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Souhrn

Tato prace je zaméfena na problematiku tryptofanové fluoresence a zhaseni fluorescence.
Teoreticka cast struéné popisuje nutné teoretické zaklady véetné pouzitych proteinti. Mo-
delovym fluoroforem je neutrélni analog tryptofanu, NATA (N-acetyl-L-tryptofanamid).
Modelovymi proteiny pak byly HSA (albumin z lidského séra), BSA (albumin z hovéziho
séra) a série jednotryptofanovych mutantu velkého cytoplazmatického segmentu C45
Na® /K*-ATPasy.

Blize se tato prace zabyva vlivem iontové sily na efektivitu zhaseni fluorescence. Experi-
menty byly provedeny pro siroké spektrum iontovych sil (50 - 750 mM) a pro dvé odlisna
zhésedla. Prvnim zhasedlem byl jodidovy aniont, ktery umoznuje sledovani elektrosta-
tickych interakci. Druhym zhasedlem byl akrylamid, jez muze byt pouzit jako reference,
protoze nenese naboj.

Pomeér bimolekularnich zhasecich konstant pro akrylamid a pro jodid nese informace o

elektrostatickych interakcich mezi molekulami zhasedla a fluoroforem.



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.



Kapitola 1
Uvod

Cilem této prace je sledovat elektrostaticky potencidl na povrchu biomakromolekul po-
moci dynamického zhaseni fluorescence. Zhaseni fluorescence je obecné proces, pii kterém
dochazi k poklesu intenzity flouorescence vlivem molekularnich interakci. Téchto mole-
kularnich interakci existuje vice, pricemz jednotlivé procesy probihaji odliSnym mecha-
nismem zhaseni. Tyto procesy primarné délime na dvé skupiny - statické a dynamické
zhéseni. Tato prace se zaméruje na problematiku dynamického zhaseni fluorescence. Me-
toda zh&aseni fluorescence nam muze poskytnout celou skalu informaci o vzorku, jako je

napftiklad:
e porzice fluoroforu (exponovany na povrchu, pohibeny uvnitr)
e konformacni zmény
e diftize zhasedla nebo fluoroforu

e clektrostatickd interakce mezi fluoroforem a zhasedlem

Posledni zminénd charakteristika je snadno sledovana nepiimou metodou s vyuzitim pa-
rametru zvaného iontova sila. I kdyz se vliv tohoto parametru v experimentech casto
zanedbava, je dokazano, ze vliv iontové sily rozhodné neni zanedbatelny a ovliviiuje do-
konce i rovnovahu reakce. Iontova sila popisuje, jak moc se dany roztok lisi od idealniho
roztoku. Popisuje také vliv ionti v rozpoustédle a je pifimo imérnd koncentraci. S ros-
touci iontovou silou roste i pocet iontu v roztoku, coz oslabuje elektrostatickou interakeci
(repulzi i pritahovani) mezi intereagujicim péarem zhésedlo-fluorofor.

Pro studium téchto interakci jsme zvolili tryptofanovou fluorescenci. Tryptofan je oznaco-
van za nepolarni aminokyselinu, jejiz ptirozend fluorescence je Siroce pouzivand pro stu-

dium proteinu. Tato prace se zaméfuje na fluorofory: NATA, HSA, BSA a sadu osmi
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mutantu velkého cytoplazmatického segmentu C45 Nat /KT-ATPasy. Takto jsme ziskali
sirokou 8kélu fluoroforu s ruznymi pozicemi tryptofanového residua, které jsme zkoumali

blize.
Cilem této prace bylo

1. Seznamit se s problematikou dynamického zhaseni fluorescence a jeho vyuziti pii

studiu struktury proteinu.
2. Provést méreni zhéseni tryptofanové fluorescence pro vybrané modelové molekuly.

3. Odhalit vliv iontové sily roztoku na tucinnost zhaseni fluorescence.



Kapitola 2
Zhaseni fluorescence

Pti procesu zhéseni fluorescence pozorujeme pokles intenzity fluorescence, jez je zpusoben
interakei molekul zhasedla a fluoroforu. Pocatky této metody se datuji do obdobi 20. let
20. stoleti. Tato metoda se vyuziva ke studiu biomakromolekul, membréan, diftize nebo
pozice fluoroforu v rameci vétsiho celku.

Zhéseni fluorescence je zpusobeno molekularnimi interakcemi, které probihaji zejména

v excitovaném stavu. Typickym piikladem téchto interakei jsou srazky s jinymi moleku-
lami (zhasedlo) popiipadé formovéani komplexu v zakladnim stavu. Podle vyse uvedenych
interakci délime zhaseni fluorescence na dvé skupiny: statické a dynamické zhaseni.
Statické zhaseni je popsano jako formovani komplexu mezi fluoroforem a zhésedlem,
pricemz tento komplex neni po excitaci schopen zativého prechodu zpét na zakladni hla-
dinu. Toto formovani komplexu snizuje pocet molekul schopnych emitovat zafeni a tim
zpusobuje pozorovany pokles intenzity fluorescence. V piipadé statického zhaseni neni
pozorovan pokles doby zivota excitovaného stavu z toho duvodu, ze fluorofor zustava che-
micky shodny, ale méni se pouze pocet emitujicich molekul fluoroforu.

Oproti tomu dynamické zhéseni fluorescence je zpusobeno druhymi popsanymi interak-
cemi, a to srazkami molekul zhasedla s excitovanym fluoroforem. Tyto srazky zpusobi
deexcitaci bez vyzafeni fotonu. Dynamické zhaseni trvale neméni strukturu fluoroforu,
ale méni dobu zivota excitovaného stavu. V praxi je mozné pozorovat kombinaci sta-
tického a dynamického zhaseni. V tomto ptipadé emituje fluorescenci ta cast molekul
fluoroforu, ktera neni v komplexu se zhasedlem, a ani nebyla zhasnuta srazkami s témito

molekulami.
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2.1 Statické zhaseni fluorescence

Pokud dochézi k formovéani komplexu, ktery po absorpci zafeni neni schopen emitovat
foton, tak mluvime o statickém zhaseni. K intenzité fluorescence piispivaji pouze ty mo-
lekuly fluoroforu, jez nejsou vazény v komplexu. Pokud uvazujeme v souladu s [Lakowicz,
J. R., 1999, str. 242], ze intenzita fluorescence je piimo imérnd koncentraci fluoroforu [F],
muzeme psat Stern-Volmerovu rovnici ve tvaru

o1 Ks[Q), (2.1)

kde Fj je intenzita fluorescence v nepiitomnosti zhésedla a plati [Fr] = Fp.

Ze Stern-Volmerovy rovnice plyne, ze Stern-Volmerova zhaseci konstanta Kgy je rovna
disociacni konstanté Kg.

Pii statickém zhaseni tedy dochazi k poklesu intenzity fluorescence v dusledku snizeni
koncentrace molekul schopnych emitovat fluorescenci. Stav fluoreskujicich molekul (tzn.
téch, které nejsou v komplexu se zhasedlem) vsak zustdva nezménén a nedochézi tedy ke

zméné stiedni doby zivota excitovaného stavu téchto molekul (7 = 7).

2.2 Dynamické zhaseni fluorescence

Dynamické zhaseni muzeme popsat pomoci néasledujiciho schématu:

. kql0]
F"+Q — produkty

Obréazek 1 - Schéma dynamického zhaseni podle [Valeur, B., 2006, str. 73].

O dynamickém zhéseni mluvime tehdy, pokud dochazi ke srazkam fluoroforu, ktery
je v excitovaném stavu, s molekulami zhasedla a v dusledku toho pirejde fluorofor zpét

do zakladniho stavu bez vyzateni fotonu. Pravdépodobnost srazek je imérna koncentraci

zhasedla [@Q)].

Stern-Volmerova rovnice pro dynamické zhaseni je podle [Lakowicz, J.R., 1999,
str. 239-241] nésledujici:
D _F_m
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Charakteristické hodnoty bimolekularni zhéseci konstanty se nachazeji v intervalu

109 — 1010 ~1s7t. Nizkd hodnota bimolekuldrni zhdSeci konstanty znac¢i nepifstupnost
fluoroforu. Naopak vysoké hodnoty naznacuji, ze dochazi k vazebné interakci. Obecné plati
ky = kpP, kp je difuzni rychlostni konstanta pro bimolekuldrni reakce a P je efektivita
zhéseni. Pro pfipad dynamického zhéseni a pro standardni zhasedla je hodnota efektivity

zhéseni blizka jedné.

Bimolekularni zhaseci konstantu je mozné svazat s molekularnimi parametry pomoci

Smoluchowského rovice, ktera ma nasledujici tvar

V této rovnici vystupuje Avogadrova konstanta N4, kolizni poloméry molekul fluoroforu

a zhasedla Rp, R a difuzni koeficienty fluoroforu a zhasedla Dp, Dq,.

V pripadé samotného dynamického zhéseni je Stern-Volmeruv graf linearni, jeho pruse-
¢ik na ose y je vzdy roven jedné a jeho smérnice odpovida Stern-Volmerové zhéseci kon-
stanté Kgy. Pokud jsme ale obdrzeli linearni Stern-Volmeruv graf, tak to nemusi zname-
nat, ze se jedna o dynamické zhéseni, protoze i statické zhaseni je v tomto grafu popsano

linearni zavislosti. Mezi latky zpusobujici dynamické zhaseni patii akrylamid, molekularni

kyslik, jodid, oxid dusnaty a bromistanovy aniont.

2.3 Kombinace statického a dynamického zhaseni

fluorescence

Existuje mnoho ptipadu, kdy dochézi k dynamickému zhaseni béhem formovani komplexu
s tymz zhasedlem. Diky takovéto kombinaci zhaseni je schopna emitovat fluorescenci jen
nezkomplexovand ¢ast fluoroforu, ktera nebyla zhasnuta srazkami se zhasedlem.

Statické zhaseni je popsano Stern-Volmerovu rovnici ve tvaru

F 1

R — 2.4
R 0Tk Q) 24
kde Kg je Stern-Volmerova konstanta pro statické zhaseni.
A navic dochéazi i k dynamickému zhaseni popsanému Stern-Volmerovou rovnici
F/
1+ KofQ), (25)
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Kp je Stern-Volmerova zhéseci konstanta pro dynamické zhéseni.

Pro vyslednou kombinaci obou zhéseni dostaneme

% = (14 Ks[Q) (1+ Kp[Q]) = 1+ (Kp + Ks) [Q] + KpKs[Q".  (26)

Soucasné dynamické i statické zhaseni se projevi kvadratickym zakfivenim Stern-Volmerova

grafu smérem nahoru.

FolF, 1o/t

koncentrace Q (mol.dm'3)

Obrazek 2 - Stern-Volmeruv graf zobrazujici kombinaci statického a dynamického
zhaseni podle [Lakowicz, J. R., 1999, str. 243]. Cervené je zde zobrazen pomér intenzit %

a cerné je zobrazen pomér dob zivota excitovaného stavu 2.

Fo
Lineani je potom modifikovany Stern-Volmeruv graf zavislosti % na [@]. V tomto

pifpadé je zhaSeni popsané pomoci zdanlivé zhaseci konstanty K 4, kterd je ddna rovnici

Kapp = Kp + Ks = (% _ 1) ﬁ _ (Kp + Ks) + KpEs[Q)]. (2.7)

Prusecik tohoto modifikovaného grafu s osou y je roven pravé zdanlivé zhaseci konstanteé

a jeho smérnice je KpKg.

K soucasnému statickému a dynamickému zhaseni dochazi napriklad pti zhaseni FAD
nebo NADH adeninovou slozkou. Flavinova fluorescence je zhaSena obéma procesy. Vzhle-
dem k tomu, ze tyto aromatické slouceniny maji nestabilni strukturu vlivem konjugo-
vaného postaveni vazeb, tak je komplex v zakladnim stavu také nestabilni a vysledkem je

pravé kombinace statického a dynamického zhaseni.



Kapitola 3
Mechanismy zhaseni

Intersystémova konverze

Intersystémova konverze je obecné pojem pro nezéarivy prechod mezi dvéma isoenerge-
tickymi vibra¢nimi hladinami patiicimi k elektronickym stavum s riznou spinovou mul-
tiplicitou. Pfechod mezi stavy s rozdilnou multiplicitou je principidlné zakazany (kvantova
fyzika), ale spin-orbitalni interakce (interakce mezi orbitalnim magnetickym momentem
a spinovym magnetickym momentem) muze byt dostateéné velka, aby k tomuto procesu
mohlo dojit. Pravdépodobnost intersystémové konverze zavisi na singletnim a tripletnim
stavu, mezi kterymi se ptechod uskutecnuje. Tento mechanismus muzeme zahrnout do pro-
blematiky zhaseni, jak ilustrujeme na jednoduchém piikladu. Uvazujme excitovany fluo-
rofor v singletnim stavu a srazka se zhasedlem zpusobi jeho prechod do tripletniho stavu.
Tripletni stav ma vétsi dobu zivota excitovaného stavu nez singletni stav, proto miuze
dojit k Géinnému zhéden{ jinym mechanismem. Casto dochézi k nezéfivému prechodu
do zakladniho stavu a energie je preménéna na teplo. Mezi zhédsedla zpusobujici inter-

systémovou konverzi patii napiiklad molekuldrni kyslik a jodid.

