ıl Stern-Volmerovy konstanty obsahuje informace

o stavu fluoroforu (difúzńı koeficient, konformace proteinu, př́ıstupnost fluoroforu).
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Obrázek 25 - Závislost bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle pro NATA.

Obrázek 25 zobrazuje pokles bimolekulárńı zhášećı konstanty pro NATA s rostoućı

iontovou silou. K poklesu této zhášećı konstanty docháźı pro obě zhášedla. Pokles zhášećı

konstanty pro akrylamid je menš́ı než u KI.
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Obrázek 26 - Závislost bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle pro HSA.
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Obrázek 27 - Závislost bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle pro BSA.

I v př́ıpadě HSA a BSA docháźı k poklesu bimolekulárńı zhášećı konstanty s rostoućı

iontovou silou. V př́ıpadě HSA je při ńızké iontové śıle efektivněǰśı zhášedlo akrylamid.

Rozd́ıl v efektivitě zhášeńı HSA pro jednotlivá zhášedla je zanedbatelný.
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Obrázek 28 - Závislost bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle pro mutant

s označeńım W385.
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Obrázek 29 -Závislost bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle pro mutant

s označeńım V426W.
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Obrázek 30 - Závislost bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle pro mutant

s označeńım F683W.

Ve všech výše uvedených závislostech pozorujeme významný pokles hodnot bimo-

lekulárńı zhášećı konstanty pro obě zhášedla s rostoućı iontovou silou. Pokles Stern-

Volmerových zhášećıch konstant je pro sérii mutant̊u podobný pro obě zhášedla.
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11.5 Závislost poměr̊u bimolekulárńıch zhášećıch

konstant na iontové śıle

Poměry bimolekulárńıch zhášećıch konstant pro KI a pro akrylamid mohou vypov́ıdat

o tom, které zhášeńı je efektivněǰśı. Poměr těchto zhášećıch konstant je uvažován jako

bimolekulárńı zhášećı konstanta pro jodid dělená bimolekulárńı zhášećı konstantou pro

akrylamid.

Vzhledem k tomu, že rostoućı iontová śıla oslabuje vliv elektrostatických interakćı, a

to jen v př́ıpadě zhášeńı jodidem, tak sledováńım směrnice trendu můžeme určit, zda-li

v př́ıpadě interakce jodidu s fluoroforem docháźı k elektrostatické atrakci či repulzi.
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Obrázek 31 - Graf závislosti poměr̊u bimolekulárńıch zhášećıch konstant pro NATA.

Poměry bimolekulárńıch zhášećıch konstant pro NATA vykazuj́ı rostoućı trend. Tento

nár̊ust může vypov́ıdat o oslabeńı repulze vlivem rostoućı iontové śıly.
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Obrázek 32 - Graf závislosti poměr̊u bimolekulárńıch zhášećıch konstant na iontové śıle

pro HSA.

V obrázku 32 pro albumin z lidského séra jsme pozorovali pokles poměr̊u bimole-

kulárńıch zhášećıch konstant s rostoućı iontovou silou. Tento pokles může být vysvětlen

zeslabeńım přitahováńı zhášedla k fluoroforu.
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Obrázek 33 - Graf závislosti poměr̊u bimolekulárńıch zhášećıch konstant na iontové

śıle pro BSA.

Albumin z hověźıho séra vykazuje v této závislosti bimolekulárńı zhášećı konstanty na

iontové śıle konstantńı trend, oproti HSA.
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Obrázek 34 - Graf závislosti poměr̊u bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle

pro mutant W385.

Residuum s označeńım W385 vykazuje nár̊ust poměr̊u bimolekulárńıch zhášećıch kon-

stant. Z této skutečnosti vyplývá, že jodidový aniont je s rostoućı iontovou silou silněǰśım

zhášedlem než akrylamid. Může tedy docházet k slabému oslabeńı repulze.
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Obrázek 35 - Graf závislosti poměr̊u bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle

pro V426W.

Graf pro residuum V426F vykazuje konstantńı efektivitu zhášeńı, nicméně data jsou

zat́ıžena vysokou úrovńı šumu.
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Obrázek 36 - Graf závislosti poměr̊u bimolekulárńı zhášećı konstanty na iontové śıle

pro F683W.

