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Abstrakt

Prace se zabyva optickym méfenim vlastnosti latek s vyuzitim absorpéni a
fluorescencni spektroskopie. Je zde vysvétlen princip fluorescence, ktery ma ptfimou
souvislost s méfenim spektralnich charakteristik tzv. napétové-citlivych barviv
(konkrétné di-4-ANEPPS). Toto barvivo se pouziva pro bezkontaktni (optické)
snimani elektrické aktivity organismu, pfi¢emz se vyuziva jeho napétové zavislého
spektralniho posunu po navazani na bunéénou membranu. Spravna aplikace tohoto
fluorescenéniho barviva je vSak zavisla na mnoha faktorech — jednim z nich je zde
diskutovana a proméiena spektralni zavislost na bezprostiednim okoli pouzitého

fluorescencéniho barviva di-4-ANEPPS.
Kli¢ova slova

Fluorescence, napétové citliva barviva, spektralni charakteristiky,

spektrofotometr, spektrofluorimetr, bunéény potencial, di-4-ANEPPS

Abstract

This bachelor thesis deals with optical measurement of substances properties
in practical service of absorption and fluorescent spectroscopy. The work specifies
the principle of fluorescence, which has direct association with spectral
characteristics measurement of so-called voltage-sensitive dyes (in this instance
di-4-ANEPPS). This dye is used for contactless (optical) imaging of organisms
electric activity in practical service of its voltage dependent spectral shift after
binding itself on cell membrane. However, the right application of this fluorescent
dye is dependent on too many factors — one of them, discussed and measured in this
work, is di-4-ANEPPS spectral dependency on its immediate environment.

Keywords

Fluorescence, voltage  sensitive  dyes, spectral  characteristics,
spectrophotometer, spectrofluorimeter, cell potencial, di-4-ANEPPS
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1. UVOD

Prace se zabyvd méfenim spektralnich charakteristik fluorescenéniho
napétove citlivého barviva oznacovaného jako di-4-ANEPPS. Toto fluorescencni
barvivo se pouziva pro bezkontaktni méfeni ak¢nich potencidli vznikajicich napftic
bunécnych membran. Jeho specificka vlastnost — napetoveé zavisly spektralni posun —
se projevuje pouze pii spravném navazani do bunééné membrany.

Princip méfeni elektrické aktivity organismu spociva v osviceni barviva
specifickou vlnovou délkou, pfi které dochdzi k jeho nejefektivnéjsi excitaci a
nasledném snimani emitovaného svétla, které je rozdilné od pouzitého budiciho
svétla. Prfi takovémto meéfeni je nutné presn¢ znat spektralni charakteristiky
pouzitého barviva, které jsou navic zavislé na okolnim prostfedi. Je potfeba védét
vlnovou délku svétla pro spravnou excitaci barviva a spravnou emisni vinovou délku
pii které dochazi ke zminované fluorescenci.

Mechanismus fluorescencnich tzv. napétové citlivych barviv umoziuje
registrovat napétové zmény v bunéénych membranéch, jelikoz tato barviva vykazuji
v pritomnosti elektrického potencidlu spektralni posun v emitovaném zateni. Pokud
tedy pro snimani pouzivame urcity opticky filtr propoustéjici uzkou oblast vinovych
délek obsazenych ve fluorescencnim spektru daného barviva, ragistrujeme pii zméné
ak¢nich potencialii zménu intenzity vyzafovaného svétla.

Cilem bylo proméfit spektralni charaktersitiky vySe zminéného
fluorescenéniho barviva, ovéfit jejich tvar a pribéh v riznych prostredich za pouZiti
spektrofluorimetru, diskutovat ziskané vysledky a zpracovat metodologii takovéhoto
meéfeni.

Spektrofluorimetrickému méteni predchézelo vlastni méfeni ulohy na
absorpénim spektrofotometru, kde bylo cilem ovéfit platnost Lambert-Beerova
zakona pii méfeni molarni koncentrace latky obsazené v rozpoustédle a zpracovani

metodologie spektrofotometrického méteni.
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2. FLUORESCENCE

Fluorescenci jako fyzikalni jev fadime mezi tzv. luminiscenéni jevy (Obrazek
1), které jsou charakteristické emisi zafreni z dané latky. Latky schopné fluorescence
nazyvame fluorofory. Obecné se jedna o latky schopné emitovat elektromagnetické
zateni prevazné z oblasti viditelného spektra. Tato emise zafeni nastava jako odezva
na dodani urc¢itého mnozstvi energie, kterou je schopny dany fluorofor absorbovat a
poté postupné Cast prijaté energie vyzarovat po urcity ¢asovy usek do svého okoli.
Tento Cas, po ktery dany fluorofor emituje zafeni do svého okoli nazyvame jako
delka dohasinani fluoroforu.

Absorbci urcitého kvanta zafeni, které nese ur€ité mnozstvi energie, se dany
fluorofor dostane do tzv. excitovaného stavu — stavu o vys$si energii nez je jeho
zékladni (klidovd) energie. Obecné znazoriiujeme tyto piechody v tzv. Jablonského
energetickém diagramu, ktery zobrazuje jednotlivé energetické hladiny a ptfechody
mezi nimy. Po excitaci se snazi dany fluorofor dostat zpét z vys$Sich obsazenych
energetickych hladin do rovnovazného stavu, pficemz se tak miize dit dvéma
zpusoby — zafivymi a nezadfivymi prechody. Zafivymi prechody dochazi béhem
deexcitace k emisi svételného kvanta do okoli a tim obecné pozorujeme luminiscenci
mezi kterou patii kromé jiz zminéné fluorescence také zpozdéna fluorescence a
fosforescence. Mezi nezativé prechody spadaji jevy jako pfeména enrgie na teplo,
vnitini a mezisystémova konverze a dalsi.

V dalsich podkapitolach jsou jednak podrobnéji popsany jednotlivé jevy
zminéné v predeslich dvou odstavcich a rovnéZ jsou uvedeny dalsi zvlaStnosti a

zakonitosti fluorescenc¢nich molekul. Podrobnéjsi pojednani Ize najit napt. v (1), (2).

Luminiscence

Fotoluminiscence Chemiluminiscence Termoluminiscence

Fluorescence Fosforescence

Obrazek 1 Schématické rozdéleni luminiscence
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Fluorescence se nejCastéji vyskytuje u aromatickych molekul. Né&které

typické fluorescencni latky (fluorofory) jsou ukazany na obrazku nize (Obrazek 2) .

P |
HOml S o7 HENW«T/OHMNH
CH3D.KTQ¥ - PPN K P )
LA JOC TN c00H
I HO 2, O..-'“x M‘"O 5 ||j 2R3
L

Obrazek 2 Struktury typickych fluoroforti — chinin, fluorescein, rhodamin

H #C0H

Jeden velice rozsifeny fluorofor obsazeny ve znadmém ndpoji ,,Tonic water* je
chinin. Jestlize vystavime sklenici tonicu sluneénimu zafeni, muzeme s velkou
pravdépodobnosti pozorovat na povrchu slabé modré zareni. Toto zafeni je nejvice
viditelné, jestlize pozorujeme sklenici s napojem v pravém thlu vzhledem ke sméru
slune€nich paprski a pokud pouzZijeme méné polarni rozpouStédlo — naptiklad do
napoje pifiddme alkohol. Chinin obsaZeny v napoji je excitovan ultrafialovym
zafenim obsazenym ve slune¢nim svétle. Pfi navratu do zakladniho stavu emituje
modré zafeni s vinovou délkou piiblizné¢ 450 nm. Prvni kdo provedl a zaznamenal
takovéto pozorovani fluorescence byl vroce 1845 Sir John Frederick William
Herschel. Do dneSnich dnii zlstava fluorescence chininu jako jedna z nejvice
pouzivanych ukazek fluorescence. (1)

Mezi dalsi bézné¢ znamé fluorofory patii naptiklad fluorescein nebo
rhodamin, jejichz stopy miiZzeme nalézt v protimrznoucich smésich, které mohou za

podobnych podminek vykazovat slabé zelen€, poptipad€ oranzovo-Cervené zareni.

2.1 DEFINICE FLUORESCENCE
Jak jiz bylo uvedeno vyse, fluorescence spada spolu s fosforescenci mezi
luminiscen¢ni jevy, které jsou nejcastéji zplsobeny elektromagnetickym zéatfenim

Z oblasti viditelného, poptipad¢ ultrafialového svétla. Co vsak tyto dva podobné jevy
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jeden od druhého odliSuje je jednak zplsob jakym tyto jevy nastavaji a dalé tzv.
délka dohasinéni.