Pienos elektronu indukovany svétlem
Tento mechanismus je ¢asty u zhasedel bohatych na elektrony nebo naopak s nedostat-
kem elektronu. V piipadé zhasedla bohatého na elektrony dochazi pii reakci s excitovanym
fluoroforem k ptrenosu elektronu na fluorofor. Vznika tedy redukovany fluorofor a oxido-
vané zhasedlo. V ptipadé zhasedla s nedostatkem elektronu proces probiha analogicky, ale
vznika oxidovany fluorofor a redukované zhésedlo. Tento mechanismus je casty napiiklad
ve fotosyntéze (svétlem indukovand separace iontu) nebo pii jinych fotochemickych re-

akcich, poptipadeé se s timto mechanismem setkame pti zhaseni antracenu diethylanilinem.

12
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Pienos protonu indukovany svétlem
Analogicky s [Valeur, B. (2005)] budeme uvazovat pouze reakce ve vodnych roztocich.
Voda se diky svym amfifilnim vlastnostem miuze chovat jako akceptor nebo jako donor
protonu a tedy byt kontaktu s kyselinou (voda je akceptor protonu) nebo se zasadou
(voda se chové jako donor protonu). Tyto kyseliny poptipadé zasady, které jsou v kon-
taktu s molekulami vody pak prochézeji deprotonizaci nebo protonizaci béhem excitace.
Obecné jsou acidobazické vlastnosti latek v zakladnim a excitovaném stavu riuzné. Tento
jev je pravdépodobné zpusoben redistribuci elektronové hustoty béhem excitace. Exis-
tuji pripady, kdy jsou zasady nebo kyseliny silnéjsi v excitovaném stavu nez ve stavu
zdkladnim. V takovych piipadech muze dojit k pfenosu protonu vlivem excitace fluoro-

foru.

Tvorba excimert a exciplexii
Excimery jsou excitované dimery, které mohou vznikat pii srazce excitované molekuly
se shodnou molekulou v zakladnim stavu. Fluorescenéni pasy excimeru jsou ve spektru
posunuté k delsim vinovym délkam nez pasy monomeru a neobjevuji se v jejich blizkosti
vibracni satelity. Exciplexy jsou pak excitované komplexy vytvotené pfi srazce excitované
molekuly s jinou molekulou v zakladnim stavu. Typickym piikladem je excitovany kom-
plex mezi antracenem a N,N-diethylanilinem. V tomto komplexu dochézi navic k prenosu
elektronu z dusiku anilinu na antracen. Tvorba exciplext a excimeru je Tizena difuzi. Déle
je ovliviovana koncentraci latek, teplotou a viskozitou prostiedi. Napiiklad spektra exci-
plext se s roztouci polaritou prostiedi posouvaji do ¢ervena. Excimery i exciplexy mohou

prechézet do zakladniho stavu zafivym i nezafivym piechodem.



Kapitola 4

Faktory ovlivinujici zhaseni

fAuorescence

4.1 Vliv teploty na zhaseni fluorescence

Vliv teploty na zhéseni je vyhodné sledovat pomoci zmén ve Stern-Volmerovée grafu.

4,04
3,5-

3,0

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

Koncentace zhasedla ( mol.dm'S)

Obrazek 3 - Vytvoreno podle [Lakowicz, J. R., 1999, str. 240]. Tento Stern-Volmeruv
graf zobrazuje zmény efektivity dynamického zhaseni vlivem teploty, pficemz cervené jsou

zobrazeny hodnoty ziskané za zvysené teploty.

14
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. . : .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Koncentrace zhasedla ( moI.dm'e)

Obrazek 4 - Tento Stern-Volmeruv graf opét zobrazuje zmény, ke kterym dochazi u
statického zhéseni vlivem rostouci teploty. Cervené jsou zobrazeny hodnoty pii zvysené

teploté. Analogicky Stern-Volmeruv graf je uveden v [Lakowicz, J. R., 1999, str. 240].

Zvyseni teploty zpusobi zvyseni difuznich koeficientu a tedy zvysi efektivititu dyna-
mického zhaseni, které je zpusobené pravé srazkami molekul zhasedla s fluoroforem.
V pripadé statického zhaseni bude nartst teploty znamenat zvyseni disociace slabé vaza-
ného komplexu, ktery zpusobuje zhaseni. Efektivita zhaseni bude tedy klesat s rostouci

teplotou.

4.2 Vliv elektrostatickych interakci na zhaseni

fluorescence

Minimalizace efektu elektrostatické interakce mezi molekulami zhasedla a fluoroforu se
¢asto provadi pomoci udrzovani vysoké iontové sily roztoku. Uvazujeme-li fluorofor nava-
zany na makromolekulu ve shodé s [Eftink, M. R., 1991, str. 71]. Srovndnim zh&Sen{
s nabitymi nebo neutralnimi zhésedly jsme schopni ziskat informace o elektrostatickém
potencialu v blizkosti fluoroforu. Ruzné hodnoty iontové sily mohou byt vyuzity k popisu
vzdalenosti mezi naboji lokalizovanymi v blizkosti fluoroforu a poé¢tu téchto naboju, jak je
uvedeno v [Ando, T. a Asai, H., 1980]. Zdédnliva zhéseci konstanta je pro nabité zhasedlo

podle [Ando, T. a Asai, H., 1980] popséna rovnici
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2 2 __Ro—a

20ZM € 1) zgzmeg 1 eXp( By )
Ink, cee =Ink 1— - — 1l - — 2, 4.1
M Rgetee =0 O+TROI<:B( ) " ke R 1 ¢ (4.1)

kde a je nejmensi moznd vzddalenost obou molekul, £y je zhaseci konstanta bez elektrosta-
tickych interakei, zas, 2o je ndboj makromolekuly a zhédSedla, ey je elementarni naboj,
€ je dielektrickd konstanta, Ry je nejmensi interakéni vzdalenost fluoroforu a zhasedla a

A je Debyeuv polomér, ktery je definovan jako

(4.2)
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V této rovnici vystupuje iontova sila . Hodnotu iontové sily jsme schopni urcit pomoci

vztahu
1
,u:§Zcm-2, (4.3)
kde ¢; je koncentrace daného iontu a r; je naboj iontu. Rovnici 5.1 lze za podminek Ry ~ a

a a << A aproximovat na
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€

kde C' je konstanta rovna 1,02 pro vodné roztoky pti 25°C.

Rovnice 5.4 se v literature casto oznacuje jako Scatchardova rovnice. Tato rovnice je
odvozena pro nasledujici podminky: 20°C, koncentrace KI 0-5 mM, koncentrace S;05 byla
107*, 10 mM ethenoadenosin fosfatovy pufr o pH 7,0. Béhem experimentu byl pozorovan

narust iontové sily.



Kapitola 5
Iontova sila

Jednd se o parametr roztoku, ktery charakterizuje prumérnou elektrostatickou interakci
mezi ionty v elektrolytu. Pocatky teorie elektrolytickych roztoku byla zpracovana Pete-
rem Debyem a Erichem Hiickelem v 20. letech 20. stoleti. Puvodni poznatky o odchylkach
chovéani elektrolytu od chovani ideédlnich roztoku byly publikovéany v [Debye, P., Hiickel
E., 1923] a dnes jsou znamy jako Debye-Hiickelova teorie. Jedna se o vsak o velmi jedno-
duchy model elektrolytu a soucasné se jedna o linearizaci Boltzmanova modelu. Hlavnim

piinosem této teorie je Debye-Hiickeluv limitni zékon. Ten se uvadi ve tvaru:
log 7 = —0.509|2* 2~ | VT,

kde 74 je stfedni aktivitni koeficient, I je iontové sila, Z*, Z~ jsou néboje iontu a hod-
nota -0,509 je numerickd konstanta odpovidajici vodnému roztoku pti 25 °C. Iontova sila
blizce souvisi s molarni koncentraci (molaritou)a indikuje tzv. efektivni naboj, jimz je iont
stinén, popiipadé stabilizovan pomoci ostatnich iontu (tento jev se také nazyva iontova

atmosféra).
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Obrazek 5 - Model iontové atmosféry. Kazdy iont je ve svém okoli obklopen nékolika

dalsimi ionty opa¢ného naboje.

Iontova sila méa dulezitou roli v Debye-Hiickelové teorii, protoze udava, jak moc se
chovani daného elektrolytu odchyluje od idedlniho roztoku (néjéastéji iontového). Iontova

sila byla puvodné definovana jako:

1 my o
=32

kde m’ je molalita iontu, m? je standardni molalita a z; je ndbojové ¢islo daného iontu
(bezrozmeérna veli¢ina udavajici nasobek elementarniho naboje).

Dues je iontovéa sila castéji uréovana podle nasledujictho vztahu, uvedenéno v [Tinoco, 1.,
1985]:

I= %Zcizf,

kde ¢; je koncentrace daného iontu a z; je ndboj iontu. V nasem piipadé pro vypocet
iontové sily budeme uzivat posledni zminény vztah. Vice informaci o Debye-Hiicklové
teorii nebo iontové sile je v [Atkins, P. W., 1998] nebo [Wright, M. R., 2007].



Kapitola 6
Tryptofanova fluorescence

Tryptofanova fluorescence je velmi rozsifenou metodou studia proteinu. Velkou vyhodou
této metody je, ze vyuziva prirozené fluorescence aminokyseliny tryptofanu (Trp). V pro-
teinech jsou schopné poskytovat fluorescencni signél i aminokyseliny fenylalanin (Phe) a
tyrosin (Tyr). Jednotlivd emisni spektra téchto aminokyselin se vsak piekryvaji. Pokud
ale vzorek osvétlujeme v rozmezi 295 - 305 nm, tak selektivné excitujeme pouze tryp-
tofan. Tato aminokyselina je kédovana pouze jednim kodonem v genetickém kodu, coz
zpusobuje jeji nizsi zastoupeni v ramci peptidového fetézce. Nicméné tryptofan prinasi
dalsi vyhody oproti tyrosinu nebo fenylalaninu, a to ze fluorescenéni parametry tryptofa-

nové fluorescence jsou zavislé na prostiedi, ve kterém se dany protein naléza.

Obrazek 6 - Obrazek skupiny indolyl, ktera je obsazena v aminokyseliné tryptofanu.

Je zde zobrazeno oznaceni jednotlivych uhlika v ramci cyklu.

Hlavnim divodem této citlivosti k okolnimu prostiedi je rozsahla redistribuce elektro-

nové hustoty v ramci asymetrického indolového cyklu tryptofanového residua po absorpci
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fotonu, jak uvadi [Reshetnyak, Y., on-line]. Tento efekt neni pozorovén u tyrosinu a fe-
nylalaninu z duvodu, Ze postranni retézce téchto aminokyselin obsahuji pouze symetrické
kruhy. Obrazek indolového kruhu z tryptofanového residua je uveden vyse.

Studie pomoci kvantové mechaniky ukéazaly, ze nejvétsi ubytek elektronové hustoty

v rdmci indolového kruhu je pozorovan u dusiku Nel a uhliku Cr, ptricemz tato elektro-
nova hustota je behem excitace rozlozena mezi atomy Ce3, C(2, C2. Tyto zmény

v elektronové hustoté vedou ke snizeni dipélového momentu v excitovaném stavu oproti
stavu zakladnimu. Zména dipdlového momentu déle vede ke vzniku lokalni nerovnovahy
v prostiedi, které obklopuje tryptofanové residuum. Béhem doby zivota excitovaného
stavu muze dojit k mnoha kombinacim specifickych a univerzalnich interakci, které zavisi
na fyzikalnich a strukturnich vlastnostech prostredi tryptofanovych residui v proteinech.
Muze dochazet i ke zhéaseni indolu, jak popisuje [Eftink, M. R. a Ghiron, C. A., 1976].
Emisni spektra jsou Siroce pouzivana pro studium struktury proteinu a jejich konformace.
Tvar a pozice maxima téchto spekter jsou parametry, které zavisi na energetickém rozdilu
mezi zakladnim a excitovanym stavem. Prostfedi tryptofanu ovliviiuje tento energeticky

rozdil, coz se projevi v emisnim spektru.