Posledńı zkoumaný fluorofor vykazuje opět slabý nár̊ust. Tento nár̊ust je podobný

jako v př́ıpadě W385. V tomto př́ıpadě pravděpodobně docháźı k oslabeńı repulze mezi

fluoroforem a jodidem.
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Diskuze

Již od 50. let 20. stolet́ı je známo, že vliv protiiont̊u v roztoćıch neńı zanedbatelný. T́ımto

tématem se mimo jiné zabývali např́ıklad [Millis, R., 1957] a [Stokes, R. H., 1957]. Dnes je

iontová śıla často opomı́jeným parametrem. Tato práce tento parametr s výhodou využ́ıvá

a pomoćı něj źıskává informace o elektrostatických interakćıch.

Efektivita zhášeńı fluorescence záviśı na difúzńıch koeficientech obou molekul, př́ıstup-

nosti fluoroforu a elektrostatických interakćıch v př́ıpadě nabitých molekul (kladně i

záporně). Pracovali jsme s hypotézou, že při zhášeńı pomoćı akrylamidu můžeme od-

halit vliv difúzńıch koeficient̊u a př́ıstupnosti fluoroforu. Oproti tomu při zhášeńı pomoćı

KI můžeme odhalit vliv elektrostatických interakćı. Rostoućı iontová śıla by měla osla-

bovat vliv elektrostatických interakćı (repulzi i přitahováńı). Molekuly zhášedla a ionty

spolu soutěž́ı, v d̊usledku čehož se méně molekul zhášedla dostane do bĺızkosti fluoroforu,

jež jsou schopny efektivně zhášet. Dále jsou molekuly iont̊u přitahovány k protiiont̊um,

což může dále oslabovat efektivitu zhášeńı. V př́ıpadě nenabitého zhášedla je zeslabováńı

omezeno na kompetici mezi molekulami.

Určené hodnoty bimolekulárńıch zhášećıch konstant koresponduj́ı s hodnotami uve-

denými v literatuře, a to při vyšš́ıch iontových silách. Tyto hodnoty pro NATA jsou

uvedené např́ıklad v [Valeur, B., 2006]. Tato shoda při vyšš́ıch iontových silách může být

zp̊usobená nekovalentńımi interakcemi.

Hodnoty dob života určené pomoćı TCSPC metody se shoduj́ı s hodnotami uvedenými

v [Szabo, A. G a Rayner D. M., 1980], [Mishra a kolektiv, 2005], [Grycova, L. a kolektiv,

2009] a [Tayeh, N., Rungassamy, T. a Albani, J. R., 2009].

57
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Vliv iontové śıly - NATA

Naše experimenty překvapivě ukázaly, že iontová śıla ovlivňuje zhášeńı i v jedno-

duchém modelovém př́ıpadě zhášeńı NATA akrylamidem. Jelikož akrylamid je neutrálńı

molekula, je zřejmé, že iontová śıla má vliv kromě elektrostatických interakćı i na jiné

faktory ovlivňuj́ıćı účinnost zhášeńı a některé z nich se nám podařilo identifikovat.

Doba života excitovaného stavu vymezuje časový interval, ve kterém může srážka

zhášedla s fluoroforem efektivně zp̊usobit zhášeńı fluorescence. Naše měřeńı ukázala, že

v př́ıpadě NATA docháźı ke zkracováńı středńı doby života excitovaného stavu s rostoućı

iontovou silou. Tato změna je cca 10 % pro námi proměřovaný rozsah iontové śıly, proto

tento efekt plně nevysvětluje pokles efektivity zhášeńı.

Změna doby života excitovaného stavu NATA je pravděpodobně zp̊usobena vazbou

sodných iont̊u. Navázáńı sodného iontu mı́sto protonu může mı́t za následek pokles

difúzńıho koeficientu NATA, tento efekt však nedokážeme přesně kvantifikovat.

Dynamické zhášeńı je proces ř́ızený difúźı a na jeho efektivitu může mı́t tedy vliv

viskozita roztoku. Jak uvád́ı [Kestin, J., Khalifa, E. H. a Correia, R. J., 1981], dynamická

viskozita při 25◦C roste spolu s koncentraćı roztoku. V našem př́ıpadě je změna dynamické

viskozity v řádu jednotek procent (při změně koncentrace soli z nuly na 1 M koncentraci

se změńı dynamická viskozita o 1,5%). Pokles bimolekulárńıch zhášećıch konstant tedy

nemůže být zcela vysvětlen změnou viskozity roztoku, nicméně tato změna

k pozorovanému efektu přisṕıvá.