Pro zndzornéni jednotlivych pochodu, které nastavaji vyuzijeme Jablonského
energeticky diagram (Obrazek 3), SvyznaCenymi energetickymi hladinami a
ptechody, které se béhem procesu objevuji. Jablonského diagram je casto pouzivan
jako vychozi bod pfi diskuzi absorpce a emise zafeni. Existuje v nékolika formach
pro rizna zobrazeni molekuldrnich pochodt, které mohou nastat pii jejich excitaci.
Tyto schématické diagramy nesou jméno po prof. Alexandru Jablonském, ktery je

povazovan za otce fluorescencni spektroskopie.

S, .
]
\ Vnitini
]
! konverze Mezisystémova
s ! 4 ! konverze
1 vilvw
T,
Absorpce
Fluorescence Fosforescence
2 A\ 4 \ 4
So 1

Obrazek 3 Jablonského diagram znazoriujici energetické hladiny a energetické

piechody molekuly

Jednotlivé singletni stavy jsou znazornény pomoci symbli Sp, S;, S».

V kazdém z téchto elektronovych energetickych hladin miize dale fluorofor existovat

Vv jednotlivych vibrac¢nich hladindch oznacenych ¢&isly 0,1,2. V tomto schématu jsou
znazornény pouze zékladni interakce.

Po absorpci zafeni nasleduje n€kolik procest. Fluorofor je obvykle excitovan

do nékteré z vysSich vibra¢nich hladin stavu S; nebo S,. AZ na drobné vyjimky

stavu S;. Tento prechod je nazyvan vnitini konverzi a nastava béhem 107 s. Jeliko

doba dohasinani fluorescence trva fadové 107 s, vnitini konverze, ktera probéhne asi
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10000x rychleji, je obecné dokoncena jesté¢ pred emisi. Z tohoto diivodu nastdva
fluorescence nejéastéji z nejnizsi energetické vibraéni hladiny stavu S;.

Névrat do zakladniho stavu obvykle nastdva na nékterou z vysSich vibraénich
hladin zékladniho stavu Sp, ktery béhem 10% s pifechazi na rovnovazny stav.
Fluorescence je tedy spinové dovoleny zatfivy piechod, obvykle z rovnovazné
vibra¢ni hladiny stavu S; do nékteré z vibracnich hladin zakladniho stavu S.

Excitované molekuly ve stavu S; se mohou také dostat diky spinové konverzi
do prvniho tripletniho stavu T;. Emise ze stavu T; se oznacuje jako fosforescence a
vzhledem Kk fluorescenci je posunuta do vysSich vinovych délek (nizSich energii).
Konverze ze stavu S; do stavu T; se nazyva mezisystémova konverze. Jelikoz je ale
piechod z T; do zakladniho rovnovazného stavu zakazany, je ptechod z tohoto stavu

o nékolik fadi pomalejsi nez u fluorescence. (1)

2.2 DELKA DOHASINANI FLUORESCENCE

Proces, béhem kterého dochdzi k excitaci molekuly vlivem dodani energie a
nasledné deexcitaci trvad urcitou dobu. Tento cas, ktery je vymezeny excitaci
molekuly a jejim navratem do rovnovazného stavu se nazyva délka dohasinéni
fluorescence t a pohybuje se fadové kolem 10 ns. Fluorescen¢ni emise je nahodny
proces a pouze nékolik malo molekul emituje fotony piesné po dobu t = t. Doba
dohasinani je definovana jako prumérny ¢as molekuly straveny v excitovaném stavu
az do navratu do rovnovazného stavu. Pfi jednoduchém exponencidlnim rozlozeni je
63% fotoni vyzafenych pied Casem t =t a 37% fotonu v Case t > 1. (2)

Pii fosforescenci je doba dohasinani delsi nez 10 ns a lze ji obvykle pozorovat
1 po ukonc¢eni buzeni narozdil od fluorescence, pii které emise zatreni prakticky ihned

mizi s ukonéenim buzeni.

2.3 SPEKTRALNIi CHARAKTERISTIKY

Kazda fluorescenc¢ni latka je charakterizovana excitatnim a emisnim pasem
(Graf 1). Excitaéni pas je rozsah vinovych délek, pii kterych dochazi vlivem dodani

energie Kk excitaci molekuly. Vlnova délka, pii které dochazi k nejefektivnéjsi
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excitaci molekuly, charakterizuje tzv. maximum excitacniho pasu. Pfi pouziti této

vlnové délky k excitaci dochazi k nejintenzivnéjsi fluorescenci.

Spektrum fluorescence je charakterizovano emisnim pasem s maximem,
kterému odpovida urcitd vlnova délka, pii které pozorujeme nejintenzivnéjsi
fluorescenci. Vzdalenost téchto maxim se nazyva Stokesiiv posuv. Tento rozdil mezi
energii absorbovaného a emitovaného zafeni je zpusoben energetickymi ztratami,
které se projevuji béhem excitace fluorescencni molekuly. Z tohoto divodu je vinova

délka emitovaného svétla vyssi nez pouzita délka budiciho svétla.

Dalsi vlastnosti je nezavislost relativniho tvaru emisniho spektra na pouzité
excitaéni vlnové délce. Pokud pro excitaci molekuly pouzijeme vinovou délku
odopovidajici maximu excita¢niho pasu, dosahneme pii fluorescenci nejvyssi mozné
intenzity. Pii zméné excitacni vinové délky dostaneme stejné emisni spektrum, které
se bude liSit pouze vyzafovanou intenzitou. Proto je vzdy nejvyhodnéjsi pouzit
k excitaci vlnovou délku odpovidajici maximu excitaéniho pasu a fluorescenci

registrovat na vinové délce odpovidajici maximu v emisnim pasu.

absorpce emise

100% |
80% N\

60% // \
40% \
20% \

| N

300 350 400 450 [nm] 500

Relativni intenzita

Graf 1 Excitacné emisni spektrum chininu
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2.4 ZAKLADNI ZAKONITOSTI FLUORESCENCE

Fluorescence vykazuje n€kolik charakteristickych ryst. Vyjimky jsou mozné,
nicméné¢ pokud néktery z charakteristickych ryst zminénych v dalSich
podkapitolach chybi, lze usuzovat, ze dany fluorofor bude mit néjaké specialni
vlastnosti popfipadé chovani. (1)

2.4.1 Stokesuv posuv

Z Jablonského energetického diagramu (Obrazek 3) je ziejmé, ze energie
vyzatena pii emisi je typicky mensSi nez energie pohlcend pii absorpci. Tento jev je
zpusoben tim, Ze emise zafeni nastava z nizSich energetickych hladin, nez z téch, na
které byla latka vybuzena. S tim souvisi jev, Ze fluorescenci pozorujeme na vyssich
vlnovych délkach nez kterymi byl fluorofor excitovan. Rozdilu v energiich mezi
maximy absorpcniho a emisniho pasu se fika Stokestiv posuv. Tento jev poprvé
pozoroval Sir G. G. Stokes v roce 1852.

Energetické ztrdty mezi excitaci a emisi jsou vSeobecné pozorovatlené u
vsech roztoki fluorescencnich molekul. Jedna z pfi¢in Stokesova posuvu je velmi
rychly zanik vysSich energetickych vibra¢nich hladin a jejich pfechod na nejnizsi
vibra¢ni hladinu stavu S;. Jako dalsi pfi¢inu lze uvést prechod ze stavu S; na
nékterou z vysSSich vibrac¢nich hladin zdkladniho stavu Sp. Oba zminéné piechody

vedou ke ztraté excitacni energie.
2.4.2 Nezavislost emisnich spekter na excita¢ni vinové délce

Dalsi z charakteristickych rysii fluorescence je nezavislost fluorescencniho
emisniho spektra na pouzité vinové délce budiciho zafeni. Tato dllezitad zakonitost se
oznacuje jako tzv. Kashovo pravidlo. Okamzité po excitaci fluoroforu do vySich
elektronovych a vibracnich hladin se piebyte¢nd energie rozptyly a fluorofor se
emisni spektra az na vyjimky nezavisla na excitacni vinové délce (energii). (1)

Relativni tvar emisniho spektra zlistane zachovan pii pouziti libovolné
excitacni vlnové délky, ktera spada do absorpcniho pasu daného fluoroforu. Jediné
co se bude se zménou excitacni frekvence meénit je relativn intenzita fluoroforu.