6.1 Spektralni posun tryptofanu

Zména v redistribuci elektronové hustoty na indolovém kruhu je zavisla na chemickych
vlastnostech, polarité a flexibilité prosttedi, jak popisuje [Reshetnyak, Y., on-line]. Jak jiz
bylo uvedeno vyse, zména ve spektru souvisi se specifickymi nebo obecnymi interakcemi
v excitovaném stavu. Mezi tyto obecné interakce patii dipél-dipdlova relaxace nebo reo-
rientace proteinovych skupin nebo molekul solventu okolo tryptofanového residua. Tento
proces se odehrava ve vodnych roztocich v ¢asové skale do deseti pikosekund.

Tyto interakce hraji dulezitou roli pfi posunu emisnich spekter do oblasti delsich vinovych

délek. Posun spektra ve skale vlnoctu (vlnovych ¢isel) zdvisi na nékolika faktorech:

e rozdil dipélovych momentu excitovaného a zakladniho stavu
e permitivita prostiedi, index lomu prostiedi

e rychlost dipdlové relaxace tryptofanu obkolopeného dielektrikem

Tento posun muze byt popsan pomoci Lippertovy rovnice, uvedené v [Valeur, B. 2002,

strana 211] jako:
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2
Vg — Uy = > (e — ,ug)2 a]Af + konstanta,

kde a je polomér kavity, ve které je molekula solutu, Af je orienta¢ni polarizibilita, .

a [ty jsou dipélové momenty, A je Planckova konstanta, c je rychlost svétla a v, — vy je

spektralni posun.

Posun spektra nemtze byt popisovan pouze jako efekt solventu, na ktery muzeme
nahlizet jako na médium se specifickymi vlastnostmi (elektricka polarizibilita, molekuldrni
polarizibilita). Ve skutecnosti fluorofory tvoii vlastni specifické interakce s molekulami
solventu ve svém blizkém okoli. Tyto specifické interakce mohou zahrnovat tvorbu slabych
vodikovych vazeb v excitovaném stavu nebo prenos naboje a projevuji se v emisnich
spektrech. Posun spektra tryptofanu diskutuje napiiklad [Mach, H. a Middauch, R., 1994]
a nebo [Edelhoch, H., 1967].

Zavislost spektralniho posunu na polarité prostiedi popiipadé v zavislosti na pozici
tryptofanového residua je ¢asto studovanym tématem. Na polaritu prostiedi nahlizi [Vi-
vian, J. T a Callis, P. R., 2001] jako na dvé mozné situace. Prvni situaci je polarizace
molekul vody nabitym a polarnim proteinem. Druhou sitaci je elektronicka polarizace
tryptofanovych kruht elektrickym polem obou prostiedi - molekul vody a proteinu v okoli
tohoto residua. Obé tyto situace poskytuji rizny typ interakce. V prvnim piipadé jsou
molekuly vody v okoli tryptofanového risua vzdalené 15-25 angstromu a tyto molekuly
vody zpusobi posun hlavniho piku spektra o 5-10 nm. V druhém piipadé interakce roste,
protoze zavisi na zméné dipolového momentu béhem excitace. Zména tohoto dipélového
momentu roste vlivem pole okolo tryptofanového residua, coz se projevi rudym posunem

spektra.



Kapitola 7

Na™ /K"-ATPasa

Na® /K*-ATPasa je nejstarsi identifikovou adenosin trifosfatasovou (ATPédsovou) iontovou
pumpou. Byla objevena v roce 1957 danskym védcem jménem Jens Christian Skou a

v roce 1997 byla za tento objev udélena Nobelova cena.

Obrazek 7 - Struktura Na™ /KT-ATPasy ziskand pomoci programu PyMOL. Zdrojové

struktura 2ZXE byla ziskdna z www.pdb.org. Ulozeni v membrané je uvedené naptiklad
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v [Goodsell, D. (on line)].

Na®/K* ATPasa nebo také Na™ /K pumpa je jednim z vyznamnych transmembra-
novych proteint v bunikach. Tento protein patii do rodiny ATPés P-typu, a to z duvodu
vlastni autofosforylacni a autodefosorylacni funkce. Biologickd funkce a obecna struktura
je uvedend napiiklad v [Alberts, B. 2008, str. 661-663].

Jednd se primarné o Na®™ pumpu vzhledem k tomu, ze K™ iont muze byt optimélné na-
hrazen jinymi monovalentnimi ionty (véetné Na® iontu) nebo organickymi kationty, jak
uvadi [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F. (2011)]. Oproti tomu Na™ iont muze byt
pouze castectné nahrazen H™ nebo Lit ionty. Blize se selektivitou Nat /K*-pumpy zabyva
[Ratheal, I. M. a kolektiv, 2010]. Klidovy potencidl na plazmatické membréné je pak dén
konduktanci (vodivosti) membrany pro K* ionty, a to z duvodu disipace KT iontu trans-
portovanych pres K*-kan4l.

Gradienty Na™ a K™ jsou tvoteny a zachovdvany pomoci Nat/K*-ATPasy. Tyto gradi-
enty jsou nasledné vyuzity pro mnoho ruznych déju - jako je naptiklad tvorba akéniho
potencidlu podél nervu nebo jako zdroj energie pro dalsi sekundarni aktivni transport.
Na® /K*-ATPasa je exprimovéana ve vsech zvifecich bunkéch a tento proces je piisné re-
gulovan.

Struktura Na® /K*-ATPasy podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011] obsa-
huje dvé podjednotky (v a ) a pomocnou regulacni podjednotku (nékdy oznacovanou
jako podjednotka ). Katalytickd podjednotka, podjednotka «, obsahuje okolo 1 000 re-
sidui, oproti tomu podjednotka [ je vysoce glykosylovana a obsahuje cca 300 residui.
Posledni ¢éast tohoto proteinu, tkanové specifickd pomocna regulaéni podjednotka, jez je
slozena z FXYD proteinti, a obsahuje pouze 70-180 residui. U ¢lovéka ma podjednotka o
¢tyti isoformy, podjednotka ( existuje ve trech isoforméach a bylo objeveno sedm isoforem
FXYD proteintu. Vzhledem k této rozmanitosti je mozné ziskat velky pocet variant celého
komplexu Nat /KT-ATPasy, coz komplikuje jeji studium.

Na® /K*-ATPasa je cilem pro kardiotonické steroidy (CTS) nebo glykosidy jako je napiiklad
digoxin. Vazebné misto pro CTS je vysoce konzervovand sekvence, kterd mé pravdépodobné
fundamentdalni vyznam pii regulaci fyziologickych procesu. Novéjsi studie navrhuji exis-
tenci velkych signalnich komplexu regulovanych CTS, pricemz tyto komplexy jsou tvorené
Na® /K*-ATPasou a dalsimi proteiny, jako je napiiklad IP3 (inositol trifosfatovy) recep-
tor nebo Src kindza (zkratka pro sarcoma, jednd se o enzym tyrosin-protein kindzu). Déle
mé Na™ /KT-ATPasa klicovou roli pii srustdni bunék a je povazovana za dulezity cil pro
terapeutika. Tento transportni proteinovy komplex je stézejni pro regulaci bunééné ho-

meostazy.
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7.1 Reakéni cyklus

Reakéni cyklus ATPas P-typu je vyjadien pomoci Post-Albersova schématu (viz. [Post,
R. L., Hegyvary, C. a Kume, S., 1972] nebo [Albers, R. W., 1967]), coz je jinak oznacované
jako E1/E2 teorie. Podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011] pfi stavu E1
m4 transmembrénové vazebné misto pro kationty s vysokou afinitou k Na™ iontum a je
oteviend smérem k cytoplazmé. Oproti tomu E2 stav mé nizkou afinitu k Na™ ale vy-
sokou afinitu k K*. Tato konformace je oteviend smérem k extraceluldrnimu prostoru.
Ptredpokladdame systém obsahujici dvoje hradla - jedna hradla jsou na cytoplazmatické
strané a druhd na extracelularni strané. Obé hradla se musi otevirat s pfesnou koordinaci a
reakéni cyklus musi obsahovat krok, kdy jsou obé hradla uzaviena a transmembranova va-
zebnd mista pro kationty jsou nepfistupna z obou stran membrany (tzv. okludovany stav).
Béhem reakéniho cyklu dochazi k autofosforylaci a autodefosforylaci aspartatu v kataly-
tické podjednotce enzymu. Cytoplazmatickd hradla se uzaviou po navazéni tif Na™ iontu
a jsou uzaviena prenosem fosforylové skupiny na aspartat (prepnuti do E1P stavu). Vazba
Na™ iontu je ve stavu E1P okludovand, coz se oznacuje jako E1P[3Na™]. Béhem prepnuti
do E2P stavu se oteviraji hradla na extraceluldrni strané membrény a tii Na™ ionty jsou
nésledné uvolnény. Potom jsou vazebnd mista zaplnéna dvéma K ionty a dochdzi k an-
tiportu. Extracelularni hradla se uzaviraji po hydrolyze aspartylfosfatu. Vratka zustavaji
uzaviena v E2.2K™. Tento stav je stabilni, proto je prepnuti do E1 stavu velmi pomalé.

Posledni popsany krok probiha bez spotieby ATP. Cely proces je uveden na obrazku nize.

ATP.E 3Ns* wADPEP(ENT) 1 Epans

Ma’ okludovanaforma
3 Na- fosforylace 3 MNa*

! !

T
1
L=
m
=
m

2 KT 2K
K* okludovana forma

;-"-'.E;-ZKW—J_—E;:E K*) 3 EP-2K

P

defosforylace

Obrizek 8 - Post-Albersovo schéma funkce Na® /K*-ATPasy. Cést uvedens na pravé

strané tohoto schématu odpovidd transportu do extracelularniho prostoru. Druha c¢ast,
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uvedend vlevo, odpovidd transportu do intraceluldrniho prostoru (popiipadé do cyto-
plazmy). Uvedené Post-Albersovo schéma bylo vytvoreno podle [Dempski, R.E., Friedrich,
T. a Bamberg E., 2009]. Navazéni tiech atomu Na™ na enzym v konformaci E1

s navazanym ATP zpusobi uzavieni hradel (v obrazku znazornéno vlevo nahoie). Nasledné
enzym prechazi do okludovaného stavu, uvolnuje se ADP a enzym prechazi do fosforylo-
vaného E2 stavu véetné navéazanych atomu Nat (v obrdzku vpravo nahote). Tyto atomy
jsou néasledné uvolnény do intraceluldrniho prostoru. Déle dochézi k vazbé dvou KT atomu
na fosforylovany emzym ve stavu E2 (v obrdzku vpravo dole). V dalsim kroku se enzym
defosforyluje a prechazi do E2 okludované formy. Vazbou ATP se enzym navraci do El
stavu (v obrazku vlevo dole) a uvoliuje Kt atomy do extraceuldrniho prostoru. Enzym ve

stavu E1 s navdzanym ATP je pak schopen opét vazat Na™ ionty a cely cyklus se opakuje.

7.2 Struktura a podjednotky

Tato podjednotka je také nazyvéana katalytickou podjednotkou, a to vzhledem k jeji funkei.
Tato podjednotka je sestavena ze tii cytoplazmatickych domén a deseti transmembranovych
helixu (M1 - M10). Cytoplazmatické domény se oznacuji jako: pomocné podjednotka

(A jako actuator), nukleotidova vazebnd doména (N) a fosforylaéni doména (P). Doména
A je podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Comelius F., 2011] tvofena segmentem C23,
naléza se mezi transmembranovymi helixy M2 a M3. Velky cytoplazmaticky segment C45
je tvoren P a N doménou, coz odpovidd cca 40% hmoty celé podjedotky a. Segment
C45 se naléza v uzaviené konformaci za piftomnosti Mg?™ nebo Mg-ATP. Pokud je ale
ATP piidédn v nepiitomnosti Mg?*, tak dochézi ke konformaéni zméné a segment zaujme
otevienou konformaci, jak popisuje [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011]. Na-
tivni C45 segment obsahuje 2 tryptofanova residua v pozicich 385 a 411.
Transmembranové helixy M4 - M6 a M8 koordinuji transportované kationty. Helixy M7 -
M10 maji specifickou funkci a prochézeji velkou skalou preskupeni.

Vazebné misto pro Kt je méné specifické nez pro Na™.

7.3 Struktura podjednotky

Priméarn{ role podjednotky ( je molekuldrni chaperon, jak uvadi [Toyoshima, C., Kanai,

R. a Cornelius, F., 2011]. Asociace podjednotky 5 s nové syntetizovanymi molekulami
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usnadnuje jejich smérovani a inzerci do plazmatické membrany, zatimco udéluje kon-
formacni stabilitu « podjednotky, jak popisuje [Geering, K., 2008]. Podjednotka (3 také
moduluje funkéni vlastnosti celého enzymu, véetné afinity vazby kationtu nebo okluze K.
Podjednotka § obsahuje N-koncovou cytoplazmatickou doménu dlouhou cca 30 residui,
jeden transmembranovy helix lokalizovany ve zlabku mezi helixy M7 a M10 podjednotky
a a mezi velkou extraceluldarni doménou (ektodoména). Ektodoména obsahuje okolo 240
residui, které pokryvaji cely extracelularni povrch podjednotky «. Pro cytoplazmatic-
kou doménu zatim nebyl vytvofen atomarni model. Extracelularni doména je tvotrena
pokiivenym antiparalelnim ( sklddanym listem. Hlavni ¢dst podjednotky [ podle [Toy-
oshima, C., Kanai, R. a Cormelius F., 2011] je tvarové podobna aheznim molekuldm jako
je naptiklad nektin, pticemz tvar, do kterého je tato ¢ést slozena, je stabilizovan tremi
disulfidickymi vazbami.