Pokles efektivity zhášeńı může být také d̊usledkem změny difúzńıho koeficientu akry-

lamidu. Jeho difúzńı koeficient může být také změněn interakćı s ionty. Může se být také

d̊usledek hydrofobńıho efektu, který napomáhá agregaci molekul (vysolováńı) a t́ım ke

sńıžeńı jejich difúzńıho koeficientu. Dostupná literatura ani naše experimenty však nepo-

skytuj́ı dostatečnou oporu pro tyto hypotézy ani pro kvantifikaci tohoto efektu. Poměr

bimolekulárńıch zhášećıch konstant pro jodid a akrylamid v př́ıpadě NATA roste s ros-

toućı iontovou silou. Protože NATA je také molekula neutrálńı, nejedná se tedy o vliv

iontové śıly na elektrostatické interakce, ale sṕı̌se se jedná o d̊usledek sńıžeńı difúzńıho

koeficientu pro akrylamid, jak bylo diskutováno v předchoźım odstavci.
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Vliv iontové śıly - proteiny

V př́ıpadě protein̊u nemá smysl uvažovat o významněǰśı změně difúzńıho koeficientu

fluoroforu, ale zvyšováńı iontové śıly může mı́t jiný efekt, a sice změnu konformace pro-

teinu. Na změnu konformace je velmi citlivá středńı doba života excitovaného stavu tryp-

tofanu a naše měřeńı ukázalo, že u HSA a BSA k ovlivněńı tohoto parametru rostoućı ion-

tovou silou docháźı, narozd́ıl od mutant̊u Na+/K+-ATPasy. Toto pozorováńı naznačuje,

že struktura mutant̊u Na+/K+-ATPasy je poměrně stabilńı, zat́ımco struktura HSA a

BSA se s rostoućı iontovou silou měńı.

Molekulárńı model ukazuje rozmı́stěńı nabitých aminokyselin v okoĺı pozic, kde byly

umı́stěny tryptofanové zbytky u mutant̊u Na+/K+-ATPasy. Situace je zjednodušeně znázor-

něna na následuj́ıćıch obrázćıch.

A

B

Obrázek 37 - Obrázek znázorňuj́ıćı rozložeńı náboje v Na+/K+-ATPase. Modře jsou

označeny kladně nabité aminokyseliny arginin a lysin. Červeně jsou označeny záporně

nabité aminokyseliny kyselina asparagová a kyselina glutamová. Růžově jsou označena

mutovaná residua Na+/K+-ATPasy. Obrázek A zobrazuje residua na pozićıch 385 a 426.

Obrázek B zobrazuje residua na pozićıch 683 a 426.
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Naše experimenty ukázaly, že poměr bimolekulárńıch zhášećıch konstant se signifi-

kantně neměńı s rostoućı iontovou silou, což naznačuje, že elektrostatické interakce nemaj́ı

na účinnost zhášeńı velký vliv. To potvrzuj́ı i obrázky 37 A a B, které ukazuj́ı, že

v okoĺı tryptofanu v mutantu V426F se nacházej́ı jak kladně tak záporně nabitá rezidua

a výsledná hodnota elektrostatického potenciálu je zřejmě bĺızká nule.

Podobně velmi slabá závislost poměru bimolekulárńıch zhášećıch konstant byla po-

zorována u mutantu F683W. Jak ukazuje obrázek 37 B, tryptofan je na tomto mı́stě

obklopen aminokyselinami bez kladného či záporného náboje.

V př́ıpadě tryptofanu W385 jsme s rostoućı iontovou silou pozorovali, že docháźı

k nár̊ustu poměru bimolekulárńıch zhášećıch konstant pro jodid a akrylamid, což znač́ı,

že v př́ıpadě jodidu docháźı k oslabováńı elektrostatické repulze. Protože je jodid záporně

nabitý, znamená to, že W385 se nacháźı v oblasti se záporným nábojem. Pohled na

obrázek 37A ukazuje, že skutečně v bezprostředńı bĺızkosti W385 se nacháźı aminokyselina

se záporným nábojem.