Pokud pouzijeme vlnovou délku spadajici do absorpéniho maxima, obdrzime
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nejintenzivngj$i fluorescenci, jejiz spektrum bude sloZzeno zvlnovych délek
spadajicich do emisniho spektra daného fluoroforu.

Pti ozafeni fluoroforu jinou vlnovou délkou nez odpovidajici maximu
absorpcniho pasu bude intenzita fluorescence vzhledem k predeslé nizsi, ale jeji
spektrum bude obsahovat stejné vinové délky jako v piedeslém piipad€. Popsany jev

je zobrazen na nasledujicim Obrazek 4.

U 4 | nejefektivngjsi
g excitacni
2 vlnova délka AN
) HEAY
S) / \
= Il \ nejintenzivngjsi
S / \ fluorescenéni
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= !
= !
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[3) /
o /
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/
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I~ ~ -— - s .
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—
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Obrazek 4 Zavislost tvaru emisniho spektra na vinové délce excitace
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2.4.3 Zakon zrcadlové symetrie mezi absorpénim a emisnim spektrem

Tato zakonitost se projevuje u velkého mnozstvi fluorescen¢nich molekul. Na
obrazku dole (Obrazek 5) osa symetrie obou pasti protina osu energii pravé v bodg,
odpovidajici kvantu energie, které odpovida &ist& elektronovému ptechodu Ee - Ee’.
Fotony h.fa a h.fr se stejnou relativni pravdépodobnosti absorpce nebo emise jsou
rozlozeny ve stejné vzdalenosti vlevo a vpravo od bodu odpovidajicimu cisté
elektronového prechodu. Tato vzdalenost neni vSak nic jiného nez piebytek vibracni
energie, ktery molekula ziskd pfi absorpci nebo emisi. VétSina molekul se nachazi
Vv rovnovazné vibracni hladiné E,, kterd odpovidd tepelné rovnovaze molekuly
s okolim. Zrcadlova symetrie je zpisobena tim, Ze absorpce 1 emise kvanta zafeni
Z odpovidajicich si vibra¢nich hladin zékladniho a excitovaného stavu maji stejnou
relativni pravdépodobnost. Maxima v absorpénim a emisnim pasu tedy odpovidaji
nejpravdépodobnéjsi hodnoté prirustku vibracni energie. Rozdilu v energiich mezi

maximy absorpéniho a emisniho pasu se fika Stokestv posuv. (2)

A _ Stokestiv posuv
< I >
o /
8 /
R= /
o ,
= /
= /
@ /
o /
/
/
e
™~ — - - o
400 500 600 700 [nm]
nerovnovaznd vibraéni hladina _ __________________
. 3
. S = I

Ee | !

i !

h.fa h.fe
hf | nerovnovézné vibracni hladina____§ __
| AE;
E, —1

E’

Obrazek 5 Zrcadlova symetrie a zmény vibracni energie pii absorpci a emisi
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25 KVANTOVY VYTEZEK FLUORESCENCE

Kvantovym vytézkem rozumime pomér poc¢tu emitovanych foton k poctu
absorbovanych fotonl. Latky s nejvétsim kvantovym vytézkem blizicim se Cislu 1
dosahuji nejzarivéjsi emise.

Pro demonstraci kvantového vytézku je nejlepsi pouzit zjednoduSeny
Jablonského diagram (Obrazek 6). V tomto diagramu jsou schvalné vynechany
relaxacni procesy vedouci do stavu S;. Misto toho jsou zde zobrazené procesy
zodpovédné za ndvrat do rovnovazného stavu Sp. Konkrétné nas zajimd mira

emisivity (I') a nezatrivych prechodt (k) daného fluoroforu.

A
S1 \ Relaxace (10 s)
S1

h.fa

r Kn
h.fr

So v v

Obrazek 6 Zjednoduseny Jablonského diagram

Kvantovy vytézek fluorescence je dan jako pomér poctu emitovanych fotona
K po¢tu absorbovanych. Oba procesy vyjadiené témito dvéma konstantami
,»vylidiluji“ excitované stavy. Kvantovy vytézek Q je tedy definovan jako:

r
T+k,

Q:

Kvantovy vytézek se mulze blizit ¢islu 1 pokud konstanta charakterizujici
miru nezafivych prechodii je mnohem mensi nez mira emisivity. Jinymi slovy plati-li
podminka:

k, < T

Uvedeny vztah pro kvantovy vytézek plati pfesn¢ pouze v ustdleném stavu.
Ve skute¢nosti fluorescence nejprve s ¢asem nartsta a pak postupné dohasind, proto
je potieba hodnotu kvantového vytézku definovat obecnéji. Podrobnéjsi matematicky

aparat lze nalézt v publikacich (1), (2).
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2.6 ZHASENIi FLUORESCENCE

V roztocich fluoroforti mize dochazet k fad¢ interakci, které mohou ovlivnit
intenzitu fluorescence. Pokud pomineme zdanlivé zhdSeni fluorescence, které vznika
trividlnim pochodem jako disledek optickych vlastnosti méfeného vzorku (napf.
neumeérnd absorbance, zakal, vysoky rozptyl svétla, apod.) pak zbyvaji dva zakladni
mechanismy zhaseni a to tzv. dynamicky a staticky.

K dynamickému zhaSeni fluorescence dochazi srazkovym mechanismem
s molekulou zhasedla, ktera musi ke fluoroforu difundovat béhem doby Zivota jeho
excitovaného stavu. Po stfetu obou molekul se fluorofor navraci nezativé do svého
zakladniho stavu.

Pti statickém zhasSeni se vytvaii nefluorescentni komplex. V obou ptipadech
vSak musi dojit k vzijemnému dotyku mezi molekulami. Na tomto zakladnim
pozadavku jsou zaloZeny i aplikace zhaseni fosforescence pro zjistovani toho, zda
jsou fluorofory pfistupné pro molekuly zhasedla. Ve viskoznim rozpoustédle je
difuzni rychlost mala a tudiz i zhaseni bude odpovidajicim zptisobem potlac¢eno. Ze
zhéaSeni fluorescence miizeme né€kdy obdrzet 1 informaci o lokalizaci fluoroforu ve
studovaném systému. Budeme-li pfedpokladat, ze fluorofor je navazéan k bilkoviné
nebo k bunécné membrang, ktera je pro zhasedlo nepropustna a fluorofor bude uvnitf
makromolekuly, pak muizeme vyloucit jak statické tak i1 dynamické zhaseni

fluorescence. (2)

2.7 VYUZITIi FLUORESCENCE

Emisni spektroskopie je velmi citlivou metodou pro ziskavani informaci o
nejriznéjsich strukturnich a dynamickych aspektech biologickych objekti. Diky
rozvoji novych svételnych zdroji, jako jsou lasery, a mnoha zlepSenimi v oblasti
generace 1 detekce velmi kratkych svételnych pulst spolu s pocitacovou analyzou
Casov¢é zavislych emisnich dat se stidle vice zvétSuje pole pouziti riznych
luminiscen¢nich metod ve vyzkumu tkani, jednotlivych bunék i biologickych

makromolekul.
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Velmi podstatnou Ulohu mé fluorescenéni spektroskopie pii studiu
konformaci a dynamismu biologickych systému. Pfitom se vyuziva tii zadkladnich
metodickych ptistupti:

Prvni spociva v zavislosti emisnich vlastnosti chromoforu (nebo piesnéji
fluoroforu) na jeho bezprostfednim okoli. Zmén emisnich spekter a kvantovych
vytézkli se uziva ke studiu polarnosti zajimavych mist v makromolekuldch a
k detekci konformac¢nich zmén, ke kterym mize dojit v disledku zménénych
podminek nebo pii interakei systému s malymi molekulami.

Druhy pfistup je zalozen na studiu pienosu elektronové excitacni energie
mezi molekulami donoru a akceptoru. Luminiscence umoziiuje ziskat informace o
vzdalenosti mezi témito molekulami, jakoz i o zménach, ke kterym dochazi, je-li
systém né¢jakym zptusobem ovliviiovan.

Treti aplikaci je vyuziti polarizované luminiscence pro urcovani velikosti,
tvaru a ohebnosti makromolekul v roztoku, stanoveni orientace a vyzkum pohybu

molekul a stupné usporadanosti v biologickych membranach. (2)
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3. NAPETOVE CITLIVA BARVIVA

Napétove citliva barviva slouzi primarné k prostorovému mapovani rozloZeni
napétového potencidlu spojeného s tkanémi, jednotlivymi bunikami nebo organely.
Pro tyto ucely bylo vyvinuto n€kolik univerzalné¢ pouzitelnych fluorescencnich
barviv mezi néz patii napiiklad di-5-ASP, di-4-ANEPPS, di-8-ANEPPS, TMRM
nebo TMRE.