Transmembranovy helix podjednotky 3 je skoro paralelni s M7 helixem podjednotky a.
Podle [Toyoshima, C., Kanai, R. a Cornelius F., 2011] je tento helix tvofen nékolika kon-
takty mezi M7 a M10 helixy pomoci klastrii s aromatickymi rezidui. Déle na extraceluldrni
strané membrany ma podjednotka 3 komplexn{ interakce s 1.7/8 smyckou. Interakce kom-

plexu a-f3 pravdépodobné vysvétluje roli podjednotky 3 pri kinetice pumpy.

7.4 FXYD proteiny

Tyto proteiny jsou tkanové specifické reaguldtory Nat/K+-ATPasy, které moduluji ki-
netické vlastnosti této pumpy, a to pomoci tpravy afinit Na™, K* a ATP. V [Toy-
oshima, C., Kanai, I. R. a Cornelius F. (2011)] se uvadi, ze FXYD proteiny jsou tvofeny
jednim transmembranovym helixem, cytoplazmatickou ¢asti s mistem fosforylace (FXYD
1,FXYD 10), extracelularni ¢asti na N-konci, jez obsahuje FXYD(Y) motiv. Tento motiv
je lokalizovan pred transmembranovym helixem a zac¢ina aminokyselinou Phe 12, kterd
ukotvuje segment do podjednotky  pomoci stacking interakce s Phe 187 z této podjed-
notky. FXYD(Y) motiv se zda byt dulezity pro stabilizaci a-5-FXYD interakce. FXYD

proteiny ovliviiuji Na® /K™ vazbu a kinetické vlastnosti pumpy.



Kapitola 8

Albumin z lidského séra (human

serum albumin, HSA)

Obrazek 9 - Obrazek struktury albuminu z lidského séra. Obrazek byl pofizen na
zékladé struktury 1E78 z www.pdb.org a pomoci programu PyMOL.

Jedna se o protein, jez je nejvice procentudlné zastoupen v lidské krevni plazmeé. Tento
protein je monomerni a ma mnoho vyznamnych biologickych funkci. Molekulova hmot-
nost albuminu z lidského séra je 67 kDa a polocas rozpadu je okolo 20 dni.

Albumin z lidského séra je syntetizovan v jatrech jako preproalbumin, na jehoz N-konci je
specificka peptidova sekvence. Tato sekvence je odstépena pted transportem nascentniho
proteinu z hrubého endoplazmatického retikula. Proalbumin (produkt po odstépeni sek-
vence na N-konci) je transportovan do vezikul Golgiho aparatu. Zde je protein déle stépen

na konecny produkt, ktery je sekretovan do cytosolu.
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Mezi biologické funkce tohoto proteinu patii zachovavani osmotického tlaku, transport
hormonu (¢asto thyroidni hormony nebo hormony rozpustné v tucich), transport volnych
mastnych kyselin do jater a myocytu, transport 1é¢iv a zachovavani konstantniho pH.
Albuminy ze séra obecné podléhaji pomalym neenzymatickym glykosylacim, jak je popsano
napiiklad v [Day, J. F., Thorpe, S. R. a Baynes, J. W., 1979]. Tyto glykosylace poten-
cionalné méni biologickou aktivitu a funkci celé skupiny albumint. Zminéné glykosylace
jsou nejcastéji tvoreny pomoci tvorby Shiffovy baze mezi e-amino skupinou lysinového
(nebo argininového) residua a molekulou glukézy, kterd je také prirozené obsazena

v krevnim séru. Tato reakce muze byt inhibovana nékterymi antioxidanty. Albuminy ze
séra obsahuji nékolik lysinovych nebo argininovych residui, ale jen nékteré podléhaji gly-
kosyla¢nim reakcim. I kdyz k témto glykosylacim dochézi ptirozené, tak zvysena hladina
glykoalbuminu je projevem onemocnéni cukrovkou (diabetes mellitus), jak uvadi [Iberg
N. a Fliickinger R., 1986].
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Albumin z hovéziho séra (Bovine

serum albumin, BSA)

Obrazek 10 - Obrazek struktury albuminu z hovéziho séra. Obrazek byl potizen na

zékladé struktury 4F5S z www.pdb.org a pomoci programu PyMOL.

Typicky zdstupce ze skupiny sérovych albuminu. [Huang X. B., Kim H.-Y. a Dass

Ch., 2004] popisuje velkou strukturni i funkéni podobnost mezi BSA a HSA. Sekvenéni
podobnost mezi obéma zminénymi proteiny je asi 76 %. Pro fluorescencni techniky je
vyznamnym rozdilem, ze HSA obsahuje pouze jedno tryptofanové residuum, pficemz ve
strukture BSA nalezneme tato residua dvé.
Albumin z hovéziho séra je také oznacovan jako frakce V. Toto oznaceni vyplyva z Edwin
Cohnovy purifikaéni metody aplikované na plasmatické proteiny, kde BSA je eluovan jako
patéa frakce. Vice informaci o Edwin Cohnové metodé purifikace je uvedeno v [Cohn, E.
J., 1925].
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Prekurzorovy protein pro BSA ma délku 607 aminokyselin a na svém N-konci ma 18 re-
sidui dlouhy signalni peptid, jez je odstépen béhem sekrece. Z tohoto produktu je déle
odstépena sekvence ¢tyt aminokyselin, pficemz vznika koneény produkt obsahujici 583
aminokyselin.

Molekulova hmotnost tohoto proteinu je 66 463 Da. [zoelektricky bod ve vodném prostiedi,
pii 25°C je u pH 4,7, jak uvadi [Ge, S. a kolektiv, 1998]. Tento protein mé Siroké aplikace
v biochemickych metodéach analyzy jako je napiiklad ELISA (Enzyme-Linked Immuno-
sorben Assay) nebo imunoblotting (otisky gelu z elektroforézy na membranu a néslednd

detekee). Je také ¢asto pouzivan jako koncentracni standard.
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Material a metody

10.1 Chemikalie

Prvnim fluoroforem byl albumin z lidského séra (HSA, human serum albumin, Sigma) ve
vodeé o celkové koncentraci 20 pM a druhym albumin z hovéziho séra (BSA, bovine serum
albumin, Sigma). Jako dalsi fluorofor byl pouzivan N-acetyl-L-tryptofanamid (NATA,
Sigma) ve vodném roztoku o koncentraci 750 M. Dalsimi pouzitymi fluorofory byly mu-
tanti Nat/K* ATPasy (Na®t /K™ pumpa). Detailnéjsi popis a postup generovani mutantu
bude uveden déle v této praci. Koncentrace téchto mutantu byly uréeny pomoci metody

Bradfordové a jsou uvedené v tabulce nize.

Jako zhésedlo byl pouzit roztok KI (Lachema) ve vodé nejcastéji o koncentraci zésobniho
roztoku 1 M a vodny roztok akrylamidu (Biorad) o koncentraci 1 M. K roztoku KI byl
podle [Zelent, B. a kolektiv, 1998] piidan vodny roztok thiosiranu disodného NayS;03
(Sigma Aldrich) o koncentraci 1 mM, aby bylo zabranéno tvorbé aniontu I3, které by

mohly experiment ovlivnit.

Pro udrzeni stalého pH byl pouzit pufr 20 mM Tris-HCl, pH 7,4. Experimentalné byla
hodnota pH ovéfena pomoci pH-metru (typ pH 330i, WTW, Némecko). Pro vytvofeni
pufra o ruznych iontovych sildch byl pouzit 1 M roztok NaCl (Lachema). Postup byl
nasledujici: 1 M roztok NaCl byl nafedén danym mnozstvim pufru, pticemz jsme ziskali

fadu pufru o iontové sile v rozmezi 50 - 750 mM.
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10.2 Priprava mutanti velkého cytoplazmatického

segmentu C45 Na' /K" ATPasy

Nami pouzity set mutanti obsahuje nékolik jedno tryptofanovych mutanti s nésledujicim
oznacenim: W385, V426W a F683W. Jak bylo uvedeno v teoretické casti této prace,
tak segment C45 v nativnim stavu obsahuje dvé tryptofanova residua. Prvnim krokem
je tedy odstranéni jednoho nebo obou téchto residui. Timto ziskame dva jednotryptofa-
nové mutanty oznacované jako WT-W385F, WT-W411F a jeden dvojity mutant WT-
W385FW411F. Dvojity mutant je oznacovén jako TL (tryptophanless, bez tryptofanu)
a je vychozim genetickym konstruktem pro celou fadu dalsich mutantu, jez je mozné
ziskat mistné specifickou mutagenezi. V nasem piipadé timto procesem ziskdme mutanty
F426W, F683W. Detailnéjsi informace jsou uvedeny v [Grycova, L. a kolektiv (2009)] a
[Kubala, M. a kolektiv (2009)].

Obrazek 11 - Obrazek rozmisténi jednotlivych residui, jez jsou mutovany ve velkém
cytoplazmatickém segmentu C45. Obrazek byl pofizen pomoci programu PyMOL, na

zakladé struktury s oznacenim 2ZXE ze stranek www.pdb.org.

10.3 Postup transformace plazmidi do bunék E. Col:

Na piipravu daného poc¢tu misek potfebujeme stejny pocet pomérnych ¢asti bunék (¢asto
po 10 pl roztoku) Rosseta LB médium (Luria Bertani medium). LB médium je slozené
z 10 g peptone z kaseinu, 5 g kvasinkovy extrakt Servabacter a 10 g NaCl na jeden litr
roztoku, pricemz pH ma byt 7,4.



KAPITOLA 10. MATERIAL A METODY 33

Postup:

1. Nechdame plazmidy 30 minut pii pokojové teploté (plazmidy se skladuji pii teploté

- 20 °C) a potom je polozime do ledové lazné.

2. Bunky stédle chladime v ledové lazni a rozdélime je do daného poctu alikvétu v

odpovidajicich nadobéch.
3. Do nadob s bunkami pridame plazmidy.
4. Chladime na ledu po dobu 30 minut.
5. Inkubujeme 45 sekund smés plazmidu a bunék ve vodni lazni o teploté 42 °C.
6. Provedeme opakované zchlazeni v ledové lazni nejméné po dobu 2 minut.
7. Do kazdé nadobky piidame 250 pl LB média.

8. Nasledné nechame roztoky dobfe promichat 1 hodinu na orbitani tfepacce pti teploté

37 °C. Rychlost trepani nastavime v rozmezi 180-200 RPM.

9. Obsah nadob odstiedime na centrifuze (2 minuty, 4000 RPM). Zachovame 50 - 100
ul peletu (v zavisloti na velikosti pouzitych misek), kterym naockujeme pripravené

misky:.

Piiprava misek:

1. Ptipravime dostatecné mnozstvi LA média. LA médium je slozeno z LB média a

agaru.

2. Médium nechame sterilizovat a po vychladnuti pridame antibiotikum kanamycin

(findlni koncentrace byla 30 ug/ml).

3. Takto upravené LA médium rozlijeme do ptipravenych sterilnich misek a pockame,

dokud neztuhne.
4. Naneseme bunky pomoci plastovych tycinek.

5. Nechame bunky inkubovat pres noc pii teploté 37 °C.

Pokud byl proces transformace tspésny, tak by se mély na agarovém médiu objevit
kolonie rezistentni proti seleké¢nimu markeru - v nasem piipadé jsou bunky rezistentni

proti antibiotiku kanamycinu.
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10.4 Postup exprese segmentu C45

Postup exprese daného segmentu spolu s purifikaci rozdélime do péti kroku z duvodu
zachovani piehlednosti celého procesu. Uvedme zde také soupis nutnych pufri a enzymu

pro celou proceduru s vyjimkou slozeni LB média, které je jiz uvedeno vyse v této praci:

e Purifika¢ni pufr - 10 mM TRIS, 10 mM NaCl, pH 8.8.

e Promyvaci pufr - 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,6.
e Eluc¢ni pufr - 500 mM imidazol, pH 7,6.

e Dialyzacni pufr - 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, pH 7.6.

e Inhibitory proteaz - jednotlivé inhibitory pridavame do 10 ml roztoku dialyzacniho
pufru.
15 mg lysozymu.
26 mg PMSF (fenylmetylsulfonyl fluorid).
10 pl leupeptinu o koncentraci 2 mg/ml.
4 pl pepstatinu o koncentraci 5 mg/ml.
10 pl DTT (dithiothreitol) o koncentraci 1 M.
15 pl EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, etylendiamintetraoctova kyselina) o

koncentraci 100 mM.

krok 1

1. Nejprve pripravime roztok LB média. Ptislusné objemy odlijeme do pfipravenych

banc¢k a nechdme sterilizovat.