V př́ıpadě HSA neńı tryptofanové residuum na povrchu proteinu, ale je umı́stěno

v kavitě, k ńıž je př́ıstup tunelem, v jehož bĺızkosti se nacházej́ı jak kladně tak záporně

nabité aminokyseliny. Poměr bimolekulárńıch zhášećıch konstant pro jodid a akrylamid

klesal s rostoućı iontovou silou, což ukazuje na to, že docháźı k oslabováńı elektrostatického

přitahováńı a tedy, že větš́ı význam maj́ı kladně nabité aminokyseliny.

Obrázek 38 - Obrázek znázorňuj́ıćı rozložeńı náboje v HSA. Označeńı kladně nabitých

aminokyselin arginin a lysin je modré. Červeně jsou označeny záporně nabité aminokyse-

liny kyselina asparagová a kyselina glutamová. Růžově je označeno tryptofanové residuum.
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Tryptofanové residuum v HSA neńı obklopeno nabitými aminokyselinami. Zhášeńı

fluorescence neńı tedy př́ımo ovlivněno náboji v okoĺı fluoroforu. Proces zhášeńı by tedy

měl být podobný procesu v př́ıpadě fluoroforu NATA. Je zřejmé, že proces zhášeńı

v proteinu je komplikovaněǰśı a je ovlivněn v́ıce parametry.

Obrázek 39 - Obrázek znázorňuj́ıćı rozložeńı náboje v BSA. Označeńı kladně nabitých

aminokyselin arginin a lysin je modré. Červeně jsou označeny záporně nabité amino-

kyseliny kyselina asparagová a kyselina glutamová. Růžově jsou označena dvě nativńı

tryptofanová residua.

V př́ıpadě BSA je situace zřejmě ještě komplikovaněǰśı, nebot’ závislost poměru bimole-

kulárńıch zhášećıch konstant na iontové śıle nemá monotónńı trend. Je to pravděpodobně

t́ım, že BSA obsahuje 2 tryptofany, přičemž jeden z tryptofan̊u je na povrchu a druhý tryp-

tofan je zanořený do proteinu (na obr. 39 neńı vidět). BSA tedy neńı vhodný modelový

protein.
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Závěr

Hlavńım předmětem zkoumáńı této diplomové práce bylo dynamické zhášeńı fluorescence

aplikované na sadu jedno-tryptofanových mutant̊u velkého cytoplazmatického segmentu

C45 Na+/K+-ATPasy, albuminy z lidského a hověźıho séra a N-acetyl-L-tryptofanamid.

Předpokládali jsme, že rostoućı iontová śıla eliminuje vliv elektrostatických interakćı na

efektivitu zhášeńı fluorescence. Daľśı parametry ovlivňuj́ıćı efektivitu zhášeńı, jako je

např́ıklad př́ıstupnost fluoroforu a difúzńı koeficienty pro zhášedlo a fluorofor, lze určit po-

moćı neutrálńıho zhášedla. Naše výsledky potvrdily, že efektivita zhášeńı skutečně záviśı

na iontové śıle. Pro každý ze studovaných protein̊u je ovlivněn jiným zp̊usobem, což

v principu umožňuje určit elektrostatický potenciál na povrchu studovaného proteinu

v okoĺı tryptofanového residua. Interpretaci výsledk̊u ale komplikuje fakt, že iontová śıla

ovlivňuje i zhášeńı pomoćı neutrálńıho zhášedla.

Parametry, pro které literatura uvád́ı konkrétńı hodnoty, popř́ıpadě jsme je schopni do-

statečně přesně změřit (změna dob života excitovaných stav̊u, změna viskozity), vysvětluj́ı

pozorované změny jen částečně. Významnou roli zde maj́ı zřejmě i daľśı efekty, jako je

např́ıklad hydrofóbńı interakce, pro tuto hypotézu však nemáme žádnou oporu v experi-

mentálńıch datech nebo literatuře.

Reálné zkoumáńı elektrostatických interakćı na povrchu biomolekul tedy zat́ım kom-

plikuje absence ucelené teorie a velké množstv́ı proměnných.
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Apendix

Měřeńı na mikrotitračńıch destičkách

Měřeńı na mikrotitračńıch destičkách přináš́ı několik výhod, jako je např́ıklad malé množstv́ı

vzorku, současné měřeńı při r̊uzných koncentraćıch vzork̊u a umožňuje realizovat velké

množstv́ı opakováńı s malým časovým nákladem. Pro tento druh měřeńı byl použit př́ıstroj

Synergy MX od firmy BioTek Instruments, Inc. (USA), který je dodáván spolu se soft-

warem Gen5TM .