Jednd se o fluorescencni sondy citlivé na elektricky potencial vznikajici
napii¢ biologickych membran jako duasledek nerovnovahy koncentrace ionth
Vv extracelularnim a intracelularnim prostoru. Tyto fluorescencni sondy jsou schopné
na zékladé meéniciho se potencidlu ménit svoje spektralni charakteristiky a tim
podavat optické informace o0 membranovém potencialu do svého okoli.

Jejich vyuziti spoc¢iva predevsim v registraci akénich potencialti vznikajicich
v srde¢nich buiikdch. Zpiisob registrace akénich potencialit srde¢nich bunék pfi
pouziti fluorescenc¢nich barviv spociva v optickém snimdni povrchu celého
autonomné tepajiciho srdce, které bylo pied vlastnim méfenim izolovano a poté
uméle udrzovano pii zivoté a vyzivovano pomoci fyziologického roztoku. Poté co je
srdce stabilizovano, prob&hne jeho napusténi vhodnym napétové citlivim barvivem.
Tim je po urcité¢ dobé srdce pfipraveno pro bezkontaktni optické snimani akénich
potenciall a jejich sméru $ifeni.

Klasicky zptsob snimani srdecnich akcnich potenciallit spociva v pouziti
mikroelektrod, které se umisti na konkrétni jedno misto / buitku. Timto métenim
vsak ziskdme pouze ak¢ni potencial jedné konkrétni bunky, poptipad¢€ za pouziti vice

elektrod ziskdme sumu ak¢nich potencial. Navic se jedna o kontaktni méfeni.

3.1 POZADAVKY

Na zakladé rychlosti Casové odezvy na zménu membranového potencidlu se
napétove citliva barviva déli do dvou hlavnich skupin — rychld a pomald. Pouze
rychlé fluorescencni sondy jsou vhodné pro zaznamenavani elektrofyziologickych
odezev, kvili jejich schopnosti sledovat v ¢asové oblasti jednotek mikrosekund

zmény akéniho membranového potencialu.
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Pii vyvoji napétové-citlivych barviv jsou na jejich vlastnosti kladeny tyto
pozadavky:

— Je nutné, aby barvivo obsahovalo chromofor, ktery je schopny pfi pfechodu
ze zakladniho klidového stavu do excitovaného stavu vyprodukovat co
nejvetsi pohyb volného néboje a tim zplsobit co nejveétsi meéfitelnou
spektralni zménu spojenou s vnéjSim elektrickycm polem.

— Schopnost barviva navazat se na bunéfnou membranu se soucasnym
pozadavkem na spravnou orientaci (kolmo na membranu — paralelné
s vné&jSim elektrickym polem).

— Schopnost barviva zlstat co nejdéle navazané na bunééné membrang.

— Minimalizovat u daného barviva tzv. photobleaching (proces vybélovani).

— Minimalizovat postrani efekty pouzitého barviva na organismus nejen pfi

pouziti svétla, ale i bez pouziti svétla. (3)

3.2 DI-4-ANNEPS

Skupina  ANEP (AminoNaphthylEthenylPyridinium) barviv vyvinutych
Leslie Loew patii mezi nejstalejsi a nejpouzivanéjsi fluorescencni sondy pouzivané
Kk detekci submilisekundovych zmén membranového potencialu. Primarni ucel tohoto
barviva je fluorescencni mapovani srde¢nich tkéni, kde vykazuje diky svému 1-
vysokému poméru signdlu k ruseni a 2-relativné vysoké zméné fluorescence ku
zmeéngé elektrického potencialu (~10%/100mV) znaény naskok oproti jinym napet'ove
citlivym fluorescen¢nim barviviim. Ukézalo se, Ze toto barvivo muze slouzit jako
velmi cenny prostiedek pro studium elektrofysiologie srde¢nich tkani. Je schopné
odhalit postupnou depolarizaci celé srdecni tkdn€ pti defibrilaci nebo pfi pfitomnosti
nejriznéjsich toxint.

Ukazalo se vSak také, Ze toto barvivo muize pii vystaveni vysoké intenzité
osvétleni nebo pii vysokych koncentracich pusobit toxicky na jednotlivé srde¢ni
buiky. Bylo zdokumentovéno, ze takovéto podminky (intenzita osvétleni,
koncentrace) vedou ke stavu trvalé hyper-kontrakce bunck, kde se zbytkovy
potencial ustdli na -30mV a dal$i depolarizace nenastavaji. Navic k podivu, zminéna

toxicita se projevuje jen v urcitych mistech srdecni tkan¢.
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Jelikoz toto barvivo vykazuje nepatrnou intenzitu fluorescence, je nutné
pouzivat velmi citlivé detektory k zaznamenani zmén v intenzité fluorescence. Zde
nastavad otdzka, jakd je nejefektivnéj$i kombinace barviva a svételné intenzity
Kk ziskani co nejvétsi zmény fluorescence béhem akénich potenciall, pii sou¢asném
vylouceni toxicity.

Dostupna literatura se v této otdzce znacné¢ rozchazi. Nékolik experimentt
bylo provedeno s riznymi intenzitami svétla a s riiznymi koncentracemi barviva.
Nicméné nebyla zde zjiSténa zZadna zavislost mezi témito dvéma faktory. Navic ne
vSechny pokusy byly aplikovany na srdec¢ni tkan€. Obecné existuje velice malo
publikaci zabyvajicich se timto problémem. To vSe navic ¢ini znaéné problémy pfii
experimentovani s t€émito barvivy — nejen Ze je potieba rozhodnout které¢ konkrétni
hodnoty (koncentrace, intenzita) jsou vhodné pro dany experiment a shromazdéni
dat, ale navic je potieba jesté urcit, které hodnoty jest¢ nebudou pro dané bunky

toxické. To vSe bere cenny Cas a penize a odrazuje od vétSich experimentd. (4)

Chemicky Molarni Absorpcni Emisni Extink¢ni
vzorec hmotnost maximum maximum koeficient
CasHasN20sS | 480,66 g/mol 497 nm 705 nm 42000 M*.cm™

Tabulka 1 Vlastnosti di-4-ANNEPS

3.2.1 Mechanismus

Tato barviva diky své struktufe (Obrazek 7) jsou mimotadné vhodna pro

méfeni zmén potencidlu na bunéénych membranach, tvorenych dvojitou vrstvou

fosfolipidi.
hydrofobni cast chromoformni ¢ast {-I)_
A . A =0
4 N N i
O
, f/ EN*
/N "
hydrofilni
_/_/:N gast

Obrazek 7 Struktura molekuly barviva di-4-ANEPPS
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Zakladni strukturni jednotkou bunééné membrany je dvojvrstva fosfolipidi,
ve které jsou jejich hydrofilni konce (tvofené zbytkem kyseliny fosfore¢né)
orientovany do vodného prostiedi v okoli buiiky a do cytoplazmy. Hydrofobni konce

tvofené mastnymi kyselinami jsou orientovany do stfedu lipidové dvojvrstvy

(Obrazek 8).

ECF
} hydrofilni ¢ast
hydrofobni ¢ést
fosfolipidy
ICF

Obrazek 8 Struktura bunééné membrany (fez)

Zhruba linearni struktura barviva obsahuje na jednom konci hydrofilni Cast,
kterou je schopné se vdzat na vngjsi stranu buné¢né membrany. Na druhém konci
naopak obsahuje lipofilni ¢ast, kterd zase umoziuje navadzani do vnitiku membrany.
Uvnitt struktury tohoto barviva pak je chromoforni ¢ast, u kterd pii excitaci dochazi
k velkému posuvu kladného naboje s atomu dusiku pies cely chromofor (tento
kladny naboj ma svij protéjsek na atomu kysliku - navenek je tedy molekula
neutralni) (Obrazek 9). Tento pfesun naboje je zpusoben vnitini elektronovou
reorganizaci pii zminéné excitaci barviva zafenim.