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

kazdou misku s riaznym typem transformovanych bunék.
3. Ptidame antibiotikum kanamycin (findlni roztok mé koncentraci 30 pug/ml).

4. Nechame rust za stdlého michani pfes noc (13-16 hodin) na orbitalni tfepacce (180
RPM) pii teploté 37 °C.
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krok 2

1. VSechen roztok prepipetujeme do 200 ml LB média a priddme kanamycin.
2. Rotok promichdme na shakeru (180 RPM, 37 °C).

3. Kazdych 30 minut méfime absorbanci proti standardu (samotné LB médium) na

vinové délce 600 nm.

4. Jakmile je hodnota absorbance v rozmezi 0,6 - 0,8 (coz nastane piiblizne po 2
nebo 2,5 hodindch), tak indukujeme expresi pomoci 200 pl IPTG (isopropyl-5-D-1-
thiogalaktopyranosid) o koncentraci 100 mg/ml.

5. Smés nechame michat na orbitalni tfepacce po dobu 24 hodin a pfi teplotée 17 °C.

krok 3

e Bunky z predchoziho kroku odsttedime na centrifuze - 25 minut pii 5000 RCF.
Takto ptipravené bunky lze po tomto kroku zamrazit na teplotu -20 °C a uchovat je tak
pro pozdéjsi pouziti. Dalsi moznosti je pokracovat v postupu krokem 4, tedy purifikaci.

krok 4

1. Nejprve pripravime afinitni kolonu se staciondrni féazi (6 ml Talon Metal Affinity

Resin, obsahuje Co?* ionty).

2. Kolonu nejprve promyjeme 200 ml dialyzacniho pufru a dame celou soustavu véetné

kolony vychladit do lednice.

3. Rozmrazime bunky z kroku 3 (v ptipadé skladovéni). Bunky smichdme s 10 ml

purifika¢niho pufru a inhibitory proteaz.

4. Provedeme rozbiti bunék. V nasem piipadé jsme pouzili sonikaci na 30% vykonu, po
dobu 30 sekund (30 sekund sonikace, 30 sekund vypnuty piistroj...) a trojndsobné

opakovani sonikacni sekvence. Po celou dobu vzorky chladime v ledové lazni.

5. Naésledné provedeme centrifugaci - 25 minut, 15000 RCF.
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6. Supernatant po centrifugaci pfelijeme na pfipravenou kolonu a nechdme 1 hodinu
reagovat. Béhem této doby opatrné roztok promichdvame s 15 minutovym interva-

lem.
7. Kolonu prolijeme 40 ml promyvaciho pufru.

8. Provedeme eluci pomoci elu¢niho pufru. Priddme 2 ml eluéniho pufru, nechame 30
minut reagovat a nédsledné sbirdme eluat do pripravenych mikrozkumavek (eppen-
dorfky). Promyti elu¢nim pufrem provedeme pro kazdy bunécény roztok 3x. Ziskame
tak sadu 3 eludtu s ruznou koncetraci nami pozadovaného proteinu (oznaceni 1.-3.

eluce).

9. Eluatem o objemu 2 ml naplnime dialyzacni stiivko a ponoiime jej do 1 litru dia-
lyza¢éniho pufru (slozeni je uvedené na zacdtku této kapitoly), pficemz 30 minut
pufr michdme. Nasledné vyjmeme stiivko a vlozime ho do dalsiho litru dialyza¢niho

pufru. Dialyzu nechame probihat pfes noc v chladnicce.

krok 5

e Provedeme elektroforézu na polyakryamidovém gelu a piiblizné stanoveni koncent-

race proteinu metodou Bradfordové.

10.5 Vlastni méreni

Tato prace nejcastéji pouzivd titracni experimenty ke studiu parametru ovliviujicich
zhaseni. Pro vétsinu experimentu byly pouzity mikrotitracni desticky s 384 jamkami,

které jsou vhodné pro méteni v UV oblasti spektra.

10.5.1 Meéreni kinetiky dohasinani fluorescence

Pro méfeni kinetiky dohasinani fluorescence byl pouzit spektrofotometr pro ¢asové ko-
relované ¢itani fotoni FluoTime 200 (PicoQuant GmbH, Némecko) vcéetné ptislusejictho
méfictho softwaru PicoHarp 300. Jako svételny zdroj pro excitaci NATA, HSA, BSA a
sady mutantt byla pouzita dioda pro UV oblast o vlnové délce 298 nm. Experimenty byly

provadény za ruznych teplot. Pro vSechna méfeni bylo zachovano nastaveni frekvence
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excitacnich pulzi 10 MHz, casové rozliseni 16 ps na kanal. V piipadé vsech fluoroforu
byly pouzity obé stérbiny s sitkou 16 nm a vlnova délka emise byla 350 nm. Méteni bylo
ukonc¢eno uplynutim zadaného ¢asového intervalu nebo dosazenim 10000 fotontu v jednom
z kanélu. Funkce piistrojové odezvy (IRF - instrument response function) byla v piipadé
excitace svétlem o vlnové délce 298 nm pomoci roztoku Ludoxu. VSechna méfeni byla
provedena v kifemennych kyvetach s optickou drahou 3 mm.

Nameérené kinetiky dohasindani byly vyhodnoceny pomoci softwaru PicoQuant FluoFit
(verze 4.2.1.). Tento program umoznuje fitovani namétené kinetiky dohasinani fluorescence

multiexponencialni funkci, ktera ma obecny tvar

t—t’

ot (10.1)

F(l) = /t IRF (1) znj A

kde IRF (t') je funkce pristrojové odezvy, A; jsou amplitudy jednotlivych komponent a
7; jsou stfedni doby zivota excitovanych stavu jednotlivych komponent.

Pii této analyze kinetiky dohasindn{ byly sledovany parametry redukovany x%, ndhodilost
rozlozeni residui a autokorela¢ni funkce. V piipadé x% byla pozadovéna jeho hodnota
blizka jedné.

Pro urceni bimolekularni zhaseci konstanty byly pouzity intenzitné vazené doby zivota

excitovaného stavu zjisténé pomoci metody TCSPC.

10.5.2 Meéreni steady-state intenzity fluorescence

Pro méteni steady-state intenzit byl pouzit automaticky spektrometr pro méreni na mi-
krotitra¢nich destickdch Synergy MX (BioTek Instruments, USA). Pro vSechny florofory
byla pouzita mikrotitracni desticka s 384 jamkami o obsahu 100 ul, ktera je urcena pro
meéteni v UV oblasti spektra. VInova délka excitace byla 298 nm a vinova délka emise byla
350 nm, pricemz sitka spektralniho pasu byla 9 nm. Rychlost sniméni byla vzdy nastavena
jako 30 zableskt na jamku a pozice optiky pfi snimani byla ve spodu desticky. Nastaveni
parametru " gain”bylo 50 a 100, v zavislosti na intenzité signalu. Vice informaci o méfeni

na tomto pristroji je uvedeno v apendixu této prace.
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Vysledky

Absorpéni spektra pouzitych zhasedel jsou uvedena v [Geleticovd, J. (2011)]. Tato spektra

dokazuji, ze pouzita zhasedla neabsorbuji ve sledované oblasti.

11.1 Vliv iontové sily na zhaseni fluorescence

Pro zjisténi vlivu iontové sily pouzijeme Stern-Volmerovy grafy. Jedna se o jednoduchou
zavislost poméru intenzit se zhasedlem ku intenzité bez zhasedla v zavislosti na koncent-
raci zhasedla. Stern-Volmeruv graf je linearni pro dynamické zhéaseni, jak je uvedeno

v teoretické casti této prace. Jako zhéasedlo byl pouzit akrylamid a KI, pficemz obé

zhasedla zpusobuji dynamické zhaseni fluorescence.
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Obrazek 12 - Stern-Volmerovy grafy pro zhdseni NATA pomoci akrylamidu (Cerné)

a pomoci KI (Gervené). Konstantni iontova sila v pripadé plnych symbola byla 50 mM a

v piipadé prazdnych symboli byla iontova sila udrzovana na 300 mM.

V obrazku 12 je vidét, ze pro nizké i vysoké hodnoty iontové hodnoty iontové sily ma

zhéseni akrylamidem priblizné stejnou smérnici.
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Obrazek 13 - Stern-Volmerovy grafy pro zhaseni HSA pomoci akrylamidu (¢erné) a

pomoci KI (¢ervené). Konstantni iontova sila v pripadé plnych symbolu byla 50 mM a

v piipadé prazdnych symboli byla iontova sila udrzovana na 750 mM.
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Obrazek 14 - Stern-Volmerovy grafy pro zhaseni BSA pomoci akrylamidu (Gerné) a
pomoci KI (¢ervené). Konstantni iontova sila v pfipadé plnych symbolu byla 50 mM a

v piipadé prazdnych symboli byla iontova sila udrzovana na 750 mM.

Oba uvedené obrazky ukazuji velky rodil v trendech pfi nizkych a vysokych iontovych

silach.
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Obrazek 15 - Stern-Volmerovy grafy pro zhaseni mutantu s oznacenim V426W po-
moci akrylamidu (¢erné) a pomoci KI (¢ervené). Konstantni iontové sila v ptipadé plnych
symbolu byla 50 mM a v ptipadé prazdnych symboli byla iontova sila udrzovéana na 750
mM.



KAPITOLA 11. VYSLEDKY 41

3,04

2,54

0,5

O'O T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400

koncentrace zhasedla ( 10_3.mol.dm_3§

Obrazek 16 - Stern-Volmerovy grafy pro zhaseni mutantu s oznacenim W385 pomoci
akrylamidu (¢erné) a pomoci KI (¢ervené). Konstantni iontova sila v piipadé plnych
symbolu byla 50 mM a v ptipadé prazdnych symboli byla iontova sila udrzovéana na 750
mM.
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Obrazek 17 - Stern-Volmerovy grafy pro zhaseni mutantu s oznacenim V683W po-
moci akrylamidu (¢erné) a pomoci KI (¢ervené). Konstantni iontové sila v pripadé plnych
symbolu byla 50 mM a v piipadé prazdnych symbolu byla iontova sila udrzovana na 750
mM.

Trendy pfi nizkych iontovych silach jsou odlisné oproti trendum pii vysoké iontové

sile. Tato zména ve smérnicich muze byt dusledkem poklesu efektivity zhaseni.
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Nésledujici tabulka zobrazuje vybrané hodnoty Stern-Volmerovych zhasecich konstant

pii nizké a vysoké iontové sile pro vSechny 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 | 395 | 13,28 | 155
750 mM akrylamid | 26,34 | 4,97 | 3,36 | 3,95 | 3,98 | 1,50

Tabulka 1 - Tabulka Stern-Volmerovych konstant pro NATA, HSA, BSA a mutanty
V426F, W385, F683W. Uvedené hodnoty Stern-Volmerovych konstant jsou uvedeny

v jednotkdch dm?3.mol*.

Z uvedené tabulky je vidét, ze iontova sila ovliviiuje i¢innost zhaseni pro vsechny stu-

dované systémy. A proto jsme se rozhodli promérit podrobnéji zavislost efektivity zhaseni

fluorescence na iontové sile, viz. nasledujici kapitola.
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11.2 Zavislost Stern-Volmerovy zhaseci konstanty na

iontové sile

Zavislost Stern-Volmerovych zhasecich konstant na iontové sile nese informaci o efektivité
zhéaseni. Pokud je tato zavislost rostouci, dochazi ke zvyseni efektivity zhaseni. Pokud ma

tato zavislost klesajici trend, je mozné mluvit o snizovani efektivity.
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Obrazek 18 - Graf zavislosti Stern-Volmerovy zhaseci konstanty na iontové sile pro

NATA.

Obrazek 18 zobrazuje pokles efektivity zhaseni pro obé zhasedla. Je mozné pozorovat
rozdilnou efektivitu zhaseni pro akrylamid a pro KI s rostouci iontovou silou. Akrylamid

se pii vyssich hodnotéach iontové sily stava ucinéjsim zhasedlem nez KI.
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Obrazek 19 - Graf zavislosti Stern-Volmerovy zhaseci konstanty na iontové sile pro

HSA.
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Obrazek 20 - Graf zavislosti Stern-Volmerovy zhaseci konstanty na iontové sile pro

BSA.