Kalibračńı měřeńı bylo provedeno s využit́ım zásobńıho roztoku fluoresceinu v etanolu

(Sigma) o koncentraci 1 mM a NATA (Sigma) o koncentraci zásobńıho roztoku 750 µ.

Obecné informace

Př́ıstroj umožňuje provést třepáńı destičky (ve třech r̊uzných rychlostech), jež může po-

moci smı́seńı jednotlivých komponent studovaného vzorku.

Obrázek A1 - Obrázek dialogového okna, kde je možné definovat třepáńı destičky.

Př́ıstroj umožňuje nastaveńı doby, po kterou třepáńı bude prob́ıhat a rychlost třepáńı

(výběr ze tř́ı možnost́ı).

Je možné nastavit teplotu a měřit při konstantńı teplotě. V př́ıstroji jsou umı́stěny

vyhř́ıvaćı destičky, jež prohř́ıvaj́ı vzduch a ten následně zahř́ıvá destičku se vzorkem.
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Výrobce udává rozsah teplot od pokojové teploty do cca 65 ◦C. Bohužel jak jsme experi-

mentálně prokázali je čas nutný pro vyhř́ıváńı destičky poměrně dlouhý (zahř́ıváńı z 37◦C

na 60◦C trvá 26 minut a 10 vteřin, ale pro pokles teploty z 60◦C na 37◦je nutný čas okolo

66 minut). Dále bylo prokázáno, že během samotného zahř́ıváńı, popř́ıpadě chlazeńı, neńı

možné pracovat se softwarem a neńı možné tento čas využ́ıt pro jiná měřeńı. Dokonce

byl pozorován nár̊ust teploty během samotného měřeńı, při kterém nebyla udržována jej́ı

konstantńı hodnota, což může být problematické pro dlouhá měřeńı, kde je vyžadována

striktně konstantńı teplota.

Obrázek A2 - Obrázek okna, které slouž́ı pro nastaveńı konstantńı teploty. Do okna

se př́ımo zadá hodnota, jež má být po dobu trváńı experimentu konstantńı.

Existuje velké množstv́ı mikrotitračńıch destiček - použitý typ destičky je podř́ızen

aplikaci. Samotný software umožňuje nastaveńı typu destičky (počet jamek, tvar jamek,

atd.).

Nastaveńı př́ıstroje a měřeńı fluorescence

Software Gen5TM pracuje s pojmy ”Protokol”a ”Experiment”, které je možné uložit pro

daľśı využit́ı. Pojem protokol můžeme vńımat jako jakýsi templát pro celé měřeńı. Pomoćı

intuitivńıho klikaćıho prostřed́ı je možné navolit jednotlivé kroky v pevně daném pořad́ı

pro celou měř́ıćı proceduru. Pokud je protokol uložen, tak je možné provést shodné měřeńı

pro v́ıce vzork̊u, což může zefektivnit a zkrátit práci. Druhý pojem, experiment, je samotný

záznam měřeńı včetně naměřených hodnot.



LITERATURA 69

Obrázek A3 - Obrázek dialogového okna ihned po spuštěńı programu. V nab́ıdce lze

naleznout již uložené protokoly, popř́ıpadě je možné vytvořit si nový protokol.

Samotný př́ıstroj Synergy MX umožňuje měřeńı absorbance, luminiscence, fluorescence

a sledováńı kinetik chemických reakćı s parametry obdobnými jako u jiných komerčńıch

př́ıstroj̊u. V této práci využ́ıváme primárně měřeńı fluorescenčńıch emisńıch spekter, a

proto se budeme bĺıže zabývat nastaveńım parametr̊u fluorescenčńıch měřeńı.
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Obrázek A4 - Okno programu Gen5TM .

A - rolovaćı okno pro výběr spektrálńıho měřeńı.

B - nastaveńı sńımáńı spektra (závislost intenzity fluorescenčńıho signálu na vlnové

délce) nebo měřeńı fluorescence v pevných bodech. Pro měřeńı v pevných bodech je možné

nastavit až 6 r̊uzných vlnových délek.
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C - rychlost měřeńı. Nastaveńı sweep odpov́ıdá rychlosti sńımáńı 1 záblesku na jednu

jamku. Druhou možnost́ı nastaveńı je normal, kde pomoćı položky edit je možné nastavit

počet záblesk̊u na jednu jamku.