Co je ale nejdilezitéjsi je to, ze molekula barviva je véazana napiic¢
membranou (diky hydro-filnim/fobnim konctiim) (Obrazek 10) a tudiz paralelné s
vnitinim potencialem membrany a pfi excitaci se zminény kladny naboj pohybuje

rovnéz paralelné s potencidlem membrany.
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Obrazek 9 Presun kladného néboje béhem excitace
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Obrazek 10 Umisténi molekuly di-4-ANEPPS v bunééné membrané
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Potencial bunééné membrany zavisi na jejim stavu. Pfi polarizovaném stavu
(v klidu) je vnitfek membrany oproti vnéjSku negativni. Membranovy potencidl je
V tomto rovnovazném stavu udrzovan na hodnoté kolem -82mV. Vektor elektrického
pole uvnitf membrany v tomto stavu smétuje do vnitiku bunky. Pfi depolarizaci
membrany se vnitfek membrany stdva vzhledem k vnéjsku naopak kladny a dosahuje
napéti asi +15mV a vektor elektrické intenzity se v tomto stavu obraci a sméfuje
z vnitiku bunky do vnéjsiho prostredi.

V tomto ménicim se potencialu je paralelné¢ umisténa molekula barviva na niz
dochazi pravé k pohybu onoho kladného naboje. To mé za nasledek riizné hodnoty
energie, které jsou nutné k piekonani tohoto useku jak pii excitaci tak pfi emisi, kdy
se kladny naboj vraci zp¢t.

Z ptedeslého vyplyva, ze pokud se membrana, na kterou jsou navazany
molekuly barviva nachazi v polarizovaném stavu je pii excitaci barviva pfesun
kladného néboje souhlasny se smérem elektrického pole napii¢ membranou. To ma
za nasledek snizeni energetického rozdilu mezi zédkladnim a excitovanym stavem
molekuly barviva a tzv. RED SHIFT (posun k vys§im vinovym délkam s nizsi
energii) excitatniho a emisniho spektra. Pfi depolarizaci membréany je popsany jev

ptesné opacny a vysledkem je tzv. BLUE SHIFT (Obrazek 11).

=l
=l

o 0 e o o -82mV P P P P P +15mV

polarizovana membriana depolarizovana membrana

Obrazek 11 Polarizovana a depolarizovand membréana
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Pokud budeme zaznamenavat intenzitu fluorescence pomoci selektivniho
filtru, ktery propousti vinové délky z pravé c¢asti (RED WING) fluorescen¢niho
spektra, budeme pii zméné akéniho potencidlu registrovat pokles intenzity
fluorescence. Naopak pfi pouziti selektivniho filtru, propoustéjiciho vinové délky
z levé c¢asti fluorescencniho spektra, budeme registrovat zvySeni intenzity
fluorescence (Obrazek 12).

V idedlni ptipadé bychom méli pozorovat pouze spektralni posun bez
jakékoliv zmény tvaru nebo amplitudy spektra. Pro nejlepSi registraci zmén
fluorescence bychom m¢éli vybrat vinové délky z nejstrméjsi Casti spektra, kde je
zmeéna fluorescence nejvetsi.

Pokud méfime relativni zménu fluorescence AF/F, je vhodnéj$i méfit na
krajnich ¢astech spektra, kde hodnota jmenovatele je mala. Nejméné vhodné je méfit
AF/F v maximu spektra, jelikoz AF je zde minimalni a F maximalni. Tzn. ze v tomto

bod¢ bychom méfili s nejmensi citlivosti.

depolarizace . , polarizace
\ /

Obrazek 12 Napétove zavisly spektralni posun
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4. ABSORPCNI SPEKTROFOTOMETRIE

Absorpéni metody patii mezi nejuzivanéj§i metody molekularni optické
spektroskopie. Podle druhu sledovanych molekularnich piechodii rozliSujeme
elektronovou absorp¢ni spektroskopii, kterd vyuziva optické zafeni blizké
infracervené, viditelné nebo ultrafialové oblasti (A < 1 pum), a vibracni absorpéni
spektroskopii, spadajici do infracerven¢ho spektralniho oboru (obvykly interval A =
3 = 25 um). Informace stejné povahy, jaké jsou obsazeny v infracervenych

absorp¢nich spektrech, lze ziskat I ze spekter Ramanova rozptylu. (2)

4.1 MERENI ABSORPCNICH SPEKTER

Cilem absorp¢nich méfeni je stanoveni spektra absorbance dané¢ho vzorku.
Pfi absorpénim méfeni je ¢ast intenzity, ktera vstupuje do vzorku absorbovana a
zbytek intenzity v idealnim ptipadé projde a je zaznamenan jako vystupujici
intenzita (Obrazek 13).

Intenzita dopadajiciho zatreni ( w Intenzita vystupujiciho zafeni

»

LAbsorbované intenzitaJ

Obrazek 13 Absorpce vzorku

Nejjednodussi a zarovenl nejrozSifenéjsi metodou stanoveni absorpénich
spekter vzorku je méteni propustnosti T(A) definované jako pomér intenzity zaieni

vystupujiciho ze vzorku I,; ku intenzité Iy zafeni dopadajiciho:

lIyz

T(A) = I

Na vétsiné absorpénich spektrofotometri 1ze rovnéz pfimo métit hodnotu

absorbance A(L), coz je zaporn¢ vzaty dekadicky logaritmus z propustnosti T(A):
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A(A) = —logyo T(A) = logy, .

VZ

Grafickou zavislost mezi absorbanci A a transmitanci (propustnosti) T lze vidét na

nasledujicim grafu (Graf 2).

A =log,,(T?)
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Graf 2 Zavislost absorbance na transmitanci

Zavislost propustnosti ¢i absorbance na vinové délce (frekvenci) nazyvame
absorp¢ni spektrum. Absorp¢ni spektrum je tvofeno absorpcnimi pasy. Absorpcni
pas charakterizujeme polohou jeho maxima, propustnosti (nebo absorbanci) v
maximu a tvarem. Absorpéni spektrum slouzi k identifikaci slou€enin, zejména
organickych, s chromofornimi skupinami, apod.

Podrobnéji o postupu méteni a piikladu vyuziti absorpcni spektrofotometrie
se lze docist v pfiloze (P¥iloha 1), kde je uvedeny protokol zrealizovaného

spektrofotometrického méteni.
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5. ZAVER

Pted vlastnim spektrofluorimetrickym meéfenim spektralnich charakteristik
napétove-citlivych barviv na spektrofluorimetru, bylo nejprve nutné ziskat a osvojit
si zékladni znalosti pii méteni zadkladnich absorp¢énich spekter na spektrofotometru.

Pro tento ucel jsem navrhl laboratorni tlohu spocivajici v uréeni moléarnich
koncentraci roztoki malachitové zelen€, jejichz konkrétni hodnoty jsem piredem
pfipravil a poté vypocital z jednotlivych absorbanci vzorkli ziskanych z méfeni na
spektrofotometru. Jednalo se o Gilohu na ovéfeni platnosti Lambert-Beerova zakona.
Protokol ztohoto prvniho méfeni je uveden v Pfiloze 1 (Pfiloha 1). Pfipravené
koncentrace a ziskana data si vzajemné odpovidaly. Soucasti je i popsany postup pii
préaci a méteni pomoci spektrofotometru k této tloze.

Po ziskani zakladnich znalosti a principli tykajicich se méfeni
s fluorescenénimi barvivy, byla zmétena uloha, jejimZ cilem bylo jednak proméfit
absorp¢ni a fluorescencni spektra daného barviva a ovéfit zavislost téchto spekter na
pouzitém rozpoustédle a provést na toto téma diskuzi. Rozbor z provedeného méfeni
a pracovni postup takovéhoto méfeni pomoci spektrofluorimetru jsou uvedeny

Vv Ptiloze 2 (Ptiloha 2).
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PRILOHA 1
VYSOKE Nazev ulohy Meéfeni molarni koncentrace
UCENI | roztoku malachitové zelené
— / &y ;I-,Eég'NNéCKE pomoci spektrofotometru
@ o
Jméno Dusan Pavlik
ZADANI:

Proméite absorpéni spektrum malachitové zelené a naleznéte vlnovou délku
pfi niz dochéazi k maximalni absorpci monochromatického svétla.

Ptipravte pét riizné koncentrovanych roztokii malachitové zelené o pfedem
znamych molarnich koncentracich. Na téchto vzorcich provedte spektrofotometrické
méfeni a ze zméfenych absorbanci vypocitejte u jednotlivych roztoki jejich molarni
koncentrace.

Zpracujte a vyhodnote vysledky méfeni. Porovnejte molarni koncentrace

ziskané pomoci spektrofotometru s ptedem piipravenymi.