Po zkouméni modelového fluoroforu jsme se zamérili na studium proteinu. Zde je

mozné pozorovat pokles efektivity zhaseni pro obé zhasedla.
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Obrazek 21 - Graf zavislosti Stern-Volmerovy zhaseci konstanty na iontové sile pro

mutant s oznacenim V426W.
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Obrazek 22 - Graf zavislosti Stern-Volmerovy zhaseci konstanty na iontové sile pro

W385.
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Obrazek 23 - Graf zavislosti Stern-Volmerovy zhaseci konstanty na iontové sile pro

F683W.

Ve vSech piipadech jsme pozorovali pokles Stern-Volmerovy zhaseci konstanty s ros-
touci iontovou silou. Tento pokles efektivity je nejvyznamnéjsi v intervalu iontové sily
0-150 mM. U zhaseni NATA jsme pozorovali pokles efektivity zhdseni u obou zhasedel,

pricemz k poklesu efektivity doslo pravdépodobné jinym typem intrakce.
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11.3 Doby zivota excitovanych stavu

Hodnoty strednich dob zivota excitovanych stavu jsou nutné pro urceni bimolekularni
zhaseci konstanty. Bimolekularni zhaseci konstanta je jednim z vyznamnych parametru
zhaseni fluorescence, které podavaji informaci o efektivité zhaseni. Doby zivota excito-
vanych stavu také poskytuji informace o stavu fluoroforu, v pripadé proteinu poskytuje

informace o komformaci fluoroforu.

Pro vSechny studované fluorofory byl vyhovujici tii-exponencidlni model.
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Obrazek 24 - Graf kiivky dohasinéni fluorescence pro mutant s oznacenim F683W a
pro 450 mM konstantni iontovou silu. Hodnota 2 je blizkd jedné, coz vypovida o dobré
shodé experimentu s tii-exponencidlnim modelem. V dolni ¢ésti je uveden graf rozlozeni

residui pro tii-exponencialni dohasinani fluorescence.



KAPITOLA 11. VYSLEDKY 48

NATA | HSA | V426W | W385 | F683W
| 107 | 723 279 | 2,01 | 565
| 299 [376| 650 | 520 | 2,10
7| 0,03 [028| 056 |24,11| 057
Ay | 310 |3541] 495 | 833 | 359
A, | 7999 |3999 | 389 | 313 | 664
Ay | 4967 | 1674 | 343 | 1147 | 476
T | 291 | 588 | 497 | 472 | 3,04
2| 097 | 1,00 | 099 | 095 | 1,00

Tabulka 2 - Tabulka dob zivota excitovanych staviu, stfednich dob zivota excito-
vanych stavii, jednotlivych amplitud a x? pro viechny pouzité fluorofory. Véechny hodnoty
dob zivota jsou uvedeny v jednotkdch 10~° s. Hodnota 7, je intenzitné vdzena stiedni
doba zivota excitovanych stavi. Pro zjisténi dob zivota excitovanych stavu byl pouzit
tii-exponencialni model. Uvedené hodnoty dob zivota excitovaného stavu byly urceny pro

iontovou silu 450 mM.

Pro uplnost uvedeme hodnoty stfednich dob zZivota excitovanych stavu pro pouzité

fluorofory.
iontovd sila (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
450 291 | 5,88 4,97 4,72 3,94
500 2,94 | 5,88 4,92 4,72 3,91
550 291 | 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 intenzitné vazenych stfednich dob zivota excitovanych stavi
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pro véechny pouzité fluorofory. Vsechny hodnoty jsou uvedeny v jednotkach 107 s. Pro

zjisténi dob zivota excitovanych stavu byl pouzit tfi-exponencialni model.

Jak je vidét, sttedni doby zivota excitovanych stavu pro NATA, HSA a BSA syste-
maticky klesaji. V piipadé NATA tento pokles sttedni doby zivota excitovaného stavu
muze byt spojen s navazanim iontu. V piipadé HSA a BSA muze byt pokles stfednich
dob zivota excitovaného stavu vysvétlen konformacni zménou nebo navazanim iontu.

Z uvedené tabulky vyplyva, ze rostouci iontova sila neovliviiuje konformaci proteinu u
série mutantu Nat/KT-ATPasy. Tato konforma¢ni zména by se projevila zménou doby

zivota excitovaného stavu fluoroforu.
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11.4 Zavislost bimolekularni zhaseci konstanty na ion-

tové sile

Bimolekularni zhaseci konstanta narozdil Stern-Volmerovy konstanty obsahuje informace

o stavu fluoroforu (diftzni koeficient, konformace proteinu, ptistupnost fluoroforu).
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Obrazek 25 - Zavislost bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile pro NATA.

Obrazek 25 zobrazuje pokles bimolekularni zhaseci konstanty pro NATA s rostouci

iontovou silou. K poklesu této zhaseci konstanty dochazi pro obé zhasedla. Pokles zhaseci

konstanty pro akrylamid je mensi nez u KI.
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Obrazek 26 - Zavislost bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile pro HSA.
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Obrazek 27 - Zavislost bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile pro BSA.

I v ptipadé HSA a BSA dochazi k poklesu bimolekularni zhaseci konstanty s rostouci
iontovou silou. V piipadé HSA je pii nizké iontové sile efektivnéjsi zhasedlo akrylamid.

Rozdil v efektivité zhdseni HSA pro jednotliva zhasedla je zanedbatelny.
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Obrazek 28 - Zavislost bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile pro mutant

s oznacenim W385.



KAPITOLA 11. VYSLEDKY 52

®  akrylamid
164 e Ki
T 144
E
mE' 124
]
2 104
8
5 81 ®
1%]
2 ]
2
= 6
2 1"
N 44 ° e
- | -
@
> 24
ke N
R
£ L
£ o - [ ] g o9 ] f [

T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800

jontova sila ( 10°.mol.dm’)

Obrazek 29 -Zavislost bimolekuldrni zhaseci konstanty na iontové sile pro mutant
s oznacenim V426 W.
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Obrazek 30 - Zavislost bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile pro mutant
s oznacenim F683W.

Ve vSech vyse uvedenych zavislostech pozorujeme vyznamny pokles hodnot bimo-
lekuldrni zhaseci konstanty pro obé zh&ésedla s rostouci iontovou silou. Pokles Stern-

Volmerovych zhésecich konstant je pro sérii mutanti podobny pro obé zhasedla.
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11.5 Zavislost pomérua bimolekularnich zhasecich

konstant na iontové sile

Pomeéry bimolekularnich zh&asecich konstant pro KI a pro akrylamid mohou vypovidat
o tom, které zhaseni je efektivnéjsi. Pomeér téchto zhasecich konstant je uvazovan jako
bimolekularni zhaseci konstanta pro jodid délend bimolekuldrni zhaseci konstantou pro

akrylamid.

Vzhledem k tomu, Ze rostouci iontova sila oslabuje vliv elektrostatickych interakei, a
to jen v pripadé zhaseni jodidem, tak sledovanim smérnice trendu muzeme urcit, zda-li

v piipadé interakce jodidu s fluoroforem dochazi k elektrostatické atrakei ¢i repulzi.
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Obrazek 31 - Graf zavislosti poméru bimolekularnich zhésecich konstant pro NATA.

Poméry bimolekuldrnich zhasecich konstant pro NATA vykazuji rostouci trend. Tento

narust muze vypovidat o oslabeni repulze vlivem rostouci iontové sily.
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Obrazek 32 - Graf zavislosti poméru bimolekularnich zhasecich konstant na iontové sile

pro HSA.

V obrazku 32 pro albumin z lidského séra jsme pozorovali pokles poméru bimole-
kularnich zhasecich konstant s rostouci iontovou silou. Tento pokles muze byt vysvétlen

zeslabenim pritahovani zhasedla k fluoroforu.
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Obrazek 33 - Graf zavislosti poméru bimolekularnich zhasecich konstant na iontové
sile pro BSA.

Albumin z hovéziho séra vykazuje v této zavislosti bimolekuldrni zhaseci konstanty na

iontové sile konstantni trend, oproti HSA.
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Obrazek 34 - Graf zavislosti poméru bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile

pro mutant W385.

Residuum s oznacenim W385 vykazuje nartust poméru bimolekularnich zhéasecich kon-
stant. Z této skutecnosti vyplyva, ze jodidovy aniont je s rostouci iontovou silou silnéjsim

zhasedlem nez akrylamid. Muze tedy dochézet k slabému oslabeni repulze.
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Obrazek 35 - Graf zavislosti poméru bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile

pro V426 W.

Graf pro residuum V426F vykazuje konstantni efektivitu zhaseni, nicméné data jsou

zatizena vysokou trovni Sumu.
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Obrazek 36 - Graf zavislosti poméru bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile

pro F683W.

Posledni zkoumany fluorofor vykazuje opét slaby narust. Tento néarust je podobny
jako v pripadé W385. V tomto pripadé pravdépodobné dochézi k oslabeni repulze mezi

fluoroforem a jodidem.
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Diskuze

Jiz od 50. let 20. stoleti je znamo, ze vliv protiiontu v roztocich neni zanedbatelny. Timto
tématem se mimo jiné zabyvali napiiklad [Millis, R., 1957] a [Stokes, R. H., 1957]. Dnes je
iontova sila ¢asto opomijenym parametrem. Tato préce tento parametr s vyhodou vyuziva

a pomoci néj ziskava informace o elektrostatickych interakcich.

Efektivita zhaseni fluorescence zavisi na diftznich koeficientech obou molekul, piistup-
nosti fluoroforu a elektrostatickych interakcich v piipadé nabitych molekul (kladné i
zéporné). Pracovali jsme s hypotézou, ze pii zhdseni pomoci akrylamidu muzeme od-
halit vliv diftznich koeficientu a ptistupnosti fluoroforu. Oproti tomu pti zhaseni pomoci
KI muzeme odhalit vliv elektrostatickych interakci. Rostouci iontova sila by méla osla-
bovat vliv elektrostatickych interakei (repulzi i pritahovéani). Molekuly zhasedla a ionty
spolu soutézi, v dusledku ¢ehoz se méné molekul zhasedla dostane do blizkosti fluoroforu,
jez jsou schopny efektivné zhaset. Dale jsou molekuly iontu pritahovany k protiiontum,
coz muze dale oslabovat efektivitu zhaseni. V pfipadé nenabitého zhasedla je zeslabovani

omezeno na kompetici mezi molekulami.

Urcené hodnoty bimolekularnich zhasecich konstant koresponduji s hodnotami uve-
denymi v literature, a to pii vyssich iontovych silach. Tyto hodnoty pro NATA jsou
uvedené napiiklad v [Valeur, B., 2006]. Tato shoda pii vyssich iontovych silach muze byt

zpusobend nekovalentnimi interakcemi.

Hodnoty dob zivota urcené pomoci TCSPC metody se shoduji s hodnotami uvedenymi
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 sily - NATA

Nase experimenty piekvapivé ukazaly, ze iontova sila ovliviiuje zhaseni i v jedno-
duchém modelovém piipadé zhaseni NATA akrylamidem. Jelikoz akrylamid je neutralni
molekula, je zfejmé, zZe iontova sila ma vliv kromé elektrostatickych interakci i na jiné

faktory ovliviiujici ic¢innost zhéseni a nékteré z nich se nam podarilo identifikovat.

Doba zivota excitovaného stavu vymezuje casovy interval, ve kterém muze srézka
zhasedla s fluoroforem efektivné zpusobit zhdseni fluorescence. Nase méreni ukazala, ze
v piipadé NATA dochézi ke zkracovani stredni doby zivota excitovaného stavu s rostouci
iontovou silou. Tato zména je cca 10 % pro ndmi promérovany rozsah iontové sily, proto

tento efekt plné nevysvétluje pokles efektivity zhaseni.

Zména doby zivota excitovaného stavu NATA je pravdépodobné zpusobena vazbou
sodnych iontu. Navézani sodného iontu misto protonu muze mit za nasledek pokles

difizniho koeficientu NATA, tento efekt vSsak nedokazeme presné kvantifikovat.

Dynamické zhaseni je proces fizeny diftizi a na jeho efektivitu muze mit tedy vliv
viskozita roztoku. Jak uvadi [Kestin, J., Khalifa, E. H. a Correia, R. J., 1981], dynamicka
viskozita pti 25°C roste spolu s koncentraci roztoku. V nasem piipadeé je zména dynamické
viskozity v fadu jednotek procent (pfi zméné koncentrace soli z nuly na 1 M koncentraci
se zméni dynamickd viskozita o 1,5%). Pokles bimolekuldrnich zhasecich konstant tedy
nemuze byt zcela vysvétlen zménou viskozity roztoku, nicméné tato zména

k pozorovanému efektu prispiva.