D - nastaveńı vlnové délky excitace a emise včetně š́ı̌rky spektrálńıho pásu uvedené

v nanometrech. Š́ı̌rka spektrálńıho pásu je omezena jen na hodnoty v nab́ıdce, která je

uvedená na následuj́ıćım obrázku.

E - pozice optiky během měřeńı (nahoře nebo dole).

F - nastaveńı elektronické odezvy př́ıstroje neboli gainu (hodnoty jsou v rozmeźı

0 - 25 - 255). Jedná se o parametr fotodiody.

G - nastaveńı sńımané oblasti (celá destička nebo vybraná oblast).
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Vliv nastaveńı parametru ”gain”na měřeńı

Př́ıstroj samotný umožňuje nastavit parametr ”gain”automaticky (scale to high wells-

podle maximálńı hodnoty intenzity ze sńımané oblasti, scale to low wells - nastaveńı

parametru ”gain”podle nejnižš́ı hodnoty intenzity z jamek) a nebo, jako pevnou hodnotu

v uvedeném rozmeźı.

Pomoćı jednoduchého zhášećıho experimentu jsme prostudovali vliv tohoto parametru

na měřeńı. Jako fluorofor byl použit N-acetyltryptofanamid (750 µM zásobńı roztok

v TRIS pufru o koncentraci 20 mM a pH 7,4) a zhášedlem byl 100 mM akrylamid

rozpuštěný ve vodě. Vlnová délka excitace byla 298 nm a emise bylo sńımána na vl-

nové délce

350 nm. Nastaveńı excitačńıch i emisńıch štěrbin bylo shodné, a to 9,0 nm a data byla

sńımána rychlost́ı 30 záblesk̊u na jamku. Výsledky tohoto experimentu prezentujeme na

obrázku.
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Obrázek A5 - Graf zhášeńı fluoresceinu akrylamidem. Černou barvou je zde zobrazen

výsledek naměřený pro automatickuté nastaveńı parametru ”gain”(včetně automatického

škálováńı - autoscale). Červeně je zobrazen výsledek pro nastaveńı pevné hodnoty gainu.

Tato pevně nastavená hodnota byla 50. Jako fluorofor byl použitý roztok NATA (10 µl,

koncentrace 750 µM zásobńı roztok), pufr Tris (200 µl, pH 7,4 a koncentrace byla 20 mM).

Bylo 10x přidáno po 5 µl akrylamidu (100 mM zásobńı roztok). Źıskané hodnoty byly

opraveny vzhledem k ředěńı roztoku. Proces určeńı korekce a zohledněńı ředěńı roztoku

fluoroforu je uvedeno dále.
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Obrázek A6 - Stern-Volmer̊uv graf zhášeńı NATA akrylamidem pro automatické

nastaveńı gainu. Regresńı rovnice má tvar y=23,05x+0,94 a parametr stability R2 = 0, 98.
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Obrázek A7 - Stern-Volmer̊uv graf zhášeńı fluoresceinu akrylamidem pro gain=50.

Regresńı rovnice má tvar y=22,73-0,95 a parametr stability R2 = 0, 98.

Jak je v obou př́ıpadech jasné, trendy si vzájemně odpov́ıdaj́ı. Parametr stability pro

oba fity je shodný. I když automatické nastaveńı gainu umožňuje zaznamenat vždy op-

timálńı úroveň signálu, je pro naše aplikace nevhodné, protože neńı přesně určená hodnota

parametru ”gain”. Pro daľśı experimenty budeme udržovat nastaveńı gainu na pevnou

hodnotu, abychom zajistili opakovatelnost měřeńı.
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Poznámka A1: Během seznamováńı s př́ıstrojem bylo zjǐstěno, že neńı snadné po-

rovnávat data, která byla obdržena pro r̊uzná nastaveńı parametru ”gainu”. Hodnoty

výsledné intenzity jsou obecně exponenciálně závislé na nastaveńı parametru ”gain”, což

jsme prokázali i experimentálně. Exaktńı vyjádřeńı závislosti intenzity a nastaveńı pa-

rametru ”gain”neńı výrobcem ani dodavatelem v manuálu uvedeno. Vzhledem k proble-

matickému porovnáváńı hodnot źıskaných při r̊uzných nastaveńıch parametru ”gain”byl

kontaktován dodavatel př́ıstroje, od něhož toho jsme źıskali vzorec, s jehož pomoćı jsme

schopni hodnoty intenzit a parametru ”gain”přepoč́ıst. Vzorce pro přepočet těchto hodnot

jsou:

D = B

(

C

A

)7,2

, (13.1)

kde D je naměřená hodnota při druhém nastaveńı paremetru ”gain”, C je druhá nastavená

hodnota parametru ”gain”a A je p̊uvodńı hodnota parametru ”gain”.