ROZBOR:

Pfi méfeni koncentrace nezndmého roztoku vyuzijeme platnost

Lambert-Beerova zakona:

10g1oTO = ecb,

kde I intenzita dopadajiciho zafeni,

I intenzita proslého zareni,

& molarni absorp¢ni koeficient,
C molarni koncentrace roztoku,
b délka svételné drahy v kyveté.

Dekadicky logaritmus z poméru dopadajiciho a proslého zafeni nazyvame

absorbanci:

|
A =logyo TO
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Z uvedeného vztahu vyplyva, ze absorbance je pfimo umérnd koncentraci
roztoku. Konstantou umeérnosti je zde soucin délky svételné drahy v kyveté a
molarniho absorpéniho koeficientu. Molarni absorpéni koeficient je specificky pro
kazdou latku a je zavisly na vlnové délce. Z tohoto vyplyva, ze méfeni absorbance je
potieba provadét pii urcité vinové délce. Tato délka by méla odpovidat hodnoté, pii
niz dochazi vroztoku Kk maximalni absorbci zafeni, aby se zvétSila piesnost
spektrofotmetrického méfeni. Danou vlnovou délku Amax zjistime proméfenim
absorp¢niho spektra roztoku.

Pti zjistovani molarnich koncentraci pfedem pfipravenych roztokli potom
budeme méfit absorpci pii této vinové délce. Rovnéz pii vypoctu koncentrace
pouzijeme molarni absorp¢ni koeficient odpovidajici danému vzorku a dané vinové
délce Amax.

Podstatné je, aby métfend latka nevykazovala fluorescenci a neovlivnila tak
méfeni a pFipravené roztoky nebyly koncentrovan&jsi nez fadové 107 mol/l, jelikoz

pti vyssich koncentracich dochazi k odchyleni od platnosti Lambert-Beerova zakona.

PRACOVNI POSTUP:

1. Piipravime si kyvety vhodné pro méieni v oblasti viditelného spektra. Pro
toto méfeni je nejvhodnéjsi kyveta z kfemenného skla (typ A) s délkou
optick¢é drahy lcm. Pokud nejsou kyvety zcela Cisté, proplachneme je
v destilované vod¢ a poté v roztoku ethanolu, aby se rychle vysusily. Kyvety
nikdy neutirime - hrozi poSkrabani. P#i manipulaci s kyvetami je
uchopujeme za jeji dvé bocni strany, které se nevyuzivaji pfi méfeni. Pred
métenim vzdy kyvetu n€kolikrat proplachneme v méfeném roztoku.

2. Pripravime zasobni roztoky malachitové zelen€, na kterych budeme provadét
métfeni absorbance. Pii ptipravé péti riznych koncentraci pouzijeme
mikropipetu a specidlni presné digitalni vahy. Roztoky pfipravujeme
Vv koncentraci nizsi nez lmmol/l.

3. Zapneme absorp¢ni spektrofotometr, ktery po zapnuti spusti vlastni

autokalibraci. Po kalibraci ptistroje je spektrofotometr pfipraven k pouziti.
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Po autokalibraci je potfeba nejdiive provést méfeni na tzv. slepém vzorku.
Toto méteni se provadi ztoho divodu, aby zméfend absorbance nebyla
souctem jak absorbance métené¢ho vzorku, tak 1 pouzitého rozpoustédla (v
nasem piipadé destilované vody). Toto meéfeni se automaticky ve
spektrofotometru uloZi a pfi dalSim méfeni se jiZ zobrazuje spravna hodnota
absorbance.

Na spektrofotometru navolime méfeni absorpcniho spektra v rozsahu
vlnovych délek 400 + 800 nm. Vlozime kyvetu obsahujici vzorek libovolného
roztoku a provedeme prvni proméfeni absorpcniho spektra, které slouzi
Kk nalezeni absorpéniho maxima zkoumaného vzorku.

Po odecteni vinové délky, pii které dochazi k maximalni absorpci pfepneme
spektrofotometr do moédu méfeni absorbance na konkrétni vinové délce a
zadame nami odectenou vinovou délku odpovidajici maximu absorpce.

Nyni jiz mUzeme provadét vlastni méfeni absorbance na piipravenych
vzorcich. Hodnota se zobrazuje téméf ihned, je vSak nutné nechat méfeni
chvili ustalit a az po chvili (cca. 1 minuta) teprve hodnoty zaznamenat.

Po ukonceni meéfeni vypneme spektrofotometr a pouzité kyvety opét
umyjeme v destilované vod¢ a ethanolu a nechame samovoln¢ uschnout.
Namétené hodnoty pouzijeme pro vypocet molarnich koncentraci, které by se
meli pii spravném a piesném meéfeni shodovat s pfedem piipravenymi.
Rovnéz by méla platit linearni zavislost mezi absorbanci konkrétniho roztoku

a jeho molarni koncentraci.

MERENI:

Pii prométeni absorpcniho spektra dochdzelo k maximalni absorbci

pii vinové délce Amax = 617nm (Graf 3). Tato hodnota odpovida i teoreticky

uvadénym hodnotam (5). Dale tedy bylo pocitano s vinovou délkou Amax = 617nm.
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Graf 3 Absorp¢ni spektrum roztoku malachitové zelené (4)

Pro méfeni bylo pfipraveno celkem pét rizné koncentrovanych roztokl
malchitové zelené (Tabulka 2). Jako rozpoustédlo byla pouzita destilovana voda
(DV). Pro ptipravu roztoku byl pouzit 0,3% koncentrat malachitové zelené¢ (MZ)

vyuzivany dfive jako akvarijni 1é€ivo.

celkovy

S| mnozstvi Gista objem hmotnost | objem obiem molarni

% koncentratu | hmotnost | koncentratu DV DV foz ':oku koncentrace
°| MZ[q] MZ[g] | MZ[dm’] [g] [dm®] [dm°] [mol/dm?]
1 0,0373 0,000112 | 0,000039 31,8159 | 0,031880 [ 0,031919 | 0,000003782

0,0488 0,000146 | 0,000051 | 33,6650 | 0,033732 [ 0,033783 [ 0,000004675

3 0,0450 0,000135 | 0,000047 | 27,4862 | 0,027541 [ 0,027588 [ 0,000005279

4 0,0526 0,000158 | 0,000055 | 31,1865 | 0,031249 | 0,031304 | 0,000005438

5 0,0580 0,000174 | 0,000060 | 25,0797 | 0,025130 [ 0,025190 | 0,000007451

Poznamka: MZ = malachitova zeleni, DV = destilovana voda

Tabulka 2 Pripravené koncentrace jednotlivych roztoki
Jednotliva mnozstvi byla nejprve odvazena a potom piepoctena na objemy ze

znamych hustot:

pmz = 0,960 g/em®
ppv = 0,998 g/cm®
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zkalibrovan na tzv. slepém roztoku (pouze destilovana voda) na vlnové délce Amax =
617nm. Poté byla méfena absorbance na jednotlivych roztocich ¢islo 1 az 5 (Tabulka

3). Pfed kazdym meéfenim byla kyveta nékolikrat proplachnuta métenym roztokem a

poté vlozena do spektrofotometru.

Pro méfeni byla vybrana kyveta z kifemenného skla (typ A) pro oblast
viditelnych frekvenci s délkou svételné drahy b=1cm. Pii vypoctu molarni

koncentrace byla pouzita hodonota molarniho absorpcniho koeficientu &i=g170m =

147773 dm*.mol™.cm™ (6).

roztok absorbance molarni koncentrace
. [-] [mol/dm®]
1 0,537 0,000003634
2 0,692 0,000004683
3 0,781 0,000005285
4 0,790 0,000005346
5 1,110 0,000007512

Molarni koncentrace c‘[mol/dm®] byla z namdfené absorbance vypo&tena

pomoci vzorce:

Tabulka 3 Naméfené absorbance jednotlivych roztoka
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Vysledna molarni koncentrace roztoku c[mol/dm°®] byla vypoétena podle vzorce:
My z
c=——
MMZ Vcelk
kde myz ¢istd hmotnost malachitové zelené [g],
Mwmz molarni hmotnost malachitové zelené [927,02 g/mol],
Veelk celkovy objem pfipraveného roztoku [dm®].
Pfed méfenim absorbance jednotlivych roztokli byl spektrofotometr
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kde A

absorbance [-],
molarni absorpéni koeficient pii vinové délce 617nm [dm®.mol™.cm™],

délka svételné drahy v kyveté [cm].