Pokles efektivity zhaseni muze byt také dusledkem zmény diftzniho koeficientu akry-
lamidu. Jeho difizni koeficient muze byt také zménén interakei s ionty. Muze se byt také
dusledek hydrofobniho efektu, ktery napomdahd agregaci molekul (vysolovani) a tim ke
snizeni jejich diftzniho koeficientu. Dostupna literatura ani nase experimenty vsak nepo-
skytuji dostatecnou oporu pro tyto hypotézy ani pro kvantifikaci tohoto efektu. Pomér
bimolekularnich zhasecich konstant pro jodid a akrylamid v ptipadé NATA roste s ros-
touci iontovou silou. Protoze NATA je také molekula neutrdlni, nejednd se tedy o vliv
iontové sily na elektrostatické interakce, ale spiSe se jednd o dusledek snizeni diftizniho

koeficientu pro akrylamid, jak bylo diskutovano v predchozim odstavci.
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Vliv iontové sily - proteiny

V piipadé proteinu nemda smysl uvazovat o vyznamnéjsi zméné difizniho koeficientu
fluoroforu, ale zvySovani iontové sily muze mit jiny efekt, a sice zménu konformace pro-
teinu. Na zménu konformace je velmi citliva stfedni doba zivota excitovaného stavu tryp-
tofanu a nase méreni ukazalo, ze u HSA a BSA k ovlivnéni tohoto parametru rostouci ion-
tovou silou dochdzi, narozdil od mutantu Na®™/K*-ATPasy. Toto pozorovani naznacuje,
ze struktura mutantu Nat/KT-ATPasy je pomérné stabilni, zatimco struktura HSA a

BSA se s rostouci iontovou silou meéni.

Molekuldrni model ukazuje rozmisténi nabitych aminokyselin v okoli pozic, kde byly
umistény tryptofanové zbytky u mutantu Na®™/K*-ATPasy. Situace je zjednodusené znézor-

néna na nasledujicich obrazcich.

Obrazek 37 - Obrazek zndzornujici rozlozeni naboje v Na®™/K*T-ATPase. Modie jsou
oznaceny kladné nabité aminokyseliny arginin a lysin. Cervené jsou oznaceny zaporné
nabité aminokyseliny kyselina asparagova a kyselina glutamova. Ruzové jsou oznacena
mutovand residua Nat /K*-ATPasy. Obrdzek A zobrazuje residua na pozicich 385 a 426.

Obrazek B zobrazuje residua na pozicich 683 a 426.
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Nase experimenty ukdazaly, ze pomér bimolekuldrnich zh&ésecich konstant se signifi-
kantné nemeéni s rostouci iontovou silou, coz naznacuje, ze elektrostatické interakce nemaji
na ucinnost zhaseni velky vliv. To potvrzuji i obrazky 37 A a B, které ukazuji, ze
v okoli tryptofanu v mutantu V426F se nachazeji jak kladné tak zdporné nabita rezidua

a vyslednd hodnota elektrostatického potencidlu je zfejmé blizka nule.

Podobné velmi slabd zavislost poméru bimolekularnich zhésecich konstant byla po-
zorovana u mutantu F683W. Jak ukazuje obrazek 37 B, tryptofan je na tomto misté

obklopen aminokyselinami bez kladného ¢i zaporného néboje.

V piipadé tryptofanu W385 jsme s rostouci iontovou silou pozorovali, ze dochézi
k nartstu poméru bimolekularnich zhasecich konstant pro jodid a akrylamid, coz znadi,
ze v piipadé jodidu dochazi k oslabovani elektrostatické repulze. Protoze je jodid zaporné
nabity, znamena to, ze W385 se nachazi v oblasti se zapornym nabojem. Pohled na
obrazek 37A ukazuje, ze skutecné v bezprostiedni blizkosti W385 se nachézi aminokyselina

se zapornym nabojem.

V piipadé HSA neni tryptofanové residuum na povrchu proteinu, ale je umisténo
v kavité, k niz je pristup tunelem, v jehoz blizkosti se nachazeji jak kladné tak zaporné
nabité aminokyseliny. Pomér bimolekuldrnich zhasecich konstant pro jodid a akrylamid
klesal s rostouci iontovou silou, coz ukazuje na to, ze dochazi k oslabovani elektrostatického

pritahovani a tedy, ze vétsi vyznam maji kladné nabité aminokyseliny.

Obrazek 38 - Obrazek znazornujici rozlozeni naboje v HSA. Oznaceni kladné nabitych
aminokyselin arginin a lysin je modré. Cervené jsou oznaceny zaporné nabité aminokyse-

liny kyselina asparagova a kyselina glutamova. Ruzoveé je oznaceno tryptofanové residuum.
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Tryptofanové residuum v HSA neni obklopeno nabitymi aminokyselinami. Zhaseni
fluorescence neni tedy pfimo ovlivnéno néaboji v okoli fluoroforu. Proces zhaseni by tedy
mél byt podobny procesu v pripadé fluoroforu NATA. Je ziejmé, ze proces zhaseni

v proteinu je komplikovanéjsi a je ovlivnén vice parametry.

Obrazek 39 - Obrazek znazornujici rozlozeni ndboje v BSA. Oznaceni kladné nabitych
aminokyselin arginin a lysin je modré. Cervené jsou oznaceny zaporné nabité amino-
kyseliny kyselina asparagova a kyselina glutamova. Ruzové jsou oznacena dvé nativni

tryptofanova residua.

V piipadé BSA je situace ziejmeé jesté komplikovanéjsi, nebot zdvislost poméru bimole-
kularnich zhéasecich konstant na iontové sile nema monoténni trend. Je to pravdépodobné
tim, ze BSA obsahuje 2 tryptofany, pficemz jeden z tryptofanu je na povrchu a druhy tryp-
tofan je zanofeny do proteinu (na obr. 39 neni vidét). BSA tedy neni vhodny modelovy

protein.
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Zaveér

Hlavnim predmétem zkoumani této diplomové prace bylo dynamické zhaseni fluorescence
aplikované na sadu jedno-tryptofanovych mutantu velkého cytoplazmatického segmentu
C45 Nat /KT-ATPasy, albuminy z lidského a hovéziho séra a N-acetyl-L-tryptofanamid.
Predpokladali jsme, ze rostouci iontova sila eliminuje vliv elektrostatickych interakei na
efektivitu zhaseni fluorescence. Dalsi parametry ovliviujici efektivitu zhaseni, jako je
napiiklad ptristupnost fluoroforu a diftizni koeficienty pro zhasedlo a fluorofor, 1ze urcit po-
moci neutralniho zhasedla. Nase vysledky potvrdily, ze efektivita zhaseni skutecné zévisi
na iontové sile. Pro kazdy ze studovanych proteinu je ovlivnén jinym zpusobem, coz

v principu umoznuje ur¢it elektrostaticky potencidl na povrchu studovaného proteinu

v okoli tryptofanového residua. Interpretaci vysledku ale komplikuje fakt, ze iontova sila
ovlivituje i zhéSeni pomoci neutralniho zhasedla.

Parametry, pro které literatura uvadi konkrétni hodnoty, popiipadé jsme je schopni do-
statecné presné zméfit (zména dob zivota excitovanych stavu, zména viskozity), vysvétluji
pozorované zmeény jen Castecné. Vyznamnou roli zde maji ziejmé i dalsi efekty, jako je
napiiklad hydrofébni interakce, pro tuto hypotézu vSsak nemame zddnou oporu v experi-

mentalnich datech nebo literatute.

Realné zkoumani elektrostatickych interakci na povrchu biomolekul tedy zatim kom-

plikuje absence ucelené teorie a velké mnozstvi proménnych.
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Apendix

Meéreni na mikrotitracnich destickach

Meéfeni na mikrotitracnich destickach piinasi nékolik vyhod, jako je naptiklad malé mnozstvi
vzorku, soucasné méfeni pti ruznych koncentracich vzorku a umoznuje realizovat velké
mnozstvi opakovani s malym ¢asovym nakladem. Pro tento druh méteni byl pouzit piistroj
Synergy MX od firmy BioTek Instruments, Inc. (USA), ktery je dodavan spolu se soft-
warem Genb?™,

Kalibracni méteni bylo provedeno s vyuzitim zasobniho roztoku fluoresceinu v etanolu

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

Obecné informace

Pristroj umoznuje provést tiepani desticky (ve tfech ruznych rychlostech), jez muze po-

moci smiseni jednotlivych komponent studovaného vzorku.

.
Shake Step [
Intensity: [Medium -

Duration:  0:01 |5+ MM:SS

Confinuous Shake

oK ] I Cancel | | Help |

Obrazek A1l - Obrazek dialogového okna, kde je mozné definovat tfepani desticky.
Ptistroj umoznuje nastaveni doby, po kterou tiepani bude probihat a rychlost tifepani

(vybér ze ti{ moznosti).

Je mozné nastavit teplotu a meéfit pii konstantni teploté. V piistroji jsou umistény

vyhiivaci desticky, jez prohtivaji vzduch a ten nésledné zahiiva desticku se vzorkem.
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Vyrobce udava rozsah teplot od pokojové teploty do cca 65 °C. Bohuzel jak jsme experi-
mentalné prokazali je ¢as nutny pro vyhiivani desticky pomérné dlouhy (zahtivani z 37°C
na 60°C trva 26 minut a 10 vtefin, ale pro pokles teploty z 60°C na 37°je nutny cas okolo
66 minut). Déle bylo prokdzano, ze béhem samotného zahiivani, popfipadé chlazeni, neni
mozné pracovat se softwarem a neni mozné tento ¢as vyuzit pro jind métfeni. Dokonce
byl pozorovan narust teploty béhem samotného méreni, pti kterém nebyla udrzovana jeji
konstantni hodnota, coz muze byt problematické pro dlouha meéreni, kde je vyzadovana

striktné konstantni teplota.

Temperature Step l&]

*) Incubator OFf
@ Incubator On
Temperature: 37  °C

[#] preheat before contining with next step

[ CK. J | Cancel ] ‘ Help

Obrazek A2 - Obrazek okna, které slouzi pro nastaveni konstantni teploty. Do okna

se primo zadd hodnota, jez ma byt po dobu trvani experimentu konstantni.

Existuje velké mnozstvi mikrotitracnich desticek - pouzity typ desticky je podiizen
aplikaci. Samotny software umoznuje nastaveni typu desticky (pocet jamek, tvar jamek,

atd.).

Nastaveni pristroje a méreni fluorescence

Software Gen5’™ pracuje s pojmy ” Protokol” a ” Ezperiment”, které je mozné ulozit pro
dalsi vyuziti. Pojem protokol muzeme vnimat jako jakysi templat pro celé méreni. Pomoci
intuitivniho klikaciho prostifedi je mozné navolit jednotlivé kroky v pevné daném poradi
pro celou métici proceduru. Pokud je protokol ulozen, tak je mozné provést shodné méreni
pro vice vzorku, coz muze zefektivnit a zkratit praci. Druhy pojem, experiment, je samotny

zaznam meéreni véetné namérenych hodnot.
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| Task Manager

[, - 7=
“ Read Now !_] Mew...

E._; Experiments !g Existing protocal...

Recent

E Protocols 03112013.0rt
BSA1-8.prt

R Setup 15!1317-zn.prt
Isilz®-12.prt

. lsila1-4.prt
@ Help Isila5-8.prt
Isia21-24.prt

Take3 Application:

Mucleic Acid Quantification
Protein A2B0

Exit Gens

Obrazek A3 - Obrazek dialogového okna ihned po spusténi programu. V nabidce lze

naleznout jiz ulozené protokoly, popiipadé je mozné vytvorit si novy protokol.

Samotny piistroj Synergy MX umozinuje méteni absorbance, luminiscence, fluorescence
a sledovani kinetik chemickych reakci s parametry obdobnymi jako u jinych komerénich
piistroju. V této praci vyuzivame primarné méreni fluorescencénich emisnich spekter, a

proto se budeme blize zabyvat nastavenim parametru fluorescenénich méfeni.
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File Plate Protocol Take3 Window System  Help

BH. dHER. Oicld | &

File J Procedure - Synergy Mx (ComS5) &=
[
& ] Protocol® Select steps Plate Type: (98 weLL pLATE -
-/} Procedure - —
] Actions B 7] Cuvette

&H Plate Layout
Read

[& Data Reduction Select wells: @ per step O At runtime
[ Report / Export Builders oes leenpo s
o B2 Platel Shake Description Comments ‘

Dispense
&% Audit Trail G Read Step -_
Start Kinetic
Septabek il G

Monitor Well
Payse Detection Method: Jv] A [ClTime resoived st
Delay

Plate Out/In Read Type: Endpoint ~| B

Process Mode
Well Mode Wavelengths
Plate Mode &1 Oz ez : - -
i ' ' '

F— Exditation: 485 200 - D
Options Emission: 5% |20,0 '|
Gain: 100 F

Fitorescence

Options. .,
Wavelength Spitching per Wel
F Read Height: 500 mm

5TM,

Obrazek A4 - Okno programu Gen

A - rolovaci okno pro vybér spektralntho méteni.