Pro př́ıpad, kdy chceme znát hodnotu parametru ”gain”, která je neznámá, ale máme

k dispozici naměřená data, slouž́ı následuj́ıćı vztah:

C = A exp







ln
(

D
B

)

7, 2







, (13.2)

kde C je druhá nastavená hodnota parametru ”gain”, D je naměřená hodnota při druhém

nastaveńı paremetru ”gain”, A je p̊uvodńı hodnota parametru ”gain”a B jsou p̊uvodńı

naměřená data.

Daľśı zaj́ımavou závislost́ı je chováńı poměru signál/šum v závislosti na nastaveńı

parametru ”gain”. Pro odhaleńı tohoto vztahu jsme využili Ramanova rozptylu vody.

Měřili jsme emisńı spektra v rozmeźı 300 - 600 nm, přičemž vlnová délka excitace byla

350 nm. Raman̊uv rozptylový ṕık by měl být pozorován okolo 397 nm. Ve spektru jsme

vymezili oblast šumu 590-600 nm a oblast signálu 390-400 nm. Naměřené hodnoty byly

v těchto intervalech zpr̊uměrovány.
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Obrázek A8 - Graf závislosti poměru signál/šum na nastaveńı parametru ”gain”.

Body označuj́ıćı nastaveńı parametru ”gain”: A-fixńı gain=150, B-fixńı gain=75, C-fixńı

gain=50, D-automatický gain pro maximálńı hodnotu a vlnovou délku 397 nm, E-automatický

gain pro maximálńı hodnotu a vlnovou délku 350 nm. Rychlost měřeńı byla jeden záblesk

na jednu jamku.

Jak je zřejmé z grafu A8, tak poměr signál/šum roste spolu s rostoućı hodnotou pa-

rametru ”gain”. Automatické nastaveńı pro vlnovou délku 350 nm (Rayleigho rozptyl)

umožňuje dosáhnout optimálńıho nastaveńı poměru signál/šum, ale jak jsme uvedli dř́ıve,

tak toto nastaveńı neńı vhodné pro zkoumáńı zhášeńı fluorescence.

Vliv rychlosti měřeńı na poměr signál/šum

Posledńı významnou oblast́ı, které jsme se bĺıže věnovali, bylo sledováńı poměru signál/šum

vzhledem k počtu záblesk̊u na jednotlivé sledované jamky. Zdrojem světla je v tomto

př́ıpadě xenonová výbojka s opakovaćı frekvenćı 50 Hz a š́ı̌rkou pulzu 20 µs. V př́ıpadě

sńımáńı spektra je maximálńı rychlost nač́ıtáńı spektra 2300 nm/min. Využijeme experi-

mentu z předchoźı části (Raman̊uv rozptyl). Oblast signálu uvažujeme jako 390-400 nm

a oblast šumu nálež́ı konci sledovaného spektra, a to 590-600 nm.
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Obrázek A9 - Graf závislosti poměru signál/šum na parametru ”gainu”pro r̊uzné

nastaveńı rychlosti sńımáńı. Označeńı rychlost 10 znamená, že signál z jedné jamky je

určen pomoćı 10 záblesk̊u. Analogicky jsou označeny i daľśı rychlosti.

Jako optimálńı nastaveńı se zdá být co nejnižš́ı možné nastaveńı parametru ”gain”(vzhle-

dem k intenzitě fluoroforu), stejně jako co nejvyšš́ı nastaveńı rychlosti. Vzhledem k tomu,

že měřeńı při rychlosti sńımáńı 100 záblesk̊u na jamku je zdlouhavé, bereme jako optimálńı

rychlost 30 záblesk̊u na jamku.