Zméfena absorbance v zavislosti na pfipravené moldrni koncentraci roztoku

byla vynesena do grafu (Graf 4) a aproximovana linearni funkci pro ovéfeni platnosti

Lambert-Beerova zakona.

Al

Zavislost absorbance na molarni koncentraci

1,2

/
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2,0E-06 4,0E-06 6,0E-06 c¢[mol/dm?3]8,0E-06

Graf 4 Zmétfena zavislost absorbance na koncentraci

Linearizovana zavislot vychazi se strmosti 147242 (viz. Graf 4). Tato hodnota

by pfi pfesném méfeni méla byt rovna molarnimu absorpénimu koeficientu 147773.

Porovnanim pfipravenych a vypoctenych koncentraci muzeme zjistit

presnost vysledkii métfeni (absolutni chyba) a piesnost dané métici metody (relativni

chyba). Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce na dalsi strance (Tabulka 4).
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roztok pripravena molarni vypoctena molarni Ac 5c

€ koncentraace koncentra:e [moI/dm3] [%]
[mol/dm?] [mol/dm?]
1 0,000003782 0,000003634 -0,000000148 | -4,07
2 0,000004675 0,000004683 0,000000008 | 0,18
3 0,000005279 0,000005285 0,000000006 | 0,12
4 0,000005438 0,000005346 -0,000000092 | -1,72
5 0,000007451 0,000007512 0,000000060 | 0,80
Tabulka 4 Absolutni a relativni chyby méfeni
ZAVER:

Spektrofotometrickym méfenim byla ovéfena platnost Lambert-Beerova
zakona pro koncentrace mensi nez 10% mol/l. Mé&fené koncentrace byly v tadu
jednotek pmol/l. Pfi méfeni koncentrace nastala nejvétsi chyba meéfeni 4% od
»relativné spravné® hodnoty koncentrace piipravené predem.

Jelikoz tato metoda patii mezi velmi citlivé, nelze vyloucit spoustu chyb,
které maji na méteni ptimy vliv. Pfi méfeni musi byt dodrZzeno spoustu zasad — napf.
Cistota skla kyvety, spravné pfipravena koncentrace méfené¢ho roztoku, ¢as potiebny
ke zméfeni a ustaleni absorbance, spravné zkalibrovany spektrofotometr atd. I ptes
snahu vyvarovat se téchto chyb, je vidét, ze i presto meli na méfeni vliv a do jisté

miry hodnoty ovlivnily.
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PRILOHA 2
‘ \L%?E%}I(E Nazev tlohy Méfeni excitaéné emisnich
7-/ kj TECHNICKE spekter di-4-ANEPPS
//\\n//VBRNE
@ s Jméno Dusan Pavlik
ZADANI:

Proméite pomoci spektrofluorimetru excitaéné emisni spektra napétove
citlivého barviva di-4-ANEPPS v rtiznych prostiedich. Méteni spekter provedte
Vv roztoku metanolu (MeOH), dimetylsulfoxidu (DMSO) a Krebsové roztoku (KH).

Vyhodnot'te naméfend spektra a pokuste se zdiivodnit namétené vysledky.

ROZBOR:

Kazda fluorescencni latka je charakterizovana excitacnim a emisnim péasem.
Excita¢ni pas je rozsah vinovych délek, pti kterych dochazi vlivem dodéni energie
k excitaci molekuly. VInova délka, pti které dochazi k nejefektivnéjsi excitaci
molekul, charakterizuje tzv. maximum excita¢niho pasu. Pii pouziti této vinové
délky pro excitaci dochazi k nejintenzivné;si fluorescenci.

Spektrum fluorescence je charakterizovano emisnim pasem s maximem,
kterému odpovidd urcitd vlnova délka, pii které pozorujeme nejintenzivnéjsi
fluorescenci. Vzdalenost excitacniho a emisniho maxima Se nazyva Stokestiv posuv.
Tento rozdil mezi energii absorbovaného a emitovaného zéafeni je zpusoben
energetickymi ztratami, které se projevuji béhem excitace fluorescen¢ni molekuly a
jejim navratu do rovnovazného stavu. Z tohoto diivodu je vlnova délka emitovaného
svétla vyssi nez pouzitd délka budiciho svétla.

Dalsi vlastnosti je nezavislost relativniho tvaru emisniho spektra na pouzité
excitaéni vlnové délce. Pokud pro excitaci molekuly pouzijeme vinovou délku
odopovidajici maximu excita¢niho pasu, dosahneme pfti fluorescenci nejvyssi mozné
intenzity. Pii zméné excitacni vinové délky dostaneme stejné emisni spektrum, které

se bude lisit pouze vyzafovanou intenzitou (relativni tvar spektra zlistane zachovan).
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Proto je vzdy nejvyhodnéjsi pouzit k excitaci vinovou délku odpovidajici maximu
excitatniho pasu a fluorescenci registrovat na vlnové délce odpovidajici maximu
V emisnim pasu.

Déle je emisni spektrum fluoroforu silné zavislé na polarit¢ rozpoustédla,
obzvlasté jedna-li se o polarni fluorofor. Tato vlastnost miize byt na jedné strané
uzite¢na, chceme-li napiiklad fluorofor vyuzit k méteni polarity prostiedi ve kterém
se nachazi, na druhé stran¢ naopak tato vlastnost muize byt nezadouci, potiebujeme-li
aby fluorofor vykazoval v daném prostiedi co nejintenzivnéjs fluorescenci.

Pti excitaci fluorescencni molekuly obvykle dochéazi ke zvétSeni jejiho
dip6lového momentu v porovnani s dipdlovym momentem vV jejim zakladnim
(rovnovazném stavu). To je zptisobeno tim, ze dochazi k ¢aste¢né zméné struktury
molekuly. Tato zména zpisobi, Ze po excitaci molekuly a zmén¢ jejiho dipolového
momentu dojde ke ztraté Casti excitaéni energie tim, Ze molekula se musi v roztoku
ptreorientovat tak, aby dosdhla rovnovazného stavu s okolim. Tato ztrata energie
samoziejm¢ roste s polaritou rozpoustédla. Obecné se tyto energetické ztraty

projevuji v posuvu emisniho spektra do vyssich vinovych délek.

PRACOVNI POSTUP:

1. Vlastnimu méfeni excitatn€é emisnich spekter pifedchdzi pomérné naro¢na
ptiprava konkrétniho fluorescencniho barviva. Tuto pfipravu neni dobré
podcenit, jelikoz obecné jsou fluorescencni barviva pomérné financné
nakladna a rovnéz ne lehce dostupna.

2. Barvivo di-4-ANEPPS se dodava v mnozstvi 1 nebo 5 mg Vpodobé
sublima¢né vysuSeného prasku. Takto je barvivo mozné skladovat pfi
pokojové teploté, na suchém a pied svétlem chranéném misté zhruba po dobu
6-ti mésict.

3. V tomto stavu je vSak barvivo nevhodné k méteni. Proto je nutné nejprve
pripravit tzv. zasobni roztok s nimz potom dale pracujeme. Latky vhodné pro
piipravu tohoto zasobniho roztoku jsou methanol, DMSO, DMF. V tomto
pfipad¢ pfipravime zasobni roztok barviva v DMSO v koncentraci 1mg/ml,

coz odpovida zhruba molarni koncentraci 2mM. Poté, co je zasobni roztok
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pfipraveny, je nutné ho uchovavat pfi teplotdch od 2 do 6 °C a opé&t peclivé

chranit pfed slunecnim zéafenim.

. Pot¢ muzeme pfisotupit k ptipravé jednotlivych roztokli (prostiedi), ve

kterych budeme provadét fluorescencni méteni. V tomto ptipadée ptipravime:
1. Roztok MeOH (methanolu) spolu se zasobnim roztokem, tak aby
vysledna koncentrace byla 10°M
2. Roztok KH (Krebs-Henseleitiv roztok) spolu se zasobnim roztokem,
tak aby vysledné koncentrace byla rovnéz 10°M.
Slozeni KH: 118 mmol NaCl, 24 mmol NaHCOs3, 4,2mmol KCl,
1,2 mmol KH,PO,, 1,2mmol MgCly, 5,5mmol glukézy,
10 mmol taurinu, 1,2 mmol CaCl,
Ptipravené roztoky opét nevystavujeme pred vlastnim méfenim slune¢nimu

zareni

. Nyni Ize pfistoupit k méfeni excitatné emisnich spekter pomoci

spektrofluorimetru. V tomto pfipad¢ byl pouzit pro méfeni spektrofluorimetr
AMINCO - Bowman Series 2 (THERMO Electron Corporation). Pro méteni
vybereme vhodné kyvety (od kyvet pro spektrofotometricka méteni se lisi
tim, Ze maji prihledné vSechny ctyfi st€ény — jeden smér se pouziva pro
excitacni paprsek a druhy smér, ktery je o 90° pootoeny, pro registraci
emisniho zafeni). BEhem meéfeni je nutné zajistit konstantni teplotu roztokl
v méticich  kyvetach. Tento spektrofluorimetr obsahuje prvek, ktery
stabilizuje teplotu v méticich kyvetach. Tuto teplotu ponechame nastavenou

béhem celého méfeni na 25°C.