Detection Method:

Absorbance
Readiypes Fuoreseence |

B - nastaveni sniméni spektra (zavislost intenzity fluorescen¢éniho signalu na vlnové
délce) nebo méteni fluorescence v pevnych bodech. Pro méteni v pevnych bodech je mozné

nastavit az 6 ruznych vlnovych délek.

Detection Method:
Absorbanice
Reedipe: Fuorescence |
Wavelengths
1 2 3 B4 3 @5
380 - 390 - 390 - 390 - 390 : 250 -
3@0
410
450
40

Lz
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C - rychlost méfeni. Nastaveni sweep odpovida rychlosti snimani 1 zablesku na jednu
jamku. Druhou moznosti nastaveni je normal, kde pomoci polozky edit je mozné nastavit

pocet zableski na jednu jamku.

D - nastaveni vlnové délky excitace a emise véetné sitky spektralnitho pasu uvedené
v nanometrech. Sitka spektralniho pasu je omezena jen na hodnoty v nabidce, kterd je

uvedena na nésledujicim obrazku.

Wavelengths.
@1 oz

Exdtation: 435|200 -
Emissian: 528 | 20,0

9,0
Optics Position: | Top 13,5

17,0
Gain: 100 B

[ ] wavelength Switching per Well

E - pozice optiky béhem méteni (nahoie nebo dole).
F - nastaveni elektronické odezvy pfistroje neboli gainu (hodnoty jsou v rozmezi
0 - 25 - 255). Jednd se o parametr fotodiody.

G - nastaveni snimané oblasti (celd desticka nebo vybrana oblast).

Current selection: Al HE

7 8 2 10 " 12 Select All

Clear All

[oc | [ cncl | [ teb
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Vliv nastaveni parametru ”gain”na meéreni

Piistroj samotny umoziuje nastavit parametr ”gain” automaticky (scale to high wells-
podle maximalni hodnoty intenzity ze snimané oblasti, scale to low wells - nastaveni
parametru ”gain” podle nejnizsi hodnoty intenzity z jamek) a nebo, jako pevnou hodnotu

v uvedeném rozmezi.

Pomoci jednoduchého zhaseciho experimentu jsme prostudovali vliv tohoto parametru
na méteni. Jako fluorofor byl pouzit N-acetyltryptofanamid (750 pM zasobni roztok
v TRIS pufru o koncentraci 20 mM a pH 7,4) a zhésedlem byl 100 mM akrylamid
rozpustény ve vodé. Vlnova délka excitace byla 298 nm a emise bylo sniména na vl-
nové délce
350 nm. Nastaveni excitac¢nich i emisnich stérbin bylo shodné, a to 9,0 nm a data byla
snimana rychlosti 30 zableski na jamku. Vysledky tohoto experimentu prezentujeme na

obrazku.

B automaticky gain
1,0 [ ] ® gain=50

T T T T T T T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

koncentrace zhasedla ( mol.dm'S)

Obréazek A5 - Graf zhdsen{ fluoresceinu akrylamidem. Cernou barvou je zde zobrazen
vysledek naméfeny pro automatickuté nastaveni parametru ”gain” (véetné automatického
skalovani - autoscale). Cervené je zobrazen vysledek pro nastaveni pevné hodnoty gainu.
Tato pevné nastavend hodnota byla 50. Jako fluorofor byl pouzity roztok NATA (10 pl,
koncentrace 750 uM zasobni roztok), pufr Tris (200 pl, pH 7,4 a koncentrace byla 20 mM).
Bylo 10x pfiddno po 5 pl akrylamidu (100 mM zdsobni roztok). Ziskané hodnoty byly
opraveny vzhledem k tedéni roztoku. Proces urceni korekce a zohlednéni fedéni roztoku

fluoroforu je uvedeno dale.
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2,0

T
0,00 0,02 0,04 0,06

koncentrace zhasedla ( moIAdm's)

Obrazek A6 - Stern-Volmeruv graf zhaseni NATA akrylamidem pro automatické

nastaveni gainu. Regresni rovnice mé tvar y=23,05z+0,9/ a parametr stability R? = 0, 98.

2,0 1

T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06

koncentrace zhasedla ( mol.dm'S)

Obrazek A7 - Stern-Volmeruv graf zhaseni fluoresceinu akrylamidem pro gain=>50.

Regresni rovnice ma tvar y=22,73-0,95 a parametr stability R? = 0, 98.

Jak je v obou pripadech jasné, trendy si vzajemné odpovidaji. Parametr stability pro
oba fity je shodny. I kdyz automatické nastaveni gainu umoznuje zaznamenat vzdy op-
timalni aroven signalu, je pro nase aplikace nevhodné, protoze neni presné urcené hodnota
parametru ”gain”. Pro dalsi experimenty budeme udrzovat nastaveni gainu na pevnou

hodnotu, abychom zajistili opakovatelnost méteni.
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Poznamka A1l: Béhem seznamovani s pfistrojem bylo zjisténo, Ze neni snadné po-
rovnavat data, kterd byla obdrzena pro ruzna nastaveni parametru ”gainu”. Hodnoty
vysledné intenzity jsou obecné exponencialné zavislé na nastaveni parametru ”gain”, coz
jsme prokézali i experimentalné. Exaktni vyjadreni zavislosti intenzity a nastaveni pa-
rametru ”gain”neni vyrobcem ani dodavatelem v manudlu uvedeno. Vzhledem k proble-
matickému porovnavani hodnot ziskanych pfi ruznych nastavenich parametru ”gain” byl
kontaktovan dodavatel pristroje, od néhoz toho jsme ziskali vzorec, s jehoz pomoci jsme
schopni hodnoty intenzit a parametru ” gain” ptepocist. Vzorce pro prepocet téchto hodnot

jsou:

C

D=8 (Z)m , (13.1)

kde D je namétend hodnota pii druhém nastaveni paremetru ”gain”, C je druhé nastavend

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

Pro pripad, kdy chceme znat hodnotu parametru ”gain”, kterd je neznama, ale mame

k dispozici namétena data, slouzi néasledujici vztah:

C:Aexp{m;#}, (13.2)

kde C je druha nastavena hodnota parametru ”gain”, D je naméfend hodnota pti druhém
nastaveni paremetru ”"gain”, A je puvodni hodnota parametru ”gain”a B jsou puvodni

namérena data.

Dalsi zajimavou zavislosti je chovani poméru signdl/sum v zavislosti na nastaveni
parametru ”gain”. Pro odhaleni tohoto vztahu jsme vyuzili Ramanova rozptylu vody.
Meétili jsme emisni spektra v rozmezi 300 - 600 nm, pricemz vlnova délka excitace byla
350 nm. Ramanuv rozptylovy pik by mél byt pozorovan okolo 397 nm. Ve spektru jsme
vymezili oblast Sumu 590-600 nm a oblast signalu 390-400 nm. Namétené hodnoty byly

v téchto intervalech zprumérovany.
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60 n
50
40+
30

20

Pomeér signal/Sum

0 [}

A B C D E

nastaveni parametru "gain"

Obrazek A8 - Graf zavislosti poméru signdl/Sum na nastaveni parametru ”gain”.
Body oznacujici nastaveni parametru ”gain”: A-fixni gain=150, B-fixni gain=75, C-fixni
gain=50, D-automaticky gain pro maximalni hodnotu a vinovou délku 397 nm, E-automaticky
gain pro maximalni hodnotu a vlnovou délku 350 nm. Rychlost méteni byla jeden zablesk

na jednu jamku.

Jak je ztejmé z grafu A8, tak pomér signal/Ssum roste spolu s rostouci hodnotou pa-
rametru ”gain”. Automatické nastaveni pro vinovou délku 350 nm (Rayleigho rozptyl)
umoznuje dosdhnout optimalniho nastaveni pomeéru signéal/Sum, ale jak jsme uvedli diive,

tak toto nastaveni neni vhodné pro zkoumaéani zhaseni fluorescence.

Vliv rychlosti méfeni na pomér signal /Sum

Posledni vyznamnou oblasti, které jsme se blize vénovali, bylo sledovani poméru signal /Sum
vzhledem k poctu zablesku na jednotlivé sledované jamky. Zdrojem svétla je v tomto
pripadé xenonova vybojka s opakovaci frekvenci 50 Hz a sitkou pulzu 20 ups. V piipadé
sniméni spektra je maximdlni rychlost nacitani spektra 2300 nm/min. VyuzZijeme experi-
mentu z predchozi ¢dsti (Ramanuv rozptyl). Oblast signdlu uvazujeme jako 390-400 nm

a oblast Sumu nalezi konci sledovaného spektra, a to 590-600 nm.
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Obrazek A9 - Graf zavislosti poméru signdl/Ssum na parametru ”gainu”pro ruzné
nastaveni rychlosti snimani. Oznaceni rychlost 10 znamenad, ze signal z jedné jamky je

urcen pomoci 10 zableski. Analogicky jsou oznaceny i dalsi rychlosti.

dem k intenzité fluoroforu), stejné jako co nejvyssi nastaveni rychlosti. Vzhledem k tomu,
ze méteni pti rychlosti snimani 100 zablesku na jamku je zdlouhavé, bereme jako optimalni

rychlost 30 zdblesku na jamku.

Urceni korekénich koeficientu pri redéni roztoku

Béhem experimentalni ¢asti jsme zjistili, ze opomijime dalsi parametr - zménu objemu
pri titraci. Pozdéji se ukézalo, ze tento parametr budeme muset zohlednit pomoci emipi-
rickych koeficientu korekce. K zjisténi téchto korekénich koeficientu jsme vyuzili nasledu-
jictho experimentu. V Sestnacti jamkach byl roztok 1 ul fluoroforu NATA (750 uM roztok)
a 49 pl pufru Tris (20 mM, pH 7.4). K tomuto roztoku jsme celkem 10-kréat pridali 5 pl
uvedeného pufru. Na konci méfeni byl tedy puvodni roztok (50 pl) dvakrat ziedény (100
ul). Vinova délka excitace byla 298 nm, vinova délka emise byla 350 mM, stérbiny byly 9,0
a 9,0. Parametr "gain” byl nastaven na fixni hodnotu 100. Pozice optiky byla nastavena

na snimani zdola a rychlost byla 30 zablesku na jamku.
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Obrazek A10 - Zavislost intenzity fluorescence na objemu roztoku. Fluoroforem byl
roztok NATA (750 uM roztok) a 49 pl pufru Tris (20 mM, pH 7,4).

Idealné by zavislost intenzity na objemu méla byt konstantni. Jak je ziejmé, tak
nami urc¢ena zavislost konstantni neni, dokonce neni ani linedrni. Data jsme fitovali poly-
nomialnim trendem. Vysledné regresni rovnice byla komplikovand, proto jsme naméfend
data rozdeélili do dvou skupin a na kazdou skupinu aplikujeme linedrni regresi. Obdrzena

data prezentujeme nize.
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Obrazek A11 - Graf linearni regrese pro prvni skupinu dat. Objem roztoku v jamkach
byl v rozmezi 50-60 pl. Regresni rovnice ma tvar y=-0,369x+0,022 a koeficient stability
byl R? = 0,999.
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Obrazek A12 - Graf linearni regrese pro druhou skupinu dat. Objem roztoku

v jamkéch byl v rozmezi 65-100 ul. Regresni rovnice ma tvar y=1,292x+0,005 a koeficient
stability byl R? = 0, 942.

Je ztejmé, ze dané trendy jsou linearni. I kdyz jsme provedli regresi, neni snadné urcit,

jaké déje béhem toho méteni probihaji.
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Obrazek A13 - Graf zavislosti korekénich koeficienti na objemu roztoku.
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Obrazek A14 - Graf zavislosti intenzity fluorescence na objemu roztoku po korekeci

na redéni pomoci empirickych koeficientu.

Vysledkem korekce je konstantni zavislost intenzity fluorescence na objemu roztoku.
V tomto konkrétnim piipadé korekce piinasi hned nékolik pozitiv. Jedna se ale o idealizaci
realného problému. Jiné pripady mohou vyzadovat specifické korekce, které je potieba
urcit. Dale jsme zjistili, Ze nastaveni parametru ”gain” také ovliviuje koeficienty korekce.
Provedli jsem urceni koeficientu pro dvé nastaveni parametru ”gain”. Tyto koeficienty

véetné odchylek a relativnich chyb méteni jsou uvedené v nasledujici tabulce.



objem prumérnd | smérodatnd | relativni | koeficient | prumeérna | smérodatnd | relativni | 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 korekénich koeficientu pro dvé ruzna nastaveni parametru ”gain”. Tabulka obsahuje také

prumérné hodnoty intenzity fluorescence véetné smérodatnych odchylek a relativnich chyb méfeni.

VHNLVHHLI'T

08