Určeńı korekčńıch koeficient̊u při ředěńı roztoku

Během experimentálńı části jsme zjistili, že opomı́j́ıme daľśı parametr - změnu objemu

při titraci. Později se ukázalo, že tento parametr budeme muset zohlednit pomoćı emipi-

rických koeficient̊u korekce. K zjǐstěńı těchto korekčńıch koeficient̊u jsme využili následu-

j́ıćıho experimentu. V šestnácti jamkách byl roztok 1 µl fluoroforu NATA (750 µM roztok)

a 49 µl pufru Tris (20 mM, pH 7,4). K tomuto roztoku jsme celkem 10-krát přidali 5 µl

uvedeného pufru. Na konci měřeńı byl tedy p̊uvodńı roztok (50 µl) dvakrát zředěný (100

µl). Vlnová délka excitace byla 298 nm, vlnová délka emise byla 350 mM, štěrbiny byly 9,0

a 9,0. Parametr ”gain”byl nastaven na fixńı hodnotu 100. Pozice optiky byla nastavená

na sńımáńı zdola a rychlost byla 30 záblesk̊u na jamku.
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Obrázek A10 - Závislost intenzity fluorescence na objemu roztoku. Fluoroforem byl

roztok NATA (750 µM roztok) a 49 µl pufru Tris (20 mM, pH 7,4).

Ideálně by závislost intenzity na objemu měla být konstantńı. Jak je zřejmé, tak

námi určená závislost konstantńı neńı, dokonce neńı ani lineárńı. Data jsme fitovali poly-

nomiálńım trendem. Výsledná regresńı rovnice byla komplikovaná, proto jsme naměřená

data rozdělili do dvou skupin a na každou skupinu aplikujeme lineárńı regresi. Obdržená

data prezentujeme ńıže.
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Obrázek A11 - Graf lineárńı regrese pro prvńı skupinu dat. Objem roztoku v jamkách

byl v rozmeźı 50-60 µl. Regresńı rovnice má tvar y=-0,369x+0,022 a koeficient stability

byl R2 = 0, 999.
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Obrázek A12 - Graf lineárńı regrese pro druhou skupinu dat. Objem roztoku

v jamkách byl v rozmeźı 65-100 µl. Regresńı rovnice má tvar y=1,292x+0,005 a koeficient

stability byl R2 = 0, 942.

Je zřejmé, že dané trendy jsou lineárńı. I když jsme provedli regresi, neńı snadné určit,

jaké děje během toho měřeńı prob́ıhaj́ı.
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Obrázek A13 - Graf závislosti korekčńıch koeficient̊u na objemu roztoku.
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Obrázek A14 - Graf závislosti intenzity fluorescence na objemu roztoku po korekci

na ředěńı pomoćı empirických koeficient̊u.

Výsledkem korekce je konstantńı závislost intenzity fluorescence na objemu roztoku.

V tomto konkrétńım př́ıpadě korekce přináš́ı hned několik pozitiv. Jedná se ale o idealizaci

reálného problému. Jiné př́ıpady mohou vyžadovat specifické korekce, které je potřeba

určit. Dále jsme zjistili, že nastaveńı parametru ”gain”také ovlivňuje koeficienty korekce.

Provedli jsem určeńı koeficient̊u pro dvě nastaveńı parametru ”gain”. Tyto koeficienty

včetně odchylek a relativńıch chyb měřeńı jsou uvedené v následuj́ıćı tabulce.
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objem pr̊uměrná směrodatná relativńı koeficient pr̊uměrná směrodatná relativńı koeficient

roztoku intenzita odchylka chyba (%) korekce intenzita odchylka chyba (%) korekce

fluorescence gain=50 fluorescence gain=100

50 82 11 13 1,33 17487 1503 9 1,30

55 93 12 13 1,18 20155 1781 9 1,13

60 104 10 9 1,04 22669 1400 6 1,00

65 110 9 8 1 22726 1021 4 1,00

70 103 10 10 1,06 21789 1368 6 1,04

75 92 7 7 1,19 20677 964 5 1,10

80 97 9 10 1,13 20268 847 4 1,12

85 92 8 9 1,20 20026 1034 5 1,13

90 89 9 11 1,23 19447 1064 5 1,17

95 87 7 8 1,26 19163 1066 6 1,19

100 86 13 16 1,28 18601 960 5 1,22

Tabulka A1: Tabulka korekčńıch koeficient̊u pro dvě r̊uzná nastaveńı parametru ”gain”. Tabulka obsahuje také

pr̊uměrné hodnoty intenzity fluorescence včetně směrodatných odchylek a relativńıch chyb měřeńı.