. Na obsluzném SW ke spektrofluorimetru nejprve nastavime prvni scan pro

urceni nejvhodnéjsi excitacni a emisni vilnové délky a vlozime prvni roztok.
Dale nastavime pozadovany rozsah vlnovych délek pro proméfeni excitaéné
emisnich vlnovych délek a pozadovany krok s kterym se méni postupné
vlnova délka monochromatora. Pfi prvnim méfeni se mize stat, Ze namérena
inentzita fluorescence bude mimo rozsah, ktery je schopen pfistroj
registrovat. V tomto pfipadé provedeme upravu intenzity emisniho

monochromatoru Vv obsluzném SW, tak abychom se vesli do méficich rozsahti
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pfistroje. Pokud béhem méfeni tuto hodnotu zménime, je nutné (pokud
budeme spektra riznych roztokli porovnavat) piepocitat namétené¢ hodnoty
intenzit ptes klasickou troj¢lenku. Tim zajistime stejna méfitka pro dalsi
zpracovani namétfenych spekter. Toto je obvzlasté vhodné, pokud métime
fluorescenci ve dvou riznych prostfedich, znichZz jedno vykazuje oproti
druhému vyrazné slabsi fluorescenci. Takto popsané meéteni provedeme i
S druhym pfipravenym roztokem.

7. Naméiena data lze exportovat ve formdtu *.txt. Tato data obsahuji sloupec
s hodnotami vlnové délky a druhy sloupec s naméfenymi intenzitami.

8. Ziskana data dale vhodné& zpracujeme a zobrazime (viz. Méteni)

MERENI:

Po ptfedchozi ptipravé jednotlivych roztokii o koncentracich 2mM se nejprve
vlozil vzorek barviva v MeOH, na kterém se provedl excitacni a emisni scan pro
uréeni hodnot pro nastaveni excitaéniho a emisnitho monochromatoru pfistroje.
Ptistroj po namétfeni hodnot graficky zobrazi a ur¢i maxima spekter. Na zakladé¢
naméfenych hodnot byl dale excitaéni monochromator nastaven na 468nm a emisni
monochromator na 687nm. Béhem prvniho scanu bylo jesté nutné upravit citlivost
detektoru z ptivodni hodnoty 870V na 800V, tak aby naméfeny rozsah hodnot byl
mensi nez rozsah pristroje.

Po prvnim méfeni doSlo postupné na proméfeni spekter barviva
Vv jednotlivych prostiedich. U roztoku KH bylo nutné zvétsit citlivost detektoru na
870V z ditvodu slabé fluorescence. Piivodni nastavené parametry monochromatort
zustaly nezménény.

Béhem méteni byla udrzovana teplota roztoku v méficich kyvetach na 25°C.
Ptistroj umoznuje regulovat teplotu podle potieby, respektive dokdze béhem méfeni
zachovat konstantni teplotu a tim zarucit stejné podminky pro vSechna méteni.

Po dokonéeni méteni byla naméfend data exportovana z formatu *.txt do
tabulkového editoru, v kterém byla zobrazena a zpracovana.

Nameéiend data byla nejprve graficky zobrazena tak, jak byla naméfena bez

jakychkoliv uprav. Vysledek lze vidét na nasledujicim grafu (Graf 5).
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Neupravend naméfend spektra v absolutnich hodnotach
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Graf 5 Naméfena excitaéné emisni spektra di-4-ANEPPS (pied tpravou)

V grafu ¢.5 lze vidét data tak, jak byla ziskana. Tento graf obsahuje urcité
rysy, které nemaji s excitacné emisnimy spektry nic spole¢ného a lze je pfisuzovat
chybam méfeni. Jednd se o pik na vlnové délce cca 345nm. Tento pik pftislusi
2.harmonické frekvenci pouzité excitaéni lampy. Rovnéz pik na vlnové délce 685nm,
ktery pfislusi 1.harmonické frekvenci. Pfi dal§im zpracovani hodnot budou tyto dva
piky odstranény.

V dalsim grafu (Graf 6) jsou spektra jiz upravena a jsou vuci sobé relativni —

Ize porovnat jednotlivé intenzity fluorescence ve tfech riznych prostiedich.
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Excitacné emisni spektra di-4-ANEPPS

(koncentrace roztok(i 10-°M)
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Graf 6 Relativni excitacné emisni spektra di-4-ANEPPS (upravena)

Zgrafu 6 je vidét, ze kazdé prostiedi vykazovalo rlGznou intenzitu
fluorescence. Podle teoretickych ptedpokladi by se intenzita fluorescence méla
snizovat s rostouci polaritou rozpoustédla. Jednotlivé hodnoty relativni permitivity

jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 5).
methanol DMSO voda

rel. permitivita g, 33,8 46,7 78,5

Tabulka 5 Relativni permitivita jednotlivych roztoka
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Z tabulky 5 plyne, Ze nejintenzivnéji by mélo barvivo fluoreskovat v MeOH
(rozpor) a nejméné v Krebsové roztoku KH (shoda). Zde je mozné dobré uvést, pro¢
pii realném méfeni na zivych bunkach, které jsou pravé uméle vyzivovany timto
roztokem (KH) je dosahovano pomérné dobrych vysledkii co se tyCe intenzity
fluorescence. Barvivo ve vodném prostiedi obecné nefluoreskuje, ale pokud se prave
navaze na bunécné membrany, dochazi ke zlepSeni fluorescence a proto jsou jiz
vysledky méfitelné a lepsi nez v tomto piipad¢€, kde je barvivo pouze rozpusténo ve
vodném prostiedi roztoku KH.

Dalsi véc, ktera by nemusela mit piimo souvislost s excitacné emisnimi
spektry je oblast nékolika mensich piki v oblasti excitatniho maxima MeOH (oblast
kolem 475nm). Je mozné, ze toto zvinéni bylo zplisobeno pouzitym zdrojem svétla.
Podle specifikaci vyrobce spektrofluorimetru je jako zdroj svétla pouzita Xe 150W
vybojka, jejiz spektrum vykazuje prave v této oblasti podobné piky, které se pravé
mohli projevit pii méfeni spekter. Nicméné pouzity zdroj svétla by mél byt na
méfeném rozsahu pomérné stabilizovany a proto tato teorie neni jista. Spektrum Xe

150W vybojky je zobrazeno na nasledujicim obrazku (Obrazek 14).
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Obrazek 14 Spektra halogenovych vybojek (7)
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Posledni véc, ktera ne zcela musi souviset s naméfenymi spektry mize byt
jemné zvlnéni vSech namétenych spekter v celém rozsahu. Toto zvIinéni by mohlo

byt zpisobeno nastavenou velkou citlivosti pfistroje, popiipadé by mohlo byt

wrwe

wrwe

zvlnéni.

Pro srovnani spekter 1ze uvést spektra di-8-ANEPPS (Obrazek 15).

300 400 500 600 700 800
Obrazek 15 Excita¢né emisni spektrum di-8-ANEPPS (4)
ZAVER:
Prakticky byla ovéfena zavislost excitné emisnich spekter na pouzitém

prostfedi. Jednotlivé hodnoty maxim a Stokestiv posun jsou uvedeny Vv nasledujici

tabulce (Tabulka 6).

Excitace Emise Stokesav Rel. intenzita
Prostredi
(max) (max) posun (max)
MeOH 475nm 690nm 215nm 0,78
DMSO - 700nm - 1,0
KH 460nm 650nm 190nm 0,08

Tabulka 6 Porovnani naméfenych hodnot u jednotlivych prostiedi

Béhem zpracovani hodnot se vyskytlo mnoho jevi, které nepfimo souvisi
s excitacné emisnimi spektry a které by méli byt pied prezentaci naméfenych spekter
eliminovany, jelikoz jsou zptisobeny chybami méteni (diskutovano v piredchozi

kapitole ,,Méteni).




